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                                                                                   INTRODUCCIÓ

1.1. La Síndrome Metabòlica 
La síndrome metabòlica és un conjunt de factors de risc que prediuen la 

malaltia cardiovascular i la diabetis millor que qualsevol dels seus components 

individualment (1). La resistència a la insulina (IR) sembla tenir un paper 

rellevant tant en l’inici com en el desenvolupament de la malaltia. 

La primera vegada que va aparèixer el concepte d’una síndrome (Síndrome X, 

terme que es va utilitzar en un primer moment) unida a la resistència a la 

insulina va ser gràcies a la menció de Reaven el 1988 (2), el qual va proposar 

que una acció deficient de la insulina era el component central d’una sèrie 

d’alteracions metabòliques (nivells elevats de triglicèrids, colesterol HDL baix, 

hiperglucèmia en dejú i pressió sanguínia elevada). També va fer notar que 

aquestes alteracions es presentaven en absència de factors de risc clàssics 

com concentracions elevades de colesterol LDL. 

La prevalença d’aquesta síndrome s’ha estimat entre un 35.2 i un 40.1% de la 

població dels EEUU majors de 20 anys, convertint-se en un problema de 

primera magnitud als països occidentals i també als emergents, com la Xina. 

1.1.1. Malaltia Hepàtica per Dipòsit de Greix 
La malaltia hepàtica per dipòsit de greix (MHDG) és considerada la 

manifestació hepàtica de la síndrome metabòlica (3) i es refereix a l’acumulació 

de greix, principalment triglicèrids, als hepatòcits, de forma que aquests 

superen el 5% del pes total del fetge. 

Només recentment, Ludwig i col·laboradors (4) han identificat una síndrome 

caracteritzada per l’associació de fetge gras, hepatitis lobular i uns nivells 

plasmàtics permanentment elevats d’alanina aminotransferasa en pacients on 

l’ingesta d’alcohol era negligible. El terme malaltia hepàtica per dipòsit de greix 

(MHDG o NAFLD) s’ha adoptat per cobrir tot l’espectre de desordres 

metabòlics del fetge gras (5;6), que va des de la simple acumulació de greix al 
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fetge, passant per la inflamació (esteatohepatitis no-alcohòlica o NASH) i fins la 

cirrosi. 

La prevalença de la MHDG en la població general sembla situar-se al voltant 

del 30% (7), percentatge que pot ascendir fins al 90% si parlem de persones 

obeses (8) o d’entre el 50 i el 75% en persones diabètiques (9).  

A l’igual que passa en la síndrome metabòlica, la resistència a la insulina és el 

factor que més es reprodueix en el desenvolupament de la MHDG (10). 

1.2. Resistència a la Insulina  
La resistència a la insulina (IR) és la condició en la qual les quantitats normals 

d'insulina són insuficients per a produir una resposta d'insulina normal al greix, 

cèl·lules del múscul i fetge (11). 

El fetge és el principal òrgan on la insulina fa el seu efecte, a més del múscul 

esquelètic i el teixit adipós (12). En dejú, la insulina limita la producció de 

glucosa hepàtica, la qual cosa manté la concentració plasmàtica de glucosa a 

nivells normals. En estadis postpandrials, la insulina activa la transcripció de 

l’enzim glucocinasa, que catalitza la reacció de glucosa a glucosa-6P, la qual 

no inhibeix la glucocinasa. Tanmateix, la insulina actua inhibint l’acció de la 

glucosa-6 fosfatasa, la qual defosforila la glucosa-6P per convertir-la en 

glucosa. La insulina també estimula l’acumulació de glucosa en forma de 

glucogen. Quan la concentració plasmàtica de glucosa cau, la producció 

d’insulina resta inhibida. Una altra acció de la insulina és la de limitar la 

producció de lipoproteïnes de molt baixa densitat (VLDL) (13). Per contra, quan 

el fetge té les reserves de glucogen plenes, tota la glucosa que entra en excés 

és derivada cap a la síntesi d’àcids grassos, els quals seran exportats des del 

fetge en forma de VLDL. 

Quan el fetge es torna gras a causa de la MHDG, l’acció de la insulina, inhibint 

la producció hepàtica de glucosa, queda malmesa. Aquesta resistència a la 

insulina condueix a un lleuger increment en els nivells de glucosa plasmàtica i a 
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una estimulació de la secreció d’insulina. Probablement, la hiperinsulinèmia és 

una conseqüència, i no una causa, de la MHDG. 

En pacients amb MHDG (i per tant, amb resistència a la insulina hepàtica), el 

fetge produeix VLDL riques en triglicèrids en dejú (14) i en condicions 

d’hiperinsulinèmia (15). Això comporta una hipertrigliceridèmia i una 

concentració plasmàtica baixa de colesterol HDL (16). 

1.2.1 Resistència Vascular a la Insulina 
Molts estudis han demostrat un paper de la resistència a la insulina sistèmica 

en el desenvolupament de complicacions cardiovasculars. De fet, la majoria de 

les grans complicacions en pacients amb síndrome metabòlica tenen un origen 

a nivell vascular (17;18).  

A nivell de l’endoteli perifèric, la insulina s’uneix al seu receptor (19), el qual fa 

que es fosforili el substrat del receptor de la insulina (20), activant PI3K (21), la 

qual cosa comportarà la fosforilació i activació de PDK-1 (22) que, a la vegada, 

fosforilarà i activarà AKT, la qual fosforilarà directament la sintasa endotelial de 

l’òxid nítric (eNOS) en la serina en posició 1176 en rates (Ser1176, Ser1177 en 

humans) (23;24). El resultat d’aquest conjunt de reaccions produeix, en últim 

terme, un increment d’activitat d‘eNOS i un augment de la producció d’òxid 

nítric (NO), el que condueix a la vasodilatació. A més, la insulina també 

produeix vasoconstricció a causa de l’activació d’endotelina, mitjançant la via 

RAS/RAF/MEK i MAPK (25;26),  
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En condicions de resistència a la insulina, l’alteració de la via de PI3K és un 

element clau que la caracteritza, mentre que altres branques de la senyalització 

de la insulina no es veuen afectades, incloent la via de Ras/MAPK (27;28). Això 

té importants implicacions fisiopatològiques ja que la resistència a la insulina 

metabòlica està acompanyada, normalment, d’hiperinsulinèmia compensatòria 

per tal de mantenir l’euglicèmia. A més, tant a la vasculatura com si no, la 

hiperinsulinèmia sobrecarregarà la via dependent de MAPK, la qual no estarà 

afectada per la resistència a la insulina, la qual cosa conduirà a un desequilibri 

entre les funcions de la insulina que es realitzen mitjançant les vies de PI3K 

(recordem, afectada) i la de MAPK (no afectada) (29). 

Visió general de les vies de senyalització de la insulina
(Muniyappa R. Endocrine Reviews 2007). 
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Aquest desequilibri portarà a una menor activació de l‘eNOS i, per tant, a una 

menor producció d‘NO i una conseqüent disfunció endotelial. 

S’han implicat molts mecanismes en el desenvolupament de disfunció 

endotelial dins la resistència a la insulina, com la lipotoxicitat (mitjançant una 

trasmissió deficient del senyal de la insulina (30), estrés oxidatiu (31;32), 

alteracions locals del sistema renina-angiotensina (33) i una sensibilitat  

Els mecanismes de glucotoxicitat, lipotoxicitat i 
inflamació provoquen relacions recíproques entre 
resistència a la insulina i disfunció endotelial (Muniyappa 
R. Endocrine Reviews 2007). 
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adrenèrgica augmentada de les cèl.lules vasculars musculars llises (34)), 

glucotoxicitat (a través d’estrés oxidatiu, flux incrementat, activació de 

diacilglicerol, entre d’altres (35;36)) i inflamació (37;38).  

1.3.  Endoteli i Disfunció Endotelial
Al ser un dels principals reguladors de l’hemostasi vascular, l’endoteli manté un 

equilibri entre les substàncies vasodilatadores i vasoconstrictores produïdes per 

(o que actuen a) l’endoteli, entre la inhibició i l’estimulació de la proliferació i 

migració de la cèl.lula muscular llisa, i entre la trombogènesi i la fibrinolisi (39). 

Quan aquest desequilibri es trenca parlem de disfunció endotelial. 

L’endoteli sa regula el to vascular i té accions anticoagulants, antiplaquetàries, 

antiproliferatives i fibrinolítiques. El manteniment del to vascular és regulat per 

la secreció de numeroses substàncies vasodilatadores i vasoconstrictores.  

El vasodilatador més important secretat per l’endoteli és l’NO, originalment 

descrit com a factor relaxant derivat de l’endoteli (EDRF en anglès). Uns altres 

vasodilatadors són la bradicinina i la prostaciclina.  

L’endoteli també produeix substàncies vasoconstrictores, com l’endotelina (el 

vasoconstrictor endogen més important) i l’Angiotensina II. Aquests dos 

vasoconstrictors promouen la proliferació de les cèl·lules musculars llises i, per 

tant, la formació de placa (40). Els macròfags activats i les cèl·lules musculars 

llises vasculars, components cel.lulars característics de la placa ateroscleròtica, 

produeixen grans quantitats d’endotelina (41). 

a) Òxid Nítric (NO) 

L’òxid nitric és una substància clau d’entre les produïdes per l’endoteli. La 

característica principal de la disfunció endotelial és la pèrdua de capacitat 

vasodilatadora de l’endoteli, la qual és mitjançada per NO. S’ha proposat que 

un defecte en la producció de NO o en la seva activitat pot ser un dels grans 

mecanismes responsables de la disfunció endotelial i un contribuent per 

l’aterosclerosi. 
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L’NO és sintetitzat com a producte de la formació de L-citrulina per part de les 3 

isoformes de la proteïna sintasa del NO (NOS): la NOS neuronal (nNOS), la 

induïble (iNOS) i la endotelial (eNOS) (42). Les nNOS i l’eNOS produeixen NO 

de forma constitutiva i en petites quantitats, mentre que la iNOS ho fa de 

manera induïble en resposta a citocines, lipopolisacàrids i molts altres agents 

en quantitats fins a 1000 vegades superiors a les que pot produir l‘eNOS (43). 

Encara que el terme constitutiu implica que la seva expressió no està regulada, 

l’ARN missatger (mRNA) i els nivells proteics, així com les activitats 

enzimàtiques poden ser modificades (sobretot de l’eNOS). 

       a.1) eNOS 

La producció hepàtica fisiològica de NO és derivada de l’eNOS en resposta a 

estímuls com l’estrés de fregament i la presència de vasoconstrictors (44;45).  

L’activació clàssica de l’eNOS (per exemple, per acetilcolina (ACh)), implica un 

increment intracel.lular de calci (Ca2+) i la unió de Ca2+/calmodulina a l’enzim. 

Recentment s’ha descrit una via de regulació d’eNOS independent de Ca2+. 

Aquesta via és estimulada per shear stress o insulina (46;47). Tant el shear 

stress com la insulina incrementen la producció endotelial d‘NO via l’activació 

de PI 3-kinase i protein kinase B (PKB/Akt), que fosforila eNOS en Ser1176 

(48). A més, la insulina regula a l’alça la transcripció d’eNOS en les cèl.lules 

endotelials (49).��

El mecanisme d’acció de l’NO és paracrí, possiblement (al fetge) sobre les 

cèl.lules estrellades hepàtiques (CHE), promovent la síntesi de GMP cíclic 

(GMPc) (50). La diana més important del GMPc és una proteïna cinasa 

anomenada GMPc-dependent (PKG) que fosforila nombroses proteïnes 

involucrades en la regulació de la homeostasi del Ca2+, entre les quals trobem 

el receptor Inositol 1,4,5 trifosfat. Aquesta fosforilació comporta una disminució 

de la concentració de Ca2+ intracel.lular que produirà relaxació de les CHE i 

vasodilatació (51).  

El paper de l’NO en el fetge sa és de compensació vascular enfront un estímul 

vasoconstrictor (52). Diversos estudis, a través d’estratègies ben diferents, han 

aconseguit incrementar la producció hepàtica d‘NO en la cirrosi. D’una banda, 
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la infecció gènica del fetge amb l’adenovirus que conté la nNOS o l’eNOS 

(53;54); de l’altra, administrant donadors d‘NO específicament hepàtics (55) i 

molt recentment, augmentant la síntesi d‘NO mitjançant estatines (56). 

       a.2) iNOS 

Aquest enzim, identificat inicialment pel seu paper vital en el sistema 

immunològic, pot produir NO contínuament si el substrat i els cofactors no són 

limitants, al contrari del que passa amb la molt regulada producció de NO 

mediada per l‘eNOS. Està sobreexpressat en teixits metabòlics sota diferents 

condicions d’estrés metabòlic (57). La iNOS, encara que és important pel 

sistema immunitari, quan la seva expressió es troba induïda, pot ser perjudicial 

per altres tipus cel.lulars, com ara les cèl.lules � del pàncrees (58) i les cèl.lules 

vasculars (59). Estudis recents han demostrat que l’NO derivat de la INOS pot 

tenir un paper en la fisiopatologia de la disfunció metabòlica induïda per 

obesitat (60); la seva inhibició millora la hiperglucèmia, hiperinsulinèmia i la 

sensibilitat a la insulina en el fetge (61) i és un modulador crític de l’activació de 

PPAR-� (podent restar eficàcia a l’efecte de fàrmacs sensibilitzadors de la 

insulina) (62), a part està implicada en un nou mecanisme de resistència a la 

insulina (63). A més, l’NO derivat de la iNOS causa dany vascular. Diversos 

estudis en diferents models animals han demostrat com la iNOS, quan està 

induïda, provoca disfunció endotelial (64-66), majoritàriament a causa de la 

producció d’estrés oxidatiu (67). Aquest estrés oxidatiu, provocat per una 

sobreproducció d’NO per part de la iNOS, podria estar suprimint l’expressió de 

l‘eNOS (68). Tanmateix, la inhibició d’iNOS en models animals on es troba 

sobreexpressada restaura la correcta funció endotelial (69-72). En condicions 

normals, l’única NOS expressada a l’endoteli dels vasos és l’eNOS. Durant la 

inflamació, els vasos sanguinis expressen iNOS així com eNOS (73). La 

sobreexpressió d’iNOS, doncs, contribueix a la disfunció vascular. 

3.1 L’endoteli Sinusoïdal Hepàtic 
L’endoteli sinusoïdal hepàtic mostra característiques diferencials respecte a 

l’endoteli perifèric: manca de membrana basal, està fenestrat i no expressa 

basalment el factor de von Willebrand (vWF) ni molècules d’adhesió com el 

CD31. En condicions normals manté un ambient antiinflamatori, antitrombòtic, 
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antifibròtic i vasodilatador en el sinusoide hepàtic, principalment a través de la 

producció de NO. Per una altra part, l’endoteli sinusoïdal juga un paper 

fonamental en la resposta al dany hepàtic (74). A la seva vegada, factors 

sintetitzats a l’hepatòcit i a les cèl·lules estrellades son fonamentals per 

mantenir la integritat i característiques diferencials de l’endoteli sinusoïdal. El 

principal d’aquests factors és el VEGF, i el seu efecte està mediat a través de 

l’activació dels seus dos receptors endotelials: VEGF-R1 (que media l’estímul 

de la producció d’HGF (factor de creixement hepatocitari) i IL-6, (factors 

protectors de l’hepatòcit i que promouen la regeneració hepàtica en resposta al 

dany hepàtic) (75) i VEGF-R2 (que media l’estímul de la producció de NO) (76). 

Per tot això, alteracions en la funció hepatocitària o de les cèl.lules estrellades 

hepàtiques podrien resultar en alteracions de la funció sinusoïdal, la qual cosa 

podria accentuar a la seva vegada, el dany hepatocitari. És possible, per tant, 

que la pèrdua d’una adequada funció de l’endoteli sinusoïdal actuï com a 

amplificador del dany hepatocitari una vegada aquest s’inicia.  

La rellevància patogènica a la malaltia hepàtica crònica de la disfunció 

endotelial sinusoïdal ha estat recentment demostrada en la cirrosi hepàtica 

(77). La circulació intrahepàtica en la cirrosi és caracteritzada per una resposta 

exagerada de la vasculatura hepàtica a vasoconstrictors i una resposta 

disminuïda a vasodilatadors dependents d’endoteli (78), la qual cosa 

contribueix al desenvolupament d’hipertensió portal. S’ha postulat, a més, que 

mitjançant la facilitació de fenòmens trombòtics (79) i de la pèrdua de l’efecte 

antifibrogènic del NO (80), la disfunció endotelial contribueix a la progressió de 

la cirrosi (81;82).  
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                     JUSTIFICACIÓ I OBJECTIUS DE LA PRESENT TESI

Justificació i objectius generals 

La MHDG té una prevalença del 25.8% en la població general espanyola 

(33.4% entre els homes i un 20.3% entre les dones) (83) i del 30% a la població 

estadounidenca (84). Els pacients amb MHDG tenen una esperança de vida 

menor respecte la població control (85), sobretot en el rang de 45 a 54 anys 

(86), encara que aquest increment en la mortalitat sigui petit (87;88). Entre 

aquests pacients, la incidència d’una mort a causa de la malaltia hepàtica 

passa a ser la tercera causa (després del càncer i de la malaltia coronària 

isquèmica), respecte a la tretzena de la població general (89).  

La MHDG pot evolucionar cap a esteatohepatitis (o NASH) en un 5% dels 

casos (90), dels quals fins un 15% pot acabar desenvolupant cirrosi (91;92). 

Dels pacients amb MHDG, un 3% acabarà desenvolupant també cirrosi (93).  

A més, cada cop hi ha més evidències que la MHDG és la causa més freqüent 

de cirrosi criptogènica (94;95), essent, aquesta, la tercera o quarta causa 

d’indicació per a trasplantament hepàtic (96). 

Per tant, encara el risc de mortalitat entre els pacients amb MHDG i el de mort 

a causa de malaltia hepàtica sigui modest, l’alta prevalença de la malaltia fa 

que sigui una càrrega molt important per al sistema sanitari. 

Fins ara, no hi ha una teràpia farmacològica per a la MHDG; la teràpia 

establerta consisteix en mantenir una dieta saludable i fer exercici. Només 

alguns estudis experimentals, en un petit nombre de pacients, han assajat amb 

diferents fàrmacs (97), sense que encara se n’hagi recomanat cap.  

La disfunció endotelial apareix abans que apareguin altres complicacions 

vasculars a la perifèria en condicions de síndrome metabòlica. En el fetge, la 

disfunció endotelial sinusoïdal hepàtica contribueix a la hipertensió portal, però 

la situació de l’endoteli sinusoïdal en la MHDG no estat estudiada. 

Els treballs de recerca de la present tesi estan orientats, globalment, a estudiar 

la situació de l’endoteli sinusoïdal hepàtic en condicions d’esteatosi simple i els 

mecanismes moleculars implicats en una possible disfunció endotelial hepàtica. 
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Estudi 1: Insulin resistance and liver microcirculation in a rat 
model of early NAFLD, role of Inducible Nitric Oxide Synthase. 

Com s’ha comentat anteriorment, la resistència a la insulina és una de les 

principals característiques fisiopatològiques implicades en la MHDG i es creu 

que contribueix tant en l’inici com en la progressió de la mateixa. Malgrat tot, no 

es coneix en profunditat com la resistència a la insulina pot contribuir al dany 

hepàtic. Un millor coneixement d’aquests mecanismes possibilitaria l’ús 

racional de tractaments específics que previnguessin la hipertensió portal i la 

cirrosi en pacients amb MHDG. 

Només molt recentment s’han demostrat anormalitats vasculars en models de 

fetge gras (98;99) en forma d’una reduïda perfusió sinusoïdal i una disfunció 

sinusoïdal causa per l’acumulació parenquimal de lípids i l’acumulació de 

col.lagen a l’espai de Disse. Mai, però, s’han explorat les relacions 

patogèniques entre la resistència a la insulina i la disfunció endotelial sinusoïdal 

hepàtica.  

La insulina té efectes beneficiosos sobre l’endoteli (100), promou la producció 

de NO per la via de PI3K/Akt/eNOS, la qual cosa provocarà vasodilatació i 

protecció vascular (101;102). En condicions de resistència a la insulina a nivell 

vascular es perdran els efectos beneficiosos de l’NO, i aquesta condició serà 

suficient per a causar disfunció endotelial. Com ja s’ha explicat anteriorment, 

una adequada funció de l’endoteli sinusoïdal hepàtic és necessari per un bon 

funcionament de tot l’òrgan. Una disfunció de l’endoteli podria contribuir a la 

hipertensió portal (103-107). 

Un dels mecanismes proposats en el desenvolupament de resistència a la 

insulina després de l’administració d’una dieta rica en greix és la regulació a 

l’alça d’iNOS en el fetge (108). Aquesta sobreexpressió podria causar dany 

endotelial en els vasos de rosegadors (109;110), però, la contribució de la 

iNOS en el dany vascular hepàtic en la MHDG no es coneix. 

Per tant, les hipòtesis d’aquest estudi van ser, en primer lloc, avaluar si les 

respostes vascular a la insulina es troben alterades en un model animal de 

MHDG; avaluar si l’administració d’un fàrmac sensibilitzador de la insulina 

millora aquestes anormalitat; i, per últim, investigar el paper d’iNOS en 

aquestes alteracions. 
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Estudi 2: Sinusoidal endothelial dysfunction precedes inflammation 
and fibrosis in a model of NAFLD�

La MHDG és la manifestació hepàtica de la síndrome metabòlica. 

No es coneixen els mecanismes pels quals la MHDG pot progressar des 

d’esteatosi simple fins a esteatohepatitis o cirrosi. 

Per un costat, se sap que la majoria de complicacions de la síndrome 

metabòlica semblen tenir un origen vascular (111). Un dels principals motius 

d’aquestes complicacions vasculars és la disfunció endotelial amb una menor 

producció d’NO (112), que s’ha observat abans que es puguin demostrar 

complicacions patològiques a nivell vascular (113). Això suggereix que la 

disfunció endotelial és un esdeveniment primerenc en el curs de les 

complicacions vasculars. La correcció de la funció endotelial s’associa a una 

disminució dels esdeveniments vasculars i, per tant, la disfunció endotelial es 

considera una diana terapèutica útil en aquesta síndrome (114;115). A més, els 

pacients amb MHDG presenten disfunció endotelial sistèmica i un augment del 

risc cardiovascular (116).  

Malgrat això, mai s’ha investigat la presència de disfunció endotelial sinusoïdal 

en el fetge. També es desconeix si aquesta disfunció endotelial apareix abans 

que altres signes de la malaltia, tal i com passa en la circulació sistèmica. 

Per tant, els objectius d’aquest estudi foren caracteritzar els canvis a nivell 

histològic i vascular d’un model animal d’obesitat, que presenta la majoria de 

les característiques de la síndrome metabòlica. 
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Number 
of rats 

evaluated 
(CD/CafD) CD CafD p 

Body weight (g): Baseline 7 / 7 240 ± 5 239 ± 4  0.850 
Body weight (g): 4 weeks 7 / 7 307 ± 5 328 ± 6 0.001 
Liver weight (g) 7 / 7 9.1 ± 0.3 11.1 ± 0.4 <0.001 
% liver/total weight 7 / 7 2.9 ± 0.1 3.3 ± 0.1 0.005 
Blood glucose (mg/dL) 4 / 4 117 ± 8 151 ± 10 0.003 
Plasma insulin (µU/mL) 4 / 4 35.9 ± 4.5 56.9 ± 8.4 0.004 
Bilirubin (mg/dl) 4 / 4 0.10 ± 0.04 0.28 ± 0.10 0.033 
AST (U/L) 4 / 4 85 ± 14 88 ± 8 0.656 
ALT (U/L) 4 / 4 52 ± 9 32 ± 6 0.014 
Plasma FFA  (µM) 4 / 4 1613 ± 274 3214 ± 334 0.001 
Plasma Triglycerides (mg/dL) 4 / 4 75 ± 13 200 ± 42 0.026 
Liver FFA (umol*g liver-1) 4 / 4 9.2 ± 1.1 13.0 ± 1.1 0.070 
Liver Triglycerides (mg*g of liver-1) 4 / 4 6.0 ± 0.2 8.8 ± 0.9  0.035 
Mean Arterial Pressure (mmHg) 7 / 7 126.1 ± 5 153.1 ± 8 0.005 
In Vivo Portal Pressure (mmHg)      7 / 7  7.5 ± 2.1 9.7 ± 0.6 0.062 
Portal Blood Flow (mL*min-1*g of 
liver-1) 7 / 7 1.0 ± 0.2 0.7 ± 0.2 0.050 

Hepatic Vascular Resistance (mmHg* g 
of liver*min* ml-1) 7 / 7 6.9 ± 0.9 15.4 ± 2.6 0.027 
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                                                               RESUM DELS RESULTATS

4.1- Estudi 1: Insulin resistance and liver microcirculation 
in a rat model of early NAFLD, role of Inducible Nitric 
Oxide Synthase. 

� L’administració, durant 3 dies d’una dieta rica en greix en rates provoca 

esteatosi sense que s’apreciï cap signe d’inflamació. Això es troba 

associat a un increment intrahepàtic de triglicèrids, colesterol i àcids 

grassos lliures.  

� Les rates esteatòsiques no presenten basalment un augment de la 

resistència vascular intrahepàtica. 

� La insulina provoca vasodilatació dosi dependent en el fetge control, 

atenuada, però, en el fetge gras, la qual cosa suggereix la presència de 

resistència vascular a la insulina.  

� Les rates esteatòsiques presenten resistència endotelial a la insulina, 

mesurada com una menor capacitat de la insulina per a potenciar la 

vasodilatació endoteli-dependent. 

� A nivell molecular, això es tradueix a una menor capacitat de la insulina 

per augmentar la fosforilació d’eNOS (forma activa) respecte el vehicle 

en rates alimentades amb una dieta rica en greix respecte les rates 

alimentades amb una dieta control. 

� El tractament amb un fàrmac sensibilitzador a la insulina (metformina o 

pioglitazona) atenua l’acumulació lipídica intrahepàtica en rates 

alimentades amb una dieta rica en greix. 

� Tant la metformina com la pioglitazona prevenen el desenvolupament de 

resistència vascular a la insulina en rates esteatòsiques. A més, i al 

contrari que en les rates amb fetge gras no tractades, la insulina és 

capaç de potenciar la vasodilatació endoteli-dependent i augmentar la 

fosforilació d’eNOS després d’una injecció portal d’insulina. 

� La inhibició de la iNOS en rates tractades durant 3 dies amb una dieta 

rica en greix atenua l’acumulació intrahepàtica de lípids, prevé el 

desenvolupament de resistència vascular a la insulina, restaura l’acció 

de la insulina potenciant la vasodilatació endoteli-dependet i augmenta 
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� la fosforilació d’eNOS després d’una injecció portal d’insulina respecte el 

vehicle. 

4.2- Estudi 2: Sinusoidal endothelial dysfunction precedes       
inflammation and fibrosis in a model of NAFLD�

� En rates, l’administració durant 1 mes d’una dieta rica en greix (dieta de 

cafeteria) indueix un conjunt d’alteracions que pertanyen a la síndrome 

metabòlica: obesitat, hiperglicèmia, intolerància a la glucosa, resistència 

a la insulina i hipertensió arterial. A més a més, els nivells plasmàtics de 

triglicèrids i àcids grassos lliures estan augmentats. 

� Les rates alimentades amb dieta de cafeteria presenten una relació pes 

del fetge/pes total augmentada respecte les rates alimentades durant un 

mes amb una dieta control.  

� Aquesta dieta provoca un augment de nivells plasmàtics de bilirrubina, 

mentre que els de transaminases no estan elevats. Els fetges presenten 

esteatosi sense fibrosi, confirmat per la manca d’activació de les cèl.lules 

estrellades hepàtiques. 

� La dieta de cafeteria indueix un lleuger increment de la pressió portal, 

associat a un menor flux portal, la qual cosa suggereix un augment de la 

resistència vascular intrahepàtica. 

� A més, aquesta dieta provoca, en les rates, un increment significatiu en 

la pressió portal de perfusió a causa dels canvis funcionals, ja que 

aquest increment desapareix quan s’administra un vasodilatador. 

� Les rates esteatòsiques presenten disfunció endotelial sinusoïdal, sense 

que es presentin canvis morfològics en les cèl.lules endotelials 

sinusoïdals.  

� Aquesta disfunció endotelial sinusoïdal s’associa a una menor activació 

de la via AKT/eNOS, on les rates alimentades amb la dieta de cafeteria 

presenten una menor fosforilació tant d’Akt com d’eNOS, així com una 

menor activitat de l’eNOS. 

� Tanmateix, en les rates esteatòsiques, la insulina no és capaç 

d’augmentar la fosforilació d’eNOS, la qual cosa sí succeeix en les rates 

alimentades amb dieta control. 
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                                                        DISCUSSIÓ DELS RESULTATS

Els resultats del primer estudi aporten noves i importants dades fins ara no 

conegudes sobre els efectes de la insulina a nivell vascular, tant en fetges sans 

com en aquells esteatòsics. Per primera vegada demostrem que els fetges de 

rates alimentades durant només 3 dies amb una dieta rica en greix, presenten 

una menor resposta vasodilatadora a la insulina respecte a les rates 

alimentades durant tres dies amb una dieta normal. A més, els fetges 

esteatòtics presenten resistència a la insulina a nivell específicament de 

l’endoteli sinusoïdal hepàtic, relacionada amb una inducció de la iNOS. El 

tractament amb un fàrmac sensibilitzador de la insulina millora la resistència a 

la insulina a nivell endotelial i redueix l’acumulació de greix. Aquests canvis es 

van produir, com ja hem dit, després de només 3 dies d’administració d’una 

dieta rica en greix, els quals són suficients per a induir esteatosi i per a alterar 

la via de senyalització de la insulina, però abans que aparegui inflamació, 

fibrosi o altres signes que indiquin que ens trobem davant un estat avançat de 

la MHDG (117). Això vol dir que aquests successos primerencs podrien ser 

dianes per a possibles tractaments. 

Una part dels pacients amb MHDG acaben desenvolupant cirrosi (118), però 

els mecanismes involucrats en aquest procés no estan molt definits. Aquest 

estudi incideix sobre la possible contribució de la resistència a la insulina en la 

disfunció vascular en el fetge. A més, es creu que la disfunció endotelial, 

caracteritzada per una menor producció endotelial de NO, contribueix a la 

progressió en la cirrosi, ja que està associada a un increment en la resistència 

vascular (119;120) i a una activació de les cèl.lules estrellades hepàtiques 

(121).  

En l’endoteli dels vasos perifèrics, la insulina estimula la producció de NO 

d’origen endotelial mitjançant un mecanisme Ca2+-independent, a través de 

l’activació de PI3K i Akt, la qual fosforila eNOS. La inactivació de la via de 

senyalització de la insulina, específicament en l’endoteli, afecta tant la 

vasodilatació induïda per insulina com la vasodilatació endoteli dependent 

(122). També s’ha vist que la resistència a la insulina està associada a 

disfunció endotelial (123;124), la qual sembla ser un element clau en el 
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desenvolupàment de l’aterosclerosi (125). En aquest estudi, vàrem estudiar si 

aquestes anormalitats, ben descrites en els vasos perifèrics, també ocorren a la 

vasculatura hepàtica en un model experimental de MHDG. Vam decidir avaluar 

aquestes alteracions en un model que no presenta ni fibrosi ni inflamació, degut 

a que està ben documentada que la disfunció endotelial hepàtica està present a 

fases avançades de la malaltia hepàtica (126;127). En aquest primer estudi 

demostrem que l’endoteli hepàtic de fetges amb MHDG presenten resistència 

funcional a la insulina, demostrada per una menor capacitat de la insulina per 

potenciar la vasodilatació dependent d’endoteli. A nivell molecular, demostrem 

que la via de senyalització de la insulina està alterada, a causa d’una menor 

fosforilació de l‘eNOS (en Ser1176) en resposta a una injecció portal in vivo

d’insulina. No hem avaluat la fosforilació d’Akt en resposta a insulina, un pas 

intermig de la cascada de senyalització de la insulina, perquè mentre que 

eNOS s’expressa específicament a l’endoteli, Akt ho està ubiquament. A més, 

no vam avaluar els efectes de la insulina sobre altres cèl.lules amb potencial 

efecte vascular, com les cèl·lules estrellades hepàtiques o les cèl.lules 

muscular llises, per la qual cosa no podem excloure que l’afectació de la via de 

senyalització de la insulina no ocorri també en aquests tipus cel·lulars (128). 

Finalment, és important remarcar que el nostre model no desenvolupa 

resistència a la insulina ni a nivell muscular ni adipós (129). Aquesta dada va 

en concordància amb un altre estudi que indica que la resistència a la insulina 

induïda per una dieta rica en greix apareix abans a la vasculatura que no a 

qualsevol altre teixit (130).  

Una altra troballa important d’aquest estudi és que quan la dieta rica en greix és 

administrada conjuntament amb un fàrmac sensibilitzador de la insulina, es 

prevé l’aparició de resistència vascular hepàtica a la insulina. La metformina 

actua a través d’una sèrie de mecanismes (molts d’ells encara desconeguts) 

per a millorar el metabolisme de la glucosa (131-133) així com també la funció 

vascular (134;135). Diversos grups han demostrat que els efectes de la 

metformina es donen tan aviat com en 24 hores en cultius cel·lulars (136;137) i 

3 dies en un altre model murí (138). Les nostres dades mostren com la 

metformina restaura la fosforilació d’eNOS induïda per insulina la qual cosa 

demostra clarament com la metformina millora la senyalització de la insulina a 

l’endoteli hepàtic. Queda per demostrar, però, si aquests efectes són causats 
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per un efecte directe sobre la via de senyalització de la insulina o a la reducció 

del contingut lipídic intrahepàtic. La metformina també pot promoure la 

fosforilació d’eNOS mitjançant un mecanisme independent de la insulina 

(139;140). En la nostra aproximació experimental això va ocórrer en les rates 

alimentades amb dieta control, les quals van mostrar un augment en la 

fosforilació d’eNOS en condicions basals, però no en aquelles alimentades amb 

una dieta rica en greix. Aquestes dades suggereixen que un tractament tan curt 

de metformina és incapaç de millorar la fosforilació a nivell hepàtic d’eNOS en 

rates alimentades amb una dieta rica en greix, però que és capaç de restaurar, 

com a mínim en part, la sensibilitat a la insulina en cèl.lules sinusoïdals 

endotelials hepàtiques. Aquests resultats no impliquen de forma directe un 

benefici clínic de la metformina en la MHDG, però dona suport a la idea que la 

metformina actua sobre la resistència a la insulina vascular hepàtica en la 

MHDG. A més, les nostres dades preliminars indiquen que la pioglitazona, un 

fàrmac sensibilitzador de la insulina, que actua per mecanismes diferents a la 

metformina, també prevé el desenvolupament de resistència endotelial a la 

insulina, i, per tant, pot compartir aquest efecte beneficiós sobre l’endoteli 

hepàtic.  

Una altra troballa clau del nostre estudi és el paper potencial de la regulació a 

l’alça de la iNOS en el desenvolupament de la resistència endotelial hepàtica a 

la insulina. En el nostre model confirmem els resultats d’altres estudis que 

demostren una sobreexpressió d’iNOS en el fetge després de l’administració 

d’una dieta rica en greix (141;142). Aquesta regulació a l’alça d’iNOS pot alterar 

la via de senyalització de la insulina a causa de la nitrosilació i nitrotironització 

de moltes proteïnes de la cascada de senyalització de la insulina tant a múscul 

esquelètic (143) com al fetge (144). Les nostres dades suggereixen que això 

també succeeix a l’endoteli hepàtic, ja que la inhibició d’iNOS va restaurar la 

fosforilació d’eNOS induïda per la insulina.   

En el nostre model, les rates alimentades amb una dieta rica en greix van tenir 

un increment significatiu dels nivell d’àcids grassos lliures a la vena porta, els 

quals, s’ha vist que són potents inductors de resistència a la insulina (145;146).  

En resum, l’administració d’una dieta rica en greix indueix esteatosi hepàtica i 

resistència a la insulina en l’endoteli sinusoïdal hepàtic, la qual està mitjançada, 

com a mínim en part, per la regulació a l’alça de la iNOS, i pot ser previnguda 
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per l’administració del fàrmac sensibilitzador de la insulina, la metformina. Les 

nostres troballes demostren també que la resistència a la insulina a la 

vasculatura hepàtica pot ser detectada abans que la inflamació o qualsevol 

altre signe que indiqui una fase avançada de la MHDG, i suggereixen que 

podria contribuir a la progressió de la malaltia.  

El segon treball presentat en aquesta tesi doctoral es centrà en estudiar els 

canvis histològics i la funció vascular hepàtica en un model d’inducció d’obesitat  

causada per l’administració d’una dieta rica en greixos saturats amb la majoria 

de característiques de la síndrome metabòlica, com són la hipertensió, 

hipertensió arterial, hipertrigliceridèmia i resistència a la insulina, que causa 

esteatosi no associada amb inflamació o fibrosi. 

La disfunció endotelial és un dels principals factors implicats en el 

desenvolupament de l’arterosclerosi i complicacions vasculars en pacients amb 

síndrome metabòlica (147;148). Però, el fenotip endotelial i la regulació de la 

funció endotelial poden tenir diferències importants entre els diferents òrgans i 

teixits. Inclòs en un mateix territori vascular poden existir diferències en la 

funció endotelial entre la micro i la macrocirculació. Per tant, els esdeveniments 

fisiopatològics que poden succeir en la vasculatura perifèrica no poden ser 

extrapolats directament a la vasculatura hepàtica. La integritat de l’endoteli 

sinusoïdal hepàtic és de vital importància per a la fisiologia hepàtica. L’alteració 

en el correcte funcionament de l’endoteli sinusoïdal podria tenir un paper en la 

fisiopatologia del fetge. La disfunció endotelial sinusoïdal hepàtica, amb una 

menor producció de NO d’origen endotelial intrahepàtic, ha estat considerada 

durant anys un factor patogènic molt rellevant en la progressió de la cirrosi 

hepàtica (149). S’ha demostrat que una menor producció d’NO contribueix a 

una resistència vascular intrahepàtica augmentada i, per tant, a l’hipertensió 

portal; però també es creu que podria contribuir a altres mecanismes rellevants 

implicats en el desenvolupament de la malaltia. Una funcionalitat adequada de 

la cèl·lula endotelial sinusoïdal inhibeix tònicament, mitjançant el NO, l’activació 

de les cèl.lules estrellades hepàtiques (150;151); per tant, el NO actua com a 

potent antifibròtic. A més, el NO d’origen endotelial protegeix de microtrombos 

als sinusoïds (152), i aquest és un mecanisme descrit implicat en la progressió 

de la cirrosi (153;154). Un endoteli sa és essencial per a la regeneració 
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hepàtica (155). Encara que la disfunció endotelial intrehepàtica és més severa 

a les fases avançades de la cirrosi (amb ascitis), també es troba present en 

fases més primerenques (156;157). No es coneix, però, si la disfunció 

endotelial hepàtica podria precedir l’aparició de fibrosi, com sí que s’observa a 

la malaltia vascular perifèrica en la qual la disfunció endotelial apareix abans 

que els canvis estructurals arterioscleròtics i es creu que representa el primer 

esdeveniment patogènic (158;159). Aquest fet podria ser d’una gran 

importància terapèutica, a causa que la disfunció endotelial sinusoïdal hepàtica 

pot ser tractada farmacològicament amb drogues ja existents al mercat, com 

ara les estatines (160;161).  

En aquest estudi, mostrem, per primer cop, la presència de disfunció endotelial 

intrahepàtica en un model de MHDG en fases primerenques. Aquest model 

presenta una resistència vascular hepàtica incrementada (calculada a través de 

la mesura directa de flux i pressions portals). Per a aprofundir en les 

anormalitats de la microcirculació intrahepàtica, vam realitzar experiments de 

perfusió de fetge aïllat, demostrant una resposta vasodilatadora disminuïda de 

la vasculatura hepàtica a l’acetilcolina, la principal prova de disfunció endotelial. 

A més, mostrem evidències d’una funció endotelial alterada a nivell molecular, 

mostrant una fosforilació reduïda d’eNOS dependent d’Akt. Encara que aquests 

experiments s’han realitzat en homogenats de fetge total, demostrem con 

l’expressió d’eNOS és negligible fora de la cèlul.la endotelial; dades que van en 

concordància amb les trobades per altres grups (162). Per tant, podem assumir 

que els canvis en la fosforilació d’eNOS en els homogenats hepàtics 

representen canvis que es produeixen en l’endoteli hepàtic. No es trobaren 

canvis en marcadors  específics de cèl.lules endotelials sinusoïdals hepàtiques, 

com la presència de fenestres (en forma d’absències de canvis al marcador 

SE-1) o l’absència d’expressió dels marcadors CD34 i CD31 en els fetges de 

rates alimentades amb una dieta rica en greix.  

Un dels principals mecanismes implicats en el desenvolupament de disfunció 

endotelial en la síndrome metabòlica és la resistència a la insulina, a causa que 

la insulina, via Akt (163), estimula la producció de NO endotelial de manera 

Ca2+-independent. La intervenció a l’endoteli de la via de senyalització de la 

insulina redueix la vasodilatació dependent d’endoteli (164;165). Tal com hem 

demostrat en l’article anterior, la via de senyalització de la insulina en l’endoteli 
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es troba afectada ja als 3 dies d’administrar una dieta rica en greix (166) i ho 

confirmem en el present treball, demostrant que aquest mecanisme podria 

contribuir de manera molt important en el desenvolupament de la disfunció 

endotelial en la MHDG.  

En resum, en aquest estudi demostrem que en un model de síndrome 

metabòlica induïda per l’administració durant un mes d’una dieta rica en greix a 

rates, la presència de disfunció endotelial hepàtica abans de l’aparició 

d’inflamació o fibrosi. Per tant, la disfunció endotelial hepàtica podria ser un 

factor primerenc implicat en la progressió de la MHDG, convertint-se en una 

diana potencial per a tractar aquesta malaltia.  
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                                                                                  CONCLUSIONS

4.1- Estudi 1: Insulin resistance and liver microcirculation in a rat 
model of early NAFLD, role of Inducible Nitric Oxide Synthase. 

• L’administració durant 3 dies d’una dieta rica en greix produeix esteatosi 

hepàtica sense que s’observi cap signe d’inflamació. 

• Les rates esteatòtiques presenten resistència vascular a la insulina. 

• Més concretament, les rates alimentades amb una dieta rica en greix 

durant 3 dies presenten resistència endotelial a la insulina. 

• El pretractament amb un fàrmac sensibilitzador de la insulina en fetges de 

rates alimentades amb una dieta rica en greix prevé el desenvolupament 

de resistència vascular a la insulina. 

• Aquest pretractament prevé també l’aparició de resistència endotelial a la 

insulina en rates esteatòtiques.  

• Aquestes alteracions estan mitjançades, com a mínim en part, per una 

regulació a l’alça de la iNOS. 

• Els resultats obtinguts en aquest estudi suggereixen que la resistència 

vascular a la insulina és una alteració que apareix en les primeres fases 

de la MHDG i que podria contribuir a la progressió de la malaltia. 

4.2- Estudi 2: Sinusoidal endothelial dysfunction precedes       
inflammation and fibrosis in a model of NAFLD�

• L’administració durant un mes d’una dieta rica en greixos saturats en rates 

provoca alteracions de la síndrome metabòlica així com resistència a la 

insulina.  

• Després d’un mes de dieta rica en greixos, les rates presenten un 

augment de la pressió portal de perfusió, resistència endotelial a la 

insulina i disfunció endotelial sinusoïdal, caracteritzada per una menor 

activació de la via Akt/eNOS i una consegüent menor producció d’NO. 

• Aquests canvis es produeixen en absència d‘inflamació, d’activació de les 

cèl.lules estrellades hepàtiques i de canvis morfològics de les cèl.lules 

endotelials sinusoïdals. 
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• Sempre tenint en compte les limitacions a l’hora de traslladar les dades 

obtingudes en models animals als humans, els resultats obtinguts en 

aquest estudi reforçarien la idea de considerar la disfunció endotelial 

hepàtica com un esdeveniment primerenc que podria constituir una 

diana terapéutica per tal de tractar aquesta malaltia. 



�


��

������������������������������������������������

������������������������������������������������'	'	'	'	�"�"�"�"����(���������(���������(���������(���������
����������)����
 �*��+�������������)����
 �*��+�������������)����
 �*��+�������������)����
 �*��+�������
����������������������������������������������������������������������������������������������������������������������������������������������������������������������������
����
����
����



�


��

��������



�


	�

Referències Bibliogràfiques 

1.   Alberti KG, Eckel RH, Grundy SM, Zimmet PZ, Cleeman JI, Donato KA, 
Fruchart JC, James WP, Loria CM, Smith SC, Jr. Harmonizing the metabolic 
syndrome: a joint interim statement of the International Diabetes Federation 
Task Force on Epidemiology and Prevention; National Heart, Lung, and 
Blood Institute; American Heart Association; World Heart Federation; 
International Atherosclerosis Society; and International Association for the 
Study of Obesity. Circulation 2009; %20;120: 1640-5. 

2.   Reaven GM. Banting lecture 1988. Role of insulin resistance in human 
disease. Diabetes 1988; 37: 1595-607. 

3.   Marchesini G, Brizi M, Bianchi G, Tomassetti S, Bugianesi E, Lenzi M, 
McCullough AJ, Natale S, Forlani G, Melchionda N. Nonalcoholic fatty liver 
disease: a feature of the metabolic syndrome. Diabetes 2001; 50: 1844-50. 

4.   Ludwig J, Viggiano TR, McGill DB, Oh BJ. Nonalcoholic steatohepatitis: 
Mayo Clinic experiences with a hitherto unnamed disease. Mayo Clin Proc 
1980; 55: 434-8. 

5.   Angulo P. Nonalcoholic fatty liver disease. N Engl J Med 2002; 346: 
1221-31. 

6.   Clark JM, Brancati FL, Diehl AM. Nonalcoholic fatty liver disease. 
Gastroenterology 2002; 122: 1649-57. 

7.   Angulo P. GI epidemiology: nonalcoholic fatty liver disease. Aliment 
Pharmacol Ther 2007; 25: 883-9. 

8.   Machado M, Marques-Vidal P, Cortez-Pinto H. Hepatic histology in 
obese patients undergoing bariatric surgery. J Hepatol 2006; 45: 600-6. 

9.   Targher G, Bertolini L, Padovani R, Rodella S, Tessari R, Zenari L, Day 
C, Arcaro G. Prevalence of nonalcoholic fatty liver disease and its 
association with cardiovascular disease among type 2 diabetic patients. 
Diabetes Care 2007; 30: 1212-8. 

10.  Marchesini G, Brizi M, Morselli-Labate AM, Bianchi G, Bugianesi E, 
McCullough AJ, Forlani G, Melchionda N. Association of nonalcoholic fatty 
liver disease with insulin resistance. Am J Med 1999; 107: 450-5. 

11.  Yalow RS, Berson SA. Dynamics of insulin secretion in early diabetes in 
humans. Adv Metab Disord 1970; 1:Suppl 1:95+.: Suppl. 

12.  Yki-Jarvinen H. Action of insulin on glucose metabolism in vivo. Baillieres 
Clin Endocrinol Metab 1993; 7: 903-27. 

13.  Lewis GF, Uffelman KD, Szeto LW, Steiner G. Effects of acute 
hyperinsulinemia on VLDL triglyceride and VLDL apoB production in normal 
weight and obese individuals. Diabetes 1993; 42: 833-42.



����������������������������������������������������������������������������������������������������������
������������ ��!	���



�

14.  Adiels M, Taskinen MR, Packard C, Caslake MJ, Soro-Paavonen A, 
Westerbacka J, Vehkavaara S, Hakkinen A, Olofsson SO, Yki-Jarvinen H, 
Boren J. Overproduction of large VLDL particles is driven by increased liver 
fat content in man. Diabetologia 2006; 49: 755-65. 

15.  Adiels M, Westerbacka J, Soro-Paavonen A, Hakkinen AM, Vehkavaara 
S, Caslake MJ, Packard C, Olofsson SO, Yki-Jarvinen H, Taskinen MR, 
Boren J. Acute suppression of VLDL1 secretion rate by insulin is associated 
with hepatic fat content and insulin resistance. Diabetologia 2007; 50: 2356-
65. 

16.  Rashid S, Watanabe T, Sakaue T, Lewis GF. Mechanisms of HDL 
lowering in insulin resistant, hypertriglyceridemic states: the combined effect 
of HDL triglyceride enrichment and elevated hepatic lipase activity. Clin 
Biochem 2003; 36: 421-9. 

17.  Ross R. Atherosclerosis is an inflammatory disease. Am Heart J 1999; 
138: S419-S420. 

18.  Schalkwijk CG, Stehouwer CD. Vascular complications in diabetes 
mellitus: the role of endothelial dysfunction. Clin Sci (Lond) 2005; 109: 143-
59. 

19.  Li G, Barrett EJ, Wang H, Chai W, Liu Z. Insulin at physiological 
concentrations selectively activates insulin but not insulin-like growth factor I 
(IGF-I) or insulin/IGF-I hybrid receptors in endothelial cells. Endocrinology 
2005; 146: 4690-6. 

20.  Montagnani M, Ravichandran LV, Chen H, Esposito DL, Quon MJ. 
Insulin receptor substrate-1 and phosphoinositide-dependent kinase-1 are 
required for insulin-stimulated production of nitric oxide in endothelial cells. 
Mol Endocrinol 2002; 16: 1931-42. 

21.  Zeng G, Quon MJ. Insulin-stimulated production of nitric oxide is inhibited 
by wortmannin. Direct measurement in vascular endothelial cells. J Clin 
Invest 1996; 98: 894-8. 

22.  Montagnani M, Ravichandran LV, Chen H, Esposito DL, Quon MJ. 
Insulin receptor substrate-1 and phosphoinositide-dependent kinase-1 are 
required for insulin-stimulated production of nitric oxide in endothelial cells. 
Mol Endocrinol 2002; 16: 1931-42. 

23.  Michell BJ, Griffiths JE, Mitchelhill KI, Rodriguez-Crespo I, Tiganis T, 
Bozinovski S, de Montellano PR, Kemp BE, Pearson RB. The Akt kinase 
signals directly to endothelial nitric oxide synthase. Curr Biol 1999; 9: 845-8. 

24.  Dimmeler S, Fleming I, Fisslthaler B, Hermann C, Busse R, Zeiher AM. 
Activation of nitric oxide synthase in endothelial cells by Akt-dependent 
phosphorylation. Nature 1999; 399: 601-5. 

25.  Potenza MA, Marasciulo FL, Chieppa DM, Brigiani GS, Formoso G, 
Quon MJ, Montagnani M. Insulin resistance in spontaneously hypertensive 



����������������������������������������������������������������������������������������������������������
������������ ��!	���


��

rats is associated with endothelial dysfunction characterized by imbalance 
between NO and ET-1 production. Am J Physiol Heart Circ Physiol 2005; 
289: H813-H822. 

26.  Cardillo C, Nambi SS, Kilcoyne CM, Choucair WK, Katz A, Quon MJ, 
Panza JA. Insulin stimulates both endothelin and nitric oxide activity in the 
human forearm. Circulation 1999; 100: 820-5. 

27.  Jiang ZY, Lin YW, Clemont A, Feener EP, Hein KD, Igarashi M, 
Yamauchi T, White MF, King GL. Characterization of selective resistance to 
insulin signaling in the vasculature of obese Zucker (fa/fa) rats. J Clin Invest 
1999; 104: 447-57. 

28.  Cusi K, Maezono K, Osman A, Pendergrass M, Patti ME, Pratipanawatr 
T, Defronzo RA, Kahn CR, Mandarino LJ. Insulin resistance differentially 
affects the PI 3-kinase- and MAP kinase-mediated signaling in human 
muscle. J Clin Invest 2000; 105: 311-20. 

29.  Potenza MA, Marasciulo FL, Chieppa DM, Brigiani GS, Formoso G, 
Quon MJ, Montagnani M. Insulin resistance in spontaneously hypertensive 
rats is associated with endothelial dysfunction characterized by imbalance 
between NO and ET-1 production. Am J Physiol Heart Circ Physiol 2005; 
289: H813-H822. 

30.  Wang XL, Zhang L, Youker K, Zhang MX, Wang J, LeMaire SA, Coselli 
JS, Shen YH. Free fatty acids inhibit insulin signaling-stimulated endothelial 
nitric oxide synthase activation through upregulating PTEN or inhibiting Akt 
kinase. Diabetes 2006; 55: 2301-10. 

31.  Du X, Edelstein D, Obici S, Higham N, Zou MH, Brownlee M. Insulin 
resistance reduces arterial prostacyclin synthase and eNOS activities by 
increasing endothelial fatty acid oxidation. J Clin Invest 2006; 116: 1071-80. 

32.  Inoguchi T, Li P, Umeda F, Yu HY, Kakimoto M, Imamura M, Aoki T, 
Etoh T, Hashimoto T, Naruse M, Sano H, Utsumi H, Nawata H. High glucose 
level and free fatty acid stimulate reactive oxygen species production 
through protein kinase C--dependent activation of NAD(P)H oxidase in 
cultured vascular cells. Diabetes 2000; 49: 1939-45. 

33.  Watanabe S, Tagawa T, Yamakawa K, Shimabukuro M, Ueda S. 
Inhibition of the renin-angiotensin system prevents free fatty acid-induced 
acute endothelial dysfunction in humans. Arterioscler Thromb Vasc Biol 
2005; 25: 2376-80. 

34.  Stepniakowski KT, Goodfriend TL, Egan BM. Fatty acids enhance 
vascular alpha-adrenergic sensitivity. Hypertension 1995; 25: 774-8. 

35.  Reusch JE. Diabetes, microvascular complications, and cardiovascular 
complications: what is it about glucose? J Clin Invest 2003; 112: 986-8. 

36.  Goldberg IJ, Dansky HM. Diabetic vascular disease: an experimental 
objective. Arterioscler Thromb Vasc Biol 2006; 26: 1693-701. 



����������������������������������������������������������������������������������������������������������
������������ ��!	���

���

37.  Fernandez-Real JM, Ricart W. Insulin resistance and chronic 
cardiovascular inflammatory syndrome. Endocr Rev 2003; 24: 278-301. 

38.  Berg AH, Scherer PE. Adipose tissue, inflammation, and cardiovascular 
disease. Circ Res 2005; 96: 939-49. 

39.  Kinlay S, Libby P, Ganz P. Endothelial function and coronary artery 
disease. Curr Opin Lipidol 2001; 12: 383-9. 

40.  Drexler H. Factors involved in the maintenance of endothelial function. 
Am J Cardiol 1998; %19;82: 3S-4S. 

41.  Kinlay S, Behrendt D, Wainstein M, Beltrame J, Fang JC, Creager MA, 
Selwyn AP, Ganz P. Role of endothelin-1 in the active constriction of human 
atherosclerotic coronary arteries. Circulation 2001; 104: 1114-8. 

42.  Sessa WC. The nitric oxide synthase family of proteins. J Vasc Res 
1994; 31: 131-43. 

43.  Nathan C. Inducible nitric oxide synthase: what difference does it make? 
J Clin Invest 1997; 100: 2417-23. 

44.  Shah V, Haddad FG, Garcia-Cardena G, Frangos JA, Mennone A, 
Groszmann RJ, Sessa WC. Liver sinusoidal endothelial cells are responsible 
for nitric oxide modulation of resistance in the hepatic sinusoids. J Clin 
Invest 1997; 100: 2923-30. 

45.  Pastor CM, Hadengue A. Shear stress modulates the vascular tone in 
perfused livers isolated from normal rats. Hepatology 2000; 32: 786-91. 

46.  Fulton D, Gratton JP, McCabe TJ, Fontana J, Fujio Y, Walsh K, Franke 
TF, Papapetropoulos A, Sessa WC. Regulation of endothelium-derived nitric 
oxide production by the protein kinase Akt. Nature 1999; 399: 597-601. 

47.  Hartell NA, Archer HE, Bailey CJ. Insulin-stimulated endothelial nitric 
oxide release is calcium independent and mediated via protein kinase B. 
Biochem Pharmacol 2005; 69: 781-90. 

48.  Montagnani M, Chen H, Barr VA, Quon MJ. Insulin-stimulated activation 
of eNOS is independent of Ca2+ but requires phosphorylation by Akt at 
Ser(1179). J Biol Chem 2001; 276: 30392-8. 

49.  Li H, Wallerath T, Forstermann U. Physiological mechanisms regulating 
the expression of endothelial-type NO synthase. Nitric Oxide 2002; 7: 132-
47. 

50.  Moncada S, Palmer RM, Higgs EA. Nitric oxide: physiology, 
pathophysiology, and pharmacology. Pharmacol Rev 1991; 43: 109-42. 

51.  Wiest R, Groszmann RJ. The paradox of nitric oxide in cirrhosis and 
portal hypertension: Too much, not enough. Hepatology 2002; 35: 478-91. 



����������������������������������������������������������������������������������������������������������
������������ ��!	���

���

52.  Mittal MK, Gupta TK, Lee FY, Sieber CC, Groszmann RJ. Nitric oxide 
modulates hepatic vascular tone in normal rat liver. Am J Physiol 1994; 267: 
G416-G422. 

53.  Yu Q, Shao R, Qian HS, George SE, Rockey DC. Gene transfer of the 
neuronal NO synthase isoform to cirrhotic rat liver ameliorates portal 
hypertension. J Clin Invest 2000; 105: 741-8. 

54.  Shah V, Chen AF, Cao S, Hendrickson H, Weiler D, Smith L, Yao J, 
Katusic ZS. Gene transfer of recombinant endothelial nitric oxide synthase 
to liver in vivo and in vitro. Am J Physiol Gastrointest Liver Physiol 2000; 
279: G1023-G1030. 

55.  Fiorucci S, Antonelli E, Morelli O, Mencarelli A, Casini A, Mello T, 
Palazzetti B, Tallet D, Del Soldato P, Morelli A. NCX-1000, a NO-releasing 
derivative of ursodeoxycholic acid, selectively delivers NO to the liver and 
protects against development of portal hypertension. Proc Natl Acad Sci U S 
A 2001; 98: 8897-902. 

56.  Abraldes JG, Graupera M, Zafra C, Rodriguez-Vilarrupla A, Fernandez 
M, Garcia-Pagan JC, Bosch J. Simvastatin improves sinusoidal endothelial 
dysfunction in CCl4 cirrhotic rats. Journal of Hepatology 2005; 42: 62-3. 

57.  Perreault M, Marette A. Targeted disruption of inducible nitric oxide 
synthase protects against obesity-linked insulin resistance in muscle. Nat 
Med 2001; 7: 1138-43. 

58.  Shimabukuro M, Ohneda M, Lee Y, Unger RH. Role of nitric oxide in 
obesity-induced beta cell disease. J Clin Invest 1997; 100: 290-5. 

59.  Iwashina M, Shichiri M, Marumo F, Hirata Y. Transfection of inducible 
nitric oxide synthase gene causes apoptosis in vascular smooth muscle 
cells. Circulation 1998; 98: 1212-8. 

60.  Perreault M, Marette A. Targeted disruption of inducible nitric oxide 
synthase protects against obesity-linked insulin resistance in muscle. Nat 
Med 2001; 7: 1138-43. 

61.  Fujimoto M, Shimizu N, Kunii K, Martyn JA, Ueki K, Kaneki M. A role for 
iNOS in fasting hyperglycemia and impaired insulin signaling in the liver of 
obese diabetic mice. Diabetes 2005; 54: 1340-8. 

62.  Dallaire P, Bellmann K, Laplante M, Gelinas S, Centeno-Baez C, 
Penfornis P, Peyot ML, Latour MG, Lamontagne J, Trujillo ME, Scherer PE, 
Prentki M, Deshaies Y, Marette A. Obese mice lacking inducible nitric oxide 
synthase are sensitized to the metabolic actions of peroxisome proliferator-
activated receptor-gamma agonism. Diabetes 2008; 57: 1999-2011. 

63.  Carvalho-Filho MA, Ueno M, Hirabara SM, Seabra AB, Carvalheira JB, 
de Oliveira MG, Velloso LA, Curi R, Saad MJ. S-nitrosation of the insulin 
receptor, insulin receptor substrate 1, and protein kinase B/Akt: a novel 
mechanism of insulin resistance. Diabetes 2005; 54: 959-67. 



����������������������������������������������������������������������������������������������������������
������������ ��!	���

���

64.  Gunnett CA, Lund DD, Chu Y, Brooks RM, Faraci FM, Heistad DD. NO-
dependent vasorelaxation is impaired after gene transfer of inducible NO-
synthase. Arterioscler Thromb Vasc Biol 2001; 21: 1281-7. 

65.  Zanetti M, d'Uscio LV, Kovesdi I, Katusic ZS, O'Brien T. In vivo gene 
transfer of inducible nitric oxide synthase to carotid arteries from 
hypercholesterolemic rabbits. Stroke 2003; 34: 1293-8. 

66.  Gunnett CA, Lund DD, Howard MA, III, Chu Y, Faraci FM, Heistad DD. 
Gene transfer of inducible nitric oxide synthase impairs relaxation in human 
and rabbit cerebral arteries. Stroke 2002; 33: 2292-6. 

67.  Zanetti M, d'Uscio LV, Kovesdi I, Katusic ZS, O'Brien T. In vivo gene 
transfer of inducible nitric oxide synthase to carotid arteries from 
hypercholesterolemic rabbits. Stroke 2003; 34: 1293-8. 

68.  Chauhan SD, Seggara G, Vo PA, MacAllister RJ, Hobbs AJ, Ahluwalia A. 
Protection against lipopolysaccharide-induced endothelial dysfunction in 
resistance and conduit vasculature of iNOS knockout mice. FASEB J 2003; 
17: 773-5. 

69.  Gunnett CA, Chu Y, Heistad DD, Loihl A, Faraci FM. Vascular effects of 
LPS in mice deficient in expression of the gene for inducible nitric oxide 
synthase. Am J Physiol 1998; 275: H416-H421. 

70.  Gunnett CA, Heistad DD, Faraci FM. Gene-targeted mice reveal a critical 
role for inducible nitric oxide synthase in vascular dysfunction during 
diabetes. Stroke 2003; 34: 2970-4. 

71.  Chauhan SD, Seggara G, Vo PA, MacAllister RJ, Hobbs AJ, Ahluwalia A. 
Protection against lipopolysaccharide-induced endothelial dysfunction in 
resistance and conduit vasculature of iNOS knockout mice. FASEB J 2003; 
17: 773-5. 

72.  Kessler P, Bauersachs J, Busse R, Schini-Kerth VB. Inhibition of 
inducible nitric oxide synthase restores endothelium-dependent relaxations 
in proinflammatory mediator-induced blood vessels. Arterioscler Thromb 
Vasc Biol 1997; 17: 1746-55. 

73.  Gunnett CA, Heistad DD, Loihl A, Faraci FM. Tumor necrosis factor-
alpha impairs contraction but not relaxation in carotid arteries from iNOS-
deficient mice. Am J Physiol Regul Integr Comp Physiol 2000; 279: R1558-
R1564. 

74.  LeCouter J, Moritz DR, Li B, Phillips GL, Liang XH, Gerber HP, Hillan KJ, 
Ferrara N. Angiogenesis-independent endothelial protection of liver: role of 
VEGFR-1. Science 2003; 299: 890-3. 

75.  LeCouter J, Moritz DR, Li B, Phillips GL, Liang XH, Gerber HP, Hillan KJ, 
Ferrara N. Angiogenesis-independent endothelial protection of liver: role of 
VEGFR-1. Science 2003; 299: 890-3. 



����������������������������������������������������������������������������������������������������������
������������ ��!	���

���

76.  DeLeve LD, Wang X, Hu L, McCuskey MK, McCuskey RS. Rat liver 
sinusoidal endothelial cell phenotype is maintained by paracrine and 
autocrine regulation. Am J Physiol Gastrointest Liver Physiol 2004; 287: 
G757-G763. 

77.  Gupta TK, Toruner M, Chung MK, Groszmann RJ. Endothelial 
dysfunction and decreased production of nitric oxide in the intrahepatic 
microcirculation of cirrhotic rats. Hepatology 1998; 28: 926-31. 

78.  Gupta TK, Toruner M, Chung MK, Groszmann RJ. Endothelial 
dysfunction and decreased production of nitric oxide in the intrahepatic 
microcirculation of cirrhotic rats. Hepatology 1998; 28: 926-31. 

79.  Wanless IR, Wong F, Blendis LM, Greig P, Heathcote EJ, Levy G. 
Hepatic and portal vein thrombosis in cirrhosis: possible role in development 
of parenchymal extinction and portal hypertension. Hepatology 1995; 21: 
1238-47. 

80.  Failli P, DeFRANCO RM, Caligiuri A, Gentilini A, Romanelli RG, Marra F, 
Batignani G, Guerra CT, Laffi G, Gentilini P, Pinzani M. Nitrovasodilators 
inhibit platelet-derived growth factor-induced proliferation and migration of 
activated human hepatic stellate cells. Gastroenterology 2000; 119: 479-92. 

81.  Gonzalez-Abraldes J, Garcia-Pagan JC, Bosch J. Nitric oxide and portal 
hypertension. Metab Brain Dis 2002; 17: 311-24. 

82.  Wiest R, Groszmann RJ. The paradox of nitric oxide in cirrhosis and 
portal hypertension: Too much, not enough. Hepatology 2002; 35: 478-91. 

83.  Caballeria L, Pera G, Auladell MA, Toran P, Munoz L, Miranda D, Aluma 
A, Casas JD, Sanchez C, Gil D, Auba J, Tibau A, Canut S, Bernad J, 
Aizpurua MM. Prevalence and factors associated with the presence of 
nonalcoholic fatty liver disease in an adult population in Spain. Eur J 
Gastroenterol Hepatol 2010; 22: 24-32. 

84.  Angulo P. GI epidemiology: nonalcoholic fatty liver disease. Aliment 
Pharmacol Ther 2007; 25: 883-9. 

85.  Adams LA, Lymp JF, St SJ, Sanderson SO, Lindor KD, Feldstein A, 
Angulo P. The natural history of nonalcoholic fatty liver disease: a 
population-based cohort study. Gastroenterology 2005; 129: 113-21. 

86.  Dunn W, Xu R, Wingard DL, Rogers C, Angulo P, Younossi ZM, 
Schwimmer JB. Suspected nonalcoholic fatty liver disease and mortality risk 
in a population-based cohort study. Am J Gastroenterol 2008; 103: 2263-71. 

87.  Adams LA, Lymp JF, St SJ, Sanderson SO, Lindor KD, Feldstein A, 
Angulo P. The natural history of nonalcoholic fatty liver disease: a 
population-based cohort study. Gastroenterology 2005; 129: 113-21. 



����������������������������������������������������������������������������������������������������������
������������ ��!	���

���

88.  Dunn W, Xu R, Wingard DL, Rogers C, Angulo P, Younossi ZM, 
Schwimmer JB. Suspected nonalcoholic fatty liver disease and mortality risk 
in a population-based cohort study. Am J Gastroenterol 2008; 103: 2263-71. 

89.  Adams LA, Lymp JF, St SJ, Sanderson SO, Lindor KD, Feldstein A, 
Angulo P. The natural history of nonalcoholic fatty liver disease: a 
population-based cohort study. Gastroenterology 2005; 129: 113-21. 

90.  Day CP. Natural history of NAFLD: remarkably benign in the absence of 
cirrhosis. Gastroenterology 2005; 129: 375-8. 

91.  Edmison J, McCullough AJ. Pathogenesis of non-alcoholic 
steatohepatitis: human data. Clin Liver Dis 2007; 11: 75-104, ix. 

92.  Matteoni CA, Younossi ZM, Gramlich T, Boparai N, Liu YC, McCullough 
AJ. Nonalcoholic fatty liver disease: a spectrum of clinical and pathological 
severity. Gastroenterology 1999; 116: 1413-9. 

93.  Adams LA, Lymp JF, St SJ, Sanderson SO, Lindor KD, Feldstein A, 
Angulo P. The natural history of nonalcoholic fatty liver disease: a 
population-based cohort study. Gastroenterology 2005; 129: 113-21. 

94.  Clark JM, Diehl AM. Nonalcoholic fatty liver disease: an underrecognized 
cause of cryptogenic cirrhosis. JAMA 2003; 289: 3000-4. 

95.  Farrell GC, Larter CZ. Nonalcoholic fatty liver disease: from steatosis to 
cirrhosis. Hepatology 2006; 43: S99-S112. 

96.  Nair S, Mason A, Eason J, Loss G, Perrillo RP. Is obesity an independent 
risk factor for hepatocellular carcinoma in cirrhosis? Hepatology 2002; 36: 
150-5. 

97.  Angulo P, Lindor KD. Treatment of nonalcoholic fatty liver: present and 
emerging therapies. Semin Liver Dis 2001; 21: 81-8.

98.  McCuskey RS, Ito Y, Robertson GR, McCuskey MK, Perry M, Farrell GC. 
Hepatic microvascular dysfunction during evolution of dietary steatohepatitis 
in mice. Hepatology 2004; 40: 386-93. 

99.  Seifalian AM, Chidambaram V, Rolles K, Davidson BR. In vivo 
demonstration of impaired microcirculation in steatotic human liver grafts. 
Liver Transpl Surg 1998; 4: 71-7. 

100.  Duncan ER, Crossey PA, Walker S, Anilkumar N, Poston L, Douglas G, 
Ezzat VA, Wheatcroft SB, Shah AM, Kearney MT. Effect of endothelium-
specific insulin resistance on endothelial function in vivo. Diabetes 2008; 57: 
3307-14. 

101.  Steinberg HO, Brechtel G, Johnson A, Fineberg N, Baron AD. Insulin-
mediated skeletal muscle vasodilation is nitric oxide dependent. A novel 
action of insulin to increase nitric oxide release. J Clin Invest 1994; 94: 
1172-9. 



����������������������������������������������������������������������������������������������������������
������������ ��!	���

���

102.  Zeng G, Quon MJ. Insulin-stimulated production of nitric oxide is inhibited 
by wortmannin. Direct measurement in vascular endothelial cells. J Clin 
Invest 1996; 98: 894-8. 

103.  Wiest R, Groszmann RJ. The paradox of nitric oxide in cirrhosis and 
portal hypertension: Too much, not enough. Hepatology 2002; 35: 478-91. 

104.  Rockey DC, Chung JJ. Reduced nitric oxide production by endothelial 
cells in cirrhotic rat liver: endothelial dysfunction in portal hypertension. 
Gastroenterology 1998; 114: 344-51. 

105.  Graupera M, Garcia-Pagan JC, Pares M, Abraldes JG, Rosello J, Bosch 
J, Rodes J. Cyclooxygenase-1 inhibition corrects endothelial dysfunction in 
cirrhotic rat livers. J Hepatol 2003; 39: 515-21. 

106.  Gracia-Sancho J, Lavina B, Rodriguez-Vilarrupla A, Garcia-Caldero H, 
Fernandez M, Bosch J, Garcia-Pagan JC. Increased oxidative stress in 
cirrhotic rat livers: A potential mechanism contributing to reduced nitric oxide 
bioavailability. Hepatology 2008; 47: 1248-56. 

107.  Lavina B, Gracia-Sancho J, Rodriguez-Vilarrupla A, Chu Y, Heistad DD, 
Bosch J, Garcia-Pagan JC. Superoxide dismutase gene transfer reduces 
portal pressure in CCl4 cirrhotic rats with portal hypertension. Gut 2009; 58: 
118-25. 

108.  Charbonneau A, Marette A. Inducible nitric oxide synthase induction 
underlies lipid-induced hepatic insulin resistance in mice: potential role of 
tyrosine nitration of insulin signaling proteins. Diabetes 2010; 59: 861-71. 

109.  Nagareddy PR, Xia Z, McNeill JH, MacLeod KM. Increased expression of 
iNOS is associated with endothelial dysfunction and impaired pressor 
responsiveness in streptozotocin-induced diabetes. Am J Physiol Heart Circ 
Physiol 2005; 289: H2144-H2152. 

110.  Kitayama J, Faraci FM, Gunnett CA, Heistad DD. Impairment of dilator 
responses of cerebral arterioles during diabetes mellitus: role of inducible 
NO synthase. Stroke 2006; 37: 2129-33. 

111.  Huang PL. eNOS, metabolic syndrome and cardiovascular disease. 
Trends Endocrinol Metab 2009; 20: 295-302. 

112.  Picchi A, Gao X, Belmadani S, Potter BJ, Focardi M, Chilian WM, Zhang 
C. Tumor necrosis factor-alpha induces endothelial dysfunction in the 
prediabetic metabolic syndrome. Circ Res 2006; 99: 69-77. 

113.  Neri S, Bruno CM, Leotta C, D'Amico RA, Pennisi G, Ierna D. Early 
endothelial alterations in non-insulin-dependent diabetes mellitus. Int J Clin 
Lab Res 1998; 28: 100-3. 

114.  Dormandy JA, Charbonnel B, Eckland DJ, Erdmann E, Massi-Benedetti 
M, Moules IK, Skene AM, Tan MH, Lefebvre PJ, Murray GD, Standl E, 
Wilcox RG, Wilhelmsen L, Betteridge J, Birkeland K, Golay A, Heine RJ, 



����������������������������������������������������������������������������������������������������������
������������ ��!	���

���

Koranyi L, Laakso M, Mokan M, Norkus A, Pirags V, Podar T, Scheen A, 
Scherbaum W, Schernthaner G, Schmitz O, Skrha J, Smith U, Taton J. 
Secondary prevention of macrovascular events in patients with type 2 
diabetes in the PROactive Study (PROspective pioglitAzone Clinical Trial In 
macroVascular Events): a randomised controlled trial. Lancet 2005; 366: 
1279-89. 

115.  Goldberg RB, Mellies MJ, Sacks FM, Moye LA, Howard BV, Howard WJ, 
Davis BR, Cole TG, Pfeffer MA, Braunwald E. Cardiovascular events and 
their reduction with pravastatin in diabetic and glucose-intolerant myocardial 
infarction survivors with average cholesterol levels: subgroup analyses in the 
cholesterol and recurrent events (CARE) trial. The Care Investigators. 
Circulation 1998; 98: 2513-9. 

116.  Villanova N, Moscatiello S, Ramilli S, Bugianesi E, Magalotti D, Vanni E, 
Zoli M, Marchesini G. Endothelial dysfunction and cardiovascular risk profile 
in nonalcoholic fatty liver disease. Hepatology 2005; 42: 473-80. 

117.  Samuel VT, Liu ZX, Qu X, Elder BD, Bilz S, Befroy D, Romanelli AJ, 
Shulman GI. Mechanism of hepatic insulin resistance in non-alcoholic fatty 
liver disease. J Biol Chem 2004; 279: 32345-53. 

118.  Adams LA, Lymp JF, St SJ, Sanderson SO, Lindor KD, Feldstein A, 
Angulo P. The natural history of nonalcoholic fatty liver disease: a 
population-based cohort study. Gastroenterology 2005; 129: 113-21. 

119.  Gupta TK, Toruner M, Chung MK, Groszmann RJ. Endothelial 
dysfunction and decreased production of nitric oxide in the intrahepatic 
microcirculation of cirrhotic rats. Hepatology 1998; 28: 926-31. 

120.  Rockey DC, Chung JJ. Reduced nitric oxide production by endothelial 
cells in cirrhotic rat liver: endothelial dysfunction in portal hypertension. 
Gastroenterology 1998; 114: 344-51. 

121.  DeLeve LD, Wang X, Guo Y. Sinusoidal endothelial cells prevent rat 
stellate cell activation and promote reversion to quiescence. Hepatology 
2008; 48: 920-30. 

122.  Duncan ER, Crossey PA, Walker S, Anilkumar N, Poston L, Douglas G, 
Ezzat VA, Wheatcroft SB, Shah AM, Kearney MT. Effect of endothelium-
specific insulin resistance on endothelial function in vivo. Diabetes 2008; 57: 
3307-14. 

123.  Duncan ER, Walker SJ, Ezzat VA, Wheatcroft SB, Li JM, Shah AM, 
Kearney MT. Accelerated endothelial dysfunction in mild prediabetic insulin 
resistance: the early role of reactive oxygen species. Am J Physiol 
Endocrinol Metab 2007; 293: E1311-E1319. 

124.  Duncan ER, Crossey PA, Walker S, Anilkumar N, Poston L, Douglas G, 
Ezzat VA, Wheatcroft SB, Shah AM, Kearney MT. Effect of endothelium-
specific insulin resistance on endothelial function in vivo. Diabetes 2008; 57: 
3307-14. 



����������������������������������������������������������������������������������������������������������
������������ ��!	���

�	�

125.  Ross R. Atherosclerosis is an inflammatory disease. Am Heart J 1999; 
138: S419-S420. 

126.  Gupta TK, Toruner M, Chung MK, Groszmann RJ. Endothelial 
dysfunction and decreased production of nitric oxide in the intrahepatic 
microcirculation of cirrhotic rats. Hepatology 1998; 28: 926-31. 

127.  Rockey DC, Chung JJ. Reduced nitric oxide production by endothelial 
cells in cirrhotic rat liver: endothelial dysfunction in portal hypertension. 
Gastroenterology 1998; 114: 344-51. 

128.  Leclercq IA, Da Silva MA, Schroyen B, Van Hul N, Geerts A. Insulin 
resistance in hepatocytes and sinusoidal liver cells: mechanisms and 
consequences. J Hepatol 2007; 47: 142-56. 

129.  Samuel VT, Liu ZX, Qu X, Elder BD, Bilz S, Befroy D, Romanelli AJ, 
Shulman GI. Mechanism of hepatic insulin resistance in non-alcoholic fatty 
liver disease. J Biol Chem 2004; 279: 32345-53. 

130.  Kim F, Pham M, Maloney E, Rizzo NO, Morton GJ, Wisse BE, Kirk EA, 
Chait A, Schwartz MW. Vascular inflammation, insulin resistance, and 
reduced nitric oxide production precede the onset of peripheral insulin 
resistance. Arterioscler Thromb Vasc Biol 2008; 28: 1982-8. 

131.  Mithieux G, Guignot L, Bordet JC, Wiernsperger N. Intrahepatic 
mechanisms underlying the effect of metformin in decreasing basal glucose 
production in rats fed a high-fat diet. Diabetes 2002; 51: 139-43. 

132.  Stumvoll M, Nurjhan N, Perriello G, Dailey G, Gerich JE. Metabolic 
effects of metformin in non-insulin-dependent diabetes mellitus. N Engl J 
Med 1995; 333: 550-4. 

133.  Zhou G, Myers R, Li Y, Chen Y, Shen X, Fenyk-Melody J, Wu M, Ventre 
J, Doebber T, Fujii N, Musi N, Hirshman MF, Goodyear LJ, Moller DE. Role 
of AMP-activated protein kinase in mechanism of metformin action. J Clin 
Invest 2001; 108: 1167-74. 

134.  Katakam PV, Ujhelyi MR, Hoenig M, Miller AW. Metformin improves 
vascular function in insulin-resistant rats. Hypertension 2000; 35: 108-12. 

135.  Sena CM, Matafome P, Louro T, Nunes E, Fernandes R, Seica RM. 
Metformin restores endothelial function in aorta of diabetic rats. Br J 
Pharmacol 2011; 163: 424-37. 

136.  Kumar N, Dey CS. Metformin enhances insulin signalling in insulin-
dependent and-independent pathways in insulin resistant muscle cells. Br J 
Pharmacol 2002; 137: 329-36. 

137.  Kumar N, Kaul CL, Ishrath A, Dey CS. Combination of metformin and 
thiazolidindiones restore insulin signalling in insulin-resistant cultured 
myotubes. Life Sci 2004; 74: 1877-88. 



����������������������������������������������������������������������������������������������������������
������������ ��!	���

�
�

138.  Kravchuk E, Grineva E, Bairamov A, Galagudza M, Vlasov T. The effect 
of metformin on the myocardial tolerance to ischemia-reperfusion injury in 
the rat model of diabetes mellitus type II. Exp Diabetes Res 2011; 
2011:907496. Epub;%2011 Jun 22.: 907496. 

139.  Morrow VA, Foufelle F, Connell JM, Petrie JR, Gould GW, Salt IP. Direct 
activation of AMP-activated protein kinase stimulates nitric-oxide synthesis 
in human aortic endothelial cells. J Biol Chem 2003; 278: 31629-39. 

140.  Gundewar S, Calvert JW, Jha S, Toedt-Pingel I, Ji SY, Nunez D, 
Ramachandran A, Anaya-Cisneros M, Tian R, Lefer DJ. Activation of AMP-
activated protein kinase by metformin improves left ventricular function and 
survival in heart failure. Circ Res 2009; 104: 403-11. 

141.  Raso GM, Esposito E, Iacono A, Pacilio M, Cuzzocrea S, Canani RB, 
Calignano A, Meli R. Comparative therapeutic effects of metformin and 
vitamin E in a model of non-alcoholic steatohepatitis in the young rat. Eur J 
Pharmacol 2009; 604: 125-31. 

142.  Mantena SK, Vaughn DP, Andringa KK, Eccleston HB, King AL, Abrams 
GA, Doeller JE, Kraus DW, Darley-Usmar VM, Bailey SM. High fat diet 
induces dysregulation of hepatic oxygen gradients and mitochondrial 
function in vivo. Biochem J 2009; 417: 183-93. 

143.  Carvalho-Filho MA, Ueno M, Hirabara SM, Seabra AB, Carvalheira JB, 
de Oliveira MG, Velloso LA, Curi R, Saad MJ. S-nitrosation of the insulin 
receptor, insulin receptor substrate 1, and protein kinase B/Akt: a novel 
mechanism of insulin resistance. Diabetes 2005; 54: 959-67. 

144.  Shinozaki S, Choi CS, Shimizu N, Yamada M, Kim M, Zhang T, Dong 
HH, Kim YB, Kaneki M. Liver-specific inducible nitric-oxide synthase 
expression is sufficient to cause hepatic insulin resistance and mild 
hyperglycemia in mice. J Biol Chem 2011; 286: 34959-75. 

145.  Wang XL, Zhang L, Youker K, Zhang MX, Wang J, LeMaire SA, Coselli 
JS, Shen YH. Free fatty acids inhibit insulin signaling-stimulated endothelial 
nitric oxide synthase activation through upregulating PTEN or inhibiting Akt 
kinase. Diabetes 2006; 55: 2301-10. 

146.  Symons JD, McMillin SL, Riehle C, Tanner J, Palionyte M, Hillas E, 
Jones D, Cooksey RC, Birnbaum MJ, McClain DA, Zhang QJ, Gale D, 
Wilson LJ, Abel ED. Contribution of insulin and Akt1 signaling to endothelial 
nitric oxide synthase in the regulation of endothelial function and blood 
pressure. Circ Res 2009; 104: 1085-94. 

147.  Ross R. Atherosclerosis is an inflammatory disease. Am Heart J 1999; 
138: S419-S420. 

148.  Schalkwijk CG, Stehouwer CD. Vascular complications in diabetes 
mellitus: the role of endothelial dysfunction. Clin Sci (Lond) 2005; 109: 143-
59. 



����������������������������������������������������������������������������������������������������������
������������ ��!	���

���

149.  Wiest R, Groszmann RJ. The paradox of nitric oxide in cirrhosis and 
portal hypertension: Too much, not enough. Hepatology 2002; 35: 478-91. 

150.  DeLeve LD, Wang X, Guo Y. Sinusoidal endothelial cells prevent rat 
stellate cell activation and promote reversion to quiescence. Hepatology 
2008; 48: 920-30. 

151.  Langer DA, Das A, Semela D, Kang-Decker N, Hendrickson H, Bronk 
SF, Katusic ZS, Gores GJ, Shah VH. Nitric oxide promotes caspase-
independent hepatic stellate cell apoptosis through the generation of 
reactive oxygen species. Hepatology 2008; 47: 1983-93. 

152.  DeLeve LD, Wang X, Kanel GC, Ito Y, Bethea NW, McCuskey MK, 
Tokes ZA, Tsai J, McCuskey RS. Decreased hepatic nitric oxide production 
contributes to the development of rat sinusoidal obstruction syndrome. 
Hepatology 2003; 38: 900-8. 

153.  Wanless IR, Wong F, Blendis LM, Greig P, Heathcote EJ, Levy G. 
Hepatic and portal vein thrombosis in cirrhosis: possible role in development 
of parenchymal extinction and portal hypertension. Hepatology 1995; 21: 
1238-47. 

154.  Wanless IR, Shiota K. The pathogenesis of nonalcoholic steatohepatitis 
and other fatty liver diseases: a four-step model including the role of lipid 
release and hepatic venular obstruction in the progression to cirrhosis. 
Semin Liver Dis 2004; 24: 99-106. 

155.  Ding BS, Nolan DJ, Butler JM, James D, Babazadeh AO, Rosenwaks Z, 
Mittal V, Kobayashi H, Shido K, Lyden D, Sato TN, Rabbany SY, Rafii S. 
Inductive angiocrine signals from sinusoidal endothelium are required for 
liver regeneration. Nature 2010; 468: 310-5. 

156.  Gupta TK, Toruner M, Chung MK, Groszmann RJ. Endothelial 
dysfunction and decreased production of nitric oxide in the intrahepatic 
microcirculation of cirrhotic rats. Hepatology 1998; 28: 926-31. 

157.  Gracia-Sancho J, Russo L, Garcia-Caldero H, Garcia-Pagan JC, Garcia-
Cardena G, Bosch J. Endothelial expression of transcription factor Kruppel-
like factor 2 and its vasoprotective target genes in the normal and cirrhotic 
rat liver. Gut 2011; 60: 517-24. 

158.  Davignon J, Ganz P. Role of endothelial dysfunction in atherosclerosis. 
Circulation 2004; 109: III27-III32. 

159.  Cai H, Harrison DG. Endothelial dysfunction in cardiovascular diseases: 
the role of oxidant stress. Circ Res 2000; 87: 840-4. 

160.  Abraldes JG, Rodriguez-Vilarrupla A, Graupera M, Zafra C, Garcia-
Caldero H, Garcia-Pagan JC, Bosch J. Simvastatin treatment improves liver 
sinusoidal endothelial dysfunction in CCl(4) cirrhotic rats. J Hepatol 2007; 
46: 1040-6. 



����������������������������������������������������������������������������������������������������������
������������ ��!	���

����

161.  Abraldes JG, Albillos A, Banares R, Turnes J, Gonzalez R, Garcia-Pagan 
JC, Bosch J. Simvastatin lowers portal pressure in patients with cirrhosis 
and portal hypertension: a randomized controlled trial. Gastroenterology 
2009; 136: 1651-8. 

162.  Zhang D, Utsumi T, Huang HC, Gao L, Sangwung P, Chung C, Shibao 
K, Okamoto K, Yamaguchi K, Groszmann RJ, Jozsef L, Hao Z, Sessa WC, 
Iwakiri Y. Reticulon 4B (Nogo-B) is a novel regulator of hepatic fibrosis. 
Hepatology 2011; 53: 1306-15. 

163.  Montagnani M, Chen H, Barr VA, Quon MJ. Insulin-stimulated activation 
of eNOS is independent of Ca2+ but requires phosphorylation by Akt at 
Ser(1179). J Biol Chem 2001; 276: 30392-8. 

164.  Duncan ER, Walker SJ, Ezzat VA, Wheatcroft SB, Li JM, Shah AM, 
Kearney MT. Accelerated endothelial dysfunction in mild prediabetic insulin 
resistance: the early role of reactive oxygen species. Am J Physiol 
Endocrinol Metab 2007; 293: E1311-E1319. 

165.  Duncan ER, Crossey PA, Walker S, Anilkumar N, Poston L, Douglas G, 
Ezzat VA, Wheatcroft SB, Shah AM, Kearney MT. Effect of endothelium-
specific insulin resistance on endothelial function in vivo. Diabetes 2008; 57: 
3307-14. 

166.  Pasarin M, Abraldes JG, Rodriguez-Vilarrupla A, La M, V, Garcia-Pagan 
JC, Bosch J. Insulin resistance and liver microcirculation in a rat model of 
early NAFLD. J Hepatol 2011; 55: 1095-102.



�

����

�
�

��������������������������������
����
����
����
������������������������������������������������,,,,	�� ��-#����	�� ��-#����	�� ��-#����	�� ��-#��������

����
����
����
����
����



�

����

����
����
����
����
����
����
����
����
����
����



��������������������������������������������������������������������������������������������������������������������������������"������

����

Després de tot aquest temps, realitzant els treballs que han portat a la present 

memòria de tesi doctoral, ha arribat el moment d’intentar agrair a tots aquells 

que d’una manera o una altra heu compartit aquest camí amb mi.  

No sorprenc a ningú si afirmo lo difícil que és trobar paraules per expressar 

tants sentiments acumulats durant tant de temps. Anys en que he compartit 

amb vosaltres una part molt important de la meva vida, on hi ha hagut moments 

tristos i d’altres molt feliços, tots ells enriquidors, que han fet que la persona 

que va entrar a l’antic laboratori 313 de l’IDIBAPS hagi canviat (jo crec que) 

bastant. 

Querría empezar los agradecimientos por Juan, director de esta tesis. Y querría 

comenzar por la palabra más sincera que se decir: GRACIAS. Gracias por todo 

lo que me has enseñado, por tu paciencia y por tu comprensión. Gracias por 

haberme mostrado lo que es la ciencia y lo que debe ser un científico, como 

debe pensar, como debe hablar, como debe escribir. ¡Espero haber recogido 

una parte importante de tu siembra! 

Voldria continuar per agrair al Jaume, co-director d’aquesta feina, per tot el 

suport donat. És infinit l’agraïment, sobretot per apostar per mi en aquests 

moments tant difícils de crisi econòmica, amb retallada rere retallada. Com no, 

donar les gràcies per tot el suport científic, sempre amb paraules d’ànim i 

optimisme quan a vegades els projectes no tenien una direcció clara.  

Agrair també al Joan Carles. Aquesta tesi també és teva. Sempre present, 

sempre disponible, amb una capacitat de treball infinita. Gràcies per sempre 

aportar idees als projectes, per revisar-los, per ajudar a que aquesta feina hagi 

estat millor. 

Agradecer también a Mercedes por todas sus enseñanzas, aunque hayan sido 

de manera indirecta, durante todos estos años. 

Jordi, abans company de feina, ara IP, gran científic, però, per sobre de totes 

les coses, amic. Que jo recordi, mai de la teva boca ha sortit un no, cosa que 

dona idea de la qualitat com a persona que tens. Grans moments hem passat 

tot aquests any, desde un ja llunyà 2006 fins ara, passant per les nostres 
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converses per Skype mentre estaves a Boston, congressos diversos i xerrades 

encara més interessants. 

Aina, “mestressa” del laboratori, tal com et va presentar el Juan el meu primer 

dia al lab. Gràcies pel teu recolzament en tot moment!!! 

Eugenio, Montse, sense vosaltres al lab, és segur que aquesta tesi també 

hauria estat realitzada, però jo seria pitjor persona. No sabeu lo content que 

estic al haver-vos conegut!! Eugenio, gran trabajador, mejor persona incluso! 

Tu bondad no se puede expresar en palabras. Compañero, amigo, consejero, 

contigo el laboratorio es mucho mejor. 

Montse, que dir sobre tu. Piticli, amiga, la meva confident al laboratori. Gràcies 

per tots aquests moments que has volgut compartir amb mi. Gràcies per tenir 

SEMPRE un moment per escoltar-me, tant les coses maques que t’he explicat 

com les moltíssimes tristes; sempre donant-me una visió objectiva allà on jo no 

arribava. Sempre llesta per donar una abraçada, un petò. Les teves absències 

al lab s’han notat moltíssim. Has estat una crossa per mi.  

Aquí tindreu sempre un amic!! 

Lucia, cosa posso dire di te che non ti abbia già detto. Tu mi hai svegliato del 

sonno in cui vivevo, mi hai fatto sentire vivo un’ altra volta! Non dimenticherò 

mai tutto quello che ho vissuto accanto a te!! Avrai sempre un amico qua. 

Grazie di tutto, grazie. Ti voglio un sacco di bene!!! 

A mis compañeros de grupo, Vincenzo, Andrea, Cintia, agradeceros la 

paciencia que habéis tenido conmigo!!! Gracias Vincenzo, en particular, por tu 

eterna disponibilidad. 

Al resto de compañeros del laboratorio. Empiezo por Héctor, por enseñarme 

todo lo que me has enseñado. Si he aprendido a hacer las cosas bien es, 

sobretodo, gracias a ti. Aunque no quede reflejado como debiera, este trabajo 

es también tuyo! 

 A Marc, Ester, Javi, Diana, Laura, me’n alegro molt d’haver compartit tot 

aquest temps amb vosaltres!! 
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A Giusi ti ringrazio per tutte quello che già sai, tanto nei bei momenti come negli 

altri! 

A les noves incorporacions i alumnes de pràctiques, Sergi, Sergi i Raquel. 

A aquells que ja no esteu al lab, Martona, Bàrbara, Vali, Eva,... 

A la “part clínica”, Susana, Enric, Marco, Federica, Rosita, Àngels, Laura. 

A Maicai Marisol de gastro. A Laura y Sofia del Forns. A Milica, Laura i Cristina 

del Checa. 

A mis padres, Laura y resto de familiares. 

A Roger (de moment he aconseguit no acabar venent hamburgueses), Víctor, 

Javi, David, Calvo, Mónica, Edu, Natalia, Omar, David i Laura. Gracias por 

estar siempre ahí, siempre a mi lado. Os lo debo todo. 

Ai nuovi amici italiani Fede, Guglielmo, Maria, Elisa (quanto mi manchi) e 

Gateano. Siete fantastici! Non cambiate mai! 

A la gent que he descobert ballant salsa, Esther, Franc, Aina, Patricia, Virna i 

David. Sou genials!! 

A la Marta, una nova llum al meu camí! 

A todas aquellas personas que se han cruzado en algún momento en mi 

camino, Eva (nunca te olvidaré), Sierra, demás colegas de la uni (Ígor, Mónica, 

Berta, Sandra, Noe, Sisco,...) y a quien me haya podido olvidar. 
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