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Abstract

Multiple nutritional factors can be related with blood pressure (BP) control. Fatty
acids (FA), and their derivatives such as eicosanoids, can influence BP and be involved
in cardiovascular diseases. Low fat diet, with reduced saturated FA decreases
substantially BP. In contrast, a positive relationship between BP and high intake of
saturated FA has been found. However, the qualitative effect of different types of
fat on BP control is scarcely known.

Dietary fat induces changes in brain and peripheral tissue membrane fatty acid
composition. This affects membrane fluidity, eicosanoid synthesis, enzymatic
activities associated to membrane, and has possible health implications. In addition,
it has been suggested that dietary fat composition influences the male reproductive
function, the cholesterol-phospholipid composition of the rat testicular plasma
membranes and the prostaglandin metabolism and fertility.

The renin-angiotensin system (RAS) is an important regulator of BP and water
homeostasis. Aminopeptidases (AP) play an important role in the regulation of
RAS, and oxitocin, vasopresin and TRH release.

The aim of this study was to analyse the effect of several fats used in the diet on AP
activities. Male Wistar rats were divided into six groups (n=8) and received for 16
weeks a synthetic diet, adequate with respect to all essential nutrients, and with
different source of fat (10%): sesame (S), sunflower (SF), fish (F), olive (O), coconut
(C) oil or lard (L). Animal weight was determined every week, ingesta level daily
and BP was determined every two weeks. The AP activities analysed fluorimetly
were: AlaAP, ArgAP, CysAP, pGIuAP, GIUAP and AspAP, assayed in both soluble (sol)
and membrane-bound (MB) fractions. Serum concentrations of total cholesterol,
HDL-cholesterol, LDL-cholesterol, triglycerides and steroid hormones (testosterone,
dihidrotestosterone and estradiol) were also measured.

Blood pressure and serum total cholesterol concentration decreased significantly in
animals fed with the F and L diet, and were correlated positively in the SF group.
Serum HDL cholesterol concentration was significantly higher in the O,L and C
groups and S and F groups had lower level of triglycerides in serum. Testosterone
level in serum increased significantly in L-fed animals, and decreased in O-fed
animals.

In different tissues studied, significant differences in most of the aminopeptidases
activities assayed are observed.

The present data suggest that several aminopeptidase activity in serum and different
tissues of rat involved in metabolism of angiotensines, oxitocin, vasopresin and
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TRH, may be modified depending on the fat used in the diet by reducing or increasing
the life average of these peptides. This may have therapeutic importance in
pathologies such as hypertension, atherosclerosis and infertility in which, AP activities
may be involved.

Resumen

Multiples factores nutricionales estan relacionados con el control de la presién arterial
(PA). Los acidos grasos (AG) y sus derivados, como los eicosanoides, pueden influir
sobre la PA y estan implicados en las enfermedades cardiovasculares. Se ha
comprobado como una dieta baja en grasa o con poca cantidad de AG saturados
disminuye la PA, al contrario existe una relacion positiva entre PA y consumo de AG
saturados. Sin embargo, el efecto de los distintos tipos de grasas en la dieta ain no
se conocen.

Cambios en la grasa dietética inducen cambios en la composicion de AG de las
membranas plasmaticas en cerebro y en tejidos periféricos. Esto afecta a la fluidez
de membrana, sintesis de eicosanoides, actividades enzimaticas asociadas a
membrana, con sus posibles repercusiones sobre la salud. Ademas, se ha sugerido
que la composicion de AG de la dieta influye sobre la funcion reproductora en
varones, la composicidon fosfolipidica de membranas testiculares de rata, en el
metabolismo de prostaglandinas y en la fertilidad.

El sistema renina angiotensina (SRA) es el principal regulador de la PA y de la
homeostasis del agua. Las aminopeptidasas juegan una importante funcién en la
regulacion del SRA, y la liberacién de oxitocina, vasopresina, y de la TRH.

El objetivo de este estudio fue analizar el efecto de diferentes grasas dietéticas
sobre distintas actividades aminopeptidasas, valores de PA e ingesta, niveles de
colesterol, triglicéridos y hormonas sexuales.

Seis grupos de ratas macho de la raza wistar recibieron durante 16 semanas una
dieta con todos los nutrientes esenciales pero con distinta fuente lipidica (10%);
aceites de sésamo (S), girasol (SF), pescado (F), oliva (O), coco (C) y manteca de
cerdo (L). El peso de los animales fue determinado semanalmente, los niveles de
ingesta diariamente y cada dos semanas se midieron valores de PA y de frecuencia
cardiaca (FC). Las actividades aminopeptidasas (AP) que se determinaron
fluorimetricamente fueron AlaAP, ArgAP, CysAP, pGIuAP, GIUAP y AspAP solubles y
unidas a membrana. También se determinaron las concentraciones séricas de
colesterol total, colesterol-HDL, colesterol-LDL, triglicéridos, y hormonas esteroideas
(testosterona, dihidrotestosterona y estradiol).

Los niveles de PA y colesterol total sérico disminuyé significativamente en los animales
alimentados con pescado y manteca de cerdo, obteniéndose ademas una correlacion
positiva entre colesterol y PA en el grupo de girasol. La concentracién de colesterol-
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HDL fue mayor en los grupos de oliva manteca y coco, Y los triglicéridos disminuyeron
en los grupos de sésamo y pescado. La testosterona sérica incrementé
significativamente en los animales que consumieron manteca de cerdo y disminuyé
en el grupo oliva. En los diferentes tejidos analizados, se alcanzaron diferencias
significativas en la mayoria de las actividades AP determinadas.

Estos resultados podrian sugerir que actividades AP en suero y diferentes tejidos
de rata implicadas en el metabolismo de angiotensinas, oxitocina, vasopresina y
TRH, podrian ser modificadas dependiendo de la grasa utilizada en la dieta, al
reducir o incrementar la vida media de estos péptidos. Esto podria tener importancia
terapéutica en patologias como la hipertensién, la ateroesclerosis o la infertilidad,
funciones en las cuales estan implicadas las AP.
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1. ENZIMAS PROTEOLITICOS

1.1 Clasificacion

Los enzimas proteoliticos, también llamados proteasas, proteinasas, o peptidasas,
son aquellos enzimas encargados de hidrolizar los enlaces peptidicos de las proteinas
(el término de peptidasas se refiere preferentemente a los enzimas que hidrolizan
péptidos de menor tamafo).

Segun la clasificacién de la Unidn Internacional de Bioquimica (Herrera 1991), estos
enzimas pertenecen a la clase 3, debido a su actividad hidrolasa, y mas
concretamente a la subclase 3.4, que engloba a todas las hidrolasas de péptidos.
Pueden dividirse en dos grandes grupos, las exopeptidasas y las endopeptidasas.
Las primeras hidrolizan enlaces préximos a los extremos de la cadena polipeptidica,
mientras que las endopeptidasas actian sobre enlaces distantes a los extremos.
Sin embargo, debido a la compleja especificidad de estos enzimas, incluyendo en
algunos casos actividad exo y endopeptidasa (Singh y Kalnitsky 1980), y en otros
su pertenencia a complejos multicataliticos (Tsukahara y cols. 1988) deberiamos
referirnos a que un enzima tiene una u otra actividad proteasa, mas que a que sea
una determinada proteinasa. Nosotros utilizaremos indistintamente una u otra
terminologia aun siendo conscientes de este problema de nomenclatura.

La Unidn Internacional de Bioquimica clasifica a los enzimas proteoliticos en 4 clases
o familias por comparacién de sus centros activos, mecanismo de accién y estructura
tridimensional. Los enzimas proteoliticos actualmente aislados e identificados, de
los que aln no se conoce su naturaleza y forma de actuacién, son incluidos en un
quinto grupo de proteinasas no clasificadas (Barret 1977):

e Serina-proteinasas; contienen al menos un resto de serina en su centro
activo y son inhibidas especificamente por diisopropilfosfofluoridato. Entre las
mas conocidas citaremos la kalicreina, la enterokinasa, elastasa, tripsina, y
quimiotripsina.

e Cisteina-proteinasas; se caracterizan por poseer un grupo tiol (-SH) en su
centro activo, por ser inhibidas por 4-cloromercuribenzoato y activadas por
dithiothreitol. Entre ellas se encuentran la catepsina B, la catepsina H, y las
calpainas.
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e Aspartico-proteinasas; poseen un grupo carboxilico en su centro activo y
son inhibidas por pepstatina. Como ejemplos mas conocidos citamos la catepsina
D, renina, y pepsina.

e Metalo-proteinasas; se caracterizan por contener un i6n metalico (en la
mayoria de los casos Zn**) en su centro activo. Inhibidas por EDTA y fenantrolina.
Encontramos entre ellas las carboxipeptidasas A y B, y la aminopeptidasa M.

e Proteinasas no clasificadas; incluyen enzimas proteoliticos de mecanismo
catalitico desconocido, tales como las colagenasas, ciertas aminopeptidasas y
las peptidasas sefal.

1.1.1. Exopeptidasas

Las exopeptidasas son enzimas hidroliticos cuya accion se limita a uno u otro terminal
de la cadena polipeptidica. Su clasificacidon atiende a la especificidad que muestren
por un sustrato determinado, asignandosele un nombre convencional que indica si
el extremo frente al que son activos es el grupo carboxilo o el a-amino, e indicando
también el tamafio del fragmento liberado.

Las exopeptidasas que requieren un grupo a-amino libre se denominan
aminopeptidasas (AP) si liberan aminoacidos individualmente, dipeptidil
aminopeptidasas si liberan dipéptidos intactos, y tripeptidil amimopeptidasas si
liberan tripéptidos enteros.

Las exopeptidasas que requieren un grupo carboxilico terminal no sustituido de los
péptidos se denominan carboxipeptidasas si liberan aminoacidos libres y dipeptidil
carboxipeptidasas si liberan dipéptidos intactos.

Un tercer grupo de exopeptidasas son las denominadas dipeptidasas y
tripeptidasas cuyo principal atributo comun es su especificidad por sustratos que
posean una determinada distancia (de dos o tres residuos aminoacidicos) entre el
grupo a-amino libre y el grupo carboxilo libre. Esto da lugar a confusiones ya que
ciertas dipeptidasas y tripeptidasas parecen afectar a cadenas polipeptidicas mayores
(Coffey y De Duve 1968), y algunas aminopeptidasas pueden utilizar como sustratos
a dipéptidos y tripéptidos de diversa naturaleza (Felgenhauer y Glenner 1966; Kania
y cols. 1977).

Las w peptidasas son una nueva clase de exopeptidasas capaces de separar residuos
terminales que, o bien carecen de un grupo a-amino o a-carboxilo libre (por ejemplo:
piroglutamil aminopeptidasa), o bien poseen un enlace que afecta a un grupo
carboxilico o amino no unido a un carbono a (por ejemplo: y-glutamil
aminopeptidasa).

Los nombres dados a la mayoria de las AP se basan frecuentemente en sus
preferencias o requerimientos por un particular aminoacido N-terminal. Por ejemplo,
un enzima que muestre su mas alta tasa de hidrdlisis sobre enlaces de alanina N-
terminal se denominaria alanil aminopeptidasa. Similarmente, los nombres aplicados
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a las carboxipeptidasas que liberan aminoacidos simples sirven para identificar sus
requerimientos o preferencias por un residuo C-terminal.

En lo que se refiere a la localizacidon subcelular de las exopeptidasas, se pueden
aplicar los criterios seguidos para las proteinas en general. Se consideran
exopeptidasas solubles a aquellas obtenidas en disolucién tras homogeneizacion
y ultracentrifugacién de un tejido en un medio hipotdnico. Tal fraccidon contiene a su
vez a los enzimas citosolicos (extraibles tras ultracentrifugacion en medio isotdnico)
y a los contenidos en organulos intracelulares. Por otra parte, cuando el precipitado
resultante del caso anterior se resuspende en un medio que contiene sustancias
con caracter detergente y nuevamente ultracentrifugamos, obtenemos la fraccion
enzimatica unida a membrana. Hemos de tener en cuenta, que tales
exopeptidasas pueden ser originarias de cualquier tipo de membrana celular
incluyendo los organulos subcelulares, adicionalmente pueden obtenerse
subfracciones de las anteriores separaciones (exopeptidasas lisosomales, de
membrana plasmatica, mitocondriales, etc.) obteniendo las distintas fracciones por
centrifugacién en gradiente de concentracion.

Las exopeptidasas citosolicas se encuentran entre las primeras proteasas en ser
descubiertas'(McDonald y Barrett 1986).'La fuente original de muchas exopeptidasas
fueron las preparaciones de mucosa intestinal, donde se comprobd que existia una
mezcla compleja de enzimas de diversa especificidad. Entre ellas se describieron
distintas dipeptidasas y la leucil aminopeptidasa, primer ejemplo de
exopeptidasa N-terminal conocido (Linderstrom-Lang 1929). Simultdneamente
(McDonald y Barrett 1986), se descubridé en pancreas de buey una proteasa que
separaba aminoacidos del extremo C-terminal de los péptidos. A este enzima se le
denominé carboxipeptidasa. Veintisiete afios mas tarde (Folk 1956), se describio
otra carboxipeptidasa pancreatica que mostraba preferencia casi absoluta por
aminoacidos basicos. Esta ultima es denominada actualmente carboxipeptidasa B,
y la primera, carboxipeptidasa A. Ambas se segregan como zimdgenos
(procarboxipeptidasas) activables por tripsina.

Tras el descubrimiento de las AP de origen intestinal se encontrd que el rifdn era
una fuente aun mas abundante de actividad aminopeptidasica (Spackman y cols.
1955), al igual que el cristalino y la pulpa dental. En 1966, Hopsu y colaboradores
detectaron en los extractos de higado de rata una nueva AP citosodlica dependiente
de iones cloro y sulfhidrilos que fue denominada aminopeptidasa B (AP B) (arginil
aminopeptidasa (ArgAP)) debido a su estricta especificidad por residuos de arginina
y lisina de péptidos y derivados de la naftilamida, pareciendo ser la contrapartida
de la carboxipeptidasa B. La denominada alanina aminopeptidasa (AlaAP) fue
descubierta en higado, y resulto ser dependiente de cobalto y sensible a la puromicina
(Behal y cols. 1966), pero su especificidad de sustrato contrastaba con la de la AP
B en que la mayoria de los residuos N-terminales de los péptidos eran sensibles a
su accién, aunque la alanina era el residuo preferido. Por otro lado, Cheung y
Cushman en 1971 identificaron una nueva AP en rifidén especifica para los residuos
aspartico y glutdmico N-terminales. A este enzima se le dio el nombre de aspartato
aminopeptidasa (AspAP).
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La actividad de dipeptidil aminopeptidasa citosodlica fue inicialmente detectada en
extractos de la hipdfisis y denominada dipeptidil aminopeptidasa III (DAP III)
(Ellis y Nuenke 1967). El enzima, de pH dptimo basico, se determinaba facilmente
utilizando Arg-Arg-2-naftilamida a pH 9 y catalizaba la separacion de dipéptidos N-
terminales. Se ha descrito incluso una tripeptidil aminopeptidasa (Badlow y cols.
1983) en citosol hepatico que cataliza la liberacidén de tripéptidos N-terminales, y
una prolil aminopeptidasa especifica para residuos de prolina N-terminales
(Nordwig y Mayer 1973).

Curiosamente, no se han encontrado carboxipeptidasas citosdlicas aunque si existen
dipeptidasas citosdlicas que afectan a la prolina (McDonald y Barrett 1986).

Las membranas celulares contienen exopeptidasas de todo tipo y la mayoria de
ellas fueron inicialmente descritas a partir de extractos renales. La aminopeptidasa
A (AP A) (glutamato aminopeptidasa (GIuAP)) es relativamente especifica para
aminoacidos dicarboxilicos N-terminales (Glennery cols. 1962). El nombre de GIUAP
se debe a su preferencia por este aminoacido, a diferencia de su homologa citosélica
que prefiere aspartato.

La aminopeptidasa M (AP M) seria la contrapartida unida a membrana de la AlaAP
citosélica con un amplio rango de accidn sobre los aminoacidos neutros N-terminales.

También se ha descrito una dipeptidil aminopeptidasa (DAP IV) asociada a las
membranas (Hopsu-Havu y Glenner 1966), que separa dipéptidos del extremo N-
terminal siempre que el segundo aminoacido sea prolina, e incluso una dipeptidasa
asociada a las membranas de las células renales (Robinson y cols. 1953).

Se conoce la existencia de al menos dos carboxipeptidasas unidas a membrana.
La primera en descubrirse fue el enzima convertidor de angiotensina (ECA)
(dipeptidil carboxipeptidasa A) que, aunque inicialmente fue descrita en plasma
(Skeggs y cols. 1956), hoy se sabe que se encuentra distribuida por casi todos los
tejidos. Es una metalopeptidasa con una especificidad relativamente amplia y capaz
de transformar angiotensina I en angiotensina II. El segundo enzima es la
carboxipeptidasa P (Dehm y Nordwig 1970) que prefiere separar dipéptidos con
residuos de prolina en penultima posicion.

A nivel lisosomal se ha podido demostrar que algunas catepsinas son realmente
exopeptidasas y no endopeptidasas. Soélo se ha purificado una AP a este nivel
(Kirschke y cols. 1977), dicho enzima es una cistinil-proteinasa que junto a su
capacidad proteinasa posee actividad aminopeptidasa. Por ello se la ha calificado
de endoaminopeptidasa. Actualmente se le denomina catepsina H o Arginina
aminopeptidasa lisosomal (McDermott y cols. 1988).

La existencia de dos dipeptidil aminopeptidasas lisosomales si esta
perfectamente determinada. La primera de ellas, dipeptidil aminopeptidasa I (DAP
I) fue descrita por McDonald y colaboradores (1966) en extractos hipofisarios y
posee una amplia especificidad a pH 6ptimo acido. Curiosamente se ha demostrado
con posterioridad que la DAP I se correspondia con la catepsina C previamente
descrita (McDonald y cols. 1969).
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La segunda dipeptidil aminopeptidasa (DAP II), también de origen lisosomal, presenta
una especificidad distinta y complementaria a la anterior, pues hidroliza enlaces
peptidicos perfectamente diferenciables de los sensibles a la DAP 1.

Se han descrito tres carboxipeptidasas a nivel lisosomal. La primera resultd ser
la descrita como catepsina A previamente (Iodice 1967), de propiedades muy
parecidas a la carboxipeptidasa A pancreatica. La segunda (Fruton y Bergmann
1939), que requiere grupos sulfhidrilicos, parece inseparable de la actividad
proteinasica de la catepsina B. La tercera, a veces denominada carboxipeptidasa
C, libera aminoacidos C-terminales de péptidos cuyo penultimo residuo es la prolina.

También se ha descrito una tripeptidil aminopeptidasa (Doebber y cols. 1978) y
una dipeptidasa (McDonald y cols. 1972) de origen lisosomal y por tanto, como en
todos los casos anteriores, de pH 6ptimo acido.

Se han encontrado representantes del grupo de las w-peptidasas en las tres
localizaciones subcelulares previamente resefiadas (citosol, membrana y lisosomas).
La y-glutamil aminopeptidasa (y-GIuAP) es un enzima unido a membrana que
cataliza tanto la hidrdlisis como la transferencia de residuos g-glutamilos N-terminales
(el glutatién seria, por ejemplo, un sustrato de este enzima) (Orlowsky y Meister
1965).

La actividad de piroglutamato aminopeptidasa (pGIuAP) se encuentra tanto en
el citosol como unida a las membranas celulares, y es capaz de liberar
especificamente residuos piroglutamilos del extremo N-terminal de los polipéptidos
a pH 7,5, sin afectar al resto de los enlaces peptidicos de la cadena (Armentrout
1969).

Finalmente, se ha descrito una y-glutamil carboxipeptidasa a nivel lisosomal
que libera residuos y-glutamilos del extremo C-terminal de los péptidos (Hoffbrand
y Peters 1969).

1.1.2. Aminopeptidasas

ALANINA AMINOPEPTIDASA SOLUBLE

Numero: E.C.- 3.4.11.14.

Nombre e historia: Se han descrito gran nimero de tejidos animales que poseen
actividad aminopeptidasica citosodlica sensible a la puromicina, pero la mayoria de
los trabajos realizados con esta actividad se han hecho con enzimas cerebrales, las
cuales han sido implicadas en el metabolismo de las encefalinas (De Souza y cols.
1991; Hersh y McKelvy 1981; Mc Dermott y cols. 1985; Hui y cols. 1983; Smyth y
O "Cuinn 1994).

En la literatura se usan otras denominaciones para este enzima; alanil
aminopeptidasa (Flores y cols. 1996), aminopeptidasa que degrada encefalina,
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aminopeptidasa que degrada neuropéptidos (McDermott y cols. 1985),
aminopeptidasa III (Sharma y Ortwerth 1996), tiol aminopeptidasa y aminopeptidasa
sensible a puromicina o AP PS (Dando y cols. 1997).

Distribucién: La Alanina Aminopeptidasa soluble (AlaAPsol) es muy abundante en
cerebro de roedores, siendo menos abundante en intestino delgado, musculo
esquelético, testiculos y otros tejidos (Hiroi y cols. 1992; Constam y cols. 1995;
Dando y cols. 1997). Tobler y colaboradores en 1997, describen una distribucién
similar para el enzima humano. Ademas de en cerebro, la AlaAPsol. se ha encontrado
en musculo esquelético humano (Mantle 1992), cristalino humano (Sharma y
Ortwerth 1986) e higado de rata (Hiroi y cols. 1992).

Este enzima posee una amplia distribucién en las especies animales. La mayoria de
la actividad circulante se cree que procede del higado, mientras que la actividad
encontrada en orina, parece que tiene su origen en el rifidn. Subcelularmente, se
localiza en la fraccion soluble, aunque se ha postulado que parte de la actividad
puede ser lisosomal o estar asociada a otros componentes subcelulares (Barret y
cols,1998).

Sustrato Artificial: alanil-B-naftilamida ( Ala-B-NA ).

Propiedades Moleculares: Este enzima, procedente de ratdn, fue clonado por Constam
y cols. (1995) y el enzima humano ha sido clonado por Tobler y cols. (1997). La
identidad de secuencia entre las especies es de un 98%. Es una metalopeptidasa
de cadena proteica simple de 100 Kda. (Dando y cols. 1997).

Extremadamente sensible a la puromicina, que ejerce sobre ella una inhibicion de
tipo competitivo. También es inhibida por la bestatina y el EDTA. Su pH éptimo es
de 6,7-7,4. Requiere la presencia de DTT (dithiothreitol) para su activacion y
estabilizacion.

Funcidn fisioldgica: Cataliza la liberacidn de aminoacidos N-terminales de dipéptidos,
tripéptidos, oligopéptidos y diferentes aminoacil-B-naftilamidas, con preferencia
por derivados de la alanina, metionina, fenilalanina, leucina, arginina y tirosina.
Tiene su maxima actividad a pH 7,5 y es activada por tiol e iones calcio (Mantle y
cols. 1983; Dando y cols. 1997). Compuestos con Prolina en posicion N-terminal
son resistentes a la hidrdlisis por alanina aminopeptidasa por lo que no afecta a la
bradikinina (Hiroi y cols. 1992; Smyth y O "Cuinn 1994; Dando y cols. 1997).

Las funciones fisioldgicas de la Alanina Aminopeptidasa soluble son bien conocidas.
La localizacidon predominantemente citosolica de este enzima podria no estar de
acuerdo con un importante papel en la degradacién de péptidos bioactivos
extracelulares. Su amplia distribucién en tejidos de ratas también seria un argumento
en contra de un efecto puramente regulador de neuropéptidos. Constam y
colaboradores en 1995 sugirieron que este enzima podria participar en procesos
proteoliticos esenciales para el crecimiento y viabilidad celular. Hiroi y colaboradores
en 1992 indicaron que la degradacién de hemoglobina acetilada por una
endopeptidasa neutra purificada de higado de rata, era estimulada significativamente
por la adicion de Alanina Aminopeptidasa soluble, la cual por si misma no poseia
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esta actividad proteolitica. Ellos especularon que el paso limitante en la degradacion
/n vivo de proteinas estables podria ser una hidrélisis llevada a cabo por la
aminopeptidasa que expondria un residuo desestabilizado a la posterior actividad
degradativa (Bachmair y cols. 1986).

Se cree que el turn-over de proteinas intracelulares es mediado en primer lugar por
el proteasoma (Coux y col 1996), dando lugar a la formacién de una gran cantidad
de oligopeptidos, incluyendo peptidos antigénicos presentes en la clase I del complejo
mayor de histocompatibilidad. La mayoria de estos péptidos son posiblemente
degradados a aminoacidos por la accion de exo y endopeptidasas citosdlicas,
incluyendo la AlaAPsol. La AlaAPsol podria ser perfectamente la aminopeptidasa
citosdlica mas importante en células de mamifero (Mantle 1992).

Comentario: Sus niveles séricos estan elevados en ciertas patologias, como
adenocarcinoma de colon y pancreas, sindrome nefrético y embarazo (McDonald y
Barrett 1986). Se confunde facilmente con la leucil aminopeptidasa sobre todo
cuando se utiliza Leu-B-NNap como sustrato, aunque se sabe que son dos enzimas
distintos. Puede también confundirse con la alanil aminopeptidasa unida a membrana,
con la que posee muchas propiedades en comun.

ALANINA AMINOPEPTIDASA MICROSOMAL

NUmero: E.C.- 3.4.11.2.

Nombre e historia: El enzima fue denominado en sus comienzos como AP M, debido
a su localizacion microsomal o de membrana, reflejando de esta forma su firme
asociacién con la fraccion de membrana microsomal en rifidon de cerdo a partir del
cual fue purificado. Hoy en dia aun se puede encontrar ocasionalmente esta
nomenclatura en la bibliografia e incluso ha sido confundida con la leucina
aminopeptidasa citosolica, a causa de la coincidencia en el sustrato especifico y de
su distribucion tisular similar.

En 1980 se sugirié que el enzima se podria renombrar como AP N, debido a su
preferencia de accién sobre aminoacidos neutros (Feracci y Maroux 1980), siendo
esta terminologia todavia de uso comun.

El nombre de alanina aminopeptidasa de membrana (AlaAPmb) fue introducido
para clarificar la naturaleza y localizacién del enzima y para distinguirlo de su
equivalente citosélico.

Muchas de las caracterizaciones originales de la alanina aminopeptidasa de
membrana se realizaron con enzimas renales o intestinales. Sin embargo, la presencia
del enzima en el cerebro ha provocado un importante interés desde el descubrimiento
de su participacién en la hidrélisis e inactivacién de las encefalinas (Gros y cols.
1985; Matsas y cols. 1985).

Distribucidén: Se encuentra ampliamente distribuida en muchas especies y tejidos,
aungue se puede encontrar de forma muy abundante en la membrana de borde de
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cepillo del tubulo contorneado proximal del rifidn, células de la mucosa del intestino
delgado y en el higado. También estad presente en el pulmdn donde es idéntico al
“antigeno p146 tipo II de las células del epitelio alveolar” (Funkhouser y cols. 1991)
y estd localizado en las células endoteliales de los vasos sanguineos. En las células
epiteliales polarizadas, la AlaAPmb estd localizada en el dominio apical y es blanco
de una senal que se cree que esta situada en el centro de la regién catalitica de la
proteina (Vogel y cols. 1992).

Ademas de estar presente en células endoteliales y membrana sindpticas, se ha
localizado en astrocitos y pericitos (Barnes y cols. 1994; Kunz y cols. 1994).

Sustratos Artificiales: Ala-B-NA, Leu-B-NA.

Propiedades Moleculares: Proteina integral de membrana tipo II de peso molecular
de 280.000 Daltons localizada sobre la membrana plasmatica como un ectoenzima.
Constituida por dos subunidades idénticas que contienen un atomo de Zn?* y un
20% de carbohidratos. Es inhibida por la 1-10-fenentrolina y la bestatina, pero en
menor medida que por la amastatina o probestina (Tieku y Hooper 1992).

Funcidn fisiolégica: Cataliza la hidrélisis de aminoacidos N-terminales no sustituidos
de péptidos. Muestra preferencia por residuos neutros. En el intestino delgado se
encuentra localizado en alta concentracion en la membrana del borde en cepillo de
las células epiteliales, y se considera que juega un papel fundamental en los estadios
finales de la digestidon y absorcién de proteinas (Barret y cols, 1998).

En el rifidn, contribuye al catabolismo extracelular del glutation (Curthoys 1987).
La cisteinil-glicina generada durante el catabolismo del glutation por la y-glutamil-
transpeptidasa es hidrolizada por dos ectoenzimas, la Alanina aminopeptidasa de
membrana y la dipeptidasa de membrana, contribuyendo aproximadamente de
igual forma cada una de ellas (McIntyre y Curthoys 1982).

En el intestino, el enzima actua en la etapa final de la digestion de peptidos vy
proteinas. Se ha llevado a cabo una detallada localizacion del enzima en el cerebro,
debido a su potencial papel en la inactivacion de ciertos neuropéptidos, especialmente
encefalinas (Solhonne y cols. 1987; Barnes y cols. 1988, 1994).

Es abundante en el plexo coroideo y puede también por lo tanto servir para impedir
la entrada al cerebro de péptidos circulatorios dafiinos. En células vasculares, puede
servir para metabolizar ciertos péptidos vasoactivos como la angiotensina III (Ward
y cols. 1990).

Una importante localizacién de la AlaAP memb esta en las células hematopoyéticas,
donde se relaciona con las células CD13 (Look y cols. 1989). Aqui, su expresion
estd restringida primordialmente a células mieloides, pero también ha sido
encontrada en células presentadoras de antigeno, células del melanoma vy linfocitos.
Su funcién mas frecuente, en el sistema inmune, es inactivar ciertas citoquinas
(Hoffman y cols. 1993; Kanayama y cols. 1995). La actividad antitumoral e
inmunopotencial descrita para la bestatina puede relacionarse con la inhibicion de
la Alanina aminopeptidasa de membrana (Leyhausen y cols. 1983).
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Otra funcidn fisioldgica atribuida a este enzima corresponde con un nuevo papel
como receptor para ciertos virus, especialmente para coronavirus 229E, virus ARN
que causa infecciones en el tracto respiratorio alto de humanos (Yeager y cols.
1992). Estudios de mutagénesis sugieren que el sitio de union al virus se localiza
cerca de la regién activa, aunque la actividad del enzima no es esencial para la
union del virus. La Alanina aminopeptidasa de membrana humana también parece
mediar la infeccion de citomegalovirus en humanos, aunque de nuevo la actividad
del enzima no es esencial para la infeccion (Soderberg y cols. 1993). Otro coronavirus,
el virus de la gastroenteritis transmisible, que causa una diarrea fatal en cerdos
recién nacidos, usa el enzima intestinal como receptor (Delmas y cols. 1992).

La sustancia P y la bradicinina, las cuales no son sustratos de la Alanina
aminopeptidasa de membrana, han sido descritas como inhibidores naturales del
enzima (Xu y cols. 1995).

Sin embargo, es improbable que la bradicinina y la sustancia P jueguen un papel
fisioldgico en la regulacién del enzima.

ARGININA AMINOPEPTIDASA SOLUBLE

Numero E.C: 3.4.11.6.

Nombre e historia: Esta actividad exopeptidasa fue originalmente identificada en
muchos tejidos de rata usando L-aminoacil-B-naftilamida y L-aminoacid-7-amido-
4-metilcumarina como sustratos. Este enzima solo puede separar residuos basicos
(Arg y Lys) de L-aminoacil-p-naftilamida por lo que fue consecuentemente
denominado AP B (Barret y cols, 1998).

El nivel de actividad aumenta en presencia de concentraciones fisioldgicas de cloruro.
Ademas, posee capacidad para convertir la lisilbradicinina (kalidinina-10) a
bradicinina aunque estos resultados han sido discutidos (Kawata y cols. 1980;
Soderling 1983). Esta actividad no parece capaz de hidrolizar la unién Arg-Pro de la
bradicinina.

Se ha descrito que la arginil aminopeptidasa soluble (ArgAPsol) también posee
actividad endopeptidasa (Soéderlin y Makinen 1983; McDermott y cols. 1988).

Este enzima ha sido considerado como una Zn?* metalo peptidasa o como una tiol
proteasa. Aunque muchos autores describen el Pm de la ArgAPsol alrededor de
70.000 Daltons (Mantle y cols. 1985; Ishiura y cols. 1987; Flores y cols. 1993;
Belhacene y cols. 1993; Yamada y cols. 1994), otros autores describen proteinas
con pesos en un rango que oscila desde 43.000 hasta 105.000 Daltons (Sdderling
y Makinen 1983).

Ha sido también llamada AP B, arilamidasa II, arginina aminopeptidasa, arginina
aminopeptidasa cloruro activada y citosol aminopeptidasa IV. Durante un tiempo se
sospechd la posibilidad de que fuese idéntica a la Leucotrieno A, hidrolasa o bleonicin
hidrolasa, sin embargo, es claramente distinta.
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Distribucién: Enzima citosdélico, ampliamente distribuido en células y tejidos de
mamiferos. Estad presente en muchos tejidos de rata (corteza, corazén, rifidn,
intestino grueso, pulmdén, musculo, pancreas, intestino delgado) (Foulon y cols.
1996), también se ha descrito en las vesiculas secretoras de la hipdfisis (Gainer y
cols. 1984) y en varias lineas celulares, indicando que el enzima posee una
distribucidén ubicua, aunque la ArgAPsol fue expresada de forma diferente en todos
estos ejemplos. En testiculo, la ArgAP sol se expresa mayoritariamente durante la
fase de maduracién en las espermatides tardias.

Sustrato Artificial: arginil-p-naftilamida ( Arg-p-NA ).

Propiedades Moleculares: Metaloenzima con un peso molecular de 72300 Daltons,
tipicamente activada por iones Cl-. Constituido por un tetrdmero capaz de escindirse
en dos dimeros activos, con un residuo de Cys en el centro activo. Es inhibido
competitivamente por la bestatina, pero no por puromicina ni por amastatina. su
pH 6ptimo es 7 (Kawata y cols. 1980).

Funcion fisioldgica: Cataliza especificamente la hidrdlisis de residuos N-terminales
Arg- y Lys- de péptidos y derivados de la B-naftilamida.

La observacion de la seccion de los tubulos seminiferos demostraron que este enzima
esta concentrado en el citoplasma de las espermatides tardias, las cuales dan lugar
a los cuerpos residuales. Mediante microscopia confocal se obtuvieron evidencias
de su presencia en areas intersticiales de los tubulos seminiferos, sugiriendo que
puede también expresarse en células de Leydig (Foulon y cols. 1997).

El examen, mediante microscopia electrdnica, de la localizacion subcelular de la
arginil aminopeptidasa soluble en células germinales, demostré su presencia en el
aparato de Golgi, alrededor del polo apical del nucleo de la espermatida, y que esta
concentrada en los granulos proacrosémicos de esas células. A partir del conocimiento
de que el acrosoma es generado en los saculos del aparato de Golgi, esto confirmo
su presencia en el aparato secretor de las espermatidas durante su transformacion
a espermatozoos.

En un principio se pensaba que era citosoluble pero también puede ser secretada.
Se ha encontrado en cultivos de células hipofisarias del I6bulo intermedio (Castro y
cols. 1989), de linfocitos T (Belhacene y cols. 1993), células germinales y células
PC12. Ademas, el enzima fue encontrado asociado con la membrana de vesiculas
secretoras de la hipdfisis (Gainer y cols. 1984) y en parte de la superficie de
membrana de las células PC12.

Es interesante que la actividad de la ArgAPsol se disregula durante la activacion a
largo plazo de los linfocitos T normales y linfocitos T leucémicos mediante varios
estimulos (Belhacene y cols. 1993). En el caso de las células PC 12 la unidn indica
una asociacion de la ArgAPsol a la membrana, la cual es observada solo en 1/5
parte de las células.

La cercana relacion estructural entre la arginil aminopeptidasa soluble y la LTA,
hidrolasa es ilustrada por la capacidad del enzima para hidrolizar /2 vitro el leucotrieno
LTA, a LTB,, la cual es un mediador lipidico de la inflamacion. En este momento, la
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importancia fisioldgica de la bifuncionalidad /7 vitro de la arginil aminopeptidasa
soluble sigue siendo una cuestién sin cerrar. La gran dependencia del enzima de su
pH vy la presencia ubicua de ésta, argumentan a favor de su adaptabilidad a varios
subcompartimentos celulares y su involucraciéon en un amplio espectro de fendmenos
fisioldgicos, incluyendo procesos inflamatorios en los cuales algunos péptidos,
potenciales sustratos del enzima, como la lisilbradicinina, encefalinas o
somatostatina, pueden jugar un papel central. Ademas, puede estar asociada con
procesos reguladores a varios niveles de red de membrana de la produccién celular.
Esto puede incluir otros procesos de postmaduracion en la red trans Golgi y/o
regulacion de procesos en la membrana plasmatica (Barret y cols. 1998).

ARGININA AMINOPEPTIDASA LISOSOMAL

Numero: E.C.- 3.4.22.16. Es la catepsina H, una “endoaminopeptidasa”. Se incluye
aqui por su fuerte actividad aminopeptidasica.

Nombre e historia: El nombre de catepsina H fue dado a una peptidasa lisosomal
llamada primeramente L20C21, y luego catepsina B, por su similitud con la catepsina
B, entonces conocida como catepsina B,.

Actualmente se atribuye a la catepsina H las evidencias histoquimicas sobre la
existencia de un enzima lisosomal tiol dependiente activo frente a la Leu-NH (Barret
y cols. 1998).

En 1975 Davidson y Poole purificaron parcialmente un enzima de lisosomas de
higado de rata, pero diferente de la catepsina B. Este enzima obviamente era la
catepsina H.

En piel de ratas se ha aislado una hidrolasa identificada, por métodos inmunoldgicos,
como la catepsina H (Rinne y cols. 1985). De pulmdn de conejo se ha aislado una
benzoilarginina-p-Naftilamida hidrolasa que fue descrita como degradadora de
colageno (Singh y Kalnitsky 1980) y posteriormente denominada catepsina I
(Kalnitsky y cols. 1983). En trabajos posteriores, preparaciones de este enzima de
pulmén de conejo y de rata no demostraron actividad colagenolitica, pero
demostraron alta reactividad cruzada con un anticuerpo frente a la catepsina H de
higado de rata (Kirschke y cols. 1986). No habia, por lo tanto, razones para introducir
el nombre de catepsina I para el enzima de pulmdn de conejo.

Distribucién: Estd ampliamente distribuida en los tejidos de mamiferos y su
localizacidn es lisosomal. La catepsina H parece estar ubicuamente distribuida en
las células de mamiferos y demuestra tener una relacion muy cercana con peptidasas
de Dictyoste/ium y de plantas. Ha sido purificado a partir de tejidos de muchas
especies y células tumorales. Especialmente, el rindn contiene una alta concentracion
del enzima (Kominami y cols. 1985). Se han descrito muchos métodos de purificacién
partiendo de la fraccién lisosomal (Kirschke y cols.1977) o de extractos tisulares
integros.
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Sustrato Artificial: Arg-pB-NA.

Propiedades Moleculares: Glicoproteina sintetizada como preproenzima de 335 aa;
procatepsina H. Requiere DTT (dithiothreitol) para su completa actividad. Inhibidores
son las cistatinas, alfa2-macroglobulina y antigenos de linfocitos citotdoxicos de
ratén CTLA-2B (Barrett y cols. 1986, Delaria y cols. 1994).

Funcién fisioldgica: Libera aminoacidos N-terminales de sustratos sintéticos vy
péptidos. A pH 6 exhibe gran preferencia por Arg-N-terminal; concretamente muestra
el doble de actividad por Arg- que por Leu-. La actividad endopeptidasica de este
enzima parece restringirse a sustratos pequefios y es generalmente débil frente a
proteinas. Se inactiva irreversiblemente a pH 7 (Schwartz y Barrett 1980).

Se demostré que el interferdn g regula al alza la expresion del ARNm de la catepsina
H (Lafuse y cols. 1995). Debido a que este incremento coincide a la vez con la
presentacion de la clase II del complejo mayor de histocompatibilidad y con cambios
en el ARNm en macrofagos, la catepsina H puede estar involucrado en procesos
antigénicos. No se conoce otra funcion especial para la catepsina H, salvo su
sobreexpresion en algunas enfermedades como cancer y artritis. Esto sugiere que
este enzima puede actuar en muchos procesos de degradaciéon de proteinas en el
compartimento lisosomal-endosomal como una aminopeptidasa con amplia
especificidad por el sustrato.

El gen de la catepsina H humana se encuentra en el cromosoma 15g24-25. Se ha
constatado que la estructura genética de la catepsina H de rata posee 12 exones de
17,5 kb (Ishidoh y cols, 1989).

CISTINA AMINOPEPTIDASA

Numero E.C.: 3.4.11.3.

Nombre e historia: Desde que en 1930 se descubriera la capacidad del suero de
mujer embarazada para degradar oxitocina, muchos investigadores han estudiado
este enzima. Es una aminopeptidasa con especificidad por las uniones peptidicas
entre la cisteina N terminal y el residuo tirosina adyacente de la oxitocina o
vasopresina, por lo que desde entonces se ha llamado oxitocinasa o vasopresinasa.

Tuppy y Nesbadva (1957) introdujeron un método quimico para la determinacién
de este enzima usando un sustrato sintético, la L-Cys- di NHNap. Por eso este
enzima es también llamado cistina aminopeptidasa y cistinil aminopeptidasa.

La leucina aminopeptidasa de placenta (P-LAP), la cual se incrementa en suero
durante el embarazo, fue purificada a partir de suero retroplacental usando un
sustrato sintético, L-Leu-NHPhNO, y demostro ser idéntica a la cistinil aminopeptidasa
(Tsujimoto y cols. 1992).

El ADNc humano para este enzima fue el primero clonado después de la determinacion
de la secuencia parcial de aminoacidos del enzima purificado (Rogi y cols. 1996).
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Una nueva aminopeptidasa regulada por insulina a partir de vesiculas GLUT4, ha
sido clonada independientemente a partir de adipocitos de rata (Keller y cols. 1995).

Distribucién: Se ha localizado sélo en el plasma de mujeres embarazadas y en la
placenta humana y de otros primates. sin embargo, el suero fetal y el fluido amnidtico
estan libres de esta actividad enzimatica. Aunque histéricamente se sabe que el
enzima se encuentra en plasma de embarazadas y placenta de humanos y primates,
la presencia del enzima en hipotdlamo de animales también ha sido descrita (Barret
y cols. 1998).

Solo se puede detectar una pequefia cantidad de enzima en sangre de mujeres no
embarazadas y nada en sangre de hombres. El analisis mediante Northern blot
demostrd que la oxitocinasa humana no solo es expresada en placenta, sino que
también lo hace en muchos tejidos incluyendo corazén, musculo esquelético y
cerebro. Se expresan 2 formas de ARNm (trascriptores de 3,6 y 10,5 Kb) (Rogi y
cols. 1996).

Sustrato Artificial: cistinil-p-naftilamida ( Cys-p-NA ).

Propiedades Moleculares: Es una glicoproteina de peso molecular 280.000 D,
constituida por dos subunidades idénticas conteniendo cada una dos atomos de
zinc. Es insensible a la bestatina y a aminoacidos hidrofdbicos, a diferencia de otras
aminopeptidasas séricas.

Funcion fisioldgica: Hidroliza los enlaces peptidicos entre una cistina N-terminal y
el residuo adyacente. En el caso de la oxitocina, su presunto sustrato fisioldgico, el
residuo adyacente es la tirosina. Por la accidn de este enzima se destruye la actividad
bioldgica de esta hormona de la neurohipodfisis. Exhibe una amplia especificidad
sobre diferentes aminoacil-g-naftilamidas.

Durante el embarazo la placenta libera oxitocinasa a la circulacion materna. Sin
embargo, el mecanismo de esta liberacidon es todavia desconocido. Mientras la
actividad enzimatica en el suero permanece baja durante el primer trimestre,
aumenta progresivamente durante el segundo y tercer trimestre para alcanzar el
maximo alrededor del término del embarazo, descendiendo entonces a partir del
parto (Mizutami y cols. 1976).

La oxitocinasa hidroliza /77 vitro a la oxitocina y a la vasopresina. Los fetos producen
esos factores activamente mientras progresa el embarazo o durante acidemia fetal
y en ellos actian como agentes uterotdnicos y vasoactivos, respectivamente. Se
piensa que la oxitocinasa de la sangre de embarazadas sirve para prevenir
contracciones uterinas prematuras mediante la degradacién de la oxitocina. El enzima
también juega un importante papel en el control de la presién sanguinea de la
madre y del feto a través de la regulacion de la concentracion de péptidos vasoactivos
en la interfase entre el feto y la madre. De hecho, monitorizar los cambios en la
actividad de la oxitocinasa materna es Gtil para predecir el parto y el parto prematuro
(Naruki y cols. 1995) y predecir la preeclapsia (un desorden hipertensivo peculiar
de los embarazos) (Mizutani y cols. 1985).



EFecto DEL GRADO DE SATURACION DE.../Ana Belén Segarra Robles 21

Recientemente se ha demostrado que la oxitocinasa degrada /77 vitro somatostatina
(Mizutani y cols. 1996). Ya que la somatostatina interviene en el crecimiento del
feto regulando la secrecion de insulina y de hormona del crecimiento, hay datos
que sugieren que el enzima puede estar involucrado en el crecimiento fetal mediante
la degradacidon de somatostatina. La monitorizacion de la funcién feto-placentaria y
del desarrollo fetal mediante “electronica médica” tiene en gran medida que
reemplazar el papel de los métodos bioquimicos, como el método de determinacion
de este enzima. No obstante, considerando todos los datos, el uso clinico del enzima
todavia es prometedor.

ASPARTATO AMINOPEPTIDASA

Numero: E.C.: 3.4.11.21.(Creado en el 2000)

Nombre e historia: A esta actividad enzimatica se le ha denominado durante mucho
tiempo como glutamato aminopeptidasa, ya que se creia que se trataba de un solo
enzima con actividad sobre residuos asparticos y glutamicos (aminoacidos acidos),
pero se ha visto que son dos enzimas distintos con distintas propiedades (Kelly y
cols. 1983).

La aspartato aminopeptidasa degrada péptidos aminoacidicos con un residuo
aspartico N-terminal preferentemente.

Cheung y Cushman en 1971 describen un enzima de la fraccion soluble de higado
de perro activada por iones Mn**y con preferencia sobre Asp-B-NA frente a Glu-pB-
NA. Kelly y colaboradores en 1983 la caracterizaron mas extensamente, con un
peso molecular de 450.000 Kda, especifica para aminoacidos acidos en la fraccidon
soluble de cerebro de ratdn, sin capacidad de hidrolizar sustratos NA como Asp-f3-
NA o Glu-B-NA, y altamente inestable por lo que no se habia podido caracterizar
anteriormente.

Wilk y colaboradores en 1998 lograron purificarla estabilizando su actividad con
tampon conteniendo 5-10% de glicerol. Desarrollaron un ensayo enzimatico por el
cual el producto de liberacion de los sustratos Asp-Ala-Pro-NA o Asp-Ala-Pro-SM es
luego degradado por exceso de dipeptidil peptidasa 1V, produciendo cromdgenos
libres.

Las aminopeptidasas son determinadas rutinariamente usando naftilamidas (NA)
como sustratos (aminoacil-arilamidas), las determinaciones de AspAP anteriores
daban o6rdenes de actividad de pmoles por minuto y por gramo de proteina, tres
veces menores a las medidas con Ala-Pro-NA. Ahora se ha visto que la Aspartato
aminopeptidasa constituye mas del 0,1% de las proteinas solubles de cerebro de
conejo, asi, deberia de verse como una de las principales proteinasas intracelulares.

Distribucién: Es purificada a partir de extractos citosélicos de multiples tejidos. Se
encuentra en altas concentraciones, mas del 0,1% de la proteina soluble.
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Sustrato Artificial: a-aspartil-B-naftilamida (a-Asp-B-NA ).

Propiedades Moleculares: Miembro de la familia de zinc-metaloproteasas M18, de
440 Kda, compuesta por 8 subunidades idénticas.

Accion: Su elevada concentracion en la fraccidn soluble y su amplia distribucidn en
los tejidos sugiere un papel en el metabolismo de proteinas y péptidos intracelulares.
Una funcidon mas especifica seria el metabolismo de la angiotensina II,
colecistoquinina 8 y neuropéptido K. Cataliza la hidrélisis del aminoacido N-terminal
de péptidos, siempre que este sea un aminoacido dicarboxilico. Los restos aspartilos
son hidrolizados mas rapidamente que los restos glutamilos. No afecta a otros
aminoacidos (Cheung y Cushman 1971).

GLUTAMATO AMINOPEPTIDASA

Numero E.C: 3.4.11.7.

Nombre e historia: Este enzima fue identificado por primera vez en secciones de
rifndn de rata y de cobaya, como una a-glutamil peptidasa, que catalizaba la hidrolisis
de la N(a-Lglutamil)-B-Naftilamida. Posteriormente se descubrié que el enzima
hidroliza residuos aspartil N-terminal y exhibe primariamente actividad exopeptidasa.
Por lo tanto fue llamada aminopeptidasa A (a-amino Acidico peptidasa) (Glenner y
cols. 1962).

Debido que los derivados a-L glutamil son mas eficientemente hidrolizados que los
derivados a-L aspartil, el enzima es ahora denominado como glutamil
aminopeptidasa. Preparaciones de diferentes fuentes, y el uso de distintos sustratos
para determinar la actividad del enzima, han llevado a asignarle diferentes nombres.
Estos incluyen aspartato aminopeptidasa, angiotensinasa A, glutamato
aminopeptidasa activada por Ca*2, aminopeptidasa de membrana II y antigeno BP-
1/6C3.

Distribucién: Encontrada en suero y diferentes érganos de animales, es el tipico
enzima microsomal solubilizable por detergentes La amplia distribucién tisular del
enzima ha sido puesta de manifiesto por técnicas inmunohistoquimicas y por ensayo
histoenzimatico (Li y cols. 1993). El enzima es particularmente abundante en los
bordes en cepillo de los enterocitos intestinales y en rifidn.

Sustrato Artificial: a-glutamil-B-naftilamida ( a-Glu-B-NA ).

Propiedades Moleculares: Ectoenzima unido a membrana de la familia de
metaloproteasas M1. Su peso molecular es de 107,8 KDaltons. Es un dimero simétrico
donde cada subunidad contiene un atomo de Ca**. Se inhibe por agentes quelantes
como EDTA y EGTA asi como por la amastatina (Healy y Wilk 1993).

Funcion fisioldgica: Cataliza especificamente la hidrdlisis de residuos no sustituidos
de Glu- y Asp-B-naftilamidas y de péptidos. Es tipico que los residuos glutamilos
sean mas facilmente hidrolizados que los aspartilos. Tanto el grupo alfa-amino
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como el gamma-carboxilo deben estar libres, lo que se demuestra por la falta de
actividad sobre residuos piroglutamilos, gamma-glutamilos, o de glutamina.

Un sustrato fisioldgico de este enzima bien conocido es la angiotensina II, un
importante regulador de la presidn sanguinea. Por eso, también ha sido denominada
angiotensinasa (Nagatsu y cols. 1965; Sakura y cols. 1983). Su principal funcién es
la formacién de angiotensina III a partir de angiotensina II, la cual es mediadora de
los efectos del sistema renina-angiotensina en cerebro, ademas del control de
liberacidon de la vasopresina y colecistokinina 8 (Taylor 1996; Song y cols. 1993;
Healy y Wilk 1993).

Recientemente se han producido ratones con deficiencia en este enzima, (Lin y
cols. 1998) y el desarrollo de células T y B parece ser normal. Se requieren estudios
mas avanzados que clarifiquen el papel de este enzima en las rutas de diferenciacion
temprana de las células B, la presidn homeostatica sanguinea y otros procesos
fisioldgicos.

La progesterona ejerce estimulacién dosis dependiente de la produccidon de AP A
(Katsumata y cols. 2001).

PIROGLUTAMATO AMINOPEPTIDASA 1

Numero E.C.- 3.4.19.3.

Nombre e historia: El enzima que libera piroglutamato del extremo N-terminal de
un peptido fue por primera vez descrito a partir de Pseudomonas fluorescens por
Doolittle y Armentrout (1968), quienes descubrieron que el acido piroglutamico
(pGlu) podria ser liberado a partir de pGlu+Ala. El higado de rata fue la primera
fuente a partir de mamiferos donde el enzima fue descrito. El enzima ha sido llamado
también 5-oxoprolil-peptidasa, piroglutamato aminopeptidasa, pirrolidoncarboxilato
peptidasa y pirrolidoncarboxilil peptidasa. El nombre recomendado por la IUBMB es
piroglutamil peptidasa I (Barret y cols. 1998).

Distribucién: Ampliamente distribuido como un enzima citosodlico en los tejidos. La
pGIUAP manifiesta generalmente una localizacién soluble o citosdlica. Esta
ubicuamente distribuida, habiendo sido encontrada en una diversidad de tejidos
animales y humanos, en particular en cerebro y sistema digestivo. En mamiferos
ha sido purificada a partir de numerosos tejidos, incluyendo cerebro de cobaya
hipofisis de oveja, cerebro de rata, y mas recientemente cerebro de ganado vacuno
(Cummins y O "Connor 1996; Barret y cols. 1998).

Sustrato Artificial: piroglutamil-p-naftilamida ( pGlu-p-NA ).

Propiedades Moleculares.- Enzima monomérico de peso molecular 24.000 Daltons,
aunqgue en cerebro de rata se le ha reconocido como un enzima de 60.000 Daltons,
pH optimo 7,5. Es inestable cuando se almacena a 4°C pero puede estabilizarse
con pirrolidona. Contiene dos residuos de cistina uno de los cuales esta implicado
en su actividad catalitica (Yoshimoto 1993).
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Funcidn fisiolégica: /77 vitro, la pGIUAP I es capaz de liberar el residuo de pGlu N-
terminal de un amplio niumero de peptidos bioldgicamente activos, incluyendo la
hormona liberadora de tirotropina (TRH), la hormona liberadora de la hormona
luteinizante (LHRH), neurotensina y bombesina (Browne y O "Cuinn 1983).

No han sido presentadas aun evidencias definitivas de la inactivaciéon de
neuropéptidos /7 vivo con pGIUAP 1.

La funcién del enzima permanece sin clarificar. Se ha propuesto, debido a la analogia
con otras aminopeptidasas solubles, que la pGIuAP I puede contribuir a la fase final
del catabolismo intracelular de péptidos a aminoacidos libres, los cuales son entonces
liberados al pool celular (Awadé y cols. 1994). Por eso, este enzima puede, al
menos en parte, estar involucrado en la regulacion de pGlu libre del espacio celular.

Es digno de mencidn que el pGlu libre posee propiedades farmacoldgicas (Awadé y
cols. 1994). Asi una ruta especifica para la produccion de pGlu, por ejemplo a
través de la actividad pGIuAP I, puede ser utilizada para producir este aminoacido.

Albert y Szewczuk (1972) también ha sugerido que la pGIUAP I puede participar en
la absorcién de péptidos y proteinas en el tubo digestivo.

La primera aplicacion practica de la pGIuAP I fue en la secuenciacion de proteinas y
péptidos. En la actualidad, aunque los métodos enzimaticos y quimicos estan
disponibles para abrir el anillo de pGlu, y los métodos fisicos como la
espectrofotometria de masas ha superado parcialmente las dificultades debido al
bloqueo del pGlu N-terminal, la pGIUAP I es todavia utilizada en secuenciacién para
confirmar la presencia de este residuo (Awadé y cols. 1994).

PIROGLUTAMATO AMINOPEPTIDASA 1II

Numero E.C.- 3.4.19.6.

Nombre e historia: La hormona liberadora de tirotropina (TRH, tiroliberina, pGlu-
His-Pro-NH,), fue la primera hormona hipotalamica hipofisiotrofica cuya estructura
se determind. Estimula la secrecidn de varias hormonas de la hipofisis: la hormona
estimulante del tiroides (TSH), prolactina y, bajo ciertas condiciones
mayoritariamente patoldgicas, también a la hormona del crecimiento.

Ademas de estas funciones neuroendocrinas, la TRH tiene otros efectos bioldgicos
en el Sistema Nervioso Central (S.N.C.), sugiriendo que podria también actuar
como neuromodulador y/o neurotransmisor. Esta interpretacion estd apoyada por
la observacién de que la TRH y los receptores de la TRH estdan ampliamente
distribuidos por el S.N.C.

Estudios sobre el catabolismo de la TRH (O Cuinn y cols. 1990) revelan que la
hidrdlisis de la tripéptido amida en la unién pGlu-His es catalizada por 2 enzimas,
uno citosodlico y otro unido a membrana.
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El enzima soluble posee caracteristicas de la conocida piroglutamil peptidasa, también
denominada piroglutamil peptidasa I (pGIuAP I) para diferenciarla del enzima
degradador de TRH unido a membrana, el cual ha sido designado como piroglutamil
peptidasa IT (McDonald y Barrett 1986) o piroglutamil aminopeptidasa II. En contraste
con la actividad soluble no especifica, este enzima no es una piroglutamato peptidasa
corriente, sino un enzima que posee un extraordinariamente alto grado de
especificidad por el sustrato, y por eso también ha sido denominado enzima
degradador de la TRH unido a membrana o ectoenzima degradador de TRH. Debido
a la estricta especificidad por el sustrato de la forma sérica, este enzima también
ha sido llamado tiroliberinasa (Bauer y cols. 1981).

Distribucién: Los mayores niveles de actividad pGIuAP II se han encontrado en
cerebroy en el S.N.C. La actividad especifica varia considerablemente entre diferentes
regiones cerebrales. Mientras se ha encontrado la mayor actividad en el bulbo
olfatorio, corteza cerebral e hipocampo, considerablemente menor actividad es
detectada en cerebelo, médula espinal e hipofisis posterior. También se han
encontrado niveles de actividad significativos en retina, pulmén e higado mientras
el resto de tejidos estan casi desprovistos de esta actividad peptidasica. (Barret y
cols. 1998)

Sustrato Artificial: piroglutamil-p-naftilamida ( pGlu-B-NA ).

Propiedades Moleculares.- Metalopeptidasa glicosilada dependiente de zinc, de
230.000D, formada por 2 subunidades idénticas. Estudios con distintos tipos de
células de cultivo han demostrado que la pGIuAP II es un verdadero ectoenzima,
localizado como una proteina integral de membrana en la superficie de neuronas y
células hipofisarias, pero no gliales (Bauer y cols. 1990; Cruz y cols. 1991).

Funcidn fisioldgica: Los analogos de la TRH no son o son minimamente hidrolizados
por el enzima, indicando que la molécula de TRH es reconocida en su totalidad. Con
la excepcion de pGlu=Phe-Pro-NH, sélo tripéptidos que comienzan con la secuencia
pGlu-His son pobres sustratos para el enzima (Kelly y cols. 1997). Ningun otro
péptido biologicamente activo con pGlu N-terminal como la neurotensina, gastrina
y bombensina son hidrolizados por esta peptidasa. Curiosamente la LHRH con la
secuencia pGlu-His inhibe la degradacién de la TRH pero no es hidrolizada por la
pGIUuAP II (Barret y cols. 1998; Elmore y cols. 1990).

El extraordinariamente alto grado de especificidad por el sustrato indica que la
pGIUAP II puede servir para funciones muy especializadas.

En el cerebro, la alta actividad enzimatica y especifica localizacién en células
neuronales sugiere que el enzima podria ser importante para la transmisién de
sefial TRH. En la pituitaria anterior la actividad enzimatica es fuertemente regulada
por hormonas periféricas.

En ratas, la actividad y los niveles de ARNm del enzima se incrementa rapidamente
después de la administracién de triyodotironina y a la inversa, descienden cuando
el animal es hipotiroideo (Schomburg y Bauer 1995). Efectos contrarios fueron
observados con estradiol'(Bauer y cols. 1990). La regulacién tejido-especifica del
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enzima adenohipofisial confirma el concepto de que el enzima por si mismo podria
servir en funciones reguladoras controlando la sensiblilidad de las células diana
adenohipofisial y, de esta forma, regulando la secrecién de hormonas de la pituitaria.

1.2. Determinacion de la Actividad Aminopeptidasa

Para la determinacién de estas actividades enzimaticas, los principales sustratos de
eleccion son los péptidos naturales y los modelos sintéticos. Debido a que se conoce
relativamente poco en relacién a los principales sustratos enddgenos de la mayoria
de las proteinasas (endopeptidasas) y peptidasas (exopeptidasas), un buen método
de trabajo es la utilizacidn de diversos sustratos artificiales junto con el uso de
inhibidores especificos.

Los sustratos artificiales, tales como aminoacidos o péptidos sintéticos de bajo
peso molecular que contienen grupos cromogénicos, permiten una rapida
cuantificacion de la actividad. La hidrdlisis del sustrato libera al cromdgeno, una sal
diazolica, naftilamina o p-nitroanilina. El cromdgeno libre puede entonces ser
cuantificado colorimétricamente o fluorimétricamente. Uno de los principales métodos
de deteccién de la actividad de estos enzimas es llevado a cabo mediante el uso de
sustratos artificiales del tipo de las Aa-B-naftilamidas (Aa-B-NA), también llamadas
arilamidas, introducido por Gomori en 1954 para la determinacién de la LeuAP. La
reaccién enzimatica se representa en la siguiente figura:
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B-naftilamina
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Sin embargo, posteriormente se demostré que la clasica LeuAP y la actividad
resultante de la utilizacién de Leu-B-NA como sustrato se correspondia con dos
enzimas diferentes (Patterson y cols, 1963). Desde entonces, se suele utilizar el
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término arilamidasas para nombrar a los enzimas detectados mediante el uso de
las arilamidas como sustratos.

La especificidad de cualquier enzima esta determinada por dos tipos de interacciones
enzima-sustrato. La interaccidon primaria determina la especificidad primaria del
enzima, que es controlada por los dos aminoacidos que forman el enlace sensible
del péptido. La interaccion secundaria determina la especificidad secundaria, que
depende de la secuencia y nUmero de aminoacidos adyacentes al enlace sensible.

La mayoria de las proteinasas y peptidasas rompen mas de un tipo de enlace
peptidico. La especificidad de un enzima es en parte determinada por la secuencia
de aminoacidos que existe en la vecindad de la unidon sensible del sustrato, y en la
acomodacion de esta secuencia al lugar activo del enzima. Se ha observado que la
distribucién subcelular de las actividades hidroliticas varia dependiendo del sustrato
que utilice: bien el péptido natural o la aa-B-NA (Hui y cols, 1981).

Asi, utilizando encefalinas como sustrato, los maximos niveles de actividad se
encontraron en la fraccion soluble y los minimos en la sinaptosomal. Sin embargo,
utilizando Tyr-B-NA como sustrato, la mayor actividad se obtuvo en la fraccién
mitocondrial y la menor en la fraccidn soluble. Esto demuestra que la liberacion del
residuo de Tyr a partir de la encefalina y de la arilamida, esta regulada por grupos
de aminopeptidasas con diferente actividad y especificidad, siendo la cinética
diferente seguln se usen encefalinas o derivados de arilamidas como sustratos'(Hui
y cols, 1982).

Ademas, la liberacion del residuo de Tyr a partir de la Met- y Leu-encefalina, no es
paralela en las regiones cerebrales y en las fracciones subcelulares, demostrando
gue el aminoacido del extremo opuesto (Met o Leu) también influye de forma
significativa en la actividad hidrolitica. Todo lo anterior indica que la conformacién
tridimensional condiciona la accidén del enzima (Hui y Lajtha 1986).
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2. LIPIDOS EN LA DIETA

(Tratado de nutricion, Hernandez y Sastre, 1999; Grasas y aceites en la nutricién
humana. Consulta FAO/OMS de expertos, 1993; Lipids in nutrition and Health: a
reappraisal, Chael I. Gurr (The Oily Press), 1999)

Las grasas alimentarias incluyen todos los lipidos de los tejidos vegetales o animales
gue se ingieren como alimentos. Estan constituidas por componentes quimicos
distintos que comparten su insolubilidad en agua y solubilidad en disolventes
organicos. Desde el punto de vista alimentario, los componentes lipidicos cualitativa
y cuantitativamente mas importantes y caracteristicos son los triglicéridos. Estos
compuestos son ésteres del glicerol con acidos grasos que tienen gran contenido
energético, proporcionan como valor medio, unas 9 kcal/g frente a las 4 kcal/g que
originan los hidratos de carbono y las proteinas.

Otros lipidos mas complejos pero menos abundantes son los glicerofosfolipidos y
los esfingolipidos los cuales forman parte de las membranas bioldgicas y modulan
su actividad. El colesterol forma parte también de membranas y es precursor de
esteroides hormonales, acidos biliares y vitamina D. Es también minoritario en la
dieta en relacion con los triglicéridos, aunque suele ingerirse en exceso.

La grasa puede estar en forma™visible” como es el caso de los aceites, mantecas o
el tocino, pero en otras ocasiones la grasa esta “oculta”, mezclada con los alimentos
o formando parte de tejidos, lo cual constituye un problema para la valoracién de la
ingesta lipidica.

El alto contenido energético de los triglicéridos se ha asociado siempre con la
obesidad. Mas recientemente se esta prestando una atencién especial al colesterol
y los diferentes tipos de acidos grasos por su relacion con las enfermedades
cardiovasculares, inmunes, y el cancer entre otras. Por lo tanto, se esta
recomendando la disminucién del contenido graso en la dieta, asi como el equilibrio
entre grasa saturada, monoinsaturada y poliinsaturada.

2.1. Acidos Grasos. Constitucion Quimica y Nomenclatura

Los acidos grasos son constituyentes tanto de los triglicéridos como de los lipidos
complejos y pueden esterificar al colesterol. Los acidos grasos mas abundantes y
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de interés bioldgico son acidos carboxilicos de niumero par de atomos de carbono
entre 4 y 26 fundamentalmente. Los acidos grasos pueden ser saturados, es decir,
con sus puntos de enlace ya ocupados, o insaturados los cuales tienen dobles enlaces
(enlaces libres para unirse a otras moléculas), los monoinsaturados tienen un solo
enlace doble y los poliinsaturados dos o mas.

ACIDO GRASO ACIDO GRASO
— | — |
—| ACIDO GRASO | _l ———— |

GLICEROL
GLICEROL

GRUPO GRUPO
—  FOSFATO |- HIDROFILO
—| ACIDO GRASO |
FOSFOLIPIDO TRIGLICERIDO
H\ /H H\
ACIDO GRASO H COLESTEROL /C=C\ _C=C§{
ESTER DE COLESTEROL CIS TRANS

Figura 1. Tipos de lipidos presentes en los alimentos y distintas conformaciones
(cis o0 trans) que pueden presentan sus dobles enl/aces.

En los acidos grasos naturales, la disposiciéon espacial de los hidrégenos en los
enlaces simples es trans mientras que los dobles enlaces adoptan casi siempre una
conformacion tipo cis la cual origina un acodamiento en la molécula. Los acidos
grasos con dobles enlaces tipo trans son rectos como los saturados, y en consecuencia
presentan puntos de fusion mas elevados que sus isdmeros en cis y distintas
propiedades bioldgicas. La conformacién trans de los enlaces dobles suele aparecer
por transformacidén quimica en procesos tecnoldgicos de hidrogenacidn, refinacidon
de aceites, etc. (Figura 1).

Los acidos grasos mas frecuentes suelen tener un nombre comun, ademas del
nombre sistematico, asi, el acido graso saturado de 16 dtomos de carbono, cuyo
nombre sistematico es hexadecanoico, se suele conocer como acido palmitico o,
abreviadamente, 16:0 (16 atomos de carbono y ningun doble enlace). Cuando
existen dobles enlaces la nomenclatura sistematica tradicional indica el caracter cis
o trans y su posicidon contando a partir del grupo carboxilico. Asi, el acido linoleico
se denomina 9cis,12cis octadecadienoico. Sin embargo, por razones fisioldgicas,
resulta mas util indicar sélo el nimero de carbonos, y de dobles enlaces indicando
la posicién del primero de ellos contando a partir del extremo metilico. Por ejemplo,
el acido linoleico seria el 18:2 n-6. Asi, los acidos grasos con la misma numeracion
omega estarian relacionados entre si metabdlicamente.
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2.2. Acidos Grasas en la Dieta

Los acidos grasos saturados (AGS) estan formados por cadenas de atomos de
carbono unidos entre si por enlaces sencillos, lo que les permite cristalizar facilmente
y ser sélidos a temperatura ambiente. Nuestro organismo puede sintetizar AGS a
partir del acetato, por lo que no son nutrientes esenciales. Todas las grasas animales,
con excepcion de las procedentes de los pescados, son saturadas. En el reino vegetal,
solo los aceites de palma, coco y palmiste son ricos en AGS.

Los AGS mas abundantes en nuestra alimentacién son el acido laurico (12:0) que
abunda en los aceites de coco y palma, el acido miristico (14:0) que se encuentra
en la mantequilla ademas de en los aceites de coco y palma, y el palmitico (16:0)
gue es el mas abundante en las grasas animales (leche, mantequilla y carnes),
halldndose también en los aceites de coco y palma y en la manteca de cacao.

El principal acido graso monoinsaturado (AGM) de la dieta es el acido oleico
(18:1,cis,n9) abundantemente distribuido en la naturaleza. La configuracién cis
confiere flexibilidad a la molécula facilitando el estado liquido a los aceites ricos en
oleico. Los alimentos con mayor contenido en acido oleico son el aceite de oliva, el
de soja, y la carne de cerdo. En la actualidad existen en el mercado aceites
procedentes de semillas como el girasol y el cartamo que se han enriquecido en
acido oleico por manipulacién genética, en detrimento del acido linoleico que es su
componente natural mayoritario.

El acido elaidico (18:1, trans, n9) es otro monoinsaturado que se produce por
hidrogenacién de aceites vegetales ricos en AGP y se encuentra fundamentalmente
en las margarinas y grasas de obtencién industrial.

En la dieta existen dos tipos de acidos grasos poliinsaturados (AGP), segun
posean la configuracién n6 (w6) o la n3 (w3), dependiendo de la posicién del primer
doble enlace a partir del grupo carboxilo.

De la serie n6 el mas importante es el'acido linoleico (18:2) constituyente principal
de los aceites de semillas; maiz, girasol, cartamo, germen de trigo, pepita de uva y
cacahuete. De la serie n3 el representante mas caracteristico es el acido alfa-
linolénico (18:3) presentes en los aceites de soja, colza y lino, donde se presentan
en pequefias cantidades pero suficientes desde el punto de vista nutricional. Los
demas acidos grasos de la serie n3 son de cadena larga y estadn presentes en
animales acuaticos, los principales son el acido eicosapentanoico (EPA 0 20:5n3) y
docosahexanoico (DHA 0 22:6 n3).

Los acidos grasos linoleico (18:2 n6) y alfa-linolénico (18:3 n3) no pueden ser
sintetizados por el organismo humano y Unicamente se obtienen a través de la
dieta. Sin embargo, se cree que una pequefia cantidad de acido linoleico (alrededor
de un 2% de la energia total) es suficiente para cubrir las necesidades en acidos
grasos esenciales. Solo los vegetales pueden formarlos a partir del acido oleico
(18:1 n9) por introduccién de nuevos enlaces dobles en la molécula hacia el extremo
metilico y no hacia el extremo carboxilico que es como actua la enzima desaturasa
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en las células animales, formando asi acido octadecadienoico (18:2 n9). El acido
oleico a su vez también puede formarse por elongacion y desaturacién de los acidos
palmitico y estearico.

En el caso de los animales acuaticos se produce una biosintesis de AGP n3 de cadena
larga a partir del acido linolénico presente en el plancton (alimento para ellos). La
necesidad de esta biosintesis es un imperativo bioldgico para que la grasa del animal
marino no se solidifique a la baja temperatura en la que viven. (Figura 2).

Aceita decoco
Mantequilla

Grasa devacuno
Aceite depalma
Grasa decerdo
Margarina normal
Grasade pollo
Acaite da pescado
Margarina insaturada
Araite de cacahuete
Aceite de oliva
Aceite de sésamo
Aceite de maiz
Acaite do soja
Aceite de girasol
Acaite decartamo
Aceite decolza

=

&4

ol 20% 40% 60% 8o 100%
" de acidos grascs totales ivaloras medics)

B Acidos Grasos Saturados 1. Acido Erticico
| Acido Graso Monainsaturado (oleico) 2. Acidos grases “TRANS®
Acido Graso Poliinsaturado (lindlaico)
Acido Graso Poliinsaturade (omega-3)
B Otros acidos grasoe

Figura 2.: Composicion en 3cidos grasos de distintas grasas y aceites alimentarios.
2.3. Uso Nutritivo de los Lipidos. Digestion, Absorcion y Transporte

La mayor parte de las grasas alimentarias se suministran en forma de triglicéridos,
gue se deben hidrolizar para dar acidos grasos y monoglicéridos antes de ser
absorbidos. En nifios y adultos la digestidon de las grasas se produce de forma eficaz
y casi completa en el intestino delgado. En los recién nacidos, la secrecién pancreatica
de lipasas es baja pero actuan la lipasa lingual y una lipasa presente en la leche
materna.

El estdbmago interviene en el proceso de digestion de las grasas debido a su accién
agitadora, que ayuda a crear emulsiones. Las grasas que entran en el intestino se
mezclan con la bilis y posteriormente se emulsionan y son tratadas por las lipasas
pancreaticas, las cuales catalizan la hidrdlisis de los acidos grasos de las posiciones
1y 3, generando 2-monoglicéridos. Los fosfolipidos son hidrolizados por la fosfolipasa
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A, dando lisofosfolipidos y acidos grasos libres. Los ésteres de colesterol son
hidrolizados por la hidrolasa de ésteres de colesterol pancreatica.

Los acidos grasos libres y los monoglicéridos son absorbidos por los enterocitos de
la pared intestinal. En general, los acidos grasos con longitudes inferiores a 14
atomos de carbono entran directamente en el sistema porta y son transportadas
hacia el higado. Los acidos grasos de 14 o mas atomos de carbono se vuelven a
esterificar dentro del enterocito y entran en la circulacién a través de la ruta linfatica
en forma de quilomicrones. Sin embargo, la ruta de la vena porta también ha sido
descrita como una ruta de absorcion de los acidos grasos de cadena larga. Las
vitaminas liposolubles (A, D, E y K) y el colesterol son liberadas directamente en el
higado como una parte de los restos de quilomicrones.

Los acidos grasos son transportados en sangre como complejos de albumina o
como lipidos esterificados en las lipoproteinas (Figura 3). Estas consisten en un
nucleo de triglicéridos y ésteres de colesterol, y un revestimiento formado por una
capa de fosfolipidos con moléculas esparcidas de colesterol sin esterificar. Las cadenas
plegadas de las apolipoproteinas se extienden por encima de la superficie, y con los
fosfolipidos anfipaticos, permiten que los lipidos del nucleo sean transportados por
la sangre actuando como una especie de detergente, también regulan la reaccién
de la lipoproteina con enzimas especificos, y permiten la unién a receptores
superficiales de las células.

Los quilomicrones son particulas lipoproteicas que proceden de las grasas
alimentarias y son empaquetadas por las células de la mucosa. Entran en el torrente
sanguineo a través de los vasos linfaticos. La lipasa de lipoproteinas, en la pared
interior de los capilares, hidroliza los triglicéridos, liberando acidos grasos. Estos
entran en el tejido adiposo, donde se almacenan, y en los musculos donde se
utilizan como combustible. Los restos de los quilomicrones son depurados por el
higado durante las primeras horas que suceden a la ingestién de una comida con
grasas.

Las lipoproteinas de muy baja densidad (VLDL) son particulas de gran tamafo
ricas en triglicéridos que se producen en el higado a partir de la grasa enddgena, a
diferencia de los quilomicrones, que transportan grasa exogena. Las VLDL son las
principales portadoras de triglicéridos y proporcionan acidos grasos a los tejidos
adiposo y muscular.

Las lipoproteinas de baja densidad (LDL) son los productos finales del
metabolismo de las VLDL aunque también pueden formarse de novo en el higado.
Su nucleo esta formado principalmente por ésteres de colesterol y su superficie
sblo presenta un tipo de apolipoproteina; la apoB. Del 60-80% del colesterol
plasmatico es transportado por las LDL.

Las lipoproteinas de alta densidad (HDL) transportan el 15-40% del colesterol
del plasma, realizando el transporte inverso, desde los tejidos al higado.
Probablemente se forman en el torrente circulatorio a partir de precursores generados
en el higado y en el intestino. Su principal apolipoproteina es la apoA-1.
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Composicion de las lipoproteinas
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Figura 3. Composicion de /as distintas lipoproteinas.
2.4. Lipidos en la Dieta y Enfermedad Cardiovascular

Las investigaciones realizadas para precisar la influencia de la dieta sobre la
prevalencia de las enfermedades cardiovasculares (EC) sugieren que puede existir
una conexidén entre ambas, aunque tal relacién no esté aun bien definida. Una
razon para ello es la dificultad que existe para estudiar aisladamente los efectos de
los distintos componentes dietéticos; a ella contribuyen el gran nimero de variables
gue han de estudiarse y la magnitud y duracién que es preciso dar a los cambios
dietéticos para que puedan constatarse variaciones claras de parametros
dependientes de la dieta y, sobre todo, de riesgo cardiovascular.

Entre los distintos factores dietéticos estudiados, las grasas son las que presentan
una relacién mas firme y consistente con la enfermedad coronaria, y mas que en la
cantidad de grasa total, la importancia estriba en el tipo de acidos grasos presentes
en ella.

2.4.1. Influencia de las Grasas Alimentarias sobre el Metabolismo Lipidico
COLESTEROL

El hallazgo de que el colesterol de la dieta es altamente aterogénico en muchas
especies animales ha reforzado la idea de que ingestas elevadas de colesterol pueden
también ser aterdgenas en humanos. Sin embargo, los humanos en general
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responden menos al colesterol de la dieta que otras especies, y existe la evidencia
de que el colesterol dietético tiene una menor influencia que la grasa saturada
sobre la colesterolemia. Por lo tanto, aun siendo importante la reduccién de su
ingesta, lo es menos que la restriccidon en el consumo de grasa saturada.

El colesterol contenido en la dieta occidental habitual es de alrededor de 400 mg/
dia. La capacidad de absorcidn del colesterol en el intestino humano esta limitada
al 40-50% de lo ingerido, con amplias diferencias intra e interindividuales (Keys y
cols. 1959; Katan y Beynen 1987; Katan y cols. 1988). Esta variabilidad depende
de numerosos factores, entre ellos la rapidez del transito intestinal y la presencia
en la luz intestinal de otros componentes de la dieta. Asi, los triglicéridos (en los
alimentos grasos) favorecen la absorcién de colesterol, mientras que los esteroles
vegetales (en alimentos ricos en fibra vegetal) y marinos (en el marisco) la reducen
por competir con su absorcién. Por otra parte, la capacidad de la mucosa intestinal
de absorber colesterol parece estar determinada genéticamente (por ejemplo, la
presencia del alelo E4 de la apolipoproteina E determina una mayor absorcién de
colesterol que la del alelo E2) (Davignon y cols. 1988).

La mayor influencia del colesterol dietético sobre la colesterolemia se produce con
ingestas diarias inferiores a 500 mg, pues esta cifra se aproxima al dintel medio a
partir del cual la absorcidén disminuiria porcentualmente.

TRIGLICERIDOS

EFECTOS DE LA GRASA SATURADA SOBRE LAS LIPOPROTEINAS PLASMATICAS.

El efecto de los acidos grasos saturados aumentando los niveles de colesterol total
plasmatico esta bien establecido. Hace casi 30 anos, los estudios dietéticos pioneros
de Keys y Hegsted demostraron que al compararlos con los hidratos de carbono, los
acidos grasos saturados aumentaban la colesterolemia, los monoinsaturados tenian
un efecto neutro y los poliinsaturados lo reducian. Sin embargo, la sustitucién de
saturados por monoinsaturados producia un descenso en las concentraciones de
colesterol total. Si bien se reconocié el efecto hipocolesterolemiante de los
monoinsaturados, se consideré inferior al de los poliinsaturados (Keys y cols. 1957;
Hegsted y cols. 1965).

En afios posteriores, diversos estudios han analizado el efecto de la dieta sobre el
colesterol total (CT) y sus fracciones lipoproteicas. Esta claramente demostrado
gue los acidos grasos saturados aumentan el CT y el colesterol unido a lipoproteinas
de baja densidad (cLDL), mientras que los poliinsaturados los disminuyen (Mensink
y Katan 1992; Hegsted y cols. 1993). Un mecanismo por el que aumentan el cLDL
es a través de la supresion de la actividad de los receptores celulares para las LDL.
Estudios en humanos indican que el efecto de los acidos grasos saturados de elevar
el cLDL se debe principalmente a una disminucidon de la eliminacion de las LDL
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circulantes (Woollet y cols. 1992). Otro mecanismo que se ha sugerido para el
efecto hipercolesterolemiante de la grasa saturada es mediante la modificacién de
la composicidn en acidos grasos de los fosfolipidos tanto de las membranas celulares
como de las lipoproteinas, interfiriendo con el funcionamiento normal de receptores
celulares o reduciendo la interaccidén de las particulas lipoproteicas con los mismos
(Grundy y Denke 1990).

La dieta contiene acidos grasos saturados de distinta longitud de cadena. Como ya
se ha mencionado, el efecto hipercolesterolemiante de los diferentes acidos grasos
saturados no es igual. Parece que tanto el acido estearico (18:0; el cual pasa
facilmente a acido oleico en el organismo) como los de cadena corta (10:0 y menores)
apenas modifican la colesterolemia (Bonanone y Grundy 1988; Zock y cols. 1994;
Denke y Grundy 1992). Asi, los acidos grasos saturados mas hipercolesterolemiantes
(o aterogénicos) son el laurico (12:0), miristico (14:0) y palmitico (16:0), por lo
tanto las grasas potencialmente mas aterogénicas son los aceites de coco y de
palma, seguidos por la grasa lactea y la mantequilla obtenida de ella.

Estudios mas recientes han comparado distintos AGS entre si; unos trabajos
confirman que el acido miristico es mas potente en su efecto de elevar el LDL que
el laurico o el palmitico (Kris-Ethernon y Yu 1997), pero en otros estudios no se
encuentran diferencias significativas (Temme y cols. 1996).

Aunque el acido estearico tiene poco o nulo efecto sobre el nivel de LDL, podria
disminuir el nivel de HDL comparandolo con AGM o AGP (Yu y cols. 1995), asi el
cociente LDL/HDL y apoB/apoA1l no se ve afectado, mientras que si aumenta la
concentracion de lipoproteina plasmatica (Lpa), activa el factor VII (Mitropoulus y
cols. 1994) y disminuye la fibrinolisis (Furguson y cols 1970).

Acipos GRASOS, MONOINSATURADOS FRENTE A POLIINSATURADOS

Durante muchos afios el interés sobre los acidos grasos de la dieta se ha centrado
en los saturados y los poliinsaturados. Esto motivd que la composicién grasa de las
dietas se expresase como el'indice P/S, utilizandose este cociente como un
determinante clave en la regulacién de los niveles de colesterol.

Los acidos grasos monoinsaturados fueron olvidados en la mayoria de estudios, por
lo que la dieta habitualmente recomendada para reducir la colesterolemia y prevenir
el desarrollo de EC sustituia los saturados por poliinsaturados, sin dar normas sobre
los monoinsaturados.

A pesar del entusiasmo por aumentar los poliinsaturados de la dieta, no hay datos
epidemioldgicos sobre el beneficio a largo plazo de su consumo. Por el contrario, los
datos epidemiolégicos apoyan la ingesta de monoinsaturados. El “Estudio de los
Siete Paises” (Keys 1980) mostré que un consumo elevado de monoinsaturados
derivados del aceite de oliva se asociaba tanto a bajos niveles de colesterol como a
tasas reducidas de EC, datos que confirmaron otros estudios (Grundy y cols. 1982;
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Jacobs y cols. 1992). En este estudio no se encontré ninguna poblacidn que de
forma habitual consumiera cantidades elevadas de poliinsaturados.

Ademads, varios estudios en los ultimos afios han mostrado que tanto los
poliinsaturados como los monoinsaturados tienen un efecto hipocolesterolemiante
similar cuando ambos reemplazan en la dieta a los acidos grasos saturados (Grundy
y cols. 1982; Sacks 1994; Hu y cols. 1997).

Numerosos estudios clinicos y epidemioldgicos han demostrado una relacion inversa
entre las concentraciones de cHDL y el riesgo de EC (Ulbricht y Southgate 1991;
NIH Consensus Conference 1993). En consecuencia, la dieta ideal para reducir la
colesterolemia deberia aumentar o, al menos, no disminuir los niveles de cHDL. En
este sentido, estudios recientes han demostrado que la sustitucion de acidos grasos
saturados por monoinsaturados no reduce el cHDL como se ha observado al
sustituirlos por acidos grasos poliinsaturados o por carbohidratos, sino que lo eleva
mejorando asi el cociente aterogénico (Mensink y Katan 1992; Hegsted y cols.
1993; Grundy 1989; Mata y cols. 1992).

En algunos estudios con dietas ricas en monoinsaturados en los que se observé un
aumento de cHDL, éste se asocié a un incremento paralelo de las concentraciones
plasmaticas de apo A-I, una apolipoproteina a la que se le atribuye un papel
antiaterogénico importante. Existen evidencias de estudios clinicos y experimentales
gue sugieren que los poliinsaturados disminuyen las sintesis de apo A-I, mientras
que un estudio en ratas alimentadas con dietas ricas en monoinsaturados ha
mostrado un aumento de la expresion hepatica del RNA mensajero de la apo A-I
(Calleja y cols. 2000).

Es posible que los acidos grasos insaturados disminuyan el cLDL como resultado de
un incremento en la actividad de los receptores LDL, lo cual no seria un efecto
intrinseco de estas grasas, sino un efecto pasivo, secundario a la sustitucién de los
acidos grasos saturados. Es decir, las grasas insaturadas permitirian la expresion
natural de la actividad de los receptores LDL, mientras que los acidos grasos saturados
reducirian dicha actividad activamente (Lindsey y cols. 1990; Woollett y cols. 1992;
Hegsted y Nicolosi 1990; Fernandez y cols. 1996).

En resumen, los acidos grasos monoinsaturados son tan eficaces en reducir los
niveles de cLDL como los poliinsaturados. Ademas, los monoinsaturados pueden
aumentar las concentraciones de cHDL y de apo A-I. Estos efectos combinados de
las dietas ricas en monoinsaturados inducen un perfil lipoproteico mas favorable
para disminuir el riesgo aterogénico.

Otros efectos beneficiosos que se han atribuido a los AGM son una mayor tolerancia
a la glucosa y sensibilidad a la insulina en pacientes con diabetes y una mayor
resistencia a modificaciones oxidativas (Garg y cols. 1992; Parthasarathy y cols.
1990).
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ACIDOS GRASOS POLIINSATURADOS N-3

Los estudios en poblaciones que consumen grandes cantidades de grasa n-3 en
forma de pescado y otros animales marinos sugieren que estos habitos dietéticos
se asocian a una baja incidencia de EC. El mecanismo de este presunto efecto
protector puede ser multiple: modificacién del perfil lipidico, inhibicién de la
agregacion plaquetaria (fundamentalmente al disminuir la formacién de tromboxano
A2), y reducciéon de la presion arterial y de la viscosidad sanguinea.

Los efectos de los acidos grasos n-3 sobre el metabolismo lipoproteico son
controvertidos y no estan tan bien definidos como los de otros acidos grasos
insaturados. Aunque estd bien demostrado que disminuyen la trigliceridemia, su
efecto sobre los niveles de cLDL y cHDL depende del tipo de paciente y del estado
de normo o hiperlipidemia. Asi, en pacientes con hiperlipidemia los acidos grasos
n-3 disminuyen el cLDL si simultdneamente se disminuye el contenido dietético de
acidos grasos saturados. El efecto sobre el cHDL puede variar, desde no producir
cambios o una ligera disminucién hasta leves aumentos. Esto Ultimo se observa en
pacientes con hipertrigliceridemia y probablemente se debe a la relacién inversa
entre los niveles de lipoproteinas de muy baja densidad (VLDL) y HDL.

Por tanto, el efecto mas llamativo de los acidos grasos n-3 sobre la composicién
lipoproteica es el descenso en los niveles plasmaticos de triglicéridos y VLDL, tanto
en sujetos normo como hiperlipidémicos. Esta reduccidon se debe a la inhibicién de
la sintesis hepatica de triglicéridos y VLDL (Harris 1989; Cunnane 1992).

Cuando se analizan los estudios que relacionan un consumo elevado de acidos
grasos n-3 con una baja mortalidad cardiovascular, como entre los esquimales de
Groenlandia, deben hacerse algunas matizaciones (Kromann y Green 1980; Okuyama
y cols. 1996); comparada con la dieta de la poblacion de Dinamarca, los esquimales
consumen casi cinco veces mas acidos grasos n-3, pero también casi el doble de
acidos grasos monoinsaturados. Ademas, su consumo en acidos grasos saturados
es claramente inferior al de los daneses. Estas diferencias en la composicion de los
diversos acidos grasos de la dieta deberia tenerse en cuenta cuando se relaciona el
descenso del riesgo de EC con el consumo de acidos grasos n-3 derivados del
pescado, ya que dicha asociacion podria estar sobrevalorada (Leaf y Weber 1988;
Garcia-Closas y cols. 1993).

En todo caso, los concentrados de acertes de pescado han demostrado su utilidad
para reducir la trigliceridemia en estudios clinicos a corto plazo y con dosis
relativamente altas, habitualmente superiores a 5 g/dia (Harris y cols. 1997). Estas
dosis pueden tener también un discreto efecto antihipertensivo (Yosefy y cols. 1999).
En pacientes con hipercolesterolemia los suplementos de acidos grasos n-3 pueden
incrementar el cLDL, y también se ha observado un empeoramiento del control
glucémico de los diabéticos. No hay que olvidar, sin embargo, que cualquier
suplemento con acidos grasos n-3 incrementa el contenido corporal de poliinsaturados
y, por tanto, la posibilidad de peroxidacién lipidica, con sus potenciales efectos
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toxicos en las células. Otro efecto adverso seria la prolongacion del tiempo de
hemorragia (Sanders y Roshanai 1983; de Lorgeril y cols. 1994).

Si bien el uso clinico de los concentrados de poliinsaturados tipo n-3 dista mucho de
estar establecido, no hay duda de que el consumo habitual de pescado en la dieta
es beneficioso para la salud cardiovascular (aunque sélo sea porque al comer pescado
no se come carne).

Varios estudios epidemioldgicos retrospectivos han demostrado una correlacién
inversa entre la ingesta de pescado y el desarrollo de EC (Kromhout y cols. 1985;
Albert y cols. 1998), mientras que en un reciente estudio prospectivo en pacientes
gue habian sobrevivido a un infarto de miocardio, aquellos a los que se habia
aconsejado comer pescado graso experimentaron una reduccién del 29% de la
mortalidad por cualquier causa a los 2 afios en comparacién con los no instruidos
en este sentido (Burr y cols. 1989). Aunque no sabemos la cantidad de grasa de
pescado que debe tomarse diariamente, parece que pequefas cantidades (4-5 platos
de pescado a la semana) durante largos periodos de tiempo pueden tener el mismo
valor bioldgico sobre los efectos vasculares que el observado en estudios clinicos a
corto plazo con dosis tan elevadas de n-3 como 4 g/dia o mas.

Otros nutrientes de origen marino y consumo frecuente en Espafia son los moluscos
y crustaceos, denominados genéricamente /marisco. Este es habitualmente pobre
en grasa total y relativamente rico en acidos grasos n-3, con un contenido variable
en colesterol (bajo en los mejillones, almejas y ostras; intermedio en el cangrejo, y
relativamente alto en las gambas y calamares). Por otra parte, los moluscos de
concha contienen cantidades apreciables de esteroles marinos, que compiten con
la absorcion de colesterol y pueden disminuirla. Por lo tanto, la utilizacién de marisco
en sustitucion de otras fuentes de proteinas en la dieta habitual puede tener un
efecto beneficioso sobre la composicion lipoproteica (Childs y cols. 1990).

Acipos GRASOS TRANS

En las recomendaciones dietéticas destinadas a la poblaciéon y a los individuos
dislipidémicos para modificar favorablemente sus niveles lipidicos se hace hincapié
en la sustitucién de grasa animal (saturada) por grasa vegetal (insaturada). La
mayoria de grasas y aceites naturales contienen sélo dobles enlaces ¢/s (orientados
especialmente en el mismo lado de la molécula); sin embargo, la produccion
comercial de grasas vegetales sélidas (sobre todo, margarinas) implica la
hidrogenacién de éstas, un proceso que origina la formacion de acidos grasos trans
(con los dobles enlaces orientados espacialmente en distintos lados de la molécula)
a partir de los ¢/s, ademas de la saturacion variable de acidos grasos insaturados.

Estos productos pueden contener hasta un 30% de acidos grasos #rans (sobre todo
acido elaidico, el isdémero #rans del acido oleico), cuyos efectos sobre los lipidos y
lipoproteinas parecen ser similares a los de la grasa saturada, elevan el nivel de
colesterol LDL, triglicéridos y de lipoproteina a, y disminuyen el colesterol HDL.
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Componentes CHO-T y CHO-LDL Triglicéridos CHO-HDL

Grasa Total 1 1 !
Colesterol 1 - 1
AGS 1 1 !

AGM ! | =01

AGP | | =0}
AGTrans i 1 !
Exceso de calorias ! ! |

7abla 1. Efecto de /os componentes dietéticos sobre /as lipoproteinas plasmaticas.

2.4.2. Influencia de los Lipidos Alimentarios sobre la Oxidacion Lipidica

La respiracion oxidativa es esencial para la vida celular, pero si no es controlada
adecuadamente tiene efectos potencialmente letales. Durante la respiracion celular
se producen radicales libres de oxigeno, que pueden lesionar las proteinas
intracelulares y alterar las membranas y lipoproteinas a través de la peroxidacion
lipidica. Los sistemas bioldgicos se protegen contra la lesidn oxidativa producida
por los radicales de oxigeno mediante antioxidantes naturales, que pueden ser
intra o extracelulares.

El nivel de insaturacidon de la grasa dietética conduce a la formacidon de membranas
mas o menos insaturadas, y por tanto, con mayor facilidad de alterarse
oxidativamente; ademas, la LDL puede ser oxidada endégenamente y existen
numerosas evidencias de que la LDL oxidada representa un importante papel tanto
en el inicio como en el desarrollo de la arteriosclerosis (Mataix 1993).
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Disfunciande célubrs
enddzlmkes . F
¥ny Pralieraciande
lubrs Musculanes Lisas

I Tt
D rsfuncian endaelal Crecimienade b ph= Dapisia lipdica Rupurade b pb= Obstroccidnadaral
parLram basis

Fligura 4. Progresion de /a placa aterosclerotica.

La oxidacién de los acidos grasos poliinsaturados y de los aminoacidos de la apo B
de las LDL determina que estas particulas lipoproteicas no sean catabolizadas por
la via normal del receptor de alta afinidad de las LDL, sino que sean captadas
avidamente por los receptores scavenger de los macrofagos, que se convierten en
células espumosas, dando lugar a la estria grasa en la pared arterial. Por otra
parte, las LDL oxidadas son quimiotacticas para los monocitos e inhiben la movilidad
de los macrofagos y la produccion del factor relajante derivado del endotelio (6xido
nitrico); también pueden estimular la proliferacion de las células musculares lisas y
la agregacién plaquetaria. Es evidente que todos estos efectos pueden considerarse
como proaterogénicos, y existen evidencias crecientes de que los procesos oxidativos
tienen un papel fundamental en el inicio y progresién de las lesiones ateromatosas
en el hombre (WitzTum y Steinberg 1991).

Determinados nutrientes, como las vitaminas E y Cy los betacarotenos, se comportan
como antioxidantes, y hay datos epidemioldgicos que muestran una correlacion
inversa entre los niveles de vitaminas E y C y la mortalidad por EC (Gey y cols.
1991; Ulbricht y Southgate 1991).

Otros componentes de la dieta susceptibles de afectar a la oxidacion lipidica son los
acidos grasos. Asi, en estudios en humanos, las dietas ricas en poliinsaturados
como el acido linoleico o los acidos grasos n-3 inducen unas LDL mas susceptibles
a la modificacién oxidativa que las ricas en acido oleico (Bonanome y cols. 1992).
Estudios experimentales tanto en animales como en humanos han demostrado
igualmente que las LDL enriquecidas en acido oleico tienen una mayor resistencia a
la oxidacion (Mata y cols. 1996). También los componentes fendlicos del aceite de
oliva virgen pueden contribuir a la capacidad antioxidante enddogena de las LDL
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(Mata y Alonso 2001). Parece, por tanto, que la grasa monoinsaturada puede tener
efectos antiaterogénicos independientes de su influencia beneficiosa sobre el perfil
lipidido.

2.4.3. Influencia de los Lipidos Alimentarios sobre la Trombogénesis

La aterogénesis es un proceso lento, progresivo y generalmente asintomatico. Sin
embargo, la trombosis sobreafadida es un proceso agudo, sintomatico, y que puede
tener consecuencias catastréficas sobre el curso de las enfermedades
cardiovasculares. El balance entre la produccidon plaquetaria de tromboxano A2,
con un efecto vasoconstrictor y proagregante de las plaquetas, y la sintesis por el
endotelio de prostaciclina 12, con su efecto vasodilatador y antiagregante, son
factores determinantes en la génesis y desarrollo del proceso trombodtico. Ambos
eicosanoides derivan del acido araquiddnico (20:4), que a su vez procede del acido
linoleico (18:2).

Se ha sugerido que las dietas ricas en acidos grasos saturados de cadena larga
incrementan la agregacién plaquetaria y aceleran la trombosis, mientras que los
acidos grasos insaturados, especialmente de la serie n-3, evitarian estos fendmenos.
Los acidos grasos n-3 pueden tener una accion antiateromatosa a través de los
cambios inducidos en el metabolismo eicosanoide, ya que su aporte dietético
disminuye la formacién de tromboxano A2, permaneciendo estable la produccion
de prostaciclina 12 (Adam y cols. 1986; Cunnane 1995).

Mientras que la actividad sobre la trombogénesis de la grasa poliinsaturada ha sido
ampliamente estudiada, existen pocos datos sobre los efectos de la grasa
monoinsaturada. Estudios recientes han demostrado que los acidos grasos
monoinsaturados derivados del aceite de oliva reducen la agregacion plaquetaria al
inhibir la sintesis de tromboxano A2 y PG12 cuando se compara con una dieta rica
en poliinsaturados n-6 (Lahoz y cols. 1997). Otro factor trombogénico como el
factor VII aumenta con el consumo de AGS, sin embargo, una dieta rica en ‘acido
oleico disminuye su activacion (Bladbjerg y cols. 1995).

IMPORTANCIA DEL BALANCE ENTRE n-3 Y n-6

Debido a la competencia entre el acido alfa linolénico (ALA) y el acido linoleico por
los mecanismos de elongacién y desaturacion de sus cadenas, la incorporacion de
ALA al plasma vy los tejidos y su conversién a acidos grasos n-3 de cadena larga
estan influenciados por los niveles de acido linoleico. Por ello, el balance éptimo
entre ambos AG de la dieta podria ser importante en la prevencion de enfermedades
cardiovasculares (Chan y cols. 1993; McLennan y Dallimore 1995). Se ha sugerido
reduccién de incidencia de sufrir estas enfermedades con un cociente ALA/linoleico
mayor que 0,10 (Hu y cols. 1999).
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Cuando se ingieren acidos grasos poliinsaturados de la serie n-3, se producen mas
eicosanoides derivados del EPA, esto constituye un elemento preventivo de la
trombogénesis, porque permite la formacion de prostaciclina, PGI3, de caracter
vasodilatador y antiagregante plaquetario y de tromboxano TXA3, sin apenas efecto
vasoconstrictor y proagregante. Asimismo, EPAy DHA inhiben la formacion a través
de la inhibicion de la conversién de linoleico a araquiddnico y la actividad del enzima
ciclooxigenasa, de prostaciclina, PGI2, con efectos semejantes a la PGI3, pero
también de tromboxano, TXA2 que si tiene capacidad vasoconstrictora y agregante
plaquetario. Por ello, es de esperar que el aumento del cociente ALA/linoleico
disminuiria el riesgo de enfermedad cardiaca al disminuir el riesgo trombético (Nair
y cols. 1997).

Este mismo efecto antitrombogénico que presenta el EPA, lo muestra aunque mas
atenuado el acido oleico produciendo un aumento de PGI3 y TXA3, al mismo tiempo
gque disminuye la sintesis de PGI2 y TXA2 (Sirtori 1998).

Ademas existen trabajos que muestran que cuando el aceite de oliva es la fuente
del componente graso de la dieta, se produce una composicion de membrana
celular, en donde aumentan los acidos grasos n-3, comparativamente a cuando la
fuente grasa son aceites de semillas (girasol o maiz) Este hecho que sucede de
forma generalizada en todos los tejidos, se observa también en todas las especies
animales estudiadas (rata, cobaya, conejo, cerdo), asi como en humanos
(prematuros, diabéticos, enfermos cardiovasculares) (Girén y cols. 1989; Escudero
y cols. 1998).

2.4.4. Influencia de los Lipidos Alimentarios sobre la Presion Alterial

Los estudios comparativos de poblaciones de distintos paises, asi como los efectuados
en emigrantes y vegetarianos, sugieren que la dieta puede tener un papel
determinante en la prevalencia de hipertensién arterial. Se ha relacionado con
cifras altas de presion arterial la ingesta elevada de sodio y el consumo reducido de
calcio, potasio, magnesio, fibra vegetal y vitaminas A y C.

El efecto sobre la presién arterial de la grasa de la dieta es menos conocido, pues
hay pocos estudios y con resultados a veces contradictorios. (Beilin, 1987; Sacks,
1989; Iacono y Dougherty, 1993).

Colesterol y grasa total En varios estudios epidemioldgicos extensos (Kay y cols.,
1980; Salonen y cols., 1983; Khaw y Barret-Conner, 1984; Gruchow y cols., 1985;
Elliott y cols., 1987; Joffres y cols., 1987) no se encontrd ninguna asociacion entre
presidn sanguinea y grasas alimentarias o colesterol. Sélo un estudio epidemioldgico
realizado con inmigrantes japoneses en Hawaii mostré que la presion sanguinea
disminuia al aumentar la cantidad total de grasas de la alimentacion y el colesterol
(Reed y cols., 1985). El estudio transversal de la OMS denominado CARDIAC, que
se llevd a cabo a escala mundial, demostré una relacidon directa significativa entre
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los niveles séricos de colesterol y la presion diastdlica sanguinea (Yamori y cols.,
1993). Aunque existen limitaciones metodoldgicas para determinar los efectos de
las grasas alimentarias en la hipertension, los datos actuales indican que el aumento
crénico del colesterol plasmatico esta relacionado con el aumento de la presion
sanguinea diastodlica, probablemente como resultado de las alteraciones vasculares
aterosclerdéticas.

Grasas saturadas y acidos grasos monoinsaturados. Dos encuestas dietéticas
realizadas en Finlandia mostraron una relacidon directa significativa entre los
consumos de grasas saturadas y la presion sanguinea (Salonen y cols., 1983; Salonen
y cols., 1988), pero en muchos otros estudios no se encontré dicha relacién (Gruchow
y cols., 1985; Elliott y cols., 1987; Joffres y cols., 1987; Williams y cols., 1987;
Rubba y cols., 1987). En algunas poblaciones estudiadas, el nivel de acidos grasos
saturados del tejido adiposo tendia a relacionarse directamente con la presion
sanguinea (Riemersma y cols., 1986; Hudgins y cols., 1991).

La informacion es escasa con respecto a los acidos grasos monoinsaturados. En un
estudio observacional se encontré una reduccién de las cifras tensionales en relacion
con el consumo de estas grasas. Hasta ahora se han realizado 4 estudios de
intervencion con grasa monoinsaturada, Comparandola con dietas ricas en grasa
saturada, ricas en grasa poliinsaturada y pobres en grasa. Los resultados en estudios
de disefio tan variado son de dificil comparacién, pero se ha observado que la
presion arterial se reduce con la grasa monoinsaturada en comparacion con la
saturada, sin que exista una notable diferencia con respecto a las dietas pobres en
grasa o ricas en grasa poliinsaturada. (Mensink y cols., 1988; McDonald y cols.,
1989).

Acidos grasos poliinsaturados. La regulacion de la presién sanguinea se ve
alterada en los animales que presentan deficiencia de acido linoleico. Cuando se
hizo que dichos animales se volvieran hipertensos haciéndoles beber una solucién
salina durante 9 dias, la adicién de acido linoleico a la dieta normalizd la presion
sanguinea a pesar de que se les continuara administrando solucién salina (Cox y
cols., 1982). Cuando no hay carencia, el acido linoleico ejerce poco efecto en la
presion sanguinea de los animales (Smith-Barbaro y cols., 1980; McGregor y
cols.,1981; Mogenson y Box, 1982; Tobian y cols., 1982; Singer y cols., 1990;
Shimamura y Wilson, 1991).

Los resultados de los estudios transversales realizados en seres humanos
proporcionan pocas pruebas de los efectos del consumo de los acidos grasos n-6 en
la presion sanguinea. Las encuestas del National Health and Nutrition Examination
(NHANES) de adultos en los Estados Unidos de Ameérica indicaron que el factor
nutritivo que mas sélida y constantemente estaba relacionado con la presién
sanguinea era el indice de masa corporal (Harlan y cols., 1984); el nivel de calcio
en el suero se relacionaba directamente y el de fésforo indirectamente con la presion
sanguinea sistdlica. El estudio no pudo mostrar ninguna relacidon entre presion
sanguinea diastdlica y grasas alimentarias. En general, no se observa una correlacion
significativa entre los consumos de acidos grasos y de grasa total, determinados
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segun la historia dietética, y la presién sanguinea (Sacks, 1989). Ademas, existen
pocas pruebas convincentes de que la cantidad o tipo de grasas tengan algun efecto
sobre las personas con presion sanguinea normal o ligeramente elevada. Los estudios
transversales de poblacion son frecuentemente confusos a causa de la complejidad
de la alimentacion y de otras diferencias de estilos de vida.

El cociente entre grasas poliinsaturadas y saturadas es generalmente mayor en los
vegetarianos que en las personas que no lo son. Se ha visto que el consumo de
alimentos de origen animal se relaciona estrechamente tanto con la presidn sistdlica
como con la diastdlica (Sacks y cols., 1974). Los vegetarianos tienen presiones
sanguineas mas bajas que los no vegetarianos, y presentan un gradiente de aumento
de la presién sanguinea a medida que aumenta su consumo de huevos (Armstrong
y cols., 1977). Con una dieta ovo-lacto-vegetariana, las personas de tensién normal
muestran una disminucién de la presién sanguinea (Rouse y cols., 1983). En relacidon
con esto, se ha demostrado una caida de la presidén sanguinea sistélica en personas
ligeramente hipertensas que no recibian ningln tratamiento y que habian cambiado
a una alimentacion vegetariana (Margetts y cols., 1986). Sin embargo, al sustituir
las grasas saturadas por carbohidratos o aceites ricos en acido linoleico, no se
producia ningun cambio favorable en la presidon sanguinea (Sacks y cols., 1987).
Los habitos alimenticios vegetarianos influyen en muchos factores, y en consecuencia
la interpretacion de los estudios sobre este tipo de poblacidn se ve limitada. Incluso
si existiera, seria dificil encontrar una relacidén entre las grasas alimentarias y la
presidn sanguinea, debido a la baja sensibilidad de los métodos dietéticos empleados,
como el recordatorio de 24 horas y el registro de frecuencia de alimentacién de 3-
4 dias. Sin embargo, el analisis bioquimico del cociente entre acidos poliinsaturados
y saturados en el tejido adiposo también mostré que no existia relacion con la
presion sanguinea (Berry y Hirsch, 1986; Riemersma y cols., 1986; Ciocca y cols.,
1987; Rubba y cols., 1987).

Siete estudios han mostrado un descenso significativo de la presién sanguinea
sistdlica, hasta 13 mm Hg, y de la presidén sanguinea diastdlica, 7 mm Hg, en
personas moderadamente hipertensas alimentadas con una alimentacion enriquecida
con n-6 (Iacono y Dougherty, 1993). Se identificaron otros siete estudios en los
gue no se producia ningun cambio significativo en la presién sanguinea de personas
alimentadas con alimentos enriquecidos de modo similar. Las diferencias en la
seleccion de las personas o en su observacion de la dieta podrian explicar tal vez
estas observaciones. Cinco estudios de intervencién basados en comunidades de
Finlandia, Italia y los Estados Unidos de América mostraron disminuciones de la
presion sanguinea junto con un aumento del cociente entre grasas poliinsaturadas
n-6 y grasas saturadas consumidas. Dos extensos estudios de cohorte realizados
durante un periodo de cuatro afios, en los que se exploraba a profesionales sanitarios
de los Estados Unidos de América, uno referido a mujeres (Witteman y cols., 1989)
y el otro a varones (Ascherio y cols., 1992) no mostraron ninguna relacidn entre los
acidos grasos poliinsaturados de la alimentacion y el desarrollo de la hipertensién.
En dos extensos ensayos de intervencion controlados llevados a cabo por el National
Diet Heart Study Research Group (1968) y por el Research Committee to the Medical
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Research Council (1968), no se observé ninguna influencia significativa de las grasas
alimentarias en la presion sanguinea de las personas de tensidon normal.

Acidos grasos n-3. El efecto de los acidos grasos n-3, principalmente de los acidos
eicosapentanoico (EPA) y docosahexanoico (DHA), en la presidn sanguinea se debe
al balance entre los eicosanoides vasodilatadores y vasoconstrictores en la pared
vascular y en el rifidn (Yin y cols., 1992; Shimokawa y cols., 1987; Lorenz y cols.,
1983; Beilin, 1992).

En un ensayo controlado, 50 ml de aceite de pescado (15 g de acidos grasos n-3)
disminuye la presién sanguinea sistdlica y diastdlica de personas moderadamente
hipertensas, pero son ineficaces 10 ml de aceite de pescado (Knapp y Fitzgerald,
1989). En comparacién con el acido linoleico o con el acido alfa-linolénico, la
suplementacion de la alimentacion con EPA mas DHA también disminuye la presion
sanguinea (Kestin y cols., 1990).

Cuando se compara el consumo de pescado (100 g de caballa al dia) con el de
carne, no se aprecia ningun efecto sobre la presidn sanguinea, y el tiempo de
sangria se prolonga considerablemente (Houwelingen y cols., 1987). Una prueba
en la que la suplementacién se realizaba tanto con aceite que contenia EPA + DHA
como con la misma cantidad de aceite de maiz indic6 que la reduccion de la presion
sanguinea dependia del aumento de los acidos grasos n-3 en los fosfolipidos
plasmaticos (Bonaa y cols., 1990). En los ancianos, se da una reduccion de la
presion sanguinea con el aceite de pescado cuando se combina con un bajo consumo
de sodio (Cobiac y cols., 1992). Debe destacarse que entre los japoneses que
comen pescado salado hay una alta incidencia de hipertensién y de accidentes
vasculares cerebrales hemorragicos.

Otros estudios han comprobado como el consumo de acidos grasos n-3 producen
una reduccion en la presion sistdlica y diastélica, tanto en sujetos normo como
hipertensos (Appel y cols. 1993). En un estudio randomizado realizado en varones
con sobrepeso y con leve hiperlipidemia, el consumo de 4g/dia de DHA purificado
produjo un descenso de la tensidn arterial ambulatoria (Mori y cols. 1999). Otro
estudio realizado en sujetos con hipertensién arterial esencial, demostré que el
consumo de EPA (2,7g/dia) se asocié a un incremento en el contenido en EPA de la
membrana eritrocitaria, a una disminucion en el contenido de sodio intraeritrocitario,
y a una disminucion en la presion arterial sistélica (Miyajima y cols. 2001).



3. Hipertension Arterial



EFecto DEL GRADO DE SATURACION DE.../Ana Belén Segarra Robles 48

3. HIPERTENSION ARTERIAL

La presion arterial (PA) se define como la fuerza ejercida por la sangre contra
cualquier area de la pared vascular, midiéndose de forma habitual en milimetros de
mercurio (mmHg). Es una de las variables hemodindmicas mas importantes y de
ella depende la adecuada perfusién de los tejidos.

La PA depende de los valores del gasto cardiaco y de las resistencias vasculares
sistémicas (PA= GC x RVS).

El GC representa la cantidad de sangre que es bombeada por el corazén, por lo
tanto la volemia (volumen sistdlico del ventriculo izquierdo), la frecuencia cardiaca
y la contractilidad miocardica estan relacionados con el GC, de tal manera que en
presencia de taquicardia o ejercicio fisico se incrementaria el GC y por lo tanto la
PA. Mientras que la RVS hace referencia al diametro de los vasos sanguineos,
representando la oposicion de las arterias al paso de la sangre, y estan directamente
relacionadas con el calibre de los vasos, la viscosidad de la sangre, la elasticidad de
la pared arterial y los mecanismos vasodilatadores y vasoconstrictores.

Como el corazén tiene una actividad ciclica, con periodos de contraccion (sistole) y
periodos de relajacion (didstole) la PA cambia de acuerdo con el ciclo. La PA sistdlica
(PAS), presidn maxima, se alcanza durante el periodo de sistole o contraccién
ventricular, la PA diastdlica (PAD) o minima se obtiene durante la relajacion
ventricular.

Cuando la presién arterial sistémica esta elevada de forma sostenida, por encima
de unos valores considerados como normales, se habla de hipertension arterial
(HTA). La Organizacion Mundial de la Salud (OMS) la define como un factor de
riesgo cardiovascular y aqui reside su importancia.

En 1925 las companias de seguros norteamericanas presentaron las primeras pruebas
del riesgo para la salud que supone la elevacion de la PA.

Estudios prospectivos, que han incluido mas de 400.000 individuos, han indicado
un incremento lineal en el riesgo de accidente cerebrovascular y de insuficiencia
cardiaca congestiva conforme se incrementa la presién arterial.

La distribucién de la PA en la poblaciéon adquiere una forma unimodal gausiana, por
lo que es dificil separar lo normal de lo patoldgico. Se considera HTA cifras tensionales
medidas en condiciones basales mantenidas en el tiempo de PAS iguales o superiores
a 140 mm Hg y/o PAD iguales o mayores de 90 mmHg.



EFecto DEL GRADO DE SATURACION DE.../Ana Belén Segarra Robles 49

Categoria Sistolica (mmHg) |Diastoélica (mmHg)
Optima <120 <80

Normal <130 <85

Limite superior de la normalidad |130-139 85-89
Hipertension

Estadio 1 140-159 90-99

Estadio 2 160-179 100-109

Estadio 3 >180 >110

7abla 2. Clasificacion de /a PA en aadultos.

3.1. Regulacion Fisiologica de la Presion Arterial

La necesidad de la regulacién de la PA se debe a que en todo momento la PA debe
alcanzar una magnitud que le permita asegurar la perfusion de todos los tejidos.
Como en el organismo la perfusion de la circulacion cerebral es la que presenta
mayor dificultad, el nivel de presién viene determinando por ella.

La PA es una variable hemodinamica que dispone de varios sistemas de regulacion,
ya que las necesidades de los tejidos no son constantes y las demandas son variables,
es decir, la presién debe adaptarse a situaciones diferentes.

os principales sistemas de regulacion de la PA son:

Sistema nervioso: Es el mecanismo de regulacién rapida de la PA, tarda en actuar
segundos. El problema es que esta regulacién se adapta muy rapidamente y deja
de ser efectivo. Esta aparente limitacion le confiere la capacidad de reducir las
variaciones diarias de la PA a cerca de la mitad o de un tercio de lo que ocurriria si
no existiera este sistema.

Sistema hormonal: Desde el comienzo del cambio de la presidon estan actuando
conjuntamente el sistema hormonal con el nervioso, pero la actividad hormonal
cobra mayor importancia cuando la eficacia de la respuesta nerviosa disminuye. Es
mas lenta en comenzar a actuar, tarda minutos, pero no se adapta. Dos son los
efectos a través de los cuales actla este sistema. En primer lugar modificando la
hemodindmica renal regulando el tono vascular (hormonas vasoactivas) y/o la
actividad cardiaca (frecuencia, contractilidad...) y en segundo lugar actuando
directamente sobre el rifidn controlando el volumen extracelular y plasmatico,
determinantes en el gasto cardiaco. Dentro de este grupo podemos encontrar:
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-  Sistema Renina Angiotensina Aldosterona
- Oxido Nitrico

Sistema renal: El sistema mas efectivo es el rifidn, debido a su capacidad para
controlar, instante a instante, el volumen circulante fundamental para mantener un
gasto cardiaco normal y la larga duracion de sus efectos. Esta accién la lleva a cabo
mediante el fendmeno de diuresis de presion. Por lo tanto podemos decir que el
rindn posee un papel dominante en la regulacién a largo plazo de la PA y en la
génesis de la HTA (Kaplan, 1992).

3.2. Sistema Renina Angiotensina Aldosterona

El sistema renina angiotensina aldosterona (SRAA) tiene un papel fundamental
como regulador de la presién arterial sistémica y del volumen intravascular. Se
activa por descensos bruscos en la presidn arterial o por bajas concentracciones
plasmaticas de sodio, liberando angiotensina II. Esta produce contraccidn directa
de los vasos sanguineos, incrementa la actividad del sistema nervioso simpatico y
provoca retencion de agua y sodio por accion renal directa y por estimulacién de la
liberacidon de aldosterona de la capsula suprarrenal.

Clasicamente el SRAA se consideraba como un sistema hormonal circulante. La
renina, procedente del rifidn, se libera a la circulacion sanguinea, donde actua
sobre su sustrato, el angiotensindgeno, de procedencia hepatica, dando origen al
decapéptido angiotensina I. La accidon posterior del enzima de conversion de
angiotensina (ECA), de localizacion fundamentalmente endotelial, da lugar al péptido
activo de este sistema, la angiotensina II, que ejerce acciones sobre multiples
organos diana, entre los cuales se encuentran el rifidn, el corazén, los vasos
sanguineos, la capsula suprarrenal, el cerebro, la hipdfisis, los 6rganos reproductores,
etc. Tras su interaccidn con receptores especificos, la Ang II se degrada por diferentes
angiotensinasas a Ang III y péptidos inactivos.

Recientemente se ha demostrado la existencia de sistemas renina- angiotensina
(SRA) tisulares que mediante mecanismos autocrinos y paracrinos ejercen un efecto
sobre la proliferacion de células musculares y fibroblastos de miocardio y de la
pared vascular y que podria desempefiar un papel predominante en la fisiopatologia
de algunos sindromes cardiovasculares (Dzau 1990; Dzau y Re 1994; Dzau 1998).

3.2.1. Componentes del Sistema Renina Angiotensina Aldosterona

RENINA: Enzima proteolitico (EC 3.4.23.15) que se sintetiza y almacena en las
células mioepiteliales de la arteriola aferente del glomérulo (aparato yuxtaglomerular)
de forma inactiva como prorrenina y actla sobre el angiotensindgeno, Unico sustrato
conocido in vivo (Oliver y cols. 1966), liberando el decapéptido angiotensina I. Esta
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hormona es una glucoproteina con un peso molecular de 37.326 Daltons en el
humano. La molécula esta formada por dos I6bulos o dominios entre los cuales, en
una hendidura profunda, se localiza el sitio activo del enzima. Dos residuos de
acido aspartico, uno en la posicidon 32 y otro en posicion 215, estan yuxtapuestos a
la entrada de la hendidura y son esenciales para la actividad. Por tanto, la renina es
una aspartil proteasa (Burt y cols. 1985;1989).

Al igual que otras hormonas, la renina se sintetiza como una gran preprohormona,
la preprorrenina de 45 Kda. Tras la hidrdlisis del péptido sefial y la glicosilacion en
el reticulo sarcoplasmatico rugoso, la prorrenina, ahora de 47 Kda, se transporta al
aparato de Golgi donde se produce la renina activa por hidrodlisis del pro-fragmento
(Matsuba y cols. 1989). La prorrenina tiene una actividad bioldgica relativamente
escasa.

Parte de la prorrenina es convertida a renina en los rifiones, y otra parte es secretada
como tal. Hay muy poca conversién a renina activa en la circulacion. La prorrenina
puede convertirse en renina por accién de la calicreina y de la catepsina B, pero los
detalles de los procesos que conducen a la formacién de renina a partir de prorrenina
/n vivo, todavia no se han establecido (Laragh 1992).

La renina tiene una vida media en la circulacion de 80 minutos o menos. Su accion
consiste en separar el decapéptido angiotensina I (Angl) del extremo N terminal
del angiotensindgeno.

El organismo regula los niveles circulantes de Ang II a través de la regulacion de la
secrecion de renina por el rifidn. La secrecidon de renina es en su mayor parte
regulada y aparentemente proporcional a la cantidad de renina almacenada
(Hackenthal y Nobiling 1994). Aunque también se ha descrito una secrecién
constitutiva dependiente de la velocidad de sintesis (Nielssen y Paulssen 1988),
existen serias dudas acerca de esta via de secrecion.

La liberacién de renina es el primer paso en la activacién de SRA y la actividad de
este enzima es el factor limitante para la formacion de angiotensina I. La sintesis y
liberacidon de este enzima responde principalmente a tres tipos de estimulos:

- Disminucion del flujo renal por cambios de la PA

- Disminucidn del contenido de sodio en el tubulo contorneado distal que es
detectado por las células de la macula densa renal.

- Estimulacidn p-adrenérgica mediada por terminaciones nerviosas del
aparato yuxtaglomerular renal.

Asi mismo, la liberacién de renina es inhibida por la vasopresina, el potasio de la
dieta, por retroalimentacion negativa originada en el propio sistema y mediado por
los niveles plasmaticos de angiotensina II y por la retencidén de volumen y la elevacion
de la PA desencadenadas por la activacién del eje (Hackenthal y Nobiling 1994).

ANGIOTENSINOGENO O GLOBULINA X2: Es una glicoproteina, perteneciente a
la fraccion a-globulina de las proteinas plasmaticas circulantes, de sintesis
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predominantemente hepatica y ampliamente distribuida por toda la circulacidn.
Contiene cerca de un 13% de carbohidratos, estd formada por 453 residuos
aminoacidicos y posee una secuencia sefial de 32 aminoacidos que se le extrae en
el reticulo endoplasmatico.

Se ha descrito una regulacidon negativa por Ang II (Schunkert y cols. 1992) y una
regulacion positiva por glucocorticoides (Deschepper y Dolmann 1992), estrégenos
(Healy y cols. 1992), hormonas tiroideas (Hong-Brown y cols. 1992) y andrégenos
(Chen ycols.1992), asi como por inflamacién aguda a través de las interleuquinas
(Itoh y cols. 1989).

ANGIOTENSINA I (ANGI): Es un decapéptido fisiologicamente inactivo que
funciona como una prohormona de la angiotensina II. No obstante, algunas
observaciones sugieren que la angiotensina I es capaz de estimular la liberacion de
catecolaminas de la médula adrenal e inducir sed cuando se inyecta en el sistema
nervioso central (Fitzsimmons 1971).

ENZIMA CONVERTIDOR DE ANGIOTENSINA (ECA): (EC 3.4.15.1.) Se trata de
una metalopeptidasa de Zinc no especifica que actia convirtiendo el decapéptido
AnglI en el octapéptido angiotensina II, desprendiendo el extremo His-Leu, que es
biolégicamente activo. Este enzima se sintetiza en el endotelio vascular de numerosos
organos encontrandose en mayor abundancia en el pulmén, actuando también en
cerebro, glandulas suprarrenales y ovarios.

Se encuentra principalmente como glicoproteina de membrana, en dos formas
distintas, la forma endotelial con un peso molecular de 150-180 KDa, y la forma
testicular, de aproximadamente 90 KDa (Soubrier y cols. 1988). Por otra parte
existe una forma de ECA soluble y circulante que probablemente proceda de la
hidrélisis de la forma endotelial. A pesar de la existencia de distintas formas
enzimaticas sélo existe un gen en el genoma humano, situado en el cromosoma
17923, aunque con promotores especificos para cada enzima, por lo que estan
regulados de forma hormonal diferente; asi, el ECA testicular se induce por
androgenos (Nadaud y cols. 1992), mientras que el ECA endotelial esta regulado
negativamente por Ang II y positivamente por inhibidores del ECA y dexametasona
(Krulewitz y cols. 1984; Shai y cols. 1990).

El ECA es un enzima poco especifico que hidroliza unidades dipeptidicas de multiples
sustratos ademas de la Ang I, como la sustancia P, las encefalinas, neurotensina,
LHRH, colecistokinina 8 y péptido quimiotactico, a las que inactiva provocando
acciones bioldgicas paralelas.

RUTAS ALTERNATIVAS PARA LA FORMACION DE ANGIOTENSINA II: Se han
descrito varias vias alternativas para la sintesis de Ang II que permiten sintetizar
este péptido directamente a partir del angiotensindgeno o de la Ang I sin la
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participacion del ECA ni de renina. Uno de estos enzimas fue denominado enzima
generador de Ang II sensible a quimostatina (CAGE), y fue descrito en la capa
adventicia de aorta y en el endotelio de arteria renal de perro. Este enzima parece
ser idéntico al descrito por Urata y colaboradores en 1990 en corazén humano,
denominado quimasa cardiaca humana. Este enzima es una proteinasa parecida
a la quimiotripsina que cataliza la hidrdlisis de Ang II a partir de Ang I mucho mas
eficazmente que el ECA. En el corazdén humano la quimasa parece ser responsable
del 80% de la produccion de Ang II, mientras que el ECA produciria el 20% restante.
La localizacién de estos dos enzimas es también diferente, mientras que el ECA se
localiza fundamentalmente en las células endoteliales y se expresa mas en las
auriculas, la quimasa se expresa en la regidn intersticial cardiaca en mastocitos,
células endoteliales y del mesénquima, y su expresion es mayor en ventriculo. La
quimasa es un enzima ubicuo, tiene actividad en tracto gastrointestinal, Utero,
pulmon, higado, vasos sanguineos y piel (Urata y cols. 1994). Su funcidn y regulacion
no son conocidas alun, aunque se piensa que ambos enzimas generadores de Ang 11
podrian tener papeles distintos pero complementarios. El desarrollo de inhibidores
de esta quimasa podria establecer la relevancia fisioldgica y patofisioldgica de este
enzima.

ANGIOTENSINA II (ANG II): Es un octapéptido, es el componente biolégicamente
mas activo del sistema y ejerce sus funciones actuando directamente sobre
receptores especificos y también indirectamente interactuando con otros sistemas.

La Ang II, que se denomind hipertensina o angiotensina, produce constriccién
arteriolar y una elevaciéon de la presion arterial sistdlica y diastdlica. Es uno de los
mas potentes vasoconstrictores conocidos, de 4 a 8 veces mas activo sobre una
base ponderal que la noradrenalina, en personas normales. Sin embargo, su actividad
presora estd disminuida en personas con depleccion de sodio y en pacientes con
cirrosis y algunas otras enfermedades. En estas condiciones, la Ang II aumenta en
la circulacion, pero se regula su actividad al disminuir los receptores de la
angiotensina en el musculo liso vascular. En consecuencia, se obtiene una menor
respuesta a la Ang II que se inyecte.

La Ang II también actla directamente sobre la corteza suprarrenal para incrementar
la secrecion de aldosterona, siendo el sistema renina-angiotensina uno de los
reguladores principales de la secrecién de aldosterona. Las acciones adicionales de
la Ang II incluyen la facilitacion de la liberacion de noradrenalina por una accién
directa sobre las neuronas simpaticas postganglionares, la contraccion de las células
mesangiales, con una disminucion resultante en la filtracion glomerular, y efectos
adicionales directos sobre los rifones.

La Ang II actda en el cerebro para aumentar la presién arterial, la ingestion de
agua y la secrecion de vasopresina y ACTH. No penetra la barrera hematoencefalica,
pero desencadena estas respuestas al actuar sobre los 6rganos circunventriculares,
cuatro pequefias estructuras en el encéfalo que estan fuera de la barrera
hematoencefalica. Una de estas estructuras, el area postrema, es la encargada
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principal del efecto presor, mientras que dos de las otras, el érgano subfornical
(OSF) o subtrigonal y el érgano vascular de la ldamina terminal (OVLT), estan
encargados del aumento de la ingestion de agua (efecto dipsdgeno). No se sabe
con certeza cuadles de los érganos circunventriculares causan el aumento en la
secrecién de vasopresina y ACTH (Kaplan 2002).

ANGIOTENSINASAS: La Ang II es destruida rapidamente, siendo su vida media
en el humano de uno a dos minutos. Los enzimas que destruyen la AnglI se rednen
bajo el término de angiotensinasas. Incluyen una aminopeptidasa, la AP A, que
separa el residuo de Asp de la terminal N del péptido. El heptapéptido resultante, a
diferencia de los otros fragmentos peptidicos, tiene actividad fisioldgica y se llama
angiotensina III (Ahmad y Ward 1990). Ademas, dicha AP puede actuar sobre la Al
para producir la des-Asp-Al, y este compuesto puede ser convertido directamente
en Angiotensina III por la accién de un enzima conversor (Wright y Harding 1995).
La actividad angiotensinasa se encuentra en los eritrocitos y muchos tejidos. Ademas,
la Ang II parece ser eliminada de la circulacién por una especie de mecanismo
captador en los lechos vasculares de tejidos distintos al pulmonar. Otras
angiotensinasas son la AP M o Alanina aminopeptidasa y la AP B o Arginina
aminopeptidasa las cuales actiian sobre la Ang III hidrolizando su extermo N-terminal
convirtiendola en Angiotensina IV (Abhold y Harding 1988).

ANGIOTENSINA III (ANG III): La Ang III ([des-Asp] Ang II) tiene cerca del
40% de la actividad presora de la Ang II, pero mantiene el 100 % de la actividad
estimulante de aldosterona. Por tanto, se ha sugerido que la Ang III es el péptido
natural estimulante de aldosterona, en tanto que la Ang II regula la presion arterial.
La Ang III por accién de la AP B o AP M (Ala y Arg AP) se convierte en Angiotensina
IV.

ANGIOTENSINA IV (ANG IV): La AnglV también es activa y parece implicarse
en procesos de memoria y flujo cerebral. Administrada centralmente posee un
reducido efecto presor, pero actia como vasodilatador en el rifién (Wright y Harding
1995).

ANGIOTENSINA [1-7]: Producto obtenido a partir de la Angl por accidn de diversas
angiotensinasas, induce la liberacion de 6xido nitrico y de prostaciclinas lo que le
confiere un efecto vasodilatador que la hace muy interesante. Esta angiotensina
esta elevada en el tratamiénto crénico con inhibidores del ECA. También se ha visto
que estimula centralmente la liberacidn de vasopresina con una potencia similar a
la de Ang II (Ferrario y cols. 1991).

ALDOSTERONA: Es un esteroide elaborado en la corteza de la glandula suprarrenal.
Los principales estimulos para la su liberacién son:
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- Angiotensina II
- Hiperpotasemia
- ACTH

El efecto principal de la aldosterona consiste en facilitar la reabsorcion de sodio y la
eliminacion de potasio en el tubulo contorneado distal de la nefrona. Estos fendmenos
condicionan un aumento de la volemia conduciendo a la aparicién de HTA dependiente
de sal (Kaplan 2002).

Asp-Arg-Val-Tir-lIle-His-Pro-Fen-His-Leu-Val-Ile-His-R ~ ANGIOTENSINOGENO

Renina
A\ 4
Asp-Arg-Val-Tir-lle-His-Pro-Fen-His-Leu ANGIOTENSINA 1
ECA
Y
Asp-Arg-Val-Tir-lle-His-Pro-Fen ANGIOTENSINA 11
Glu-AP y Asp-AP
\4
Arg-Val-Tir-1le-His-Pro-Fen ANGIOTENSINA III
Ala-AP y Arg-AP
Y
Val-Tir-Ile-His-Pro-Fen ANGIOTENSINA IV
Endopeptidasa
Carboxipeptidasa P
Prolilendopeptidasa OTROS METABOLITOS

Figura 5. FEstructura del extremo N-terminal del angiotensinogeno y de /as
angiotensinas I, I1, Il y 1V, de origen humano. R, resto de proteina. Después de
eliminar una secuencia lider de 24 aa, e/ angiotensinogeno de rata contiene 453
residuos de aa (Extraido de Ganong, 1994). (ECA.: Enzima convertidor de
Anglotensina).

RECEPTORES DE ANGIOTENSINAS

Multiples investigaciones sugieren la existencia de subtipos de receptores con
propiedades farmacoldgicas y bioquimicas diferentes. Asi, se han identificado varios
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subtipos de receptores de Ang II denominados AT,, AT,, AT, y AT, (Unger y cols.
1996).

El receptor AT, pertenece a la familia de receptores acoplados a proteinas G, que
constan de siete dominios transmembrana a-helicoidales, de los cuales cuatro
parecen ser extracelulares. Cada uno de estos dominios extracelulares presenta un
residuo de cisteina y tres sitios potenciales de N-glicosilacion (Murphy y cols. 1991;
Sasaki y cols. 1991).

Este receptor se ha clonado y secuenciado revelando la existencia de dos subtipos
AT, y AT,,, el AT, se expresa fundamentalmente en rifién, corazén, pulmon, lechos
vasculares, higado, testiculos y cerebro (Murphy y cols. 1992). El AT, se expresa
Unicamente en la capsula suprarrenal y en la hipofisis, pero también puede
encontrarse en cerebro, vasos sanguineos y testiculos aunque en menor cantidad.
(Kakar y cols. 1992) Estos receptores estan acoplados a una proteina G que activa
a la fosfolipasa C, la cual produce hidrdlisis del fosfatidilinositol bifosfato (PIP,), que
genera inositol trifofosfato (IP,) y diacilglicerol (DAG). El IP, estimula la liberacién
de calcio, mientras que el DAG activa la proteinkinasa C aumentando su afinidad
por el calcio y por la fosfatidilserina.

Los receptores AT, responden mejor a Ang II que a Ang III y siendo asi los mediadores
de la mayor parte de los efectos conocidos de la Ang II y se bloquean especificamente
por bifenilimidazoles, como el losartan (Chiu y cols. 1988).

Los receptores AT, no pertenecen a la familia de receptores acoplados a proteinas
G, ya que carecen de sensibilidad a los analogos de GTP, no se acoplan a la adenilato
ciclasa, ni a la hidrdlisis de fosfolipidos de menbrana, pero presentan la estructura
tipica de los receptores acoplados a proteinas G (dominios transmembrana y sitios
de glicosilacién) (Mukoyama y cols. 1993).

El gen que lo codifica se localiza en el cromosoma X, tanto en humano como en
raton. El receptor AT, se expresa en altos niveles durante el desarrollo fetal, en
adulto su expresién esta restringida, aparecindo sélo en adrenales, Utero, ovario
corazén y especialmente en cerebro (Nahmias y Strosberg 1995). La expresion de
este receptor parece estar regulada por PKC y calcio, y se produce en células
confluentes, no en células en estado de proliferacion (Kijima y cols. 1996).

Tanto los mecanismos de transduccién como las funciones del receptor AT, son
objeto de una gran controversia. Se ha sugerido que podria modular la actividad de
los canales calcio en las neuronas durante el desarrollo, lo que esta relacionado con
procesos de crecimiento, diferenciacion y adhesion celular (Nahmias y Strosberg
1995). También se ha sugerido que el receptor AT, este implicado en la regulacién
de la apoptosis (Yamada y cols. 1996), y en las funciones descritas para el receptor
AT, como respuestas presoras centrales (Hogarty y cols. 1992), y presion de
natriuresis (Lo y cols. 1995).

Se sabe que los receptores en las arteriolas y corteza suprarrenal se regulan de
manera opuesta: un exceso de Ang II regula a la baja los receptores vasculares,
mientras que regula hacia la alta a los receptores adrenocorticales, volviendo la
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glandula mas sensible al efecto estimulador de aldosterona por parte del péptido
(Bottari y cols, 1993).

También se han descrito receptores AT, y AT,. Poco se conoce aun de ellos pero se
sabe que los receptores AT, presentan baja afinidad por losartan y PD123177 pero
alta afinidad por la saralasina y su activacidon se ve asociada con la formacion de
GMPc dependiente de 6xido nitrico (Chaki e Inagami 1992). Los receptores AT,,
parecen estar implicados en el flujo sanguineo cerebral y de la corteza renal, asi
como en el aumento del aprendizaje (Swansson y cols. 1992).

3.2.2. Mecanismos Fisopatoldégicos del SRA

SRA E HIPERTENSION

e La Ang II es uno de los vasoconstrictores mas potentes que se conocen,
provocando aumento de las resistencias periféricas, con el consecuente aumento
de la presidén arterial. Este efecto se debe a dos mecanismos distintos:

- Efecto local sobre la pared del vaso mediado por accion directa de la Ang II
sobre receptores AT,. La Ang II induce la liberacion de endotelina (potente
vasoconstrictor) y norepinefrina e inhibe su recaptacién a nivel de las
terminaciones sinapticas de la pared vascular.

- Efectos potenciadores sistémicos, como la liberacion de catecolaminas de
la médula suprarrenal, (con el consiguiente aumento de la resistencia
periférica y del gasto cardiaco), estimulacion de la liberacion de vasopresina,
y del sistema nervioso simpatico, ademas de facilitar la transmisién nerviosa
en los ganglios estrellados.

e Otra funcion importante de la Ang II es el mantenimiento de la volemia, que
se consigue a través de sus efectos a tres niveles:

- Efecto renal directo, mediado por los receptores AT, que desencadenan
una retencién de sodio y agua a través de los efectos sobre el glomérulo
(contraccion de las células mesagiales, con una disminucion de la filtracidon
glomerular), el tubulo contorneado proximal y la médula renal.

- A nivel de la glandula suprarrenal induce la liberacion de aldosterona que
actua sobre el tubulo contorneado distal favoreciendo la retencién de sodio
y agua e induciendo la eliminacién de potasio.

- Efectos a nivel del S.N.C. facilitando la liberacion de arginina-vasopresina
(en la hipdfisis) y estimulando el centro de la sed (Kaplan 2002).
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SRA E HIPERTROFIA

También se ha relacionado a la Ang II con el desarrollo de hipertrofia cardiaca. En
la hipertensién crénica las respuestas vasoconstrictoras incrementadas a diversos
agentes vasoactivos, se han asociado a cambios estructurales de la pared vascular.
El remodelado de las arterias es un proceso adaptativo para poder resistir el
incremento de tensién intramural. Las paredes arteriales se vuelven mas gruesas y
duras debido a la hipertrofia del musculo liso de la pared vascular. Ademas el
contenido en tejido conectivo aumenta. La Ang II estimula la formacién de proteinas
de matriz extracelular, como colageno, fibronectina y trombospondina (Wolf y cols.
1991), e incrementa factores de crecimiento, como el derivado de plaquetas y el de
crecimiento tumoral (Powell y cols. 1989).

SRA E HIPERPLASTIA

Tras tratamientos quirdrgicos de pacientes con aterosclerosis coronaria, es frecuente
gue sufran de una restenosis por proliferacién de células del musculo liso vascular
y formacidon de la capa de neointima por aumento de matriz extracelular,
produciendose de nuevo oclusion del vaso.

En este proceso se produce una induccién del ECA dandose una mayor formacion
de Ang II y una degradaciéon incrementada de bradiquinina (potente vasodilatador
y antiproliferativo). Ademas del aumento de Ang II, existe una induccion de la
expresion de receptores AT, en la neointima (Viswanathan y cols. 1994).

Tanto el tratamiento con inhibidores del ECA, como el tratamiento con el antagonista
del receptor AT, de Ang II; losartan, reducen la formacion de la neointima de manera
significativa (Powell y cols. 1989; Azuma y cols. 1992).

3.2.3. Sistemas Renina Angiotensina Tisulares.

Recientemente se ha demostrado la existencia de SRA tisulares cuyo papel en la
fisiopatologia de la HTA podria ser importante por dos motivos.

- Participacién en la regulacion sistémica de la presién arterial.

- Promover el crecimiento celular que podria ser un importante mediador del
dafio desarrollado a nivel de los érganos diana.

El papel de los SRA tisulares en la regulacion de la PA es controvertido. Por otra
parte, el papel de la Ang II como promotor del crecimiento de células de musculo
liso especialmente a nivel renal, vascular y cardiaco esta mejor definido (Thurmann,
1999). Asi, los procesos patolégicos de hipertensién, hipertrofia o hiperplasia
asociados con los sistemas renina angiotensina locales, podrian tener un tratamiento
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farmacoldgico con el cual inhibiéramos selectivamente el sistema local afectado,
sin modificar los restantes.

Para poder hablar de un sistema local real, hacen falta que se cumplan unas
condiciones: presencia de los componentes del SRA en el tejido, sintesis y/o
modificacion local de los componentes, regulacién y funciones del sistema. La
deteccion de ARNm es requisito imprescindible, pero no suficiente para demostrar
sintesis local, por lo que es necesario también medir los niveles de proteina.

Aunque parece ser que la glandula adrenal, la hipdfisis y los érganos reproductores
son capaces de sintetizar y liberar prorrenina al plasma, ésta nunca es convertida a
renina (Sealy y Rubattu 1989). En los ultimos anos es aceptado que el rindn es el
Unico érgano capaz de secretar renina activa a la circulacion (Von Luterotti y cols.
1994), de donde es captada por los diferentes tejidos en funcion de sus necesidades
(Danser y cols. 1994).

Asi, tanto el angiotensindgeno como la renina se incorporan a los tejidos desde la
circulacién y podrian regularse alli en funcién de las necesidades tisulares.

Se ha identificado un SRA tisular renal que regula la absorcidon de sodio y la
hemodinamica intrarrenal asi como el crecimiento de células mesangiales y del
tubulo contorneado proximal. El efecto sobre el crecimiento de las células mesangiales
parece mediado por el PDGF. También se ha detectado ARNm de renina en las
células endoteliales de la pared vascular. Aunque todavia no se sabe si existe
produccién local de Ang II en la pared vascular, estudios experimentales han
demostrado que la Ang II ejerce un efecto sobre la proliferacion de las células
musculares que parece estar mediado por PDGF y los oncogenes c-myc y c-fos.

De los multiples papeles fisioldgicos que desempenan los SRA tisulares, quizas el
mas intrincado es el que se observa a nivel del corazén. Se han encontrado en el
corazén humano normal y en el afectado por insuficiencia cardiaca, receptores
funcionales de Ang II cardiaca. Parece que todos los componentes del SRA se
encuentran también en el corazén, en la actualidad se acepta que el miocardio es
capaz de sintetizar ECA, renina y angiotensindgeno ademas de disponer de vias
alternativas para generar Ang II, que se cree que actuaria a través de receptores
AT, para producir hipertrofia miocardica y aumento de la contractilidad, aunque la
interaccion con el sistema nervioso simpatico también podria ser importante. La
Ang II podria estimular ademas la proliferacion de los fibroblastos en el miocardio.
Todo ello indica que el corazdn no es sélo un érgano diana sino también un 6rgano
endocrino o paracrino para la Ang II.

La informacion acumulada indica que muchos tejidos tienen sistemas que generan
Ang II, en apariencia para uso local. Se han encontrado componentes del sistema
renina-angiotensina en Gtero, placenta y membranas fetales donde actuaria
en funciones de contractilidad y flujo sanguineo. Hay una alta concentracion de
proteina en el liquido amnidtico. Ademas, hay sistemas renina-angiotensina tisulares
en la glandula suprarrenal, donde actuaria induciendo la secrecion de aldosterona
y catecolaminas, testiculos, induciendo la sintesis de andrégenos y la contraccion
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de los tubulos seminiferos, ovarios, estimulando la ovulacidon y produccién de
estrogenos, I6bulos anteriores e intermedios de la hipofisis, glandula pineal,
cerebro y ojos. Las glandulas submaxilares de los ratones machos tienen
particularmente valores altos de renina.

La funcidn de estos sistemas renina-angiotensina tisulares esta aun por confirmar,

sin embargo, se sabe que la renina tisular contribuye muy poco al fondo comun de
renina circulante ya que la actividad de la renina plasmatica desciende a casi cero
cuando son extirpados los rifiones (Phillips y cols, 1993).

3.3. Hipertension Arterial y Ateroesclerosis

La hipertension arterial es el principal factor de riesgo para enfermedad
cardiovascular, siendo la ateroesclerosis la causa de la mayoria de sus complicaciones;
isquemia coronaria, accidente cerebrovascular y arteriopatias de los miembros
inferiores (Sihm y cols. 1995).

Los cambios estructurales en las arterias de los hipertensos parecen ser producidos
por el remodelado de sus paredes, el didmetro de la luz vascular disminuye
produciéndose un aumento de la resistencia vascular periférica e incrementando la
presion arterial (PA), también se da disminucion del flujo e isquemia tisular, a lo
gue se agrega disfuncion endotelial y como consecuencia una respuesta contractil
anormal (Schiffrin 1998). Ademas, los vasos de resistencia de los hipertensos
presentan un incremento en el espesor de la capa media, un mayor indice media/
lumen y un area media mayor, comparados con arterias de personas normotensas
(Aalkjaer y cols. 1989), lo cual corrobora el remodelado vascular en la hipertensién
esencial (Sihm y cols. 1995). Tanto las alteraciones estructurales (remodelado,
hipertrofia e hiperplasia) como las funcionales (rigidez y disminucion de elasticidad)
ocurre en los estadios tempranos de la hipertension y ain antes que la elevacion de
los valores tensionales (Neutel y cols. 1999).

También se ha descrito una mayor prevalencia de placas ateroesclerdticas en las
arterias de los hipertensos (Gariepy y cols. 1994; Zanchetti 2001). La presencia de
ateroesclerosis ha sido relacionada positivamente con la edad, la presién arterial,
la diabetes, el tabaquismo, el aumento de fibrindgeno, la homocisteina y los
triglicéridos plasmaticos.

RELACION ENTRE EL SRAA Y LA ENFERMEDAD ATEROESCLEROTICA

Hasta ahora los estudios clinicos y de laboratorio se han orientado casi exclusivamente
a dilucidar el papel del sistema renina angiotensina aldosterona (SRAA) en la
hipertensidn, por lo que su papel como inductor directo de ateroesclerosis apenas
se ha estudiado. Laragh y Aldermann fueron los primeros que llamaron la atencion
sobre la relacion entre los niveles de renina plasmatica y el riesgo de sufrir infarto
agudo de miocardio (Laragh 1992; Aldermann y cols. 1991).
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En la actualidad se le reconoce al elemento principal del SRAA, la angiotensina II
(Angll) la capacidad de incrementar el estrés oxidativo en la pared endotelial,
inducir proliferacion celular, ser un agente proinflamatorio e interferir en la
coagulacién, propiedades éstas capaces de inducir enfermedad arterial coronaria
(Dzau 1998). Asimismo, la presencia de enzima convertidor de angiotensina (ECA)
y de la AngII han sido demostradas en el tejido vascular y estarian involucradas en
el desarrollo de lesiones arteriales (Dietz y cols. 1996; Dzau y Re 1994).

Los mecanismos mediante los cuales la Angll y la aldosterona, efectores finales del
SRAA, pueden afectar la estructura y funcién de las arterias no son del todo conocidos,
aun asi, son considerados probables responsables del dafo vascular causado por la
AnglI, la mutacion génica del ECA, disfuncion endotelial, oxidacion de las LDL,
proliferacidon y migracién de las células musculares lisas (CML) y la activacion de
procesos inflamatorios y de coagulacion (Guzman, 2000).

SRAA Y DISFUNCION ENDOTELIAL

El ECA ligado al endotelio, ademas de producir Angll degrada a la bradiquinina
disminuyendo asi su efecto vasodilatador. Ambos efectos alteran la funciéon endotelial
(Ferrario y cols. 1996). La regulacion del tono vascular es una de las funciones
prioritarias del endotelio y es ejercida mediante la produccion y secrecion de 6xido
nitrico (ON), el cual exhibe propiedades antiaterogénicas; vasodilatadoras,
antiagregantes plaquetarias e inhibitorias del crecimiento y la migracién celular
(Hornig y Drexler 1997; Ribeiro y cols. 1992). La activacion del SRAA en situaciones
patolégicas como en la hipertensién arterial ha sido ligada con un deterioro en la
produccion y actividad del ON y de sus propiedades protectoras del endotelio.
Ademas, la AngllI induce una produccion aumentada de radicales libres deletéreos
para la pared vascular (Griendling y cols. 1997).

El LDL oxidado es captado de forma rapida y descontrolada por los receptores
“depuradores o barrenderos” de los macréfagos, formandose “células espumosas”,
componentes principales de la placa esclerotica. El cLDL de sujetos hipertensos es
mas proclive a la oxidacién que el de normotensos (Keidar y cols. 1994), e
inversamente el cLDL de monos alimentados con dietas ricas en colesterol y tratados
con antagonistas de la AngIl es menos susceptible a la oxidacion que el de los
ejemplares no tratados (Strawn y cols. 2000). Ademas de la capacidad de favorecer
la oxidacidon de las LDL, la Angll ejerce una accion inmunomodulativa sobre la
maduracion, extravasacion y propiedades quimiotacticas de los monocitos, que
junto a su accién sobre el O,, contribuyen al “estrés oxidativo” que predispone a la
aparicion de la lesion ateroesclerdtica.

EFECTOS PROLIFERATIVOS DEL SRAA

La AnglII ha sido identificada como promotora de crecimiento y acumulacién celular,
al igual que el factor de crecimiento derivado de las plaquetas (PDGF), el derivado
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de los fibroblastos, o la trombina. Todos ellos interactiian con el factor de crecimiento
insulina-simil 1 (IGF-1) potenciando sus efectos mitogénicos (promocién del crecimiento
y diferenciacion celular, aumento de sintesis protéica, prevencién de apoptosis y
estimulacién de la migracion celular)(Paquet y cols. 1990; Delafontaine 1998).

Ademas la AnglI ejerce accién proliferativa directa a través de sus receptores AT1,
estimulando la produccién de matriz intercelular, la remodelaciéon vascular y la
hipertrofia cardiaca (Daemen y cols. 1991; Osterrieder y cols. 1991) lo cual puede
producir isquemia por aumento de la relacion masa miocardica/capilaridad.

COAGULACION Y SRAA

La Angll es capaz de aumentar la expresion del inhibidor del activador tisular del
plasmindgeno 1 (PAI-1), el mayor inhibidor fisiolégico conocido de la fibrindlisis. La
aldosterona estimula también de forma sinérgica con la AnglII la sintesis de PAI-
1(Brown y cols. 1998).

Unicamente el metabolito hexapeptidico de la Angll, la angiotensina IV (AngIV), es
capaz de interactuar con el activador tisular del plasmindgeno (tPA) y el PAI-1 (Van
Leeuwen y cols. 1994; Kerins y cols. 1995). La accién de la AnglV es ejercida a
través de sus receptores AT4, sobre los cuales no actuan las drogas bloqueantes de
los receptores AT1 para la Angll, pero si serian influidos por los inhibidores del ECA
que disminuyen los niveles de AnglI, y por lo tanto de AngIV (Brown y cols. 1999).

3.4. Aminopeptidasas e Hipertension Arterial

Aungque el significado funcional de las AP no es aun del todo conocido, su actividad
hidrolitica juega un papel importante en la inactivacién y regulacion hormonal de
péptidos activos circulantes o a nivel tisular (McDonald y Barrett, 1986). Por lo
tanto, las AP junto con otros enzimas proteoliticos, participan en el control de los
diferentes sistemas de péptidos con funciones reguladoras de la presion arterial.

El papel de las AP se ha estudiado esencialmente en relacién a su participacion en
el sistema renina-angiotensina, cuya funcion circulante reguladora de la presion
arterial es ampliamente conocida. Este sistema, en muchos casos con todos sus
componentes, ha sido descrito en numerosos tejidos en los cuales su funcién aun
no es conocida. Las AP participarian en dichos sistemas locales como reguladoras
de la actividad de las diferentes angiotensinas del sistema, o de otros péptidos
reguladores de la presion arterial, siendo su estudio de particular importancia.

PAPEL DE LAS AMINOPEPTIDASAS EN EL SRA

Como indicdbamos con anterioridad, el sistema renina-angiotensina basicamente
esta integrado por un precursor, el angiotensindgeno, que es hidrolizado por la



EFecto DEL GRADO DE SATURACION DE.../Ana Belén Segarra Robles 63

endopeptidasa renina para formar el decapéptido Ang I. La Ang I es hidrolizada por
la ECA para formar el octapéptido Ang II, que constituye la primera molécula activa
de la cascada. La Ang II se convertira en el heptapéptido Ang III por actividad de la
AP A o similar, responsable de la hidrdlisis del Asp N-terminal de la Ang II (Ahmad
y Ward, 1990). Una via alternativa para la produccién de Ang III, que no implica la
formacion de Ang II es a través del nonapéptido des-Asp! Ang I (Wright y Harding,
1995). Este nonapéptido, producido también por la accién de la actividad AP A es
entonces hidrolizado por el ECA para formar angiotensina III. Sim y colaboradores
(1993, 1994) han descrito que homogenados de aorta e hipotalamo de rata degradan
Ang I casi exclusivamente a través de ésta via anteriormente indicada. La Ang III
se convertira posteriormente en el hexapéptido Ang IV, por la actividad de AP B o
similar que separa la Arg N-terminal (Abhold y Harding, 1988). La Ang IV también
es activa y parece implicarse en procesos de memoria y flujo cerebral (Wright y
cols, 1995).

Las AP juegan un papel prominente en el metabolismo de las angiotensinas.
Determinaciones de los niveles de angiotensinas en cerebro, rifidn, adrenales, ovario,
Utero y ojo indican altas concentraciones de estos péptidos (De Silva y cols, 1988;
Ramirez y cols, 1996; Prieto y cols. 2003). También se han detectado niveles de
estos péptidos activos en plasma humano (Campbell y Kladis, 1990). Ademas,
otros fragmentos de Ang II, por ejemplo la Ang II [1-7] también ha demostrado
tener diferentes acciones bioldgicas (Benter y cols, 1993). El estudio y la
caracterizacion de las peptidasas implicadas en la formacion e inactivacion de estas
angiotensinas es de considerable importancia.

La ruptura de la Phe-carboxiterminal de la Ang II, se puede llevar a cabo por diversas
peptidasas que incluyen la Carboxipeptidasa P, endopeptidasa y prolil-endopeptidasa.
La separacién del Asp N- terminal se puede llevar a cabo por accién de la AP A, Leu-
AP, AP M (que es capaz también de romper la Arg actuando como una endopeptidasa),
la tripsina y la AP B. Finalmente diversas endopeptidasas, como la Catepsina Gy la
quimotripsina pueden actuar en la unién Tyr-Ileu para metabolizar los fragmentos
restantes (Writhg y Harding 1995).

Las conversiones de Ang II a Ang III y de Ang III a Ang IV son de particular
importancia dado que la AP A (o similar) parece ser la responsable primaria para la
ruptura del acido aspartico a partir de la molécula de Ang II.

La AP A parece ser un enzima unido a membrana. Este enzima se encuentra en la
circulacién pero su origen parece proceder de la autolisis de la propia AP A unida a
membrana (Wilk y Haely, 1993). Este esquema es similar al del ECA que también
es un enzima originalmente unido a membrana pero que por autolisis llega a ser
soluble en plasma (Williams, 1988). La AP A esta ampliamente distribuida en el
organismo con niveles especialmente altos en los tubulos proximales renales (Lojda
y Gossrau, 1980; Ramirez y cols, 1993; Prieto y cols. 2003), y se asocia con la
vasculatura del higado, pulmén, corazén e hipdfisis (Song y Ye 1994). La AP A
cerebral también se asocia con la vasculatura, especialmente con los pericitos de
los microvasos. Estos pericitos expresan una amplia variedad de peptidasas unidas
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a membrana (Healy y Wilk, 1993). Ademas, las células de los microvasos cerebrales
expresan también receptores de angiotensinas (Speth y Harik, 1985). El predominio
de AP A en las células endoteliales cerebrales puede servir para transformar la Ang
II circulante en Ang III, y ésta entonces a Ang IV via AP B. La Ang IV administrada
centralmente ha demostrado poseer un reducido efecto presor (Writhg y Harding
1995), pero actla como vasodilatador en el rindn (Coleman y cols, 1992) y en
cerebro (Wrigth y cols, 1995). La importancia funcional de estas peptidasas cerebrales
podria ser la de transformar la sefial de la Ang. Asi, un elevado nivel plasmatico de
Ang II, que produce vasoconstriccion periférica podria ser rapidamente convertido
en Ang IV por los microvasos cerebrales para activar los receptores de Ang IV que
median la vasodilatacién, de esta forma el cerebro se aseguraria el suficiente aporte
sanguineo durante una hemorragia o una descarga simpatica.

MODIFICACIONES DEL SISTEMA RENINA ANGIOTENSINA

La via metabdlica y la vida media de cada forma activa de la Ang es de considerable
importancia clinica. La Ang II se ha asociado con la hipertensién, hipertrofia vascular
y cardiaca y el resultante fallo cardiaco congestivo (Dzau, 1990). La Ang II también
se ha asociado a la disfuncion ventricular izquierda que sigue al infarto de miocardio
(Pfeffer 1993, 1995). Estos estudios unidos a la eficacia terapéutica de los inhibidores
del ECA en la hipertension y el fallo cardiaco destacan la importancia de las
angiotensinas en el desarrollo de la enfermedad cardiovascular. La Ang II también
se ha implicado en la enfermedad renal. Asi el tratamiento con inhibidores del ECA
ha disminuido las tasas de morbilidad, dialisis renal y necesidad de transplante en
pacientes diabéticos insulin-dependientes (Lewis y cols, 1993).

Se han empleado diversas estrategias para interferir en la formacion de AnglI y/o
en su sefal de activacién. Como hemos indicado anteriormente, la aproximacién de
mas éxito ha sido el uso de los inhibidores del ECA (por ejemplo, captopril, enalapril
,etc) para prevenir la formacion de Ang II. Un segundo objetivo se ha dirigido hacia
la inhibicién de la sintesis de renina pero los resultados han sido desalentadores
debido a la escasa biodisponibilidad oral, inactivacién hepatica y excrecién renal
(Abdelrahman vy cols., 1993).

Otra estrategia se ha dirigido hacia el uso de antagonistas no peptidicos de receptores
de angiotensina como el losartan y el valsartan que han demostrado una alta eficacia
en la reduccion de la presion arterial al ser oralmente activos, especificos y altamente
selectivos sobre el receptor AT, de la angiotensina (Criscione y cols., 1995).

La idea de que la alteracion de las peptidasas contribuye a la patogénesis de la
hipertensidn ya fue sugerida hace afios (Hickler y cols 1963). Recientemente, se ha
estudiado la inhibicién del ECA mediante el uso de inhibidores de la
metaloendopeptidasa (Carretero y Sicili, 1991). También se ha dirigido la atencién
hacia la inhibiciéon de las AP A y B. Dos de estos inhibidores, la amastatina y la
bestatina han demostrado inhibir selectivamente AP de membrana‘'(Umezawa y
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cols. 1976). Especificamente, la amastatina inhibe a la AP A (Aoyagi y cols, 1978)
y la bestatina inhibe la AP B (Umezawa y cols, 1976). Ambos, amastatina y bestatina,
inhiben también a la AP M que es capaz de romper la unién Asp-Arg de la Ang II, y
especialmente la uniéon Arg-Val de la Ang III (Rich y cols, 1984; Wright y cols,
1991).



4. Dieta y Esteriodes Sexuales
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4. DIETA Y ESTEROIDES SEXUALES

4.1. Dieta, Esteroides Sexuales y Fertilidad

Parece existir un acuerdo con relacion a que la dieta en general y la composicién de
acidos grasos en particular, modifican los niveles de esteroides sexuales y afectan
a la fertilidad de mamiferos y aves. Sin embargo, los resultados son aparentemente
contradictorios y los mecanismos que subyacen a estos efectos permanecen aun
poco conocidos.

Estudios recientes en animales demuestran que el nUmero de espermatozoides por
eyaculado disminuye en aves alimentadas con una dieta rica en aceite de maiz,
pero este efecto se revertia cuando los animales se alimentaban con una dieta
enriquecida en aceite de pescado (Surai y cols, 2000). La alimentacidn de ratas con
dietas ricas en colesterol o aceite de pescado aumentan la testosterona basal y la
sintesis de testosterona estimulada por LH en comparacién con ratas alimentadas
con una dieta baja en colesterol que contenga aceite de linaza (Sebokova y cols,
1990). Ademas, la alteracién en la dieta de la concentracién y el porcentaje entre
los acidos grasos poliinsaturados n-6 y n-3 puede influir en la sintesis y metabolismo
de eicosanoides y afectar a la fertilidad de ratas macho (Abayasekara y Wathes,
1999).

También se ha demostrado que la composicion de grasa en la dieta influye en la
composicion de colesterol y fosfolipidos de las membranas plasmaticas testiculares
de rata (Sebokova y cols, 1990). La modificacién de la composicidn y propiedades
fisicas de la membrana puede conducir a modificaciones en la actividad de los
enzimas asociados a membrana (Muriana y cols, 1992)'y a alteraciones en las
propiedades de union de los receptores de gonadotropinas (Sebokova y cols, 1988).
Por otro lado, en gallos se ha analizado el efecto que sobre la fertilidad tiene el uso
de una dieta rica en aceite de salmén y otra rica en aceite de maiz. Los resultados
demostraron que la dieta rica en aceite de salmén mostraba significativamente
mayores tasas de fertilidad que la rica en aceite de maiz (Blesbois y cols, 1997).
Por ultimo, un estudio reciente ha analizado el efecto de los acidos grasos
poliinsaturados en la dieta (dietas enriquecidas con aceite de linaza y de habas)
sobre diversos parametros reproductivos en terneras lactantes. Los resultados han
demostrado una reduccién de la progesterona plasmatica en el inicio de la fase
litea con los dos tipos de aceites. Los animales alimentados con aceite de linaza
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incrementaron los niveles de estradiol durante la fase folicular, todo lo cual sugiere
gue el uso de acidos grasos poliinsaturados en la dieta puede influir en la funcion
ovarica y uterina de terneras (Robinson y cols, 2002).

Los estudios que se han llevado a cabo en humanos demuestran una heterogeneidad
en los resultados, algunos de ellos aparentemente contradictorios. Se ha descrito
una correlacidn inversa entre el grado de insaturacion de la grasa y los niveles de
testosterona. Asi, la ingesta de aceite de pescado se ha relacionado inversamente
con los niveles de testosterona total (Nagata y cols, 2000). Por otro lado, el uso de
una dieta rica en grasa saturada, reductora de quilomicrones postprandiales, da
lugar a una reduccion prolongada de testosterona que no se ve afectada por la
reduccién postprandial de quilomicrones (Volek y cols, 2001). Sin embargo, otros
autores también encuentran una reduccion en los niveles de testosterona tras una
alimentacién baja en grasa animal (Habito y Ball, 2001).

Otros autores han estudiado el posible efecto del contenido de grasa en la dieta y el
porcentaje entre

acidos grasos poliinsaturados y saturados (P/S). Durante seis semanas se alimenté
a voluntarios con una dieta baja en grasa y un alto porcentaje P/S (1.22). Los
resultados demostraron una reduccidon en suero de androstediona, testosterona y
testosterona libre (Hamalainen y cols, 1984). Reed y cols (1987) demostraron que
después de consumir durante dos semanas una dieta con alto contenido en grasa,
los niveles de colesterol aumentaron mientras que disminuyeron los de sex-hormone
binding globuline (SHBG). En contraste, cuando se cambio6 la dieta por una baja en
grasa, los niveles de colesterol disminuyeron y los de SHBG aumentaron. El
incremento de SHBG se asocid con un descenso de testosterona.

Meikle y cols (1990) al dia siguiente de una dieta rica en grasa también demuestran
una reduccién de testosterona en plasma y sugieren que esta reduccién no afecta
a la LH por lo que la modificacidén de los niveles de testosterona seria debido a la
accion de los acidos grasos a nivel testicular. Field y cols (1994) estudiaron la
relacién entre la dieta y los niveles plasmaticos de diversos esteroides sexuales y
cortisol. Los resultados les demostraron que las Unicas hormonas asociadas con los
lipidos de la dieta fueron dihidrotestosterona, cortisol y SHBG.

Finalmente y en contraste con la mayoria de los autores, Dorgan y cols (1996) tras
evaluar el efecto de la grasa sobre las hormonas sexuales en plasma y orina
observaron que la concentracion de testosterona total y de SHBG aumentaron tras
consumir una dieta alta en grasa durante 10 semanas.

4.2. Esteroides Sexuales e Hipertension

En el ser humano, existen diferencias sexuales en la presion arterial que se hacen
evidentes a partir de la adolescencia y persisten durante la edad adulta. En edades
inferiores a los 60 afos, la presién arterial (PA) sistdlica y diastélica es mayor en
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hombres que en mujeres. Después de esta edad, o bien tras la menopausia, la PA,
particularmente la sistdlica, aumenta en las mujeres apareciendo entonces entre
ellas mayor frecuencia de hipertension que llega a equipararse en incidencia con la
de los hombres. Por lo tanto, la presencia o ausencia de las hormonas ovaricas
pueden ser respectivamente la responsable en parte de la menor PA en
premenopausicas y de la mayor PA en postmenopausicas.

De manera similar a los humanos, en los animales también existen diferencias
sexuales en la presién arterial. Por ejemplo, en comparacion a las hembras, las
ratas macho espontaneas hipertensas, ratas Dahl hipertensas, ratas hipertensas
sal- acetato desoxicorticosterona y ratas genéticamente hipertensas de Nueva
Zelanda tienen mayores niveles de PA. En estos modelos de hipertension, la PA se
reduce por castracion pero no aumenta con la ovariectomia. Por lo tanto, diferencias
sexuales en la PA pueden también ser debidas a cambios en las hormonas testiculares
(Dubey vy cols, 2002). Sin embargo, hasta el momento no hay estudios concluyentes
que demuestren diferencias en la PA entre ratas macho y hembra normotensas
(Reckelhoff, 2001), habiéndose incluso descrito resultados contradictorios
dependiendo de la edad en la que se realizé el estudio (Calhoun y cols., 1995).

4.2.1. Estrogenos, Profestagenos e Hipertension

Tras la menopausia existe un incremento significativo de la presidn arterial. Puesto
gue la menopausia se asocia con un descenso en la sintesis de estradiol, es probable
que los cambios en la PA sean debidos en parte a esta circunstancia (Staessen y
cols, 1997). También apoya la idea de que el estradiol es un agente depresor de la
PA en la mujer, el hecho de que durante el ciclo menstrual, la PA es menor durante
la fase Iatea (cuando los niveles de estradiol estdan aumentados) que durante la
fase folicular (Dunne y cols, 1991). Otras observaciones llevadas a cabo durante el
embarazo también aportan datos a favor del efecto depresor del estradiol sobre la
PA, ya que los niveles de estradiol aumentan entre 50 y 180 veces durante el
embarazo y ese aumento se asocia con una disminucién significativa de la PA
(Siamopoulos y cols, 1996). Ademas, en consonancia con los planteamientos
anteriores, si el estradiol endégeno disminuye la PA, seria légico pensar que la
administracion de preparados estrogénicos también reduciria la PA. Sin embargo,
en este sentido los datos son poco consistentes ya que se han descrito disminuciones,
aumentos, asi como efectos neutros sobre la PA (Dubey y cols, 2002). En este
sentido, estudios recientes indican que la terapia estrogénica sustitutiva tras la
menopausia o no afecta (Lloyd y cols, 2000) o produce un descenso en la PA (Cagnacci
y cols, 1999).

En relacidon al efecto del estradiol sobre el tono vascular, se han demostrado
receptores estrogénicos en el endotelio vascular y esta bien establecido que el
estradiol produce vasodilatacion (Dubey y Jackson, 2001). Este efecto podria ser
en parte mediado por la generacion de oxido nitrico (ON) a partir del endotelio y a
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su vez el efecto se atenua mediante la administracion de inhibidores de la sintesis
de ON (Chen y cols, 1999). Sin embargo, la progesterona inhibe la sintesis de ON
inducida por el estradiol, lo cual puede contribuir a la disminucion del efecto
vasodilatador de los estrégenos en postmenopausicas que reciben simultdneamente
estradiol y progesterona (Xiao y cols, 2001). El estradiol también produce
vasodilatacion coronaria porque induce la apertura de canales de K+ activados por
calcio (White y cols, 1995) y reduce la sintesis de potentes vasoconstrictores como
Angiotensina II (Schunkert y cols, 1997), catecolaminas (Pasqualini y cols, 1991) y
endotelina-1 (Ylicorkala y cols, 1995).

En relacién al crecimiento vascular, no hay duda de que el estradiol inhibe
intensamente la respuesta vascular a la lesion mediante multiples mecanismos
entre los que cabe destacar el blogqueo de la respuesta inflamatoria, la inhibicién de
la llegada de macroéfagos, linfocitos y trombocitos a la zona lesionada, o la inhibicién
de la adhesidén plaquetaria. El efecto protector vascular del estradiol puede atenuar
el desarrollo de la hipertension y ademas puede proteger a los vasos del efecto
perjudicial de una alta presion arterial (Dubey y Jackson, 2001; Mendelson y Karas,
1999).

Por otro lado, el estradiol modula la sintesis de factores circulantes importantes en
la estructura y tono vascular. Por ejemplo, el estradiol estimula la sintesis de
bradicinina reduciendo por tanto la PA (Sumino y cols, 1999). El estradiol reduce la
expresion del enzima convertidor de angiotensina (ECA) en suero y en la pared
vascular y ademas disminuye la liberacidn de renina y la formacién de Ang II
(Schunkert y cols, 1997). También reduce la expresion de receptores AT1 en células
musculares lisas (Nickenig y cols, 1998) y estimula la formacién de Ang 1-7 a la
que se le ha sugerido un papel vasodilatador e inhibidor de del crecimiento del
musculo liso (Brosnihan y cols, 1997). Finalmente, la sintesis del potente
vasoconstrictor endotelina-1 esta inhibida por el estradiol (Dubey y cols, 2001).

El rifidn juega un papel esencial en la regulacion de la PA y diversas patologias renales
estan implicadas en el desarrollo y mantenimiento de la hipertension. El defecto comun
en la hipertensién es un desplazamiento a la derecha en la relacion presidon-natriuresis
(Hall y cols, 1990). Se ha descrito que las ratas macho tienen una tasa de filtracion
glomerular menor y desarrollan dafio glomerular, incluyendo glomeruloesclerosis, en
edades mas tempranas que las ratas hembra (Reckelhoff, 2001). Puesto que el correcto
funcionamiento glomerular es esencial para la hemodinamica renal y la regulacién de
la PA, las observaciones anteriores sugieren que el estradiol ayuda a mantener normal
la PA mediante un efecto protector renal. El estradiol reduce la sintesis de diversos
factores que inducen glomeruloesclerosis y aumento de la PA. Tal es el caso de la
reduccion en la sintesis local renal de Ang II (Gallagher y cols, 1999) y de endotelina-
1 (Morey y cols, 1998). Ademas, existen diferencias de género en la respuesta renal a
la deshidratacion (Prieto y cols, 2002) lo que apoya la existencia de diferencias sexuales
en la regulacion del balance hidrico (Swenson y Sladex, 1997) y consecuentemente en
la regulacion de la PA. En condiciones de deshidratacion, las ratas macho, pero no las
hembras, reducirian el catabolismo de la Ang II a nivel medular renal lo que permitiria
una acciéon mas prolongada de éste péptido en tales condiciones, aumentando por
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tanto la reabsorcién renal de agua en los machos deshidratados pero no en las hembras
(Prieto y cols, 2002).

Finalmente, en relacion al efecto del estradiol, hay evidencias de que inhibe el
sistema nervioso simpatico en modelos animales de hipertension (Vongpatanasin y
cols, 2001).

En general, con respecto a los efectos de los progestagenos, los datos obtenidos de
seres humanos y de estudios animales sugieren que la progesterona tiene efectos
neutros o depresores sobre la PA (Kristiansson y Wang, 2001) induciendo
vasodilatacion entre otros efectos (Miller y Vanhoutte, 1991).

4.2.2. Androgenos e Hipertension

A diferencia del efecto de los estrogenos sobre la PA, relativamente poco es lo que
se conoce sobre la influencia de los andrégenos en la PA y en las enfermedades
cardiovasculares. Algunos estudios han descrito la reduccién o no modificacién de
los niveles de testosterona en hombres hipertensos asi como en pacientes con
enfermedad coronaria o infarto de miocardio. Estos estudios sugieren que éstas
patologias estdn asociadas con un descenso de andrégenos, mas que con un
incremento. Sin embargo, tales estudios podrian sélo reflejar un descenso de
testosterona debido a una situaciéon de estrés ya que se ha descrito un descenso de
ésta hormona ante diversas condiciones de estrés (Kalin y Zumhoff, 1990). Por lo
tanto, bajos niveles de testosterona en pacientes hipertensos o con enfermedad
cardiovascular pueden no ser indicativos de que la testosterona es un reductor de
la PA y un protector cardiovascular.

En contraste, diversos estudios en animales sugieren que la testosterona es un
agente hipertensivo. La PA es mayor en ratas macho espontaneas hipertensas,
ratas Dahl y ratas hipertensas acetato de desoxicorticosterona-sal que las hembras.
La castracion de éstos animales en edades tempranas atenua el desarrollo de la
hipertensién. Ademas, el tratamiento de hembras normotensas ovariectomizadas o
machos castrados con testosterona incrementa la presion arterial a niveles similares
a machos normales y también, la testosterona incrementa la PA en hembras
espontaneas hipertensas ovariectomizadas (Reckelhoff, 2001).

Se han descrito diversos mecanismos por los que la testosterona puede incrementar
la PA. La testosterona incrementa los niveles circulantes de homocisteina. La
homocisteina induce dafio endotelial favoreciendo asi el desarrollo de la
arteriosclerosis y dafa también las células endoteliales glomerulares (Gilaty y cols,
1998). En contraste con el estradiol, la testosterona incrementa los niveles de
endotelina-1 (Gilaty y cols, 1998). Finalmente, en machos espontaneos hipertensos,
la hipertensidn se asocia con altos niveles de catecolaminas y la castracién reduce
los niveles de éstas a los de los controles de normotensos sugiriendo que la
testosterona puede inducir directamente la sintesis de catecolaminas (Kumai y
cols, 1995).
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Con respecto al tono vascular, se ha descrito que la testosterona puede activar
tanto vasoconstriccion como vasodilatacién. El balance entre ambos efectos
determinara el efecto neto sobre el tono vascular y quiza sobre la PA. Los efectos
variables anteriormente descritos podrian ser debidos a esta inconsistente accién
de la testosterona sobre la pared vascular (Dubey y cols, 2002).

Sobre el corazén, la testosterona y su metabolito dihidrotestosterona inducen
hipertrofia cardiaca en parte a que activan una mayor expresion de receptores
androgénicos en los miocitos cardiacos. Ademas, estudios in vitro demuestran que
los andrégenos inducen un mayor crecimiento de miocitos en cultivo sugiriendo un
efecto directo sobre el crecimiento. El efecto hipertréfico de la dihidrotestosterona,
pero no de la testosterona, parece asociado a un aumento en la sintesis de péptido
natriurético auricular, todo lo cual indica que el efecto hipertréfico de los andrégenos
se debe a una multiplicidad de mecanismos (Marsh y cols, 1998).

A nivel renal se ha descrito que durante el envejecimiento, en comparaciéon con las
hembras, las ratas macho demuestran un mayor descenso en la tasa de filtracion
glomerular, desarrollan un mayor dafio glomerular, mayor glomeruloesclerosis,
proteinuria y presentan un mayor incremento en la presion arterial (Reckelhoff,
2001). La castracion en edades tempranas atenua el dafio renal y previene el
desarrollo de la hipertension. Sin embargo, la administracidon de testosterona a los
animales castrados aumenta la PA a los mismos niveles que los animales normales
(Reckelhoff, 2001). Los rinones expresan receptores para andrégenos lo que sugiere
gue éstos efectos sean mediados por ellos (Reckelhoff y Granger, 1999).

Otro mecanismo clave por el cual los andrégenos inclinan el sistema cardiovascular
hacia un estado que favorezca la hipertension es desplazando la relacion presion-
natriuresis hacia la derecha. A presiones de perfusién renal comparables, los machos
espontaneos hipertensos y las hembras ovariectomizadas que reciben un tratamiento
crénico de testosterona, excretan menor sodio y agua que las hembras normales,
hembras ovariectomizadas o machos castrados (Reckelhoff y Granger, 1999). Estos
efectos podrian ser mediados por el sistema renina-angiotensina debido a que la
testosterona incrementa los niveles plasmaticos de renina (Reckelhoff, 2001), la
castracién de ratas macho disminuye la actividad de renina plasmatica y la
administracion de testosterona a hembras ovariectomizadas aumenta la actividad
de renina, siendo este un efecto dosis-dependiente (Reckelhoff, 2001). Por lo tanto,
estos estudios en animales aportan serias evidencias de que la testosterona
disminuye la propiedad de los rifiones de excretar sal y por tanto predispone a la
hipertension (Dubey y cols, 2002).



II. Objetivos
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OBJETIVOS

El nivel circulante o tisular de un determinado péptido, es el resultado de un equilibrio
entre su secrecidon y degradacion. Asi, el estado funcional de estos péptidos bioactivos
depende no sélo de su secrecidn sino también de su inactivacién o procesamiento
mediante la accion de enzimas proteoliticos tales como las aminopeptidasas (AP).
Estos enzimas juegan un importante papel en la regulaciéon del SRA (Barret y cols.
1998), de las hormonas OX y VS (Itoh y Nagamatsu 1995) y de la TRH (Cummins
y O "Connor 1998).

Es bien conocido el hecho de que el incremento de grasa saturada en la dieta esta
relacionado con un incremento en los niveles de colesterol en plasma y con niveles
mas altos de presidon sanguinea. Por otro lado, la ingesta de acidos grasos
monoinsaturados ha sido propuesta como un factor dietético a considerar debido a
su influencia sobre la incidencia de enfermedades cardiovasculares e hipertension.
Sin embargo, los mecanismos que subyacen a este efecto son aln desconocidos.

Se ha sugerido que la composicion grasa de la dieta influye sobre la funcion
reproductora en varones (Surai y cols. 2000), en la composicién en colesterol-
fosfolipidos de las membranas plasmaticas testiculares de ratas (Sebokova y cols.
1988) y en el metabolismo de las prostaglandinas y la fertilidad (Abayasekara y
Wathes 1999).

El objeto del presente estudio se centra en el estudio de diversas actividades
proteoliticas, del tipo aminopeptidasa, implicadas en el control de la presion arterial
(actividades angiotensinasa A o AP A, angiotensinasa M o AP M y degradativa de
vasopresina o CysAP), y de la TRH (actividad degradativa de la TRH o pGIuAP) en
grupos experimentales de ratas alimentadas con dietas que difieren en el tipo y
grado de saturacion de la grasa que contienen (aceites de girasol, sésamo, pescado,
oliva, coco y manteca de cerdo). Las actividades enzimaticas se determinaran en
plasma y en distintos tejidos, centrales y periféricos, y tanto a nivel soluble como
unido a membrana.

Nuestro propodsito es establecer una relacién funcional entre el tipo de grasa en la
dieta, la regulacién de la presion sanguinea y otras modificaciones fisioldgicas que
podrian estar influidas del mismo modo.



III. Material y Métodos



1. Materiales
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1. MATERIALES

ANIMALES

Para la realizacién del presente estudio se utilizaron un total de 48 ratas macho de
la raza Wistar con pesos comprendidos entre 100-150 gramos procedentes del
animalario de la Universidad de Jaén. Las ratas fueron mantenidas bajo condiciones
estandar de luz, humedad y temperatura, y tuvieron libre acceso tanto a la comida
como al agua.

APARATOS

- Agitador magnético (A-06 serie H, SBS).

- Agitador de tubos (Reax 2000, Heildolph).
- Balanza de precisién (SBC 21, Scaltec).

- Bafio termostatizado agitador (320 OR, Unitronic).
- Contador gamma multipozo (Berthold).

- Espectrofluorimetro (Cary Eclipse, Varian).
- Espectrofotdmetro (Helyos,Unicam).

- Homogeneizador (RZR1, Heildolph).

- Lector de placas (Bio-Rad MD-550).

- Medidor de presidn arterial (Letica 5000).
- pHmetro (MicropH 2001, Crison).

- Rotor (Mod. 50Ti, Beckman).

- Rotor orbital (CD 3000445, JP Selecta SB).
- Ultracentrifuga (L7-75, Beckman)
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PRODUCTOS QUIMICOS

- Acetato sddico (Merck).

- Acido acético (Merck).

- Acido etilendiaminotetraacético (EDTA)(Sigma).
- Acido ortofosférico (Merck).

- Acido fosfotiingstico (Sigma).

- L-Alanil-B-Naftilamida (Sigma).

- Albumina bovina. Fraccién V (Sigma).
- L-Arginil-B-Naftilamida (Sigma).

- L-Aspartil-B-Naftilamida (Sigma).

- Bio-beads SM-2 (Bio-Rad).

- Cloruro calcico anhidrico (Sigma).

- Cloruro de magnesio (Sigma).

- Coomasie G (Sigma).

- L-Cystinil-p-Naftilamida (Sigma).

- Dimetil sulféxido (Sigma).

-  D-L-Ditiotreitol (DTT) (Sigma).

- Equitensin.

- Etanol (Merck).

-  Eter (Panreac)

- Fosfato dibasico (Merck).

- Fosfato monobasico (Merck).

- L-Glutanil-B-Naftilamida (Sigma).

- L-Piroglutanil-B-Naftilamida (Sigma).
- Tritdn-X-100 (Sigma)

- Trizma base (Sigma).
DISOLUCIONES

TAMPON TRIS-HCI 0,2M pH 7,4

Para la preparacion de 1000 ml, se toman 24,22 g de trizma base (Tris (hidroximetil)
amino metano), disolviéndolo en agua destilada hasta alcanzar el volumen indicado.
Se ajusta el volumen a pH 7,4.
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TAMPON FOSFATO 0,1 M pH 7,4

Para obtener la solucidén de trabajo se mezclan 95 ml de Fosfato monobasico 0,2 M
(34,2 g de fosfato monobasico en 1000 ml de agua destilada) con 405 ml de Fosfato
dibasico 0,2 M (53,65 g de fosfato dibasico en 1000 ml de agua destilada) y se
completa hasta 1000 ml con agua destilada.

TAMPON ACETATO 0,1 M pH 4,2

Para la preparacion de la solucién de trabajo se mezclan 368 ml de acido acético
0,2 M (11,55 ml de acido acético en 1000 ml de agua destilada) con 132 ml de
acetato sddico 0,2 M.(16,4 g de acetato sodico en 1000 ml de agua destilada)y se
afora hasta 1000 ml.

SOLUCION PATRON DE ALBUMINA (1 mg/ml)

Se pesan 100 mg de albumina bovina y se disuelven en 100 ml de agua destilada.

EQUITENSIN

Para preparar 500 ml:
- Hidrato de cloral 21,25 g disueltos en 49,4 ml de etanol
- Nembutal 81 ml (4,869 en agua)
- Propilenglicol 198 ml

- Sulfato de Magnesio 10,64 mg

Se lleva a volumen con agua destilada.

SOLUCION BRADFORD
- 100mg Coomasie G
- 50ml Etanol
- 100ml Acido Ortofosforico
- 50ml Agua destilada

Se prepara una solucién concentrada con el Coomasie G, el etanol, el acido
ortofosférico y el agua destilada, luego se filtra. Para obtener la solucidn de trabajo,
la solucién anterior se diluye 5 veces.

REACTIVO PRECIPITANTE DE LIPOPROTEINAS

Se necesita preparar una disolucion concentrada de acido fosfotlngstico 0,55mmol/l y
cloruro de magnesio 25 mmol/Il, para ello debemos de tomar por cada ml de reactivo
gue necesitemos 1,6mg del acido y 4,95mg del cloruro.
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La solucion de trabajo se diluye 4:1 con agua destilada.

Para la precipitacion de lipoproteinas (Quilomicrones, VLDL y LDL) se aflade a cada
200pl de muestra de plasma 500 pl del reactivo diluido.



2. Métodos
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2. METODOS
2.1. Grupos Experimentales y Dietas

Se utilizaron 48 ratas macho de la raza Wistar con pesos comprendidos entre 100-
150 gramos. El cuidado y uso de los animales se llevo a cabo de acuerdo con la
directiva europea 86/609/EEC. Fueron divididas en seis grupos de 8 ratas cada
uno. A cada grupo se le administré dietas isocaldricas e isoproteicas que diferian
Unicamente en el tipo de grasa afiadida (10%); aceite de girasol, sésamo, pescado
(menhaden), oliva, coco y manteca de cerdo.

Las dietas cuya composicidon aparece descrita en la siguiente tabla, se preparaban
una vez cada dos semanas y se mantenian en camara fria y en oscuridad.

COMPOSICION DE LAS DIETAS

Aceite de | Aceite de | Aceite de | Aceite de | Manteca | Aceite
Sésamo | Girasol | Pescado Oliva de Cerdo | de Coco
Ingredientes (g/kg)
Caseina 210 210 210 210 210 210
Metionina 3 3 3 3 3 3
Sacarosa 450 450 450 450 450 450
Maltodextrinas 137 137 137 137 137 137
Celulosa 50 50 50 50 50 50
Aceite de maiz 11 11 11 1 11 11
Aceite de sésamo 90 - - - - -
Aceite de girasol - 90 - - - -
Aceite de pescado - - 90 - - -
Aceite de oliva = = = 90 = =
Manteca de cerdo = = = = 90 g
Aceite de coco w e s - = 90
Corrector Vit-Min 45 45 45 45 45 45
Cloruro de colina 4 4 4 4 4 4
Comp. Energética (%)

Proteinas 20.5 20.5 20.5 20.5 20.5 20.5

Carbohidratos 57.3 57.3 57.3 57.3 57.3 57.3

Lipidos 22.2 222 22.2 22.2 22.2 22.2

Energia total (MJ/Kg) 17.1 17.1 17.1 174 171 17.1

TABLA 3. Composicion de las dietas experimentales.
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Los animales se alimentaron con estas dietas experimentales durante 16 semanas
durante las cuales se controlaban diariamente los niveles de ingesta de agua y
alimento, y semanalmente el incremento de peso, nivel de presion arterial y

frecuencia cardiaca.

A continuacion, se expone una tabla con la composicidn en acidos grasos, colesterol,
fitoesteroles, y Vit E de cada tipo de grasa o aceite utilizado, segun la USDA
(Departamento de Agricultura de los Estados Unidos).

COMPOSICION LIPIDICA DE LAS DIETAS UTILIZADAS (contenido/100g)

ACIDOS GRASOS (g) GIRASOL SESAMO PESCADO OLIVA MANTECA COCO
Caproico 6:0 0 0 0 0 0 0,5
Caprilico 8:0 0 0 0 0 0 6,8
Caprico 10:0 0 0 0 0 0,1 5,4
Laurico 12:0 0 0 0 0 0,2 40,1
Miristico 14:0 0,1 0 7,2 0 1,2 15,1
Pentadecoico 15:0 0 0 1,1 0 0 0
Palmitico 16:0 6.5 9,2 14,8 11,1 22,6 8,6
Margarico 17:0 0 0 1,6 0 0,2 0
Estearico 18:0 4,2 4,5 3,6 2,2 12,3 2.7
Araquidico 20:0 0,4 0,5 0,2 0,3 0 0
Behénico 22:0 0,5 0 0,1 0 0 0
Lignocerico 24:0 0,2 0 0,2 0 0 0
Saturados AGS 11,9 14,2 28,8 13,5 36,7 79,2
Palmitoleico 16:1 0,4 0,2 9,5 0,7 2,5 0
Oleico 18:1 20,2 38,0 15,7 67,9 39,7 7.9
Gadoleico 20.1 0,7 0,2 1,2 0,3 0,9 0
Ertcico 22:1 0 0 0,3 0 0 0
Monoinsat. AGM 21,3 38,4 26,7 69,0 43,3 7,9
Linoleico 18:2 65,5 43,6 8.3 13,5 15,6 8,0
Araquidonico 20:4 0 0 1,1 0 0,2 0
Total wé 65,5 43,6 9,4 13,5 15,6 8,0
Linolénico 18:3 0,4 0,4 1.4 0,6 1.0 0,1
Estearidénico 18:4 0 0 2,5 0 0 0
Timnoddnico 20:5 0 0 11,9 0 0 0
Clupandénico 22:5 0 0 4.4 0 0 0
Cervonico 22:6 0 0 77 0 0 0
Total w3 0,1 0,4 21,1 0,6 1,0 0,1
Poliinsat. AGP 65,9 44,0 37,2 14,0 16,5 8,1
AGP / AGS 5,5 3.1 1,5 1,0 0,6 0,5
AGP+AGM / AGS 7.4 5,8 2.5 6,2 1.3 0,8
Omegab/Omega3 164, 128,5 9,2 21,0 18,3 9.1
OTROS COMPONENTES (mg)

Colesterol 0,0 0,0 468.,9 0,0 85,5 0,0
Vitamina E 47.9 6,0 2,3 13,5 3.4 2,6
a-Tocoferol 42.0 2.8 1,6 12,3 2.7 1,6
Fitoesteroles 196,5 885,0 106,5 305.4 106,5 183,9

TABLA 4. Composicion ljpidica de las dietas (89% aceite experimental + 11%

aceite de maiz)
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2.2. Obtencion de las Muestras

Pasadas las 16 semanas sometidas a dieta experimental, los animales se mantuvieron
en ayuno 12 horas antes del sacrificio. Se anestesiaron con equitensin (2 ml/kg
peso corporal) y se procedid a la extraccidén de las muestras de sangre por puncién
en el ventriculo izquierdo. Las muestras del resto de tejidos (corteza y médula
renal, testiculo, hipotalamo, corteza frontal, aorta, auricula y ventriculo) se obtuvieron
por diseccidn, previa perfusion con solucion salina (CINa 9 °/,,) via sanguinea a
través del ventriculo izquierdo. Las muestras de tejido fueron rapidamente congeladas
y mantenidas a -80°C hasta su utilizacion.

2.3. Preparacion de las Muestras

A las muestras de sangre se les afiadié EDTA como anticoagulante y se centrifugaron
a 2000g durante 10 min. para obtener el plasma, en el cual se midieron los niveles
de proteina, triglicéridos, colesterol total, colesterol-HDL, colesterol-LDL,
testosterona, dihidrotestosterona, estradiol y de actividad aminopeptidasica.

Para obtener la fraccion soluble, las muestras de tejido fueron homogeneizadas con
1/2 ml de tampdn tris-HCI 10 mM (pH 7,4) y ultracentrifugadas a 100.000 g durante
30 minutos a 4°C. Los sobrenadantes resultantes se usaron para medir la actividad
enzimatica soluble de Ala-AP, Arg-AP, Cys-AP, Glu-AP, Asp-AP y pGlu-AP y el contenido
en proteinas solubles.

Para solubilizar las proteinas de membrana, los sedimentos se rehomogeneizaron
en tampon Tris-HClI 10 mM. (pH 7,4) con triton-X-100 al 1%. Después se
ultracentrifugé (100.000 g, 30 min., 4°C). Con el fin de retirar el detergente, a los
sobrenadantes obtenidos se les anadié un adsorbente polimérico, bio-beads SM-2
(100 mg/ml) y se mantuvieron en el rotor orbital durante 2 horas dentro de una
camara frigorifica (4°C) para evitar la inhibicion del detergente sobre las actividades
enzimaticas (Alba y cols.1995).

Las muestras resultantes, tras la extraccion de los bio-beads SM-2, se usaron para
medir la actividad enzimatica unida a membrana de Ala-AP, Arg-AP, Cys-AP, Glu-AP,
Asp-AP y pGlu-AP y el contenido en proteinas unidas a membrana.

2.4. Determinacion de Colesterol y Triglicéridos

Se determind el colesterol de las distintas fracciones lipoprotéicas en plasma, HDL
y LDL, por separado. Para ello, se procedié antes a su separacién por precipitacion
con acido fosfotungstico y cloruro de magnesio. Con este método precipitan las
lipoproteinas que contienen apoB (quilomicrones, VLDL, LDL y Lpa) quedando en el
sobrenadante las lipoproteinas HDL. Posteriormente se cuantifica el colesterol total
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y el del sobrenadante (colHDL) por el método enzimatico CHOD-PAP mediante un
kit de la casa Sigma. A continuacion se procede a calcular el colesterol-LDL mediante
la férmula de Friedewald:

colLDL=colTOTAL-(TGL/5)-colHDL

Los triglicéridos del plasma se cuantificaron por un método enzimatico basado en la
reaccidon de Buccolo y David mediante un kit de la casa Sigma.

2.5. Determinacion de Hormonas Esteroideas

Los valores de testosterona y estradiol se determinaron por radioinmunoanalisis
(RIA). Se hace reaccionar una cantidad fija de hormona marcada con una cantidad
fija de anticuerpo formandose un complejo hormona marcada-anticuerpo. Al mismo
tubo se aflade una cantidad de hormona no marcada (suero o estandar) que
compite con la hormona marcada en la formacién del complejo. De esta manera la
radioactividad del complejo hormona-anticuerpo desciende en proporcion inversa a
la cantidad de hormona no marcada que existe en el medio. Esto se utiliza para
calcular la cantidad de hormona existente en la muestra problema por comparacion
con los resultados obtenidos de la curva estandar cuyos valores de hormona no
marcada son conocidos.

A cada tubo se afiaden 50ul de estandar o muestra y 500ul de hormona marcada
radioactivamente. Se deja incubar 3h a 37°C. Luego se separa la hormona libre de
la unida al complejo y se cuenta la radioactividad en un contador de radiacién
gamma. Cada muestra de estandar y problema se realiza por duplicado, se realiza
la media y se calcula la fraccion B/BO0 siendo B las cuentas de radioactividad obtenidas
en cada tubo y BO las del punto cero de la curva estandar cuya concentracion de
hormona no marcada es 0. Los valores de hormona en los sueros problema se
obtienen por interpolacion en la curva estandar. Los materiales utilizados fueron
suministrados por la casa Dia Soria (Vercelli, Italia).

Las determinaciones de dihidrotestosterona (DHT) se realizaron mediante ELISA.
A cada pocillo de una placa recubierta se afladen 50ul de estandar o problema y
100ul de anticuerpo anti-DHT y se deja incubar a T2 ambiente durante 1 hora.
Posteriormente se afiade TBM para producir la reaccién colorimétrica y pasados 30
minutos una solucidn reductora que para la reaccién y permite su lectura en el
lector de placas a 450nm. Los valores de hormona en la muestra problema se
obtienen por interpolacion en la curva estandar de concentraciones conocidas. Los
materiales utilizados fueron suministrados por la Diagnostic Biochem Canada Inc.,
Ontario, Canada (disponen del anticuerpo especifico para la DHT) (Rodriguez-Aleman
y cols. 2000).
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2.6. Determinaciones Enzimaticas

e Las actividades enzimaticas solubles y unidas a membrana de Ala-AP,
Arg-AP, Cys-AP, Glu-AP, Asp-AP y pGlu-AP, se midieron fluorimétricamente,
utilizando como sustratos L-Ala-B-NA , L-Arg-B-NA, L-Cys-B-NA, L-Glu-B-NA, L-
Asp-B-NA y L-pGlu-B-NA respectivamente, de acuerdo con el método de
Greenberg (1962), modificado por Alba y cols. (1989) y los métodos modificados
de Tobe y cols (1980) (para Glu-AP), Cheung y Cushman (1971) (para Asp-AP)
y Schwabe y McDonald (1977) (para pGlu-AP).

Se utilizaron placas negras de 96 pocillos, en cada pocillo se pipetearon 20 6 50 ul
de muestra (segun se midiese actividad AlaAP, ArgAP, CysAP, 6 ; GIuAP, AspAP,
pGIuAP) que se incubaron durante 30 min. a 37°C en 100pl de las soluciones sustrato
(ver tabla 5). A los 30 min. de incubacidn, la reaccién enzimatica se detuvo mediante
la adicién de 100ul de tampdn acetato 0,1 M (pH 4,2).La b-NA liberada como resultado
de la actividad enzimatica, se cuantificd fluorimétricamente a 412 nm de emisidn
con una excitacion de 345nm.

Los valores obtenidos se transformaron en pmoles de B-NA liberada, mediante la
extrapolacién a una recta previamente obtenida tras la determinacion de
concentraciones decrecientes de B-NA en un medio de solucién igual al de la solucion
sustrato, mas 100ul de tampdn acetato 0,1 M., pH 4,2. La actividad soluble y unida
a membrana de Ala-AP, ArgAP, Cys-AP, Glu-AP, Asp-AP y pGlu-AP se expres6 como
pmoles de L-Ala-B-NA, L-Arg-B-NA, L-Cys-B-NA, L-Glu-B-NA, L-Asp-B-NA y L-pGlu-
B-NA hidrolizados por min. y por mg de proteina.
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SOLUCIONES SUSTRATO

COMPONENTES TAMPON
o L-Ala-B-NA 3,35mg/100ml
E Albumina bovina 10mg/100ml Fosfato 50mM (pH 7,4)
< DTT 10mg/100ml
o L-Arg-B-NA 3,35mg/100ml
<é, Albtimina bovina 10mg/100ml Fosfato 50mM (pH 7,4)
= DTT 10mg/100ml
o L-Cys-B-NA 5,63mg/100ml
E Albumina bovina 10mg/100ml Tris HCI 50mM (pH 6)
© DTT 10mg/100ml
o L-Glu-B-NA 2,72mg/100ml
g Albiimina bovina 10mg/100ml Tris HCI 50mM (pH 7.4)
© DTT 10mg/100ml
o L-Asp-B-NA 2,58mg/100ml
‘é_ Albtimina bovina 10mg/100ml Tris HCI 50mM (pH 7,4)
< | mnc, 39,4mg/100ml
& L-pGlu-B-NA 2,58mg/100ml
_5 Albtiimina bovina 10mg/100ml Tris HCI 50mM (pH 7,4)
(3_ DTT 10mg/100ml

TABLA 5. Composicion de las soluciones sustrato utilizadas para /as
determinaciones enzimaticas.

2.7. Determinacion de Proteinas

Para la determinacion de proteinas se utilizé el método de Bradford (1976), basado
en la afinidad de un colorante (Coomasie azul brillante) por las proteinas. La union
del colorante a las proteinas produce un cambio en la longitud de onda de absorcion
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de aquel, que se puede medir espectrofotométricamente a 595 nm. Para realizar la

curva patrén se utilizé albumina sérica bovina (BSA) como estandar.

Los procedimientos seguidos para el procesamiento de las muestras y las posteriores
determinaciones enzimaticas y de contenido en proteinas se esquematizan en la

figura:

TEJIDO

-HOMOGENEIZACION
- CENTRIFUGACION

SEDIMENTO

-HOMOGENEIZACION
-CENTRIFUGACION

SEDIMENTO SOBRENADANT
Se desecha E

BIO BEEDS

FRACCION UNIDA A
MEMBRANA

SOBRENADANTE

FRACCION SOLUBLE

-INCUBACION
-DETENCION DE LA REACCION

DETERMINACION FOTOMETRICA
DE PROTEINAS

DETERMINACION FLUORIMETRICA
DE LA ACTIVIDAD ENZIMATICA

2.8. Preparaciones Histoldgicas de la Aorta

Tras la diseccion del animal, se corté aproximadamente 1 cm del cayado adrtico de
cada animal, y se mantuvo una noche en fijador (formaldehido 4% en tampoén
PBS). Posteriormente se lava en PBS y se pasa por una serie creciente en
concentracidon de Etanol (709, 80°, 90°, absoluto; 30 minutos en cada solucion), se

mantuvo una noche en xileno, y se incluyé en parafina.

88
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Los bloques de parafina se cortaron con un microtomo a 10-20mm, luego se procede
al montaje en portas y a su desparafinado e hidratado en soluciones decrecientes
de alcohol para su posterior tincién con hematoxilina-eosina. Por Ultimo se procede
a su analisis microscopico para determinar la existencia o ausencia de lesiones
ateroesclerdticas.

2.9. Analisis Estadistico

El estudio de las variaciones en la actividad AP y en los niveles de los demas
parametros analizados entre los seis grupos de animales se realizé estableciendo
un modelo de ANOVA de una via (ANOVA I). Los valores de p inferiores a 0,05 se
consideraron significativos (*** p<0,001; ** p<0,01; * p<0,05).

Para comparaciones posteriores entre medias se utilizé el test de Tukey. Todos los
analisis estadisticos de los resultados se llevaron a cabo utilizando el paquete
estadistico Stadistical Graphics System (STATGRAPHICS).



IV. Resultados
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1. CAMBIOS EN LOS VALORES DE PESOS E INGESTA DE AGUA Y ALIMENTO

- (Tablas 6 y 7) No se hallan diferencias significativas al comparar los pesos
corporales de los distintos grupos de animales durante todo el proceso experimental,
ni de los pesos del corazén, rifidn y cerebro obtenidos tras el sacrificio. Si se observa
un aumento de peso de los higados de las ratas alimentadas con aceite de girasol,
si las comparamos con el grupo de sésamo (p<0,01).

- (Tablas 8, 9 y 10) Durante la 42 semana el grupo de girasol alcanzé mayores
niveles de ingesta de alimento al compararlos con los de pescado (p<0,05), vy
durante la 162 semana fueron los animales alimentados con aceite de coco los que
alcanzaron mayores niveles de ingesta al compararlos con los grupos de sésamo,
girasol, pescado y manteca (p<0,01). La ingesta de agua fue mayor durante la 132
semana en el grupo de sésamo al compararlo con el de manteca de cerdo (p<0,05).
Si tenemos en cuenta los valores medios de ingesta de agua durante todo el
experimento, obtenemos diferencias significativas con los grupos de pescado, oliva
y manteca que alcanzan niveles menores al compararlos con el de girasol, y el de
manteca de cerdo al compararlo con el de sésamo (p<0,001). No encontramos
diferencias estadisticamente significativas en los valores de ingesta energética diaria
y eficiencia en el uso de la energia.

2. CAMBIOS EN LOS VALORES DE PRESION ARTERIAL Y FRECUENCIA
CARDIACA

- (Tabla 11) La presidn arterial alcanzé mayores valores en las ratas alimentadas
con aceite de coco durante la 7@ semana que las alimentadas con aceite de pescado
(p<0,05), durante la 112 semana fueron mayores los valores obtenidos con el
grupo de girasol al compararlo con los de pescado y manteca de cerdo (p<0,05), y
durante la semana 172 los grupos de pescado y manteca de cerdo siguieron
obteniendo los valores mas bajos de presidn arterial al compararlos con el resto de
grupos experimentales (p<0,001). Al tener en cuenta los valores medios de presion
arterial durante todo el proceso, se obtienen diferencias significativas al comparar
el grupo de pescado que alcanza niveles menores que los grupos de girasol, oliva y
coco (p<0,01).

- (Tabla 12) Durante la 32 semana se alcanzaron mayores valores de frecuencia
cardiaca en el grupo de girasol al compararlos con los de oliva, manteca de cerdo y
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coco (p<0,01), durante la 52 semana fue el grupo de manteca de cerdo el que
obtuvo mayores niveles de frecuencia cardiaca al compararlo con el de oliva (p<0,05).

3. CAMBIOS EN LOS NIVELES DE LOS PARAMETROS PLASMATICOS
ANALIZADOS.

- (Tabla 13) Los niveles de colesterol total fueron mas bajos significativamente
en las ratas alimentadas con aceite de pescado y manteca de cerdo al compararlas
con el resto de las grasas (p<0,001). Si nos referimos al porcentaje de colesterol-
LDL frente al colesterol total los valores menores siguen siendo para el grupo de
manteca de cerdo, siendo los valores mas altos los del grupo de sésamo (p<0,001).
Y si atendemos a la fraccion de colesterol unida a HDL frente al colesterol total, los
valores mas altos significativamente son los del grupo de manteca de cerdo frente
al resto de los grupos (p<0,001).

Los triglicéridos alcanzan los niveles mas bajos con los grupos de ratas alimentadas
con aceite de pescado y de sésamo (p<0,001).

Respecto al nivel de hormonas sexuales; el grupo de manteca de cerdo alcanza los
valores mas altos de testosterona (p<0,01), el grupo de oliva alcanza menor valor
medio de estradiol que el grupo de coco (p<0,05), y con los valores de
dihidrotestosterona no se alcanzan diferencias significativas estadisticamente.

4. CORTES HISTOLOGICOS DE LA AORTA

Por problemas en el procesamiento de las muestras, sélo conseguimos obtener
buenos cortes de la aorta con los grupos de girasol y manteca de cerdo.

En las figuras que a continuacién adjuntamos pueden observarse la no existencia
de depdsitos grasos en la pared arterial, ni de placas fibrosas, células espumosas u
otros factores que indiquen el desarrollo del proceso aterosclerdtico.
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Figuras 6-11: Imagenes tomadas al microscopio optico de distintas secciones
del cayado adrtico de los grupos experimentales alimentados con aceite de giraso/
(G) y manteca de cerdo (M)

5. CAMBIOS EN EL NIVEL DE PROTEINAS EN PLASMA

- (Tabla 14) Los niveles medios de proteina plasmatica fueron menores en el
grupo de sésamo que en el resto de grupos (p<0,05).

6. CAMBIOS EN LAS ACTIVIDADES AMINOPEPTIDASAS

ACTIVIDAD AMINOPEPTIDASA EN PLASMA

- (Tabla 15) La actividad AlaAP es menor en el grupo de pescado que en el grupo
de manteca de cerdo (p<0,01). La actividad ArgAP es menor en los grupos de
pescado y coco que en los de sésamo y manteca de cerdo(p<0,001). La actividad
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CysAP es menor en el grupo de sésamo que en girasol y manteca de cerdo(p<0,01).
Las actividades GIuAP, AspAP y pGIuAP alcanzaron menores niveles en los grupos
de sésamo y pescado que en el resto de los grupos(p<0,001).

ACTIVIDAD AMINOPEPTIDASA EN CORTEZA RENAL

- (Tabla 16) Sdlo se encuentran diferencias significativas entre grupos con la
actividad AspAP tanto en su forma soluble como en la unida a membrana: La actividad
AspAPsol es mayor en el grupo de manteca si lo comparamos con el de oliva (p<0,05)
y la actividad AspAPmb es mayor en el grupo de pescado que en el de girasol
(p<0,05).

ACTIVIDAD AMINOPEPTIDASA EN MEDULA RENAL

- (Tabla 17) Las actividades AlaAP y CysAP solubles no muestran diferencias
significativas entre grupos. La actividad ArgAPsol es mayor en el grupo de manteca
gue en el de girasol (p<0,05). La actividad GluAPsol alcanza sus valores mas bajos
en el grupo de manteca y los mayores con el de coco (p<0,001). La actividad
AspAPsol es menor con el grupo de girasol (también manteca pero sin diferencias
significativas) que con el resto de las grasas(p<0,01). La actividad pGluAPsol es
menor en el grupo de girasol que en los grupos de sésamo y oliva (p<0,01).

Las actividades ArgAPmb y pGIuAPmb no muestran diferencias significativas entre
grupos. La actividad CysAPmb es menor en el grupo de girasol que en los de manteca
y coco (p<0,01). La actividad GIuUAPmb es menor en girasol que en el grupo de
sésamo (p<0,05). La actividad AspAPmb alcanza sus valores mas altos con el grupo
de coco y los mas bajos con la manteca de cerdo (p<0,001).

ACTIVIDAD AMINOPEPTIDASA EN CAYADO AORTICO

- (Tabla 18) La actividad AlaAPsol alcanza sus valores mas altos con los grupos
de girasol, sésamo y pescado, estando los valores mas bajos con oliva, manteca y
coco (p<0,001). Las actividades ArgAPsol y CysAPsol no alcanzan diferencias
significativas entre grupos. Las actividades GIuAP, AspAP y pGIuAP solubles tienen
el mismo patrén, alcanzando sus valores mayores con el pescado y los menores
con el girasol (p<0,01).

Las actividades AlaAPmb y ArgAPmb son mayores en los grupos de oliva y coco
(p<0,01y p<0,001). La actividad GIUAPmb es menor en girasol que en el grupo de
oliva (p<0,01). La actividad AspAPmb es menor en el grupo de manteca que en el
de pescado (p<0,05). La actividad pGIuAPmb alcanza sus valores mas altos en el
grupo de pescado y los mas bajos en el de girasol (p<0,001).

ACTIVIDAD AMINOPEPTIDASA EN VENTRICULO

- (Tabla 19) La actividad AlaAPsol es mayor en el grupo de girasol que en el de
pescado (p<0,05). La actividad ArgAPsol es mayor con el grupo de manteca que
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con el de pescado (p<0,05). La actividad CysAPsol aumenta con el girasol si lo
comparamos con el resto de las grasas (p<0,001). La actividad GluAPsol alcanza
sus valores mas altos con los grupos de girasol y manteca (p<0,001). La actividad
AspAPsol es mayor en el grupo de girasol (p<0,001).La actividad pGluAPsol alcanza
sus valores mas altos con el grupo de girasol y los mas bajos con el de oliva
(p<0,001).

Con las actividades AlaAP y ArgAP unidas a membrana también se alcanzan los
valores mayores con el grupo de girasol (p<0,001). Con las actividades CysAP,
AspAP y pGIUAP en su forma unida a membrana obtenemos un patrén parecido
cuyos valores mas altos de actividad se alcanzan con los grupos de girasol y manteca
(p<0,001). Con la actividad GIuUAPmb no se aprecian diferencias significativas entre
grupos.

ACTIVIDAD AMINOPEPTIDASA EN AURICULA

- (Tabla 20) La actividad AlaAPsol es menor en el grupo de coco al compararlo
con el de sésamo (p<0,05). La actividad ArgAPsol es menor en el grupo de girasol
que en el de manteca (p<0,05). La actividad CysAPsol es mayor en el grupo de
pescado que en los de girasol y manteca (p<0,01). La actividad GluAPsol es mayor
con el pescado (p<0,05). No se aprecia actividad en los grupos de girasol y manteca.
Tampoco se aprecia ninguna actividad AspAPsol en ninguno de los grupos
experimentales. La actividad pGluAPsol es mayor en el grupo de pescado (p<0,05),
no se aprecia dicha actividad en el grupo de manteca.

En la actividad AlaAPmb sélo se aprecia un pequefio aumento en el grupo de manteca
al compararlo con el de pescado. La actividad ArgAPmb es mayor en el grupo de
coco que en los de sésamo, girasol y pescado (p<0,001). No se aprecian actividades
CysAPmb ni pGIuUAPmMb. Las actividades GIuUAPmb y AspAPmb presentan parecidos
patrones estando los valores mas altos en el grupo de oliva (p<0,001).

ACTIVIDAD AMINOPEPTIDASA EN TESTICULO

- (Tabla 21) Las actividades AlaAP, ArgAP y CysAP solubles tienen el mismo patron
alcanzando sus valores mas altos con la manteca manteniendo diferencias
significativas frente a todos los aceites exceptuando al de girasol (p<0,001). La
actividad GluAPsol obtiene sus valores mas altos con manteca y coco y los mas
bajos con el aceite de oliva (p<0,001). Las actividades AspAPsol y pGluAPsol son
mayores con el aceite de girasol y la manteca y menores con los grupos de oliva y
coco (p<0,001).

Con las actividades AlaAP, ArgAP y CysAP unidas a membrana se alcanzan los
valores mas altos en el grupo de manteca frente a los valores mas bajos obtenidos
por el grupo de pescado (p<0,01;p<0,001). Con la actividad GIuUAPmb no se alcanzan
diferencias significativas. La actividad AspAPmb es mayor en los grupos de manteca
y coco frente a los de sésamo y oliva (p<0,05). La actividad pGIUAPmMb es mayor en
los grupos de girasol, manteca y coco frente a sésamo, pescado y oliva (p<0,001).
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ACTIVIDAD AMINOPEPTIDASA EN CORTEZA FRONTAL

- (Tabla 22) Las actividades AlaAPsol, ArgAPsol y GIuAPsol no presentan diferencias
significativas entre grupos. La actividad CysAPsol es menor con las grasas mas
saturadas, manteca y coco (p<0,001).La actividad AspAPsol es menor en el grupo
de girasol si lo comparamos con el de sésamo (p<0,01). La actividad pGluAPsol es
menor en los grupos de girasol y manteca (p<0,001).

La actividad AlaAPmb es mayor en los grupos de manteca y oliva (p<0,001). La
actividad ArgAPmb es mayor en los grupos de manteca y coco frente alos de girasol
y pescado (p<0,001). La actividad CysAPmb es menor en el grupo de girasol frente
a los de sésamo, oliva y coco (p<0,001). La actividad GIUAPmb no presenta
diferencias significativas entre grupos. La actividad AspAPmb alcanza sus niveles
mas bajos en los grupos de girasol y manteca (p<0,001). La actividad pGIuAPmb
es menor en el grupo de girasol si lo comparamos con el de sésamo (p<0,05).

ACTIVIDAD AMINOPEPTIDASA EN HIPOTALAMO

- (Tabla 23) Las actividades ArgAP y AspAP solubles no presentan diferencias
significativas entre grupos. La actividad AlaAPsol es menor en el grupo de coco al
compararlo con el de girasol (p<0,05). La actividad CysAPsol es menor en el grupo
de coco frente al de sésamo (p<0,05). La actividad GIuAPsol es menor en girasol,
manteca y coco frente a los demas grupos (p<0,001). La actividad pGluAPsol es
menor en los grupos de oliva y manteca frente a los de sésamo y pescado (p<0,001).

La actividad AlaAPmb es menor en el grupo de sésamo, girasol y pescado al
compararlo con el de coco (p<0,001). La actividad ArgAPmb es menor en pescado
gue en coco (p<0,05). La actividad CysAPmb es también menor en el grupo de
pescado frente a los grupos de oliva y manteca (p<0,01). La actividad GIuAPmb es
menor en girasol, pescado y manteca si los comparamos con los valores del grupo
de sésamo (p<0,01). La actividad pGIUAPmb presenta sus menores valores con el
grupo de oliva (p<0,05).
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7.TABLAS
PESOS SEMANALES
semana  Girasol Sésamo Pescado Oliva Manteca Coco p
12 124 = 13 128+ 9 128 = 12 124 = 12 133 = 11 131 = 11 0,9903
22 156 + 13 160 =+ 8 158 = 11 162 = 11 175+ 10 161 = 11 0,8482
38 204 + 13 208 +7 2059 207 = 11 213+ 10 207 = 10 0,9911
42 250 = 12 246 + 8 243+ 8 250+ 9 250 + 12 251+ 10 0,9936
5° 283 +12 276 =9 275 =10 280 =<8 277 =15 274 = 10 0,9938
6° 312+ 12 295 + 12 298 + 13 3117 298 + 17 299 = 14 0,9098
72 337 £ 13 323+ 15 316 + 15 3307 315+ 19 325 + 12 0,8938
8? 358 = 14 339+ 16 328 + 18 3515 331+ 20 345 = 11 0,7125
9? 371 + 14 358 + 17 352 + 19 369 +5 346 + 21 366 = 11 0,8533
102 393+ 15 370+ 19 372 £ 21 395+6 359 + 22 400 = 17 0,5132
112 402 = 14 380 =19 382 + 22 404 = 8 364 + 22 409 = 13 0,4365
122 421 + 16 398 + 20 396 + 24 419+ 8 379 + 23 415+ 9 0,5556
132 431 + 16 412 + 21 404 = 27 434 + 9 391 + 25 422 + 13 0,6238
142 428 = 17 418 = 21 412 =+ 26 439+ 9 398 + 25 433+ 13 0,7103
15° 437 = 18 429 + 22 423 + 26 446 + 10 407 + 25 443 + 11 0,7524
162 435+ 15 432 + 21 431+ 27 450 = 10 413+ 25 449 = 11 0,7780
Girasol Sésamo Pescado Oliva Manteca Coco p

:;";5" final 43617 | 4154 | 43015 | 44912 | 413+22 | 439:2,5 | 0,4004

(‘;a;"a“‘“‘a depeso| 312.24 | 287+1,5 | 302+13 | 324=14 | 28021 | 3080 |0,4290

Peso corazén

(g1100g) 0,3+0,01 |03+0,01 |03+0,01|03+0,02|0,3+0,01 | 0,3+0,01|0,1596

Peso higado "

(g1100g) 33+0,1 [ 25+0,02 | 290,01 | 2,9+0,1 3+0,03 | 2,7+0,02 |0,0045

Peso rifion

(g1100g) 0,3+0,01 |03+0,01|03+0,01|03+0,01|0,3+0,01 | 0,3+0,01|0,4977

Peso cerebro

(g/100g) 05+002 | 05+001|04+001|04+001]|05+0,02 | 05=+0,01|0,3375

TABLAS 6 y 7. Pesos semanales, ganancia de peso y peso tras e/ sacrificio
expresados en gramos. Pesos del corazon, higado, rifion y cerebro expresados
/ndica /as diferencias

en gramos por 100 gramos de peso corporal. "p

significativas entre grupos.

W77
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INGESTA DE ALIMENTO
semana Girasol Sésamo Pescado Oliva Manteca Coco o]
12 18«13 | 11,713 | 112+ 13| 11,1204 |139=0,05| 12,3=1,8 0,6191
22 158+19 | 16312 | 15813 | 157 =19 16 = 0,6 15,6 + 1,1 0,9991
32 16,1=11 | 15803 | 15712 | 162=06 | 16,105 | 16,1=0,9 0,9953
4° 22,51 19603 | 182=0,1 | 196+1,2 | 189=0,4 | 18,8=0,1 0,0410
52 18,2 + 1 172+15 | 16403 | 181 +0,7 17 £0,8 16,9+ 1,7 0,8483
6? 225+08 | 21,5+0,7 | 193+0,2 | 20818 | 188+0,1 | 19,5=1,1 0,1966
i7e 196+01 | 194+08 | 168+14 | 187=+09 | 17,7+0,3 | 19904 0,1971
8? 19,7 £ 0,1 1811 172+06 | 17519 | 171+0,3 | 18912 0,5218
92 186+03 | 208+14 | 20+24 | 211+1,7 | 169+04 | 21,7=0,8 0,2166
10° 192+0,3 | 17,7+0,5 | 17,2+ 0,6 212 19+1,1 20,2+1,5 0,3021
112 20+0,2 | 20,2=1,1 19+ 0,3 20+0,7 18 1,1 20,5+0,2 0,2797
122 185+0,2 | 187+0,3 | 175+0,2 | 182+2,2 18+0,6 19,2+ 0,8 0,8694
132 16,7 +3,1 | 19,2+ 0,1 18+ 0,2 192+01 | 17,716 | 18,7+1,3 0,8283
142 17218 | 195+0,6 | 18,7 = 0,1 19,20 18«0,7 | 21,5=0,5 0,1422
15° 146+04 | 17,7+0,2 | 17,5+ 0,7 16 = 0,2 17 0,7 16,8 £ 0,8 0,0717
16° 19,1+04 | 181+04 | 196=+0,1 | 20,5+0,5 18 = 1 23,1+ 0,1 0,0030
X 18,1+«0,7 | 182+06 | 17405 | 183=06 | 17,3+0,3 | 18,7=0,7 0,5216

TABLA 8. Gramos de alimento consumidos por dia durante /as 16 semanas en

/as que se administraron /as dietas experimentales. 'p

significativas entre grupos.

W7

/ndica /as diferencias

Girasol Sésamo Pescado Oliva Manteca Coco ¢]
Eficienciadel | 45,44 | 14.02 | 15207 | 16201 | 14%14 | 15:0,1 |0,7921
alimento (g/g)
Ingesta
Energética 311+58 | 312+3,4 | 298+1,2 | 314+84 | 297 6,6 | 321=+0,4 | 0,0905
(KJ/dia)

TABLA 9. Fficiencia en el uso del alimento e Ingesta energética expresados en g/

g y KJ/dia respectivamente. 'p

"7

/ndica las diferencias significativas entre grupos.
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INGESTA DE AGUA
semana Girasol Sésamo Pescado Oliva Manteca Coco o]
18 159+16 | 158+09 | 14614 | 14116 | 186 0,1 | 16,9 20,5 0,2370
22 32 +5,8 29,7 41 | 27153 | 27,8 +41 | 252+0,8 | 33,7 £6,3 0,8056
32 293+14 | 274+31 | 255+1,9 256 +3 26524 | 28,7 £2,3 0,8259
42 303+25 | 276 +0,9 | 256 £1,8 | 254 0,7 24 + 28 27,6 =0,1 0,2982
52 352 4,7 34 +0,2 324 +0,3 | 33,311 29 + 3,1 33122 0,6455
62 32,347 | 30,8 £0,1 29 £1,3 29313 | 27,3 51 29 £0,9 0,8764
73 33+5 P =02 | 04 =01 | 27104 | 2368226 | &1 =06 0,4296
82 342+35 | 33114 | 25,7+0,7 | 29113 | 256 +2,6 3022 0,1299
92 A1 276 | B =06 | 09 =26 | 886008 | 294 =2E D = U8 0,2740
10° 35 + 8,1 30,7 £2 27 £ 1,6 272 +22 | 22,715 | 31,201 0,3346
112 352 =77 32+2 252 +17 | 265+06 | 245 1,5 30,7 =1 0,3041
122 26,741 | 27512 | 21,2 0,1 20+£0,5 22 £2 26525 0,1808
132 28 +25 30+1,3 220 = 9 252 =01 | 21,2 =0E 21 =16 0,0353
142 29,2 + 3,7 30 =1 24 +1,2 252+05 | 21,5+0,7 | 292+1,6 0,0736
152 40,1 +9,6 | 40,6 2,8 28,5 =1 32,6 £0,1 88 & 21 34,1 +0,8 0,4083
16° 342 +6 31,8 £1,3 23,7 £1 27,8 £ 0,4 22,2 =1 30,6 £2,1 0,1075
X 3214 31+1,3 26 1,1 27 +1,2 25+0,9 30+1,1 0,0001

TABLA 10. Gramos de agua consumidos por dia durante /as 16 semanas en /as
qgue se administraron las dietas experimentales. "p” indica /as diferencias
significativas entre grupos.
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PRESION ARTERIAL (mmHg)
semana Girasol Sésamo Pescado Oliva Manteca Coco o]
1€ 114 =7 118=67 | 18=2a8 | 119=808 | 107 =451 115+ 3 0,4927
3@ 114 5 11932 | 11147 124 + 3 113+4,5 | 122+3,3 0,1664
52 1B=dyy | 128246 | 11988 | 1¥=87 | 128=58F 129+ 7 0,1479
78 131 +£5,8 131+6 113 + 3,2 131+5 117 +3,6 | 135+6,3 0,0170
92 136 +4,8 | 132+7,2 | 12045 | 12836 | 114+6,2 132+ 6 0,0634
112 135+39 | 122+56 | 12034 | 121+3,9 | 12034 | 132+3,5 0,0303
33 138+3,3 | 12941 127 +6,4 | 140+64 | 132+4,5 | 139 = 3,1 0,2739
152 144 £ 2 142+52 | 13556 | 151+4,8 | 131£6,5 | 146+4,6 0,0753
1% 14046 | 148+6,9 | 12145 | 153+4,6 | 121+£3,2 | 14752 0,0000
X 130+ 2,6 134+3,5 121 +2,7 | 13727 123 4,7 135+ 3 0,0035
FRECUENCIA CARDIACA (ppm)
semana Girasol Sésamo Pescado Oliva Manteca Coco o]
2 305 + 44 314 =+ 27 317 = 23 368 = 29 340 = 24 292 + 50 0,6509
3 433 + 8 413+ 6 395+ 13 385+ 10 393+8 388 + 8 0,0072
52 433 + 10 438 = 14 426 + 12 3975 440+ 5 416+ 9 0,0365
78 435+ 8 448 + 12 380 = 33 440 £ 13 390 = 37 418 + 26 0,3398
92 423 + 28 460 = 10 438 + 23 425 + 16 472 + 10 458 + 10 0,2604
112 436 + 13 433 £ 12 431+ 8 408 + 8 448 = 11 434 5 0,1421
32 451 + 13 455 = 11 451 +5 420 = 14 468 + 12 444 + 11 0,1196
152 432 + 14 441 =13 436 + 9 417 = 11 442 + 9 453 + 9 0,3263
172 439 + 13 454 + 14 443 £ 10 422 + 13 426 + 21 444 + 14 0,6889
X 433 +10 445 £ 10 425 + 8 416 + 6 437 + 8 434 = 7 0,2333

TABLAS 11 y 12. Niveles de presion arterial y frecuencia cardiaca expresados en
mmHg y ppm respectivamente. 'p” indica /as diferencias significativas entre

grupos.
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DETERMINACIONES PLASMATICAS
Girasol Sésamo Pescado Oliva Manteca Coco p
CHO-T (mgidL) | 172 = 11 1539 119=7 173 =+ 14 1117 187 = 10 0,0000
CHO-HDL(mg/dL) | 23,2+36 | 157+49(228+29|356+6,8|399+31| 38=x75 0,0055
CHO-LDL(mg/idL) | 115+ 14 | 133 =9 88 +8 105 = 11 48 + 6 133+12 0,0000
TGL(mg/dL) 166 = 31 24 +7 419 163 +40 | 115+ 20 79 = 11 0,0002
HDL/CHO-T(%) 14 +3 10=+2 20+ 4 20+ 4 37+4 20+ 4 0,0001
LDL/CHO-T(%) 65 =4 892 723 60 =4 42+ 3 704 0,0000
T (ng/ml) 3,1+1 35+13 | 24+09 | 18+04 | 8214 4,11 0,0026
DHT (pg/ml) | 653 =131 | 516 + 146 | 382 =78 | 505+ 148 | 892 =+ 117 | 737 = 150 | 0,0985
E (pg/ml) 29x49 29+1.3 37+3,5 29+ 3.3 3121 42 +14 0,0167

TABLA 13. Niveles de Colestero/-Total, Colestero/-HDL, Colestero/-LDL y
Triglicéridos expresados en mgy/dl. También se indica el porcentaje de Colesterol/-
HDL y Colestero/-LDL frente al contenido total de Colesterol. Los Niveles de
7estosterona, Dihidrotestosterona y Estradiol estan expresados en ng o pg/mi.

"0”indica las diferencias significativas entre grupos.
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PROTEINAS EN PLASMA

Oliva Manteca

141,403

Girasol Sésamo Pescado Coco p

141504 | 139,309 | 141,9+03 140,803 | 141,9+2,3 | 0,0034

TABLA 14. Valores de proteinas en plasma expresados como ug de proteina/10m.

7ambién se indica la existencia de diferencias significativas entre grupos (p).

ACTIVIDAD AMINOPEPTIDASA EN PLASMA

Girasol Sésamo Pescado Oliva Manteca Coco p
AlaAP 167 = 26 175 = 21 86 = 23 127 = 17 188 = 27 99 + 12 0,0095
ArgAP 150 = 17 205 £ 23 86 =18 133 = 14 209 = 25 103 = 11 0,0001
CysAP 92+7 50+6 73+15 83=+7 106 + 6 85+5 0,0018
GIuAP 25+28 88=15 1528 24 +45 32+273 27 = 3,7 0,0002
AspAP IMz15 14 =19 2127 3444 4141 33+£28 0,0000
pGIuAP 30=+2 1M1+19 2025 3347 39+ 3,1 32+29 0,0000
ACTIVIDAD AMINOPEPTIDASA EN CORTEZA RENAL
Girasol Sésamo Pescado Oliva Manteca Coco p
AlaAP | 4937 =174 | 5039 =496 | 3922 + 527 | 4402 =260 | 5103 = 327 | 4401 =347 | 0,1854
ArgAP 4323 + 431 | 4654 + 524 | 4354 + 468 | 4068 = 196 | 4924 + 335 | 4059 = 341 0,5883
CysAP | 8188 =301 | 7650838 | 7241 +635 | 7284 =463 | 7714709 | 7146 £ 416 | 0,7210
GIuAP 452 + 46 452 + 43 439 = 39 495 + 44 509 = 57 502 + 39 0,8135
AspAP 120 = 12 132 £ 19 116 =13 143 = 18 68+8 112+ 16 0,0323
pGIuAP 1864 = 79 2029 £ 172 | 1664 =175 | 1833 +£213 | 1858 +213 | 1405+120 | 0,1419
AlaAP 7611 + 544 | 8643 £ 941 | 7694 + 637 | 6194 + 640 | 8056 + 867 | 7439 =758 | 0,3334
ArgAP | 6540+ 466 | 7626 +494 | 7104 =588 | 6615678 | 7129778 | 7034 +678 | 0,8898
CysAP | 10096 =779 | 9353 =797 | 8690 =723 | 8323 £752 | 10628 1031 | 8602 =812 | 0,2919
GIuAP 1050 = 176 986 = 164 886 = 101 923 + 99 938 =+ 81 832 + 82 0,8396
AspAP 305 = 37 478 = 52 575+ 75 506 = 46 369 = 82 452 + 66 0,0500
pGIUAP | 261 +126 767 = 164 485 = 153 545 = 175 200 = 85 284 + 74 0,2090

TABLAS 15 y 16. Valores medios + e/ error estandar de la actividad de
aminopeptidasas en plasma y aminopeptidasas solubles y unidas a membrana en
corteza renal, expresados como pmoles de Ala-B-NA, Arg-B-NVA, Cys-B-NA, Glu-§3-
NA, Asp-B-NA y pGlu-B-IVA hidrolizados/min/mg prot respectivarmente. Igualmente,
se indica /la existencia de diferencias significativas entre grupos (p).
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ACTIVIDAD AMINOPEPTIDASA EN MEDULA RENAL

Girasol Sésamo Pescado Oliva Manteca Coco p
AlaAP 7520 = 583 | 8640 £ 659 | 8288 =640 | 7078 +661 | 9709 =1055 | 7040 =667 | 0,0931
ArgAP 6370 + 574 | 7883 +865 | 7430672 | 6880 +498 | 9631 +998 | 6683 =682 | 0,0345
CysAP | 6808 =533 | 8738 £907 | 7587 £788 | 7943 =555 | 7487 =858 | 9052 =629 | 0,2655
GIuAP 181 + 29 234 £ 25 21517 289 + 36 66 = 16 359 + 35 0,0000
AspAP 2911 144 + 27 150 = 17 154 + 22 32+14 162 = 20 0,0024
pGIluAP 352 + 32 613 = 42 512 =+ 60 549 = 31 476 = 43 515+ 32 0,0035
AlaAP 8906 = 662 | 14041 £1799 | 10472 = 668 | 10537 = 724 | 11860 1169 | 9761 =706 | 0,0205
ArgAP | 10874 = 607 | 15289 +1669 | 12791 = 813 | 10641 + 987 | 12946 £1491 | 11246 = 781 | 0,0501
CysAP | 9288 =404 | 11660 = 803 | 10957 =+ 641 | 11957 = 837 | 12663 = 573 | 12261 =475 | 0,0089
GIuAP 936 + 56 1663 = 258 | 1343 +120 1120 + 81 1179 + 114 | 1481 £234 | 0,0394
AspAP 180 = 16 353 = 54 281 =29 343 = 30 137 = 20 367 = 42 0,0001
pGIuAP - 254 =70 151+ 16 159 + 24 - 13517 0,1287

ACTIVIDAD AMINOPEPTIDASA EN AORTA

Girasol Sésamo Pescado Oliva Manteca Coco p
AlaAP 5115+ 589 | 6607 +485 | 5665+ 763 | 1228 263 | 1179 =212 892 + 81 0,0000
ArgAP 8418 + 644 | 8977 =555 | 9885923 | 7755 +877 | 8564 +391 | 7224 =511 | 0,1248

CysAP - - - - - - -
GIuAP 352 + 66 778 + 142 1347 £ 251 | 1105+ 144 730 = 147 948 = 115 0,0013
AspAP 340 = 56 690 + 124 1124 = 206 864 + 132 478 = 48 838 = 235 0,0061
pGIuAP 373 =46 902 = 192 1122 194 | 793 =124 484 = 78 544 + 136 0,0028
AlaAP 2612 + 389 | 2683 =398 | 3227 =491 | 12244 + 997 | 5286 + 592 | 12794+1526 | 0,0000
ArgAP | 4555+706 | 9020 + 1248 | 3588 = 384 | 153911515 | 7078 + 733 | 11876 = 910 | 0,0000

CysAP - - - - - - -
GIuAP 3761 £ 377 | 5024 + 913 | 6925927 | 6968 + 722 | 3996 + 500 | 6514 + 1074 | 0,0076
AspAP | 4618 +744 | 4830+681 | 7719+1129 | 6637 + 719 | 4155 +463 | 6710 = 1148 | 0,0237
pGIuUAP | 2288 = 318 | 3732782 | 6657 £989 | 5716 £ 760 | 3581 £ 510 | 5788 =820 | 0,0007

TABLAS 17 y 18. Valores medios + e/ error estandar de /a actividad de
aminopeptiadasas solubles y unidas a membrana en méaula renal y aorta,
expresados como pmoles de Ala-B-NA, Arg-B-NA, Cys-B-NA, Glu-B-NA, Asp-3-
NA vy pGlu-B-NA hidrolizados/min/mg prot respectivamente. Igualmente, se
/ndica la existencia de diferencias significativas entre grupos (p).
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ACTIVIDAD AMINOPEPTIDASA EN VENTRICULO

Girasol Sésamo Pescado Oliva Manteca Coco p
AlaAP | 10494 =667 | 8819 = 1131 | 6902 +402 | 7991 =624 | 8850672 | 7750 +532 | 0,0138
ArgAP | 10728 +682 | 9018 = 1120 | 8202 =404 | 9699 + 865 | 11444 + 865 | 8588 =442 | 0,0250
CysAP | 11513 +444 | 7916 £283 | 7105+ 309 | 6389 =849 | 6738 = 1077 | 6203 +712 | 0,0000
GIuAP 347 = 32 193 + 33 125 + 24 90 = 307 307 = 28 73+19 0,0000
AspAP 446 = 40 216 £ 63 166 = 41 130 = 32 283 = 35 115 + 26 0,0000
pGIluAP 804 = 28 440 = 60 502 = 46 324 = 26 541 =+ 69 368 = 51 0,0000
AlaAP 9482 =+ 631 | 6364 + 207 | 6709 + 348 | 6794 + 277 | 8168 + 239 | 8253 = 348 | 0,0000
ArgAP | 11564 + 582 | 9939+ 333 | 9118 £433 | 9205+ 184 | 10221 + 243 | 10427 = 416 | 0,0006
CysAP | 3786 =242 | 1681 +£207 | 1532184 | 1364 =148 | 2980+ 183 | 1475+ 154 | 0,0000
GIuAP 767 + 115 405 = 92 389 = 35 494 + 103 574 + 113 422 + 117 0,0850
AspAP 466 + 66 193 = 24 149 = 24 1212 293 = 39 119+5 0,0000
pGIluAP 359 = 45 99 + 29 74 17 60 = 16 204 = 28 89+ 16 0,0000
ACTIVIDAD AMINOPEPTIDASA EN AURICULA
Girasol Sésamo Pescado Oliva Manteca Coco p
AlaAP 8022 + 927 | 11274 +1941 | 9840 = 1024 | 7692 + 474 | 10721 =902 | 7114 =694 | 0,0345
ArgAP 5319+ 644 | 7651+ 1313 | 7721 +£468 | 5938 +407 | 8715+ 1131 | 5606 =895 | 0,0354
CysAP 288 + 61 555 = 140 873 122 471 = 58 361 = 84 465 = 115 0,0050
GIuAP - 61+28 115+ 18 52+9 - 43 + 20 0,0342
AspAP - - - - - - -
pGIuAP 12+2 41+ 8 57 =12 51«10 - 29«7 0,0351
AlaAP 5456 + 355 | 5093 =336 | 4699 =197 | 5656 +265 | 6013 +296 | 5574 =186 | 0,0330
ArgAP 5666 + 238 | 5718 =327 | 5020 = 317 | 6229 +289 | 6250 + 344 | 7208 =408 | 0,0009
CysAP - - - - - - -
GIuAP 140 = 28 181 + 26 199 + 59 364 + 54 106 = 25 128 = 38 0,0008
AspAP 248 = 22 279 = 36 340 = 40 477 = 31 362 = 31 337 = 38 0,0006
pGIuAP - - - - - - -

TABLAS 19 y 20. Valores medios + e/ error estandar de la actividad de
aminopeptidasas solubles y unidas a membrana en ventriculo y auricula,
expresados como pmoles de Ala-B-NA, Arg-B-NA, Cys-B-NA, Glu-B-NVA, Asp-§3-
NA y pGlu-B-VA hidrolizados/min/mg prot respectivarmente. Igualmente, se
/ndica /a existencia de diferencias significativas entre grupos (p).
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ACTIVIDAD AMINOPEPTIDASA EN TESTICULO

Girasol Sésamo Pescado Oliva Manteca Coco p
AlaAP 3493 £ 362 | 2762 =183 | 2759 =194 | 2876 =216 | 4085 =327 | 2908 = 134 | 0,0010
ArgAP 5475 + 354 | 4435 +270 | 4266 =262 | 4834 =445 | 6990 = 511 | 4824 + 246 | 0,0000
CysAP | 4963 =168 | 4292 =171 | 4341217 | 4319213 | 5733+ 145 | 4660 =247 | 0,0000
GIuAP 1097 91+ 11 98 + 10 797 127 + 6 137 = 11 0,0004
AspAP 145+ 7 118 +9 115+6 91+7 126 =7 103 +6 0,0001
pGIuAP 174 = 7 140+ 9 139+ 8 125+ 4 1735 1309 0,0000
AlaAP 4951 £ 322 | 4148 + 248 | 3597 +250 | 4673 £ 591 | 6348 + 962 | 4050 + 204 | 0,0094
ArgAP 8576 + 509 | 6720 +486 | 5949 + 369 | 7638 =815 | 9686 =992 | 6586 + 207 | 0,0066
CysAP | 1580 =189 | 1587 £223 | 1381 £258 | 2497 +235 | 2879364 | 1982215 | 0,0007
GIuAP 276 +6 250 =18 227 =14 235+ 14 305 = 50 2897 0,1605
AspAP 79+5 627 64 = 3 61=7 85+ 10 85+7 0,0229
pGIuAP 27 £1.2 20+0,8 20+0,7 2007 30=1,3 2616 0,0000
ACTIVIDAD AMINOPEPTIDASA EN CORTEZA FRONTAL
Girasol Sésamo Pescado Oliva Manteca Coco p
AlaAP | 20396+ 1239 | 21653+ 2930 | 23573+ 2682 | 21482+ 1048 | 21157+ 2492 | 16878+ 573 | 0.3015
ArgAP | 18772+ 1530 | 21092+ 2763 | 21114+ 2480 | 19549+ 1615 | 20574+ 2795 | 18805+ 723 | 0.9284
CysAP |[13735x+ 1164 | 13784 = 561 | 10788= 1548 | 10397+ 1046 | 6765+ 856 | 8919773 | 0.0001
GIuAP 554 + 78 546 + 82 445 + 46 456 + 72 426 = 103 370 = 50 0.4853
AspAP 277 = 34 678 + 108 542 = 89 455 = 57 367 =75 366 + 66 0.0092
pGIuAP 245 = 37 584 = 104 537 = 44 446 = 51 241 £ 62 326 = 30 0.0002
AlaAP | 10240 =505 | 10127 + 397 | 9109 + 467 | 12355+ 446 | 13070 + 358 | 11305+ 1155 | 0.0000
ArgAP | 11823+ 523 | 12916+ 1045 | 11178+ 534 | 13483+ 592 | 14857 = 605 | 15533+ 328 | 0.0003
CysAP 1954 + 63 3173 +248 | 2723 =175 | 3254 +314 | 2599 + 122 | 2965+ 168 | 0.0005
GIuAP 205 20 316 + 22 248 + 41 297 + 56 224 + 28 309+ 76 0.2548
AspAP 134 + 34 484 + 76 295 = 57 369 = 49 157 = 31 323 £ 67 0.0003
pGIuAP 57 + 17 244 = 51 234 £ 17 205 + 35 96 + 23 229 + 26 0.0177

TABLAS 21 y 22. Valores medios + e/ error estandar de /a actividad de
aminopeptidasas solubles y unidas a membrana en testiculo y corteza frontal,
expresados como pmoles de Ala-B-NA, Arg-B-NA, Cys-B-NA, Glu-B-NA, Asp-3-
NA  y pGlu-B-NA hidrolizados/min/mg prot respectivamente. Igualmente, se
/ndica la existencia de diferencias significativas entre grupos (p).
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ACTIVIDAD AMINOPEPTIDASA EN HIPOTALAMO
Girasol Sésamo Pescado Oliva Manteca Coco P
AlaAP | 35756+ 3334 | 30482+ 4189 | 25652+ 1666 | 26814+ 2919 | 28230+ 1831 | 21901+ 2242 | 0.0240
ArgAP | 36916= 3247 | 36180+ 5756 | 31488+ 2476 | 32926+ 3805 | 34463+ 2496 | 29697+ 3895 | 0.7221
CysAP | 11512 + 993 | 13966+ 1946 | 10327 + 891 | 11159+ 1785 | 8683 £ 572 | 7732+ 894 | 0.0210
GIuAP 1888 + 250 | 4253 +741 | 3630 +500 | 3160 =487 | 1081 =247 | 1061 +142 | 0.0000
AspAP | 3494 +478 | 4606 = 819 | 4737 =377 | 4603 +264 | 2769 + 323 | 4652 +778 | 0.0580
pGIUAP | 2770 =234 | 4265+633 | 3554 £461 | 1522121 | 1648 £236 | 2812412 | 0.0000
AlaAP 8648 + 699 | 8597 + 1092 | 8320 + 745 | 11535 + 863 | 11746 = 565 | 13821+ 1240 | 0.0002
ArgAP | 11414= 1056 | 13745+ 2228 | 10330 + 843 | 14362+ 1578 | 15653+ 1110 | 16898+ 1431 | 0.0221
CysAP | 2807 =405 | 4583 =975 | 2271 244 | 5482 =670 | 5038 =541 | 4924 =808 | 0.0043
GIuAP 1539+ 113 | 3739726 | 1423 +104 | 2891 +455 | 1905194 | 2891 + 544 | 0.0019
AspAP | 2524 +423 | 3149 +493 | 25589 =347 | 2818 £ 349 | 2349 +467 | 2825+419 | 0.8048
pGIUAP | 2017 £ 312 | 2237 =542 | 1387 = 178 761 = 117 1598 + 313 | 2373 +£343 | 0.0123

TABLA 23, Valores medios + e/ error estandar de la actividad de aminopeptidasas
solubles y unidas a membrana en hipotdlamo, expresados como pmoles de Ala-
B-NVA, Arg-B-NA, Cys-B-NA, Glu-B-NA, Asp-B-NA y pGlu-B-NA hidrolizados/min/
mg prot respectivamente. Igualmente, se indica la existencia de diferencias
significativas entre grupos (p).
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ACTIVIDAD ALANINA AMINOPEPTIDASA
Girasol Sésamo Pescado Oliva Manteca Coco p

Pl 167 = 26 175 = 21 86 = 23 127 =+ 17 188 = 27 99 =12 0,0095

CR 4937 =174 | 5039 =496 | 3922 + 527 | 4402 + 260 | 5103 =327 | 4401 =347 | 0,1854

MR 7520 = 583 | 8640 =659 | 8288 +640 | 7078 +661 | 9709 +1055 | 7040 =667 | 0,0931

® 5115+ 589 | 6607 +485 | 5665763 | 1228 £263 | 1179+ 212 892 = 81 0,0000
E V' 10494 + 667 | 8819 +1131 | 6902 +402 | 7991624 | 8850672 | 7750 +532 | 0,0138
8 Au 8022 = 927 | 11274 =1941 | 9840 = 1024 | 7692 =+ 474 | 10721 £902 | 7114 =694 | 0,0345
T 3493 £ 362 | 2762 =183 | 2759194 | 2876 +216 | 4085 +327 | 2908 = 134 | 0,0010

CF 20396+ 1239 | 21653+ 2930 | 23573+ 2682 | 21482+ 1048 | 21157+ 2492 | 16878+ 573 | 0.3015

HT | 35756+ 3334 | 30482+ 4189 | 25652+ 1666 | 26814+ 2919 | 28230+ 1831 | 21901+ 2242 | 0.0240

CR 7611 + 544 | 8643 + 941 | 7694 =+ 637 | 6194 = 640 | 8056 = 867 | 7439 =758 | 0,3334

@ MR 8906 + 662 | 14041 +1799 | 10472 = 668 | 10537 = 724 | 11860 1169 | 9761 =706 | 0,0205
E 2612 + 389 | 2683 +398 | 3227 +491 | 12244 + 997 | 5286 = 592 | 12794+1526 | 0,0000
% \'} 9482 + 631 | 6364 =207 | 6709 =348 | 6794 + 277 | 8168 +239 | 8253 + 348 | 0,0000
5 Au 5456 + 355 | 5093 + 336 | 4699 =197 | 5656 +265 | 6013 +296 | 5574 =186 | 0,0330
:t'; T 4951 + 322 | 4148 £ 248 | 3597 £ 250 | 4673 =591 | 6348 +962 | 4050 =204 | 0,0094
> CF 10240 = 505 | 10127 + 397 | 9109 = 467 | 12355+ 446 | 13070 + 358 | 11305+ 1155 | 0.0000
HT 8648 + 699 | 8597 + 1092 | 8320 =745 | 11535 + 863 | 11746 = 565 | 13821+ 1240 | 0.0002

TABLA 24. Valores medios +

e/ error estandar de /a actividad Alanina

Aminopeptidasa soluble y unida a membrana (expresados como pmoles de Ala-
B-NA hidrolizados/min/mg prot) en /os distintos tejidos analizados (P/:Plasma,
CR: Corteza Renal, MR: Médula Renal, A: Aorta, V: Ventriculo, Au. Auricula, T:
7esticulo, CF: Corteza Frontal, HT: Hipotalamo). Igualmente, se indica /a
existencia de diferencias significativas (p) entre grupos.
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ACTIVIDAD ARGININA AMINOPEPTIDASA
Girasol Sésamo Pescado Oliva Manteca Coco p

Pl 150 = 17 205 = 23 86 =18 13314 209 = 25 103 = 11 0,0001

CR 4323 + 431 | 4654 =524 | 4354 + 468 | 4068 + 196 | 4924 = 335 | 4059 =341 | 0,5883

MR 6370574 | 7883 +865 | 7430 +672 | 6880498 | 9631 +998 | 6683 +682 | 0,0345

& 8418 + 644 | 8977 + 555 | 9885923 | 7755+ 877 | 8564 +391 | 7224 £ 511 | 0,1248
g V' 10728 £ 682 | 9018 + 1120 | 8202 +404 | 9699 = 865 | 11444 + 865 | 8588 +442 | 0,0250
e Au 5319+ 644 | 7651+ 1313 | 7721 =468 | 5938 + 407 | 8715+ 1131 | 5606 + 895 | 0,0354
T 5475 + 354 | 4435 +270 | 4266 =262 | 4834 +445 | 6990 + 511 | 4824 =246 | 0,0000

CF 18772+ 1530 | 21092+ 2763 | 21114+ 2480 | 19549+ 1615 | 20574+ 2795 | 18805+ 723 | 0.9284

HT | 36916+ 3247 | 36180+ 5756 | 31488+ 2476 | 32926+ 3805 | 34463+ 2496 | 29697+ 3895 | 0.7221

CR 6549 =+ 466 | 7626 +494 | 7104 + 588 | 6615678 | 7129778 | 7034 £ 678 | 0,8898

© MR 10874 + 607 | 15289 +1669 | 12791 + 813 | 10641 = 987 | 12946 +1491 | 11246 + 781 | 0,0501
E 4555 = 706 | 9020 = 1248 | 3588 = 384 | 15391+1515 | 7078 =733 | 11876 +910 | 0,0000
§ v 11564 = 582 | 9939 + 333 | 9118 +433 | 9205+ 184 | 10221 +243 | 10427 = 416 | 0,0006
E Au 5666 =238 | 5718 +327 | 5020 =317 | 6229 + 289 | 6250 + 344 | 7208 =408 | 0,0009
:t'; T 8576 + 509 | 6720 +486 | 5949 + 369 | 7638 +815 | 9686 +992 | 6586 + 207 | 0,0066
= CF 11823+ 523 | 12916+ 1045 | 11178+ 534 | 13483+ 592 | 14857 + 605 | 15533+ 328 | 0.0003
HT 11414+ 1056 | 13745+ 2228 | 10330 = 843 | 14362+ 1578 | 15653+ 1110 | 16898+ 1431 | 0.0221

TABLA 25, Valores medios + e/ error estandar de /la actividad Arginina
Aminopeptidasa soluble y unida a membrana (expresados como pmoles de Arg-
B-NVA hidrolizados/min/mg prot) en /os distintos tejidos analizados (PI.:Plasma,
CR: Corteza Renal, MR: Médula Renal, A: Aorta, V: Ventriculo, Au. Auricula, T:
Testiculo, CF: Corteza Frontal, HT.: Hipotilamo). Igualmente, se indica /a
existencia de diferencias significativas (p) entre grupos.
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ACTIVIDAD CISTINA AMINOPEPTIDASA
Girasol Sésamo Pescado Oliva Manteca Coco p
Pl 927 50+ 6 7315 837 106 = 6 85+5 0,0018
CR 8188 + 301 | 7650 +838 | 7241 +635 | 7284 +463 | 7714709 | 7146 =416 | 0,7210
MR 6808 = 533 | 8738 =907 | 7587 +788 | 7943 =+ 555 | 7487 =858 | 9052 =629 | 0,2655
§ - . - . - - .
3 V' 11513 +£444 | 7916 +283 | 7105+309 | 6389+ 849 | 6738 1077 | 6203 +712 | 0,0000
8 Au 288 = 61 555 = 140 873 £ 122 471 + 58 361 + 84 465 + 115 0,0050
T 4963 + 168 | 4292 =171 | 4341 +217 | 4319+213 | 5733 £ 145 | 4660 =247 | 0,0000
CF 13735+ 1164 | 13784 = 561 | 10788+ 1548 | 10397+ 1046 | 6765 +856 | 8919773 | 0.0001
HT 11512 + 993 | 13966+ 1946 | 10327 + 891 | 11159+ 1785 | 8683 +572 | 7732+ 894 | 0.0210
CR 10096 = 779 | 9353 + 797 | 8690 +723 | 8323 =752 | 10628 +1031| 8602 +812 | 0,2919
© MR 9288 + 404 | 11660 + 803 | 10957 = 641 | 11957 + 837 | 12663 + 573 | 12261 = 475 | 0,0089
§ \'} 3796 +£242 | 1691 =207 | 1532 +184 | 1364 +148 | 2980+ 183 | 1475+ 154 | 0,0000
5 Au - - - - - - -
-‘t'; T 1590 = 189 | 1597 =223 | 1381 =258 | 2497 +235 | 2879 +364 | 1982 +215 | 0,0007
> CF 1954 =63 | 3173x248 | 2723175 | 3254314 | 2599 + 122 | 2965+ 168 | 0.0005
HT 2807 +405 | 4593 =975 | 2271 =244 | 5482 + 670 | 5038 + 541 | 4924 = 808 | 0.0043

TABLA 26. Valores medios +

e/ error estandar de la actividad Cistina

Aminopeptidasa soluble y unida a membrana (expresados cormo pmoles de Cys-
B-NVA hidrolizados/min/mg prot) en /os distintos tejidos analizados (Pl.:Plasma,
CR: Corteza Renal, MR: Médula Renal, A: Aorta, V: Ventriculo, Au. Auricula, T:
Testiculo, CF: Corteza Frontal, HT.: Hipotilamo). Igualmente, se indica /a
existencia de diferencias significativas (p) entre grupos.
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Soluble

Unida a membrana

ACTIVIDAD GLUTAMATO AMINOPEPTIDASA

Girasol Sésamo Pescado Oliva Manteca Coco p
Pl 25:28 88=x=15 1528 2445 3223 27 £ 3.7 0,0002
CR 452 + 46 452 + 43 439 + 39 495 + 44 509 = 57 502 + 39 0,8135
MR 181 = 29 234 £ 25 215 =17 289 + 36 66 = 16 359 = 35 0,0000
352 + 66 778 =142 1347 £ 251 | 1105+ 144 730 = 147 948 + 115 0,0013
V' 347 = 32 193 = 33 125+ 24 90 + 307 307 = 28 73+19 0,0000
Au - 61 +28 11518 52+9 - 43 +20 0,0342
T 1097 91 + 11 98 + 10 797 127 = 6 137 + 11 0,0004
CF 554 + 78 546 = 82 445 x 46 456 = 72 426 = 103 370 = 50 0.4853
HT 1888 + 250 | 4253 =741 | 3630500 | 3160 =487 | 1081 =247 | 1061 + 142 | 0.0000
CR 1050 £ 176 | 986 + 164 886 = 101 923 + 99 938 =+ 81 832 + 82 0,8396
MR 936 + 56 1663 = 258 | 1343 =120 1120 = 81 1179+ 114 | 1481 =234 | 0,0394
3761+ 377 | 5024 + 913 | 6925+ 927 | 6968 + 722 | 3996 + 500 | 6514 = 1074 | 0,0076
V' 767 + 115 405 = 92 389 = 35 494 + 103 574 = 113 422 + 117 0,0850
Au 140 = 28 181 + 26 199 = 59 364 + 54 106 = 25 128 = 38 0,0008
T 276 + 6 250 = 18 227 £ 14 235+ 14 305 = 50 289+7 0,1605
CF 205 = 20 316 £ 22 248 = 41 297 = 56 224 + 28 309 £ 76 0.2548
HT 1639+ 113 | 3739726 | 1423 +104 | 2891 +455 | 1905194 | 2891 + 544 | 0.0019

TABLA 27. Valores medios +

e/ error estandar de /la actividad Glutamato

Aminopeptidasa soluble y unida a membrana (expresados como pmoles de G/u-
B-NVA hidrolizados/min/mg prot) en /os distintos tejidos analizados (P/l:Plasma,
CR: Corteza Renal, MR: Médula Renal, A: Aorta, V: Ventriculo, Au. Auricula, T:
7esticulo, CF: Corteza Frontal, HT: Hipotdlamo). Igualmente, se indica /a
existencia de diferencias significativas (p) entre grupos.



EFecto DEL GRADO DE SATURACION DE.../Ana Belén Segarra Robles 111
ACTIVIDAD ASPARTATO AMINOPEPTIDASA
Girasol Sésamo Pescado Oliva Manteca Coco p
Pl 31x15 14 1,9 21 %27 34+44 41+ 41 33+28 0,0000
CR 120 £ 12 132 £ 19 116 £ 13 143+ 18 68+ 8 112+ 16 0,0323
MR 29 = 11 144 + 27 150 = 17 154 = 22 32:14 162 = 20 0,0024
P 340 + 56 690 + 124 1124 + 206 864 + 132 478 + 48 838 = 235 0,0061
g v 446 = 40 216 £ 63 166 = 41 130 = 32 283 = 35 115+ 26 0,0000
21 Au - - - - - - -
T 145 +7 118 +9 115+6 917 126 =7 103 +6 0,0001
CF 277 = 34 678 = 108 542 + 89 455 = 57 367 = 75 366 + 66 0.0092
HT 3494 =+ 478 | 4606 =819 | 4737 =377 | 4603 264 | 2769 + 323 | 4652 +778 | 0.0580
CR 305 = 37 478 + 52 575 =75 506 + 46 369 = 82 452 = 66 0,0500
© MR 180 = 16 353 = 54 281+ 29 343 = 30 137 £ 20 367 =42 0,0001
E 4618 = 744 | 4830681 | 7719+ 1129 | 6637 + 719 | 4155+ 463 | 6710 = 1148 | 0,0237
E V') 466 + 66 193 + 24 149 + 24 11212 293 = 39 119+5 0,0000
E Au 248 = 22 279 = 36 340 = 40 477 + 31 362 = 31 337 =38 0,0006
:t'; T 795 627 64 +3 61=7 85+10 857 0,0229
= CF 134 = 34 484 = 76 295 = 57 369 = 49 157 = 31 323 £ 67 0.0003
HT 2524 + 423 | 3149 =493 | 2559 =347 | 2818 £ 349 | 2349 + 467 | 2825 =419 | 0.8048

TABLA 28. Valores medios + e/ error estandar de /a actividad Aspartato
Aminopeptidasa soluble y unida a membrana (expresados como pmoles de Asp-
B-NVA hidrolizados/min/mg prot) en /os distintos tejidos analizados (P/l:Plasma,
CR: Corteza Renal, MR: Médula Renal, A: Aorta, V: Ventriculo, Au. Auricula, T:
7esticulo, CF: Corteza Frontal, HT: Hipotdlamo). Igualmente, se indica /a
existencia de diferencias significativas (p) entre grupos.
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Unida a membrana

ACTIVIDAD PIROGLUTAMATO AMINOPEPTIDASA

Girasol Sésamo Pescado Oliva Manteca Coco p
Pl 302 11x19 20=25 3347 39+ 3,1 32+29 0,0000
CR 1864 + 79 2029 £172 | 1664 +175 | 1833 +213 | 1858 +213 | 1405+120 | 0,1419
MR 352 + 32 613 = 42 512 = 60 549 = 31 476 = 43 515 = 32 0,0035
A 373 + 46 902 + 192 1122 + 194 793 £ 124 484 + 78 544 = 136 0,0028
Vv 804 = 28 440 + 60 502 = 46 324 + 26 541 = 69 368 + 51 0,0000
Au 12+2 41«8 57 +12 51+10 - 29+7 0,0351
T 174 =7 140+ 9 139+8 125+ 4 173 +5 130+ 9 0,0000
CF 245 £ 37 584 =+ 104 537 = 44 446 = 51 241 = 62 326 = 30 0.0002
HT 2770 £ 234 | 4265 +633 | 3554 + 461 1522 £ 121 | 1648 +236 | 2912 +412 | 0.0000
CR 261 + 126 767 = 164 485 = 153 545 £ 175 200 + 85 284 =74 0,2090
MR - 254 =70 151 + 16 159 = 24 - 13517 0,1287
2298 + 318 | 3732 +782 | 6657 =989 | 5716 +760 | 3581 +510 | 5788 =820 | 0,0007
V' 359 = 45 99 + 29 74 =17 60 + 16 204 = 28 8916 0,0000

Au - - = s = . =
T 27 1.2 20+0,8 20+0,7 20+0,7 30 =1.3 26+16 0,0000
CF 57 £ 17 244 + 51 234 + 17 205 = 35 96 + 23 229 + 26 0.0177
HT 2017 =312 | 2237 + 542 | 1387 =178 | 761 =117 1598 = 313 | 2373 =343 | 0.0123

TABLA 29. Valores medios + e/ error estandar de /a actividad Piroglutamato
Aminopeptidasa soluble y unida a membrana (expresados cormo pmoles de pGlu-
B-NVA hidrolizados/min/mg prot) en /os distintos tejidos analizados (Pl:Plasma,
CR: Corteza Renal, MR: Médula Renal, A: Aorta, V: Ventriculo, Au. Auricula, T:
7esticulo, CF: Corteza Frontal, HT: Hipotdlamo). Igualmente, se indica /a
existencia de diferencias significativas (p) entre grupos.



EFecto DEL GRADO DE SATURACION DE.../Ana Belén Segarra Robles

113

CORRELACIONES HORMONAS-LIPIDOS PLASMATICOS

CHO TOTAL | CHO-HDL | CHO-LDL TGL 23.35'23*&% %Cgﬁ'omu
2 | T -0.2997 --0.4164 ++0.4030 | --0.3928
©
S | DhT ++ 0.4228 +0.3475 -0.3639
s | E ++ 0.8751 ++ 0.8402
P| E --0.8909 | +0.7508 ---0.9374| ++0.8409
T +0.7667 | -0.7389
o |PhT +++0.9375
E -0.7657
CORRELACIONES PRESION ARTERIAL- LIPIDOS PLASMATICOS
CHO TOTAL | CHO-HDL | CHO-LDL TGL é‘.fg%'&'f %Cgﬁéw
G |P.A.| +++0,4939 ++0,4510

CORRELACIONES PRESION ARTERIAL-AMINOPEPTIDASAS PLASMATICAS

AlaAPsol

ArgAPsol

CysAPsol

GluAPsol

AspAPsol

pGluAPsol

P.A.

- 0.7531

- 0.8086

--0.9222

-0.7209

- 0.8213

pP<005; - - p<0,01; - - -p<0,001.

TABLAS 30, 31 y 32. Nivel de correlacion (r) positiva o negativa, también se
indica el grado de significacion;, + p<0,05; ++ p<0,01; +++ p<0,001; o, -

LDL: colesterol-LDL, T: testosterona, DhT: dihidrotestosterona, E: estradiol.

Todos: Todos los aceites, S: sésamo, G: girasol, P: pescado, O: oliva

+ : correlacion positiva, - : correlacidon negativa

P.A.: presion arterial, TGL: triglicéridos, CHO: colesterol total, HDL: colesterol-HDL,



V. Discusion
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1. SOBRE EL EFECTO DEL TIPO DE GRASA DIETETICA EN LOS NIVELES DE
PESOS E INGESTA DE AGUA Y ALIMENTO

Como puede apreciarse en la Tabla 6-Grafica 1 no existieron diferencias significativas
entre los valores medios de peso corporal de los distintos grupos de animales
durante todo el periodo experimental, ni en los valores de peso corporal alcanzados
en el momento del sacrificio. De igual manera, tampoco se observaron al sacrificio
diferencias estadisticas en los pesos de los distintos drganos internos (expresados
ponderalmente en funcion del peso corporal final; Tabla 7-Grafica 2), con una
excepcion, el higado, que mostro valores inferiores en el grupo del aceite de sésamo
frente al de girasol (p<0,01).

Tampoco se establecieron diferencias estadisticamente significativas en los valores
de ingesta media de alimento para los distintos grupos animales considerados,
con excepcion de la cuarta semana experimental, donde la ingesta fue algo superior
para el grupo de girasol (p<0,05) y para la semana décimo sexta, donde la ingesta
fue superior para el grupo que consumia aceite de coco (p<0,01) (Tabla8-Grafica3).
En cualquier caso, cuando se consideraron los valores medios de ingesta de alimento
para todo el periodo experimental no se establecian diferencias estadisticamente
significativas en funcion del tipo de grasa consumida.

En concordancia con los resultados obtenidos para la ingesta de alimento y los valores
de peso, y teniendo en cuenta que las dietas eran isoenergéticas e isoproteicas, no
encontramos diferencias significativas en las ingestas medias energéticas (expresadas
en KJ/dia), ni en la eficiencia en el uso del alimento (Tabla 9).

Por ultimo, si que aparecieron diferencias estadisticas para los valores medios durante
todo el periodo experimental de ingesta de agua (g/dia), que fueron menores
para los animales a los que se les suministré el aceite de pescado y la manteca de
cerdo (p<0,001) (Tablal10-Graficas 4 y 8). Como veremos mas adelante, estos
resultados concuerdan con los obtenidos para los valores finales de presién arterial,
gue también fueron inferiores en estos dos grupos de animales.

2. SOBRE EL EFECTO DEL TIPO DE GRASA DIETETICA EN LOS NIVELES DE
PRESION ARTERIAL Y FRECUENCIA CARDIACA

En la Tabla 11-Grafica 5 podemos observar la evolucién de los valores medios
semanales de presion arterial para cada uno de los grupos de animales. Diferencias
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estadisticamente significativas encontramos en la séptima semana del periodo de
alimentacién donde ya aparecen valores de presién arterial inferiores para los grupos
alimentados con aceite de pescado y con manteca de cerdo (p<0,05), diferencia
gue vuelve a manifestarse en las semanas décimo primera (p<0,05) y décimo
séptima (p<0,001); y que se mantiene cuando consideramos los valores medios
obtenidos para cada grupo durante todo el periodo experimental (p<0,01)(Grafica
7). Este descenso en los valores de presion arterial en animales que consumen
aceite de pescado estd ampliamente descrito en la bibliografia (Appell y cols.
1993) y parece ser debido a la alta concentracion de acidos grasos de la serie w-3
en este tipo de grasa. Bastante mas contradictorio y dificil de explicar es el resultado
obtenido en el grupo de animales que consumian la manteca de cerdo. Como hemos
indicado con anterioridad, precisamente en estos dos grupos de animales es donde
se obtuvieron los valores menores de ingesta de agua (Tabla 10-Grafica 4).

También se establecieron correlaciones positivas y estadisticamente significativas
en el grupo de animales que consumio aceite de girasol entre los valores medios de
presidn arterial final y niveles totales de colesterol en plasma (p<0,001; r=0,4939)
y de colesterol LDL (p<0,01; r=0,4510) (Tabla 31).

En cuanto a la frecuencia cardiaca, en la Tabla12-Graficab podemos ver la evolucidon
semanal de dichos valores, apreciandose frecuencias estadisticamente superiores
para el aceite de girasol frente al aceite de oliva, el coco y la manteca de cerdo
(p<0,01) en la tercera semana y para la manteca de cerdo frente al aceite de oliva
en la quinta semana (p<0,05); sin que al final del periodo experimental se lleguen
a establecer diferencias significativas entre los grupos de animales que consumieron
las distintas dietas.

3. SOBRE EL EFECTO DEL TIPO DE GRASA DIETETICA EN LOS NIVELES DE
PARAMETROS ANALIZADOS EN PLASMA

Actualmente se acepta que el tipo de dieta en general y la composicién de acidos
grasos en particular modifica los niveles de colesterol, triglicéridos y esteroides
sexuales en plasma. Sin embargo, los resultados con relacién al sentido de tal
modificacién son en algunos casos aparentemente contradictorios y los mecanismos
gue subyacen a éstos efectos no estan del todo dilucidados.

Nuestros resultados demuestran que los niveles de colesterol total son mayores
cuando se utilizan sésamo, girasol, oliva y coco que cuando se utilizan aceite de
pescado o manteca de cerdo (Tabla 13-Gréfica 10). Los niveles de HDL-colesterol
son mayores al utilizar oliva, manteca de cerdo y coco que al utilizar sésamo,
girasol o pescado. Los niveles de LDL-colesterol son menores al utilizar manteca
de cerdo, en comparacion con el resto de aceites entre los que no hay grandes
diferencias (Tabla 13-Graficas 11 y 12). Finalmente, los niveles de triglicéridos
son muy bajos cuando se utilizan sésamo y pescado y altos cuando se utilizan oliva
y girasol (Tabla 13-Grafica 9). Estos resultados demuestran la importante influencia
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que ejerce el tipo de grasa que se utiliza en la dieta sobre los niveles de colesterol
y triglicéridos en plasma.

Los estudios que analizan el efecto de los diferentes acidos grasos en la dieta sobre
los niveles plasmaticos de colesterol ponen en evidencia la heterogeneidad de los
resultados dependiendo de diversos factores como la especie en que se realizé el
estudio, la concentracidn de acido graso utilizado o el periodo de tiempo en que se
prolongé el estudio. Asi, en estudios metabdlicos se ha demostrado que diferentes
clases de acidos grasos saturados tienen diferentes efectos sobre los niveles de
lipidos y lipoproteinas en plasma (Kris-Etherton y Yu, 1997). En concreto, los acidos
grasos saturados con 12-16 atomos de carbono tienden a incrementar los niveles
de colesterol total y LDL-colesterol en plasma. Sin embargo, el acido estearico
(18:0) no tiene efecto en comparacion con el acido oléico (18:1). Entre los acidos
grasos saturados que aumentan el colesterol, el acido miristico parece ser mas
potente que el ldurico o palmitico (Kris-Etherton y Yu, 1997) pero éstos datos han
resultado ser poco consistentes (Temme y cols, 1996). Finalmente, aunque el &cido
estearico tiene pocos efectos sobre el colesterol total y LDL-colesterol comparado
con los hidratos de carbono, puede disminuir el HDL-colesterol comparado con los
acidos grasos mono y poliinsaturados, siendo este efecto particularmente intenso
en mujeres.

Con respecto a los acidos grasos poliinsaturados, numerosos estudios metabdlicos
han demostrado un marcado efecto reductor del colesterol mediante el uso de
aceites vegetales ricos en acido linoleico en lugar del uso de grasa saturada en la
dieta (Hu y cols, 2001). Ademas, un aumento en la ingesta de'acidos grasos
poliinsaturados mejora la sensibilidad a la insulina (Lovejoy, 1999). En este sentido,
una alta ingesta de grasa poliinsaturada se ha relacionado con una menor incidencia
de diabetes tipo 2 (Hu y cols, 1999).

Finalmente, en relacién a los acidos grasos monoinsaturados, el uso de grasa
monoinsaturada en lugar de hidratos de carbono, incrementa el colesterol-HDL sin
afectar el LDL (Mensink y Katan, 1992). Esta sustitucion puede también mejorar la
tolerancia a la glucosa y la sensibilidad a la insulina en pacientes con diabetes
mellitus (Garg y cols, 1992). Ademas, la grasa monoinsaturada es resistente a la
oxidacion (Parthasarathy y cols, 1990).

Por otro lado, nuestros resultados demuestran un incremento significativo de los
niveles de testosterona cuando se utiliza manteca de cerdo en la dieta con respecto
al resto de aceites utilizados. Los menores niveles de testosterona se obtuvieron
cuando se utilizé aceite de oliva en la dieta, pero no existen diferencias significativas
entre ésta dieta y las que contenian aceites de sésamo, girasol, pescado o coco. Los
niveles de dihidrotestosterona, aunque muestran ligeras diferencias dependiendo
del aceite utilizado, éstas no llegan a ser significativas. En cualquier caso, los mayores
niveles se obtienen con la utilizacién de manteca de cerdo y los menores cuando se
utiliza aceite de pescado. Finalmente, los niveles de estradiol muestran escasas
diferencias entre los diferentes grupos de aceites utilizados. Sin embargo, las
diferencias alcanzan significacién estadistica (p<0,05) cuando comparamos el uso
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de coco con oliva; siendo la actividad mayor con el uso de aceite de coco (Tabla 13-
Graficas 14-16).

Si analizamos la relacién estradiol/testosterona observamos que los valores mayores
se obtienen con el uso de girasol y oliva y los menores con el uso de manteca de
cerdo. La relacion estradiol/dihidrotestosterona exhibe su mayor valor con el uso
de pescado y el menor con el uso de manteca de cerdo (Graficas 17 y 18).

Estos resultados lo primero que indican es un claro efecto del tipo de grasa en la
dieta sobre los niveles de esteroides sexuales en el suero de los animales analizados.
Esto sugiere que la funcion testicular y consecuentemente también la fertilidad de
éstos animales puede modificarse dependiendo del tipo de aceite que utilicemos en
la dieta.

En este sentido, otros autores también han analizado la influencia del tipo de grasa
en la dieta sobre la funcion testicular en mamiferos. Asi, la alimentacién de ratas
con dietas ricas en colesterol 0 aceite de pescado aumentan la testosterona basal y
la sintesis de testosterona estimulada por LH en comparacién con ratas alimentadas
con una dieta baja en colesterol que contenga aceite de linaza (Sebokova y cols,
1990). También se ha demostrado que la composicion de grasa en la dieta influye
en la composicion de colesterol y fosfolipidos de las membranas plasmaticas
testiculares de rata (Sebokova y cols, 1990). La modificacion de la composicién y
propiedades fisicas de la membrana puede conducir a modificaciones en la actividad
de los enzimas asociados a membrana (Muriana y cols, 1992)'y a alteraciones en
las propiedades de unidon de los receptores de gonadotropinas (Sebokova y cols,
1988).

Los estudios que se han llevado a cabo en humanos demuestran una heterogeneidad
en los resultados, algunos de ellos aparentemente contradictorios. Se ha descrito
una correlacién inversa entre el grado de insaturacion de la grasa y los niveles de
testosterona. Asi, la ingesta de aceite de pescado se ha relacionado inversamente
con los niveles de testosterona total (Nagata y cols, 2000). Por otro lado, el uso de
una dieta rica en grasa saturada, reductora de quilomicrones postprandiales, da
lugar a una reduccién prolongada de testosterona que no se ve afectada por la
reduccién postprandial de quilomicrones (Volek y cols, 2001). Field y colaboradores
en 1994 estudiaron la relacién entre la dieta y los niveles plasmaticos de diversos
esteroides sexuales y cortisol. Los resultados les demostraron que las Unicas
hormonas asociadas con los lipidos de la dieta fueron dihidrotestosterona, cortisol
y SHBG.

Finalmente y en contraste con la mayoria de los autores, Dorgan y colaboradores
en 1996, tras evaluar el efecto de la grasa sobre las hormonas sexuales en plasma
y orina observaron que la concentracion de testosterona total y de SHBG aumentaron
tras consumir una dieta alta en grasa durante 10 semanas.

Con respecto a la posible relacién entre los niveles de hormonas sexuales y los de
los diferentes lipidos en plasma (Tabla 30) se observa una correlacién positiva
significativa (p<0,01) entre los niveles de HDL-colesterol y los niveles de estradiol
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cuando se utiliza aceite de sésamo en la dieta. Sin embargo, esta relacion es negativa
cuando se utiliza pescado en la dieta y positiva (p<0,05) cuando se relaciona LDL-
colesterol y estradiol. Finalmente, el uso de aceite de oliva en la dieta establece una
correlaciéon positiva entre HDL-colesterol y dihidrotestosterona (p<0,001) y entre
triglicéridos y testosterona (p<0,05), pero la relacidn es negativa entre HDL-colesterol
y estradiol (p<0,05).

4. SOBRE EL EFECTO DEL TIPO DE GRASA DIETETICA EN LOS NIVELES DE
AMINOPEPTIDASAS

4.1. Actividad Aminopeptidasa en Plasma

En plasma las actividades que aparecen con mayores niveles son la AlaAP vy la
ArgAP, descritas como angiotensinasas My por lo tanto, implicadas en el metabolismo
de la AnglIIl. Como puede apreciarse en la Tabla 15-Grafica 20, ambas muestran un
patron de comportamiento muy similar, con valores minimos en los animales
alimentados con aceite de pescado en comparacion con la manteca de cerdo en el
caso de la Ala AP (p<0,01) y con la manteca de cerdo y el sésamo en el caso de la
ArgAP, donde también se establecen diferencias entre el aceite de coco frente al
sésamo Yy la manteca de cerdo (p<0,001).

Las actividades GIUAP y AspAP, ambas degradativas frente a la Angll, presentan
también entre ellas un patrén muy similar, donde destacan los valores
significativamente mayores (p<0,001) para el aceite de girasol, mientras que el
resto de las grasas parecen tender al aumento de estas actividades enzimaticas de
manera proporcional a su grado de saturacidon. Niveles y comportamiento similar
(p<0,001) encontramos para la pGIuAP, uno de cuyos sustratos es la TRH; y lo
mismo parece suceder, aunque los niveles de actividad son algo superiores, con la
CysAP (p<0,01) actividad degradativa frente a la vasopresina y la oxitocina.

También es interesante destacar que en los animales alimentados con aceite de
girasol se establecen correlaciones estadisticamente significativas y de signo negativo
entre los valores de presién arterial al final del periodo experimental y los niveles
de la mayoria de las actividades aminopeptidasas estudiadas, con excepcion de la
GIUAP (Tabla 32): AlaAP (p<0,05; r=-0,7531), ArgAP (p<0,05; r=-0,8086), CysAP
(p<0,01; r=-0,9222) AspAP (p<0,05; r=-0,7209) y pGIuAP (p<0,05; r=-0,8213).
Estos resultados indicarian que al menos para este aceite, parece existir una relacion
entre dichas actividades y los valores de presién arterial.

4.2, Actividad Aminopeptidasa en Rifion

Sin duda, uno de los tejidos corporales en los que el SRA presenta mayor importancia
es en el rindn. Ademas de la via clasica de formacion de la Angll (Skeggs y cols.
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1976, Pickering 1964), este octapéptido es también generado y biotransformado
de forma local (Erdos 1990). Por tanto, la Angll es formada tanto a partir del
angiotensindgeno liberado sistémicamente como del formado a nivel local. De hecho,
tanto el angiotensindgeno como su ARNm han sido localizados en las células de los
tubulos proximales del rifidn (Gomez y cols. 1988; Darby y Sernia 1995; Ingelfinger
y cols. 1990).

El ECA ha sido localizado en las células endoteliales de la vasculatura renal y en las
membranas del borde en cepillo de los tubulos proximales (Schulz y cols. 1988). El
receptor AT1 estd presente en las membranas luminales y basolaterales de los
tubulos, asi como sobre los vasos sanguineos (Allen y cols. 1999). Se ha determinado
la concentracién intrarrenal de AngIl y ésta ha resultado ser sorprendentemente
alta (Campbell y cols. 1991), de manera que no pueden ser explicada sélo en base
a las concentraciones de AngllI circulante. Investigaciones sobre varios modelos de
hipertensidn en ratas, entre ellos el 2K1C (hipertensién Goldblatt dos rifiones un
clip) (Navary cols. 1999) demuestran que debe existir una alta produccién local de
AnglII en el rifidn.

Otra serie de experimentos de micropuncidon han demostrado que las concentraciones
tanto de Angl como de AngIl en el fluido de los tubulos proximales son mucho
mayores que en el plasma; aun no se conoce con certeza su origen, pero parece
probable que la Angl y AnglII sean producidas por las células de los tubulos vy
secretadas al lumen. También hay presencia de renina en el fluido del lumen de los
tubulos, en las membranas del borde en cepillo y en el interior de las células. Se ha
podido demostrar (Henrich y cols. 1996; Moe y cols. 1993) que los cultivos de
células tubulares son capaces de producir renina en pequefias cantidades. Por ultimo,
hay niveles bastante elevados de ECA en las membranas del borde en cepillo, lo
que explicaria la conversion de la Angl en AnglI.

En conjunto, todas estas observaciones sugieren que el SRA tisular local debe cumplir
un importante papel en la regulacién de la funcién renal. Experimentos realizados
con bloqueantes del receptor AT1 han demostrado un incremento en el flujo de
sangre renal, en la tasa de filtracidn glomerular y en la excrecion de sodio (Cervenka
y cols. 1999). La administracion intraluminal, tanto de bloqueantes del AT1 como
de inhibidores del ECA, reducen la tasa de reabsorcion de sodio en los tubulos
proximales (Quan y cols. 1996). Estudios de microperfusion sugieren que la AnglI
es también un importante regulador de la reabsorcién distal (Wang y Giebisch
1996,; Barreto-Chaves y Mello-Aires 1996). Por lo tanto, parece que la Angll juega
un importante papel regulador intrarrenal a lo largo de toda la nefrona.

Se sabe que cambios en el SRA local pueden estar relacionados con la aparicién de
la hipertensidn. En ratas 2K1C el candesartan, un bloqueante del receptor AT1, ha
demostrado ser capaz de disminuir la presion arterial de forma dosis-dependiente.
Esta droga incrementa el flujo de sangre renal y disminuye la resistencia vascular
intrarrenal, aumentando de forma paralela la excrecién urinaria de sodio. Resultados
similares se han obtenido con el valsartan, otro inhibidor del receptor AT1, que ha
demostrado disminuir la presidén arterial sistdlica en ratas hipertensas del modelo
Goldblatt 2K1C (Hermoso Calatrava F. Tesis Doctoral. 2001).
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Se sabe que muchas de las alteraciones en la funcion renal estan influidas por
distintos factores dietéticos como la ingesta total de calorias, el fosforo, el cloro o el
potasio, la ingesta de proteina y de acidos grasos poliinsaturados (Brown y col.,
1998). Existen evidencias de la relacion entre los acidos grasos y el SRA en el
rifdn, ya que se ha comprobado que los acidos grasos poliinsaturados inhiben al
ECA al mismo tiempo que estimulan la sintesis de éxido nitrico (Kumar y Das,
1997). Algunos tipos de nefropatias (como la nefropatia por inmunoglobulina A)
pueden mejorar su pronostico mediante la administracion de aceite de pescado,
efecto que parece basarse en el hecho de que los acidos grasos poliinsaturados de
tipo w-3 pueden limitar la produccién o la accién de las citocinas y los eicosanoides
liberados durante el dafo renal (Donadio 2000).

Nuestros resultados indican que el tipo de acidos grasos dietéticos, determinado
por la clase de aceite utilizado, pueden afectar a distintas actividades
aminopeptidasas a nivel renal. En la corteza renal encontramos que la manteca
parece determinar menores niveles de AspAP frente al aceite de oliva (p<0,05) en
la fraccion soluble, mientras que en la fraccion unida a membrana se obtuvieron
niveles significativamente menores para el girasol cuando se compara con el pescado
(p<0,05) (Tabla 16-Grafica 21).

En la médula renal la actividad ArgAP soluble fue superior para la manteca (p<0,05).
En la fraccion unida a membrana encontramos los mayores niveles de AlaAP tras el
consumo de sésamo (p<0,05), y el girasol determina los menores niveles de actividad
CysAP cuando se compara con las dos grasas saturadas (manteca y coco, p<0,01).
No obstante, las variaciones mas significativas se localizaron en la médula renal
para las actividades GIuAP, AspAP y pGIuAP. La actividad GIUAP soluble aparece
inferior en los animales que consumieron manteca de cerdo y aumenta en el grupo
de coco (p<0,001). En la fraccién de membrana sdlo encontramos diferencias entre
el sésamo vy el girasol (p<0,05). La actividad AspAP soluble y unida a membrana
muestran el mismo efecto obteniendose los menores niveles con girasol y manteca
frente al resto de grasas (p<0,001), aunque en la fraccién soluble s6lo muestra
diferencias significativas con el girasol (p<0,01)(Tabla 17-Grafica 22).

Tanto la actividad GIUAP como la AspAP se han descrito como degradativas de la
AngII (Nagatsu y cols., 1970), por lo que sus menores niveles tras el consumo de
manteca y girasol podrian relacionarse con un metabolismo disminuido de este
péptido en la médula renal. En la médula renal se ha propuesto la existencia de un
nuevo receptor capaz de fijar tanto a la AnglI como a la vasopresina. Parece tratarse
de una nueva isoforma del receptor AT1 que responde con igual sensibilidad a los
dos péptidos, e intervendria en los efectos estimulantes de la reabsorcién de sodio
y agua a nivel medular que presentan tanto la AngII como la vasopresina (Gonzalez
y cols., 1997). La menor actividad angiotensinasa A podria aumentar el tiempo de
actuacion de la Angll, estimulando se esta forma la reabsorcidon de agua y sodio.

Por ultimo, la actividad pGIuAP en la fraccién soluble presenta una actividad menor
con el girasol (p<0,01), y es interesante destacar que la pGIuAP de membrana fue
indetectable en los animales alimentados con girasol y con manteca (Tabla 17-
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Grafica 22). Esta menor actividad degradativa de TRH prolongarian la accién de
esta hormona en el rifidn, relacionada con una disminucién en la excrecion de sal y
agua, asi como en la filtraciéon glomerular y el flujo plasmatico renal (Garland,
1987).

4.3. Actividad Aminopeptidasa en Aorta

Se ha estudiado la existencia de un SRA tisular propio de la pared vascular, llevandose
a cabo los trabajos principalmente en vasos del rifidn, esplacnicos y en los vasos
cardiacos (Ganten y cols. 1970; 1972). Las primeras evidencias de la existencia de
estos sistemas locales se tuvieron tras realizar infusiones de los vasos sustituyendo
el fluido sanguineo por una solucién que contenia renina, lo que permitiéo comprobar
la existencia de angiotensindgeno en los mismos y su transformacién a AngI (Mullér
y cols. 1995). Ademas, tras cesar la infusidon continuaba la generacién de Angl, lo
que demostraba la existencia de |la propia renina en la pared vascular. Posteriormente
se demostraria la existencia del ECA en la pared vascular, no necesariamente del
pulmon, y su papel en el control de los niveles de AngII (Mullér y cols. 1997).

En los resultados obtenidos en el presente trabajo, podemos observar cémo la
calidad de la grasa dietética es capaz de alterar la actividad de distintas
aminopeptidasas en la pared del cayado adrtico de la rata, tanto en su fraccion
soluble como unida a membrana. Claramente, el tipo de grasa afecta a las actividades
relacionadas con el SRA. (Tabla 18-Grafica 23).

La actividad AlaAP, en la fraccidn soluble, presenta mayores niveles de actividad con
el sésamo, girasol y pescado (grasas poliinsaturadas) frente al aceite de oliva, coco y
manteca de cerdo (grasas monoinsaturadas y saturadas) (p<0,001). Sin embargo
en la fraccion de membrana el patron parece invertirse, alcanzandose las mayores
actividades con el aceite de oliva y el coco (p<0,01). La actividad ArgAP soluble no
muestra diferencias, y la de membrana parece comportarse de forma similar a la
AlaAP, con excepcion del aceite de sésamo (p<0,001) (Tabla 18-Grafica 23).

La actividad GIUAP soluble es menor en los animales alimentados con aceite de
girasol (p<0,01) frente al pescado y el aceite de oliva, y lo mismo ocurre en la
fraccion de membrana, aunque en éste caso la diferencia sélo se mantiene frente a
la grasa monoinsaturada (p<0,01). Patrones muy similares encontramos para la
actividad AspAP soluble (p<0,01) y unida a membrana (p<0,05).

Trabajos recientes demuestran que la Angll es capaz de inducir dafio vascular, y
gque ademas dicho efecto es mediado localmente, es decir, se debe a la Angll
producida en la propia pared vascular. La combinacion de inhibidores del ECA y de
bloqueantes del receptor AT1 normalizan la presion arterial al tiempo que protegen
del dafio vascular. Los inhibidores de la renina disminuyen sdélo parcialmente la
presion sanguinea, pero también protegen completamente del dafo vascular. Existen
evidencias de que la AngllI es capaz de estimular directa o indirectamente el estrés
oxidativo. Ademas, se sabe que estos dafios son debidos directamente a la Angll,
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y no un efecto del aumento de la presién arterial, de hecho, cuando la presion
arterial disminuye por tratamientos que no incluyen a los inhibidores del SRA el
dafio vascular no desaparece (Mervaala y cols. 2000).

Los trabajos realizados parecen demostrar una clara relacion entre el SRA y las
enfermedades coronarias, e indican que la Angll posee efectos celulares directos
sobre el miocardio y las arterias coronarias, que desembocarian en aterosclerosis,
hiperplasia intimal, isquemia, etc. Parece que son muchos los mecanismos que
contribuyen a esta relacion: crecimiento y migracion de las células musculares
lisas, induccidn de la disfuncion endotelial, potenciacion del efecto aterogénico del
colesterol, alteracidon del balance fibrinolitico, etc (Guzman 2000). Ya a principios
de la década de los 90 algunas publicaciones hablaban de la relacién entre los
niveles plasmaticos de renina y el riesgo de sufrir infarto agudo de miocardio
(Alderman y cols. 1991; Laragh 1992). Actualmente se sabe que la Angll es capaz
de incrementar el estrés oxidativo en la pared endotelial, inducir la proliferacién
celular, actuar como agente proinflamatorio e interferir en la coagulacidon sanguinea
(Dzau 1998), aunque los mecanismos precisos mediante los cuales la Angll puede
afectar a la estructura y funcién de las arterias no son totalmente conocidos.

Por otra parte, la activacion de SRA, por ejemplo en el caso de hipertensién arterial,
se ha relacionado con una disminucién en la produccion y en la actividad del ON, y
por lo tanto de sus propiedades protectoras del endotelio; de hecho, el ON tiene
propiedades vasodilatadoras, antiagregantes plaquetarias e inhibidoras del
crecimiento y la migracion celular, por lo que su accién podria tener efectos
antiaterogénicos (Ribeiro y cols. 1992). Se ha observado que la Angll es capaz de
aumentar la produccién de radicales libres como el anién superdxido (Griendling y
cols. 1997) que reaccionaria con el ON dando lugar a alguno de los radicales libres
mas dafiinos para la pared vascular (Cosentino y cols 1998).

También se sabe que existe una relaciéon entre el SRA y la oxidacion de las
lipoproteinas LDL y su captacion por los macréfagos. Parece que la AnglI favorece
la oxidacion de las LDL (Keidar y cols. 1994; Strawn y cols. 2000) y la aparicidn de
las células espumosas. La AnglIl podria estar implicada en fases posteriores de la
formacion de la placa de ateroma, ya que son bien conocidos sus efectos proliferativos
directos o a través del IGF-1 (Paquet y cols. 1990).

Por ultimo, la Angll es también capaz de interactuar con el sistema fifrinolitico, ya
gue es capaz de aumentar la expresion del inhibidor del activador tisular del
plasmindgeno 1 (PAI-1) (Van Leeuwen y cols. 1994) al mismo tiempo que la AnglV
a través del receptor AT4 es capaz de interactuar con el activador tisular del
plasmindgeno (tPA) y el PAI-1 (Kerins y cols. 1995). Todos los mecanismos citados,
actuando de manera conjunta, son claros favorecedores del desarrollo de la
aterosclerosis, por lo que podriamos afirmar que cualquier factor capaz de alterar
el equilibrio entre los distintos péptidos activos del SRA, y en especial las cantidades
de AngllI, podria relacionarse con la aparicidén y desarrollo de la placa de ateroma;
por consiguiente, variaciones en las actividades aminopeptidasas involucradas en
el metabolismo de las angiotensinas podria influir en el desarrollo de la aterosclerosis.



EFecto DEL GRADO DE SATURACION DE.../Ana Belén Segarra Robles 124

Nuestros resultados apuntarian a una disminucion en las actividades degradativas
de la AngII (GIUAP y AspAP) con el consumo de aceite de girasol frente al aceite de
oliva y de pescado, grasas que han demostrado su accién protectora frente a la
formacion de la placa de ateroma. Al mismo tiempo, aparecen incrementadas las
actividad catabdlicas de la AnglIl en la fraccion soluble con los aceites mas
insaturados (sésamo, girasol y pescado), y por el contrario con la grasa
monoinsaturada y saturada en la fraccion de membrana, lo que podria alterar los
niveles de AnglIIl y AngIV. No obstante, en las preparaciones histoldgicas de las
aortas obtenidas a partir de animales alimentados con aceite de pescado o con
manteca de cerdo (figuras 6-11, pagina 83) en ningln caso se observan alteraciones
en la morfologia de la pared vascular, lo que podria estar relacionado con el
relativamente bajo porcentaje de grasa utilizado en estos experimentos.

También encontramos variaciones en la actividad pGIuAP soluble, que muestra sus
menores niveles con el aceite de girasol y las grasas saturadas (p<0,01), y en la
fraccion unida a membrana que parece seguir un patrén bastante similar (p<0,001)
(Tabla 18-Grafica 23). La pGIuAP actia como actividad degradativa y reguladora de
los niveles de TRH, hormona que parece intervenir en la regulacién del crecimiento
y en el control del tono vasomotor del sistema cardiovascular (Shi y cols., 1996).

4.4. Actividad Aminopeptidasa en Corazon

Al igual que hemos visto en tejidos anteriores, todos los componentes del sistema
renina-angiotensina se expresan y localizan en el corazén, por lo tanto, podemos
afirmar la existencia de un sistema local en este érgano (Lindpaintner y Ganten
1991).

El angiotensindgeno se expresa en todo el corazéon y en cultivos de miocitos y
fibroblastos cardiacos (Sawa y cols. 1992). La renina y su ARNm estan presentes
en la auricula y el ventriculo, asi como en cardiomiocitos de distintas especies,
incluida la humana (Endo-Mochizuki y cols. 1995), aunque no esta muy claro cual
es la fuente de renina cardiaca, ya que los niveles de ARNm no son muy altos,
ademas de que tanto la renina como la prorenina circulantes son captadas
eficientemente por el corazén, y podrian ser la fuente mayoritaria para la generacion
de AnglI (Miller y cols. 1998). También se sabe que existen vias alternativas a la
renina para la formacién de angiotensinas cardiacas, por ejemplo, enzimas como
las catepsinas son capaces de liberar angiotensinas a partir del angiotensinégeno
(Gondo vy cols. 1989); sin embargo, al menos en ratas, se ha comprobado que la
nefrectomia bilateral tiene como consecuencia la pérdida de la AngII cardiaca, lo
gue apoyaria la hipétesis de que la renina liberada por el rifidn seria la principal
fuente para la formacién de Angl en el corazén (Danser y cols. 1994).

Por su parte, el ECA es producido en los tejidos cardiacos, principalmente en los
fibroblastos y el endotelio (Katwa y cols. 1995), pero igual que en el caso de la
renina, su importancia ha sido cuestionada ya que en el corazén la quimasa también
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cataliza la misma reaccién transformando la AngI en AnglI, y parece que ésta es la
via mayoritaria de formacién (Urata y cols. 1990). No obstante, todos los elementos
necesarios para la generacion de AngllI local estan presentes en el corazon.

En trabajos realizados con anterioridad en nuestro laboratorio (Hermoso 2001,
Tesis Doctoral), se demostré la presencia de actividades angiotensinasas frente a la
AnglI (GIuAP y AspAP) y la AnglII (AlaAP y ArgAP) en auricula derecha y ventriculo
izquierdo en el corazon de rata, y que tanto la hipertension de tipo Goldblatt dos
rinones un clip (G2R1C) como el tratamiento con valsartan, un bloqueante del
receptor AT1, afectaban a dichas actividades.

También se ha descrito la presencia de los dos tipos de receptores en el corazon,
AT1 y AT2 (Sechi y cols. 1992), y mediante la interaccion con ellos la Angll ejerce
sus efectos inotrdépicos e hipertréficos en el tejido cardiaco. A nivel molecular, dichos
efectos inotrdpicos son llevados a cabo a través de sus acciones sobre la homeostasis
del calcio y la conductancia de las membranas (Bonnardeaux y Regoli 1974).

Bastante mas importancia parecen tener los efectos hipertréficos de la AngllI sobre
los cardiomiocitos, en los que potencia la sintesis de ADN y la proliferacion. Existen
evidencias de que la AngIl producida localmente participa en la induccién del
crecimiento de los cardiomiocitos y en la hipertrofia cardiaca (Nagano y cols. 1991).
En algunos modelos animales, los cambios en el tamafio del corazén no se
correlacionan con la presién sanguinea ni con los niveles de AnglI plasmatica, pero
si lo hacen con las concentraciones de AnglI en el corazén (Béhm y cols. 1996).

En nuestros resultados, y tal y como se puede ver en la tabla 7, no aparecen
diferencias significativas (p=0,1596) en el peso del corazén, expresado en g/ 100 g
de peso vivo del animal, al igual que tampoco aparecian diferencias significativas al
final del periodo experimental (p=0,6889) en la frecuencia cardiaca (Tabla 12-
Grafica 6), aunque si que encontramos valores estadisticamente inferiores (p<0,001)
de presion arterial para los animales que consumieron el aceite de pescado y la
manteca de cerdo (Tabla 11-Gréfica 5).

También se han estudiado las implicaciones del SRA cardiaco en la remodelacién
del miocardio tras un infarto, ya que este proceso consiste basicamente en una
hipertrofia (Pfeffer 1995). Estudios realizados con paciente que presentaban
disfuncién ventricular izquierda después de un infarto de miocardio demuestran
que tanto los inhibidores del ECA como los bloqueantes del receptor AT1 presentan
un efecto claramente protector (Pitt y cols. 2000). La importancia del ECA en la
etiologia de las enfermedades cardiacas se ha comprobado en numerosos estudios.
Utilizando preparaciones de corazones aislados se ha podido demostrar que las
arritmias postisquémicas se pueden prevenir con inhibidores del ECA; es mas, el
flujo coronario y la funcién ventricular mejoran en modelos experimentales en los
que los inhibidores del ECA bloquean exclusivamente la formacion de AnglI tisular
cardiaca.

En lo que se refiere al efecto de la Angll sobre el crecimiento de los cardiomiocitos,
se sabe que la mayor parte de los efectos hipertréficos de la Angll son mediados
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por el receptor AT1 a través de distintas vias intracelulares (Dostal 2000). También
se sabe que la formacién local de Angll induce dafio cardiaco independientemente
de la elevacion de la presion sanguinea (Mazzolai y cols. 1998), aunque no todas
las especies animales presentan la misma sensibilidad a este efecto.

De forma paralela a la hipertrofia, numerosos estimulos pueden inducir la fibrosis
cardiaca, o lo que es lo mismo, la proliferacién de los fibroblastos cardiacos y la
excesiva deposicién de matriz extracelular (Booz y Baker 1995). Como consecuencia
aparece disfuncion ventricular y finalmente fallo cardiaco, principalmente por
disfuncién diastélica. La Angll también estd directamente relacionada con el
desarrollo de la fibrosis cardiaca (Booz y Baker 1995), ya que la infusidon crénica de
AnglII induce la fibrosis, y ésta puede ser evitada por los inhibidores del ECA y por
los bloqueantes del AT1.

A pesar de todo lo expuesto, es poco lo que actualmente se conoce sobre el papel
de las aminopeptidasas en la regulacién de los niveles tisulares de angiotensinas
cardiacas, y aun menos sobre el posible efecto que el tipo de grasa en la dieta
pudiera tener sobre estas actividades, aunque es muy bien conocida la importancia
de los factores dietéticos, y entre ellos particularmente el tipo de grasa, sobre la
incidencia de determinadas enfermedades cardiacas (Kromhout, 2001),
particularmente las fuentes lipidicas ricas en acidos grasos saturados o acidos grasos
de tipo trans, por su efecto sobre el perfil de lipoproteinas plasmaticas, aunque
puede que no sea éste el Unico efecto de los distintos tipos de acidos grasos.

En los resultados obtenidos en el presente trabajo se puede observar como el tipo
de grasa ingerida por los animales es capaz de modificar los niveles de actividad de
las angiotensinasas, tanto en auricula como en ventriculo, siendo ademas los
resultados dispares en ambos tejidos.

En auricula (Tabla 20-Grafica 24) los resultados estadisticamente mas significativos
los encontramos para la actividad ArgAP de membrana que muestra niveles mayores
(p<0,001) con el aceite de coco frente a las grasas mas insaturadas (sésamo,
girasol y pescado), para la actividad GIUAP de membrana con mayores niveles
(p<0,001) con el aceite de oliva en comparacion con el sésamo, girasol, manteca y
coco; y para la actividad AspAP, también de membrana, que sigue un patrén similar
al de la GIUAP, aunque es este caso las diferencias estadisticamente significativas
se establecen soélo frente al sésamo y al girasol (p<0,001).

Merecen ser destacados los altos niveles de actividad GIUAP y AspAP de membrana
en la auricula de los animales alimentados con aceite de oliva, ya que estas
actividades enzimaticas actuan transformando la Angll en Anglll, por lo que podrian
determinar una menor vida media de éste péptido, disminuyendo sus posibles efectos
sobre el crecimiento de los miocitos y la fibrosis cardiaca. Este efecto podria estar
relacionado con el conocido papel beneficiosos del consumo de aceite de oliva sobre
las enfermedades cardiovasculares isquémicas, y en particular sobre los accidentes
coronarios, que se ha puesto de manifiesto en distintos estudios epidemioldgicos
(Bernard y cols., proyecto MONICA, 1987) y que parece no estar en relacién
Unicamente con las variaciones en los lipidos plasmaticos.
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En el ventriculo (Tabla 19-Grafica 25) la actividad AlaAP y ArgAP de membrana
muestran sus niveles mas elevados con el aceite de girasol frente al sésamo, pescado
y oliva (p<0,001). La actividad GIUAP soluble aparece significativamente superior
con el aceite de girasol y la manteca de cerdo (p<0,001) al igual que ocurre con las
actividades AspAP tanto solubles como de membrana (p<0,001). La mayor actividad
angiotensinasa A (GIUAP y AspAP) en los animales pertenecientes a los grupos
girasol y manteca de cerdo podria favorecer la degradacién de la AngII a AnglIII, al
mismo tiempo que, en el caso concreto del aceite de girasol, el incremento
concomitante de la angiotensinasa M (AlaAP y ArgAP), al menos a nivel de membrana,
podria favorecer el paso de AnglII a AnglV, y por lo tanto, podria traducirse en una
activacion del SRA cardiaco.

En ventriculo también encontramos resultados interesantes para la actividad
degradativa de vasopresina y para la pGIuAP (Tabla 19-Gréfica 25). La CysAP soluble
presentd mayor actividad en los animales que consumieron el aceite de girasol en
comparacién con los que ingirieron el resto de grasas (p<0,001), diferencia que se
mantuvo (excepto con la manteca) en la fraccién de membrana (p<0,001). Este
efecto podria favorecer la degradacién de la vasopresina tisular local, que se ha
relacionado con un aumento de la presidn arterial en algunos modelos animales de
hipertensidn (Lariviere y cols., 1988).

Por su parte, la actividad pGIuAP, activa frente a la TRH, fue superior tras el consumo
de girasol tanto en la fraccion soluble como en la unida a membrana (p<0,001), lo
gue sugeriria un papel de este péptido en la funcién ventricular. Se ha detectado la
presencia de TRH en el corazén de rata, y la administracién de esta hormona estimula
la contraccidon cardiaca, ademas, hay estudios que demuestran la presencia de
receptores para la TRH en los cardiomiocitos ventriculares, lo que apoya que este
péptido actue estimulando la contraccién ventricular y en la regulacion del crecimiento
y el tono vasomotor en el sistema vascular cardiaco (Shi, 1996).

4.5. Actividad Aminopeptidasa en Testiculo

La funcidn testicular en los mamiferos esta bajo el control de las gonadotropinas
hipofisarias, pero los mecanismos de control auto/paracrino de diversos factores
locales son también importantes en la regulacion testicular (Sharpe, 1986). En éste
sentido, entre otros se han identificado a nivel testicular diversos componentes del
sistema-renina-angiotensina (SRA) (Speth y cols, 1999); las neurohormonas
vasopresina y oxitocina también se ha demostrado que se sintetizan localmente a
nivel testicular (Inaba y cols, 1999) e igualmente, la TRH también se sintetiza
localmente en el testiculo (Zhang y cols, 1995). Se especula que éstos y otros
factores pudieran tener un papel importante en la regulacion de la funcion testicular.

El nivel circulante o tisular de un determinado péptido, es el resultado de un equilibrio
entre su secrecion y degradacion. Asi, el estado funcional de estos péptidos bioactivos
depende no sdélo de su secrecidn sino también de su inactivacién o procesamiento
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mediante la accién de enzimas proteoliticos tales como las aminopeptidasas (AP).
Estos enzimas juegan un importante papel en la regulacién del SRA (Barret y cols.,
1998), de las hormonas oxitocina y vasopresina (Itoh y Nagamatsu, 1995) y de la
TRH (Cummins y O "Connor, 1998).

Se ha sugerido que la composicion grasa de la dieta influye sobre la funcion
reproductora en varones al modificar el nUmero de espermatozoides por eyaculado
(Surai y cols., 2000) y también influye en la composicién en colesterol-fosfolipidos
de las membranas plasmaticas testiculares de ratas (Sebokova y cols., 1988).
Ademas, modificaciones en la composicién de acidos grasos de la dieta influyen en
el metabolismo de las prostaglandinas y en la fertilidad (Abayasekara y Wathes,
1999).

Estudios in vitro han demostrado que el colesterol y las hormonas esteroideas
afectan a las actividades de las aminopeptidasas (Martinez y cols., 1998). Ademas,
se ha demostrado que los detergentes (sustancias de naturaleza anfipatica al igual
que los acidos grasos) también alteran la actividad de aminopeptidasas in vitro'(Alba
y cols., 1995). En estudios recientes en suero de ratén, la GIUAP y AspAP, modifican
sus actividades dependiendo del tipo de acidos grasos usados en la dieta (Arechaga
y cols., 2001) y la suplementacién con aceite de oliva afecta las actividades
aminopeptidasas en testiculo de ratén (Ramirez-Expdsito y cols., 2001).

De acuerdo a lo anteriormente expuesto, en la presente investigacion trabajamos
con la hipotesis de que el tipo de acidos grasos utilizados en la dieta podria afectar
a las actividades degradativas de angiotensinas (GIuAP, AspAP, AlaAP, y ArgAP ), de
oxitocina y vasopresina (CysAP), y de TRH (pGIuAP) en la fraccién soluble (sol) y
unida a membrana (mb) de testiculo de rata, y en consecuencia podria influir sobre
las funciones reproductoras en las cuales estan implicados estos péptidos locales.

Segun los resultados obtenidos, en general, las actividades de AlaAP, ArgAP, CysAP,
AspAP, pGIuAP solubles y AlaAP y ArgAP unidas a membrana muestran sus mayores
niveles con el uso de manteca y girasol en la dieta y los menores con el resto de
aceites. Por otro lado, GluAPsol, GIuUAPmb, AspAPmb y pGIuAPmb, muestran sus
mayores niveles de actividad con girasol, manteca y coco y finalmente, los mayores
niveles de actividad para CysAPmb se obtuvieron con manteca y oliva. En términos
generales, girasol y manteca, y en algunos casos también coco, incrementan Los
niveles de actividad aminopeptiddsica mientras que sésamo, pescado y oliva (excepto
en el caso de CysAPmb para oliva) los reducen (Tabla 21-Gréfica 26).

La angiotensina II (AnglII) es el principal péptido del SRA y es principalmente
metabolizada por la glutamato aminopeptidasa (GIuAP) y por la aspartato
aminopeptidasa (AspAP) (Barret y cols., 1998), convirtiéndose en angiotensina III
(AnglIlIl), la cual a su vez es metabolizada por la AlaAP y por la ArgAP para dar lugar
a la Ang IV. Ademas la AspAP es el principal enzima que metaboliza la angiotensina
I a des-Asp-Angl (Sim y cols, 1994). Recientemente, se ha demostrado que el
receptor para la Ang IV (AT4) se corresponde con una aminopeptidasa unida a
membrana, anteriormente conocida como Aminopeptidasa regulada por insulina
(IRAP), que a su vez se corresponde con la oxitocinasa (CysAP) (Albiston y cols,
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2001). Aunqgue los mecanismos permanecen aun poco conocidos, diversas evidencias
sugieren que el SRA juega un papel importante en la fertilidad masculina (Speth y
cols., 1999). Asi, se han demostrado receptores AT1 para la Ang II en los
espermatozoides en fase de desarrollo y en los eyaculados (Vinson y cols., 1995) y
ademas, la Ang II parece estimular la motilidad espermatica (O’Mahony y cols,
2000). Ademas, el isoenzima testicular del enzima convertidor de angiotensina
(ECA) ha sido también asociado con la fertilidad masculina (Esther y cols., 1997).

Por lo tanto, nuestros resultados, en términos generales, sugieren que el uso
principalmente de manteca de cerdo en la dieta incrementa el metabolismo de las
angiotensinas, reduciendo por tanto la vida media de éstos péptidos.
Consecuentemente se podria sugerir una accion inhibitoria de la funcién que ejercen
las angiotensinas en general sobre la funcidn testicular con el uso de manteca en la
dieta. Sin embargo, segun los resultados, el uso de aceites en la dieta del tipo de
sésamo, oliva o pescado, disminuyen el metabolismo de las angiotensinas con lo
cual se incrementa la vida media de éstos péptidos prolongando su actividad y
favoreciéndose de ésta forma su funcion.

El papel de la CysAP (oxitocinasa) esta bien establecido como actividad degradativa
de la oxitocina (OX) y de la vasopresina (VS)—(Itoh y Nagamatsu, 1995). Las
hormonas neurohipofisarias OX y VS estan implicadas respectivamente en funciones
reproductoras y de control de la homeostasis del agua y la presidn arterial, pero
también se sintetizan localmente en el testiculo donde podrian ejercer funciones
reguladoras del metabolismo de andrégenos y consecuentemente de la fertilidad
(Inabay cols., 1999). Estudios anteriores implicaban a la VS como un factor negativo
para la produccidon de andrégenos (Adashi y Hsueh, 1981), sin embargo,
recientemente se cuestiona la importancia fisioldgica de este factor en el testiculo
(Assinder y cols., 2000). Por el contrario, se reconoce la implicacién de la OX en el
control local de la biosintesis de andrégenos al disminuir la concentracién de
testosterona y aumentar la de 5a-dihidrotestosterona (DHT) (Inaba y cols., 1999).

Por lo tanto, nuestros resultados sugieren que el uso de manteca y oliva (en el caso
también de la CysAPmb) incrementa el metabolismo de la OX inhibiendo
consecuentemente su accidn estimuladora en la produccidon de DHT. Por el contrario,
aceites del tipo de sésamo o pescado reducirian, en comparacion a los anteriores,
la inactivacién de la OX y por tanto el metabolismo de la testosterona. Esto podria
tener repercusiones en la funcién reproductora masculina.

Por otro lado, la funcion de la TRH, esta en parte regulada por la actividad piroglutamil
aminopeptidasa (pGIuAP) al eliminar el pGlu terminal (Cummins y O "Connor, 1998)
de éste péptido. La TRH ha sido localizada en testiculo de mamiferos donde podria
ejercer una funcién local sobre la esteroidogénesis testicular por accién auto/
paracrina (Zhang y cols., 1995; Montagne y cols., 1999). Nuestros resultados indican
que el uso de girasol, manteca o coco incrementan la actividad de pGIuAP y por
tanto disminuirian la funcién local de la TRH. Sin embargo, el uso de sésamo,
pescado o oliva disminuyen, comparativamente con los anteriores, el metabolismo
de la TRH a nivel testicular, incrementando de esta forma la funcion local que ejerza
este péptido.
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4.6. Actividad Aminopeptidasa en Tejido Nervioso

Es bien conocido que el tipo de grasa consumida con la dieta afecta a la composicidon
en acidos grasos de las membranas celulares, particularmente de las membranas
cerebrales (Weisinger y cols. 1995; Suzuki y cols. 1998). En concreto, se sabe que
la fraccion de fosfolipidos del cerebro normalmente contiene muy poca cantidad de
acido linoleico (Tinoco 1982), mientras que la proporcidon de acido araquiddnico es
bastante mas significativa. Pero sin lugar a dudas, el acido graso mas representativo
de las estructuras cerebrales es el docohexanoico (DHA) (Lopez y cols. 1995; Youdim
y Deans 2000). Para que los citados efectos se manifiesten, en el caso de animales
aun en etapa de desarrollo, el periodo de suplementacion puede ser de tan sélo
unas pocas semanas, lo que se ha podido comprobar en ratones (Lui y Longmore
1997) y pollos (Anderson y Connor 1994). En el caso de animales adultos el periodo
de suplementacion necesario puede ampliarse a ocho semanas (Boure y cols. 1990;
McGee y cols. 1994). Por ultimo, también se sabe que el rango de concentracién
lipidica en las dietas necesario para producir dichos cambios es bastante amplio,
entre el 5y el 20%.

Logicamente, el efecto esperado depende del tipo de grasa que se emplee, siendo
el aceite de pescado el que hasta el momento ha demostrado tener efectos mas
marcados sobre la composicion cerebral, y en particular sobre el contenido en DHA.
Es interesante destacar que las citadas variaciones en el contenido de acido
docohexanoico (DHA) parecen ser reciprocas a las que experimenta el acido
docosapentanoico (DPA). Asi, hay autores que han encontrado que animales
alimentados con dietas deficientes en w-3 muestran cantidades considerablemente
menores de DHA en su corteza cerebral que los que eran alimentados con dietas
balanceadas, siendo ademas esta disminucién compensada por un aumento paralelo
en las cantidades de DPA.

Tomados en conjunto, todos estos resultados parecen sugerir que en el cerebro es
necesario un alto grado de instauracidn, que normalmente es proporcionado por la
presencia de DHA, y que cuando existe una carencia en este tipo de acido graso es
compensada por una mayor incorporacién de DPA. Es mas, la carencia dietética en
cerebro aparece mucho antes que en otros érganos como por ejemplo el higado o
el corazén, lo que demuestra la esencialidad de este tipo de acido graso para las
membranas cerebrales, y apunta el importante papel que debe de jugar en las
funciones cerebrales (Yamamoto y cols. 1991; Kaplan y Greenwood 1998).

Por otro lado, los &cidos grasos poliinsaturados son mas susceptibles a los procesos
de peroxidacién lipidica, los cuales podrian alterar la permeabilidad de las
membranas, asi como oxidar importantes proteinas interfiriendo, por lo tanto, en
los movimientos de transporte i6nico y en el metabolismo celular (Mason y cols.
1997; Tirosh y cols. 1997).

Entre las actividades enzimaticas mas estudiadas hasta el momento se encuentra
la fosfolipasa A, (PLA,), la cual parece estar estrechamente relacionada con el DHA
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(Jones y cols. 1997; Martin 1998; Shikano y cols. 1993). Por ejemplo, se ha
demostrado que la suplementacidon con DHA en cultivos celulares atenua la actividad
PLA,, mientras que la suplementacidon con EPA parecia no tener efecto (Shikano y
cols. 1993). Los mecanismos exactos que subyacen a este fendmeno aun no se
conocen, pero como consecuencia, tendria lugar una disminucion en los niveles de
AA (acido araquiddnico) liberado, un paso limitante en la sintesis de eicosanoides
biolégicamente activos. La disminucidn en los niveles de PLA también puede tener
importantes implicaciones cuando se considera el papel que esta actividad juega en
la isquemia (Martin 1998).

En los resultados obtenidos en el presente trabajo podemos comprobar como el
tipo de grasa incluida en la dieta parece afectar a varias de las actividades
aminopeptidasas estudiadas a nivel cerebral (p<0,001). Ademas, estos efectos son
claramente distintos en los dos tejidos estudiados, corteza frontal (Tabla 22-Grafica
27) e hipotalamo (Tabla 23-Gréfica 28).

En la corteza frontal, excepto para las actividades AspAP y pGIuAP solubles, que
tuvieron menores valores con el aceite de girasol, parece existir una tendencia
general a que las actividades solubles disminuyan con el grado de saturacion de la
grasa dietética (Grafica 27). En la fraccién unida a membrana el comportamiento
es distinto: las actividades AlaAP y ArgAP muestran sus mayores niveles con las
grasas mas saturadas, mientras que el resto de las actividades siguen un patrén
heterogéneo, con niveles generalmente inferiores para el aceite de girasol y la
manteca de cerdo.

En el hipotadlamo, las actividades AlaAP, ArgAP y CysAP, tanto solubles como unidas
a membrana, presentaron un comportamiento similar al descrito para la corteza
frontal. EIl comportamiento del resto de las actividades parecia no adaptarse a un
patron claro (Grafica 28).

Los resultados mas llamativos que podriamos destacar serian los cambios en algunas
de las actividades determinadas dependiendo del grado de saturacion de la dieta:
CysAP sol (p<0,001), AlaAP mb (p<0,001) y ArgAP mb (p<0,001) en corteza frontal;
AlaAP mb (p<0,001) y ArgAP mb (p<0,05) en hipotdlamo; junto con los valores
sorprendentemente bajos que se obtuvieron para algunas de las actividades con el
aceite de girasol: AspAP y pGIUAP tanto sol como mb en corteza frontal y GluAPsol
y mb en hipotalamo.

Entre los distintos sistemas de neuropéptidos que podrian verse afectados por estas
variaciones, inducidas en las actividades aminopeptidasas por el tipo de grasa en la
dieta, sin lugar a dudas uno de los mas interesantes es el sistema renina angiotensina
cerebral.

La relacion entre el SRA circulante y el sistema nervioso central fue demostrada por
primera vez por los estudios de Bickerton y Buckley en 1961. Estos estudios
demostraron que la Ang II era capaz de actuar a nivel cerebral incrementando la
liberacion de catecolaminas en la periferia. Ademas, la simpatectomia o el tratamiento
con reserpina atenuaba la respuesta de la presidn arterial a la angiotensina, por lo
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gue debia existir una relacion entre la Ang II y el sistema nervioso simpatico
(Zimmerman 1962). Trabajos posteriores fueron demostrando la estrecha relacién
entre la Ang II y el sistema nervioso autdnomo, y que esta relacién puede
establecerse dentro del propio cerebro.

Posteriormente, Ganten y colaboradores en 1971 demostraron que la Ang II podia
producirse dentro del cerebro y que, ademas, podria jugar un importante papel en
el desarrollo de la hipertension. La importancia funcional de este sistema local es
en la actualidad un tema en el que se centran numerosas investigaciones, mas si
tenemos en cuenta que el cerebro es Unico al estar separado de la circulacién por la
barrera hematoencefalica. La confirmacion de la presencia de los componentes de
un SRA cerebral se obtuvo al comprobar la presencia de ARNm en el cerebro, y por
lo tanto la expresidn, del gen que codifica el Angiotensindgeno (AOGEN) (Campbell
y cols. 1984). Ademas, la expresidn estd ampliamente distribuida en distintas zonas
cerebrales, sugiriendo la relacion del SRA cerebral con distintas funciones. Entre
dichas zonas destaca el hipotalamo (Bunnemann y cols. 1992), de especial
importancia en la regulacion cardiovascular central.

La renina y el ECA también han sido detectados en el cerebro. La actividad de
renina es elevada en hipotalamo, hipdfisis y glandula pineal (Speck y cols. 1981),
sin embargo los niveles de ARNm son pequefos o incluso indetectables (Iwai y
Inagami 1992). Por su parte, el ECA esta ubicuamente distribuido en el cerebro, en
cantidades especialmente elevadas en las areas cercanas a la barrera
hematoencefélica (Strittmatter y Snyder 1987).

El descubrimiento de inmunoreactividad frente a la Ang II en el cerebro después de
una nefrectomia corrobora la regulaciéon independiente del SRA cerebral frente al
periférico (Trolliet y Phillips 1992). Las zonas cerebrales donde se han detectado
mayores niveles de Ang II han sido en el hipotalamo, el sistema limbico y el tronco
encefalico (Lind y cols. 1985). En la actualidad, los mecanismos de formacion de
las distintas angiotensinas con actividad bioldgica no son del todo conocidos, y aun
no se sabe si su procesamiento tiene lugar intra o extracelularmente, por lo que
resulta especialmente interesante estudiar las fracciones soluble y unida a membrana
de forma independiente. Una primera hipoétesis indicaria que el angiotensindégeno
es producido por las células de la astroglia y procesado enzimaticamente hasta las
distintas angiotensinas en el espacio extracelular, uniéndose posteriormente a
receptores especificos localizados en las neuronas o en la glia. Una segunda hipdtesis
apoyaria la produccion del angiotensindgeno por las células de la glia, su captacion
por las neuronas y posterior procesamiento intracelular a las formas biolégicamente
activas, que por ultimo serian liberadas en las terminales nerviosas donde se unirian
a sus receptores (Bunnemann y cols. 1992).

A partir de la Ang II se van a formar la Ang III y Ang IV (Baltatu y cols. 1998),
moléculas que también presentan actividad bioldgica. La Ang III cuando se inyecta
intracerebroventricularmente se une a los receptores AT1 desencadenando la
liberacidn de vasopresina y el aumento de la presidn arterial (Reaux y cols. 1999).
La Ang IV en el cerebro se une a los receptores AT4 (Swanson y cols. 1992) localizados
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en zonas cerebrales relacionadas con la memoria, el estrés y la orientacion espacial
(Wright y Harding 1997). La Ang II (1-7) también es formada en el cerebro por una
via enzimatica independiente del ECA, y presenta la misma potencia para la liberacion
de vasopresina que la Ang II (Felix y cols. 1991), aunque no ejerce los mismos
efectos dipsdgenos ni la misma accidén presora central. Parece que la Ang II (1-7)
actua regulando a la Ang II. Como vemos, aunque son varios los péptidos activos
gue se originan a partir del angiotensindgeno, aun no son del todo conocidas sus
vias enzimaticas de formacién ni su precisa localizacion cerebral.

También se han localizado en el cerebro los distintos receptores para las angiotensinas
(Allen y cols. 1999). En roedores, el receptor AT1A se ha localizado en areas
cerebrales implicadas en el control de la presidon sanguinea y la homeostasis de
fluidos. Por su parte, el receptor AT1B se encuentra en tejidos glandulares como la
hipoéfisis anterior y la glandula pineal (Davisson y cols. 2000). Parece que el receptor
AT1A estaria mas relacionados con las respuestas presoras y el AT1B con el
comportamiento dipségeno. El receptor AT2 se encuentra ampliamente distribuido:
septum lateral, varios nucleos talamicos, nucleos subtalamicos, locus ceruleus y
oliva inferior (Csikos y cols. 1998). Parece que la unidn al receptor AT2 tiene efectos
contrarios a los del AT1: inhibe la respuesta dipsdgena y la liberacién de vasopresina
(Hohle y cols. 1995), promueve la diferenciacion y regeneracién axonal e inhibe la
proliferacidon de células neuronales (Gendron y cols. 1999).

Las angiotensinas actlan sobre neuronas especificas y sobre células neuroendocrinas
afectando a la transmision sindptica y la liberacién de hormonas, al tiempo que
interfieren con otros sistemas neurotransmisores. Estudios neurofisiolégicos han
implicado al SRA cerebral en la modulacién cardiovascular y en la homeostasis de
fluidos y electrolitos mediante su efecto sobre el sistema nervioso auténomo (DiBona
1999), el eje hipotdlamo hipofisario y la liberacion de vasopresina (Aguilera y Kiss
1996), la sensibilidad a los baroreceptores (Averill y Diz 2000) y la estimulacion de
la sed (Fitzsimons 1998) . Ademas el SRA tisular estd implicado en muchas otras
funciones cerebrales como el conocimiento cognitivo, la memoria, la percepcién del
dolor, el comportamiento sexual y el estrés (Baltatu y cols. 2000), de ahi su
importancia funcional.

Varias actividades aminopeptidasas implicadas en la degradacion o la
biotransformacion de las angiotensinas, como la AlaAP, ArgAP, GIUAP y AspAP, también
han sido identificadas a nivel cerebral (Arechaga y cols., 1996, Prietoy cols., 2000,
Ramirez y cols., 1999, Ramirez-Expodxito y cols., 2000).

Recientes trabajos, en los que se han utilizado inhibidores especificos de las
aminopeptidasas, han demostrado el importante papel que juega la Ang III en la
liberaciéon de vasopresina y en la homeostasis de la presidon arterial. En estos
experimentos los autores observaron que en el cerebro es necesario que la Ang II
sea transformada a Ang III por la aminopeptidasa A (actividades GIUAP y AspAP)
para ejercer un control estimulador ténico sobre la presién arterial y la liberacidon
de vasopresina (Reaux y cols., 1999). En realidad, se sabia que la inyeccion
intracerebroventricular, tanto de la Ang II como Ang III, presentaba los mismos
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efectos, y que ambos péptidos muestran una afinidad similar por el receptor AT1.
Ya que la AnglI es rapidamente metabolizada a AnglIIl (23 segundos) y ésta a
AnglV (8 segundos), no se sabia con certeza cual era realmente el péptido efector
en el cerebro. Los estudios de estos autores con inhibidores especificos de la AP A
(EC33) y la AP N (PC18) demuestran que el péptido realmente responsable a nivel
central de la liberacion de vasopresina y el control de la presion arterial es la Ang 111
(Reaux y cols., 2001), poniendo a su vez de manifiesto el importante papel que
juegan en estos procesos las actividades enzimaticas implicadas en la formacion de
este péptido a partir de la AnglI (GIUAP y AspAP) y en su transformacion a AngIV
(AlaAP y ArgAP).

Nuestros resultados demuestran que el tipo de grasa que se ha suministrado a los
animales con la dieta afecta a ambas actividades enzimaticas. En concreto,
encontramos que un aumento en el grado de saturacidon de los acidos grasos
incorporados a la dieta tiende a incrementar las actividades AlaAP y ArgAP (AP N)
en la fraccion de membrana, tanto de la corteza cerebral como del hipotdlamo. Este
efecto podria relacionarse con una mayor actividad degradativa sobre la Ang III.
Por otro lado, También son destacables los menores niveles de actividad GIUAP en
hipotadlamo y AspAP en corteza frontal consecuentes al consumo de aceite de girasol
o manteca de cerdo, lo que podria afectar a la biotransformacion de la AngII en
AnglII. En conjunto, podriamos afirmar que, a nivel cerebral, el tipo de grasa
consumida puede afectar a las aminopeptidasas que transforman las distintas
angiotensinas, lo que podria traducirse en una distinta proporcidon entre estos
péptidos, pudiendo afectar a largo plazo no sélo al control central de la presién
arterial y el balance hidroelectrolitico, sino también a muchas otras funciones como
la memoria, el comportamiento sexual y la respuesta frente al estrés.

Otra de las actividades por nosotros estudiada, la actividad pGIuAP, se ha descrito
en su forma unida a membrana (piroglutamil aminopeptidasa II) como una actividad
hidrolitica especifica sobre la hormona liberadora de la tirotropina (TSH), aunque
se sabe que esta actividad representa a otras enzimas solubles y unidas a membrana
gue hidrolizan otros péptidos como la GnRH, la neurotensina o la bombesina
(Cummins y O'Connor, 1996). Dichos neuropéptidos actian como neurotransmisores
o neuromoduladores en una gran variedad de funciones centrales. En hipotalamo
encontramos menores niveles de esta actividad con el aceite de girasol, aceite de
oliva y manteca de cerdo en la fraccion soluble (p<0,001), diferencia que sélo se
mantiene para el aceite de oliva frente al aceite de sésamo y el de coco para la
fraccion unida a membrana (p<0,05) (Tabla 23-Grafica 28). En la corteza frontal la
actividad pGIuAP sol sigue siendo inferior para el aceite de girasol y la manteca de
cerdo (p<0,001) (Tabla 22-Gréfica 27), efecto que también se manifiesta en la
fraccion unida a membrana (p<0,05).

Por ultimo, la actividad CysAP ha demostrado tener como sustratos a la oxitocina y
la vasopresina. El procesamiento de este ultimo péptido por las aminopeptidasas
en el cerebro origina la acumulacion de varios metabolitos, entre otros los (pGlu4,
Cyt6) VP 4-9 y 4-8, que muestran efectos sobre el comportamiento semejantes a
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los de la vasopresina, aunque de forma mas potente y selectiva (Burbach y cols.
1998). Los efectos del tipo de grasa dietética sobre la actividad CysAP se manifiestan
fundamentalmente en el hipotalamo donde a nivel soluble el aumento en el grado
de saturacién claramente tiende a disminuir la actividad (p<0,001), mientras que
la fracciéon unida a membrana disminuye sdlo con el consumo de aceite de girasol
(p<0,001) (Tabla 23-Grafica 28).
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GRAFICAS 9 y 10. Valores medios + el error estandar de los niveles de triglicéridos
Vy del colestero/ unido a las distintas fracciones lijpoproteicas, expresados en mg/
dl. £n /a tabla se representan las diferencias estadisticamente significativas y
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GRAFICAS 11 y 12. Valores medios + €l error estandar de los niveles de colestero/
unido a lipoproteinas HDL y a lipoproteinas LDL. En /a tabla se representan /as
diferencias estadisticamente significativas y entre qué grupos se establecen,
*0<0,05 **p<0,01 ***p<0,001.
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GRAFICAS 13 y 14. Valores medios + el error estandar de los niveles de colestero/
unido a HDL y a LDL expresado en porcentaje respecto al colestero/ total y
niveles de testosterona (ng/m/l) determinados en plasma. En /a tabla se
representan /as diferencias estadisticarmente significativas y entre qué grupos
se establecen,; *p<0,05 **p<0,01 ***p<0,001.
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GRAFICAS 15 y 16. Valores medios + el error estdndar de los niveles de
dihidrotestosterona y estradiol (pg/m/) determinados en plasma. £n /a tabla se
representan /as diferencias estadisticamente significativas y entre qué grupos
se establecen, *p<0,05 **p<0,01 ***p<0,001.
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GRAFICAS 17 y 18. Valores medios + €/ error estandar de /os cocientes estradiol/
testosterona y estradiol/dihidrotestosterona (pg/m/). £n /a tabla se representan
/as diferencias estadisticamente significativas y entre qué grupos se establecen,
*p<0,05 **p<0,01 ***p<0,001.
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GRAFICA 19. Valores medios del contenido de proteinas en plasma (mg/dL),
determinados mediante la técnica de Bradford (1976). *p< 0,05.

Actividad Aminopeptidasa en Plasma

1 GIRASOL @ SESAMO mPESCADO mOLIVA @mmMANTECA mCOCO

250
T
200 -
150 - I
100 -
50 -
X | 18 |
AlaAP ArgAP AspAP pGIUAP
P-M S-P S-G S-G S-G S-G
S-C S-M S-0 S-0 S-0
M-P S-M S-M S-M
M-C S-C S-C s-C
P-M P-O P-O
P-M P-M

GRAFICA 20. Niveles medios + el error estandar de actividad AlaAP, ArgAP,
CysAP, GIUAP, AspAP y pGIUAP en plasma, expresados como pmol del Aa-B-NVA
correspondiente, hidrolizados por min y por mg de proteina. *p<0,05 **p<0,01
**%p<0,001.
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GRAFICA 21. Niveles medios + el error estandar de actividad AlaAP, ArgAP,
CysAP, GIUAP, AspAP y pGIuAP soluble y unida a membrana en corteza renal,
expresados como pmol del Aa-B-NA correspondiente, hidrolizados por min y por
mg de proteina. *p<0,05 **p<0,01 ***p<0,001.
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Actividad Aminopeptidasa en Médula Renal
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GRAFICA 22. Niveles medios + el error estandar de actividad AlaAP, ArgAP,
CysAP, GIUAP, AspAP y pGIUAP soluble y unida a membrana en médula renal,
expresados como pmol del Aa-B-NA correspondiente, hidrolizados por min y por
mg de proteina. *p<0,05 **p<0,01 ***p<0,001
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Actividad Aminopeptidasa en Cayado Adrtico
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GRAFICA 23. Niveles medios + el error estandar de actividad AlaAP, ArgAP,
CVsAP, GIUAP, AspAP y pGIuUAP soluble y unida a membrana en cayado aortico,
expresados como pmol del Aa-B-NA correspondiente, hidrolizados por min y por
mg de proteina. *p<0,05 **p<0,01 ***p<0,001.
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Actividad Aminopeptidasa en Auricula
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GRAFICA 24. Niveles medios + el error estandar de actividad AlaAP, ArgAP,
CYSAP, GIUAP, AspAP y pGIUAP soluble y unida a membrana en auricula,
expresados como pmol del Aa-B-NA correspondiente, hidrolizados por min y por
mg de proteina. *p<0,05 **p<0,01 ***p<0,001.



Erecto pEL GRADO DE SATURACION DE.../Ana Belén Segarra Robles 150

Actividad Aminopeptidasa en Ventriculo
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GRAFICA 25. Niveles medios + el error estandar de actividad AlaAP, ArgAP,
CVsAP, GIUAP, ASpAP y pGIUAP soluble y unida a membrana en ventriculo,
expresados como pmol del Aa-B-NA correspondiente, hidrolizados por min y por
mg de proteina. *p<0,05 **p<0,01 ***p<0,001.
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Actividad Aminopeptidasa en Testiculo
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GRAFICA 26. Niveles medios + el error estandar de actividad AlaAP, ArgAP,
CysAP, GIUAP, AspAP y pGIUAP soluble y unida a membrana en testiculo,
expresados como pmol del Aa-B-NA correspondiente, hidrolizados por min y por
mg de proteina. *p<0,05 **p<0,01 ***p<0,001.
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Actividad Aminopetidasa en Corteza Frontal

1 GIRASOL @ SESAMO @ PESCADO mOLIVA @ MANTECA mCOCO

30000,
25000
S
g 20000
£
e
=
‘E 15000
=
o
£ 10000
5000
0 | 1 ] | |
AlaAP-sol ArgAP-sol CysAP-sol AlaAP-mb ArgAP-mb CysAP-mb
S-M S-M G-M G-S
S-C G-M G-C G-0
G-M P-O P-M G-C
G-C P-M P-C
800+
700-
S 600-
=
£ 500
—
.=
£ 400
=
g 300
(=%
200-
100-
GluAP-sol AspAP-sol pGIluAP-sol GIuAP-mb  AspAP-mb pGIuUAP-mb
S-G S-G S-G S-G
S-M S-M
S-C G-0
G-P
P-M

GRAFICA 27. Niveles medios + el error estandar de actividad AlaAP, ArgAP,
CysAP, GIUAP, AspAP y pGIUAP soluble y unida a membrana en corteza frontal,
expresados como pmol del Aa-B-NA correspondiente, hidrolizados por min y por
mg de proteina. *p<0,05 **p<0,01 ***p<0,001.
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Actividad Aminopeptidasa en Hipotalamo
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GRAFICA 28. Niveles medios + el error estindar de actividad AlaAP, ArgAP,
CVsAP, GIUAP, AspAP y pGIUAP soluble y unida a membrana en hipotdlamo,
expresados como pmo/ del Aa-B-NA correspondiente, hidrolizados por min y por

mg de proteina. *p<0,05 **p<0,01 ***p<0,001.
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CONCLUSIONES

1. No existen diferencias en los valores medios de peso corporal de los distintos
grupos de animales durante todo el periodo experimental, ni en los valores de
peso corporal alcanzados en el momento del sacrificio. Tampoco se establecieron
diferencias significativas entre los valores de ingesta media de alimento
para los distintos grupos animales considerados, con excepcion de la cuarta
semana experimental, donde la ingesta fue algo superior para el grupo de
girasol y para la semana décimo sexta, donde la ingesta fue superior para el
grupo que consumia aceite de coco. Los valores de ingesta de agua fueron
menores para los animales a los que se les suministré el aceite de pescado y la
manteca de cerdo.

2. En los valores de presion arterial, para cada uno de los grupos de animales,
existen diferencias en la séptima semana del periodo de alimentacién donde ya
aparecen valores de presion arterial inferiores para los grupos alimentados con
aceite de pescado y con manteca de cerdo, diferencia que vuelve a manifestarse
en las semanas décimo primera y décimo séptima; y que se mantiene cuando
consideramos los valores medios obtenidos para cada grupo durante todo el
periodo experimental. También se establecieron correlaciones positivas entre
los valores medios de presidon arterial final y niveles totales de colesterol en
plasma y de colesterol LDL, en el grupo de animales alimentados con aceite de
girasol. En cuanto a la frecuencia cardiaca, se observan frecuencias superiores
para el aceite de girasol frente al aceite de oliva, el coco y la manteca de cerdo
en la tercera semana y para la manteca de cerdo frente al aceite de oliva en la
quinta semana; sin que al final del periodo experimental se lleguen a establecer
diferencias significativas entre los grupos de animales que consumieron las
distintas dietas.

3. Nuestros resultados demuestran que los niveles de colesterol total son mayores
cuando se utilizan sésamo, girasol, oliva y coco que cuando se utilizan aceite
de pescado o grasa de cerdo. Los niveles de HDL-colesterol son mayores al
utilizar oliva, grasa de cerdo y coco que al utilizar sésamo, girasol o pescado.
Los niveles de LDL-colesterol son menores al utilizar grasa de cerdo, en
comparacién con el resto de aceites entre los que no hay grandes diferencias.
Los niveles de triglicéridos son muy bajos cuando se utilizan sésamo y pescado
y altos cuando se utilizan oliva y girasol. Nuestros resultados demuestran un
incremento de los niveles de testosterona cuando se utiliza grasa de cerdo en
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la dieta con respecto al resto de aceites utilizados. Los menores niveles de
testosterona se obtuvieron cuando se utilizé aceite de oliva en la dieta, pero no
existen diferencias entre ésta dieta y las que contenian aceites de sésamo,
girasol, pescado o coco. No se observan diferencias entre grupos en los niveles
de dihidrotestosterona. Finalmente, los niveles de estradiol muestran escasas
diferencias entre los diferentes grupos de aceites utilizados. Sin embargo, las
diferencias alcanzan significacion estadistica cuando comparamos el uso de
coco con oliva; siendo la actividad mayor con el uso de aceite de coco.

4. En plasma, las actividades AlaAP y ArgAP, muestran un patréon de
comportamiento muy similar, con valores minimos en los animales alimentados
con aceite de pescado en comparacion con la manteca de cerdo en el caso de la
AlaAP y con la manteca de cerdo y el sésamo en el caso de la ArgAP, donde
también se establecen diferencias entre el aceite de coco frente al sésamo y la
manteca de cerdo. Las actividades GIUAP y AspAP presentan también entre
ellas un patréon muy similar, donde destacan los valores significativamente
mayores para el aceite de girasol, mientras que el resto de las grasas parecen
tender al aumento de estas actividades enzimaticas de manera proporcional a
su grado de saturacion. Niveles y comportamiento similar encontramos para la
pGIUAP y la CysAP.

5. En la corteza renal encontramos que la manteca parece determinar menores
niveles de AspAP frente al aceite de oliva en la fraccion soluble, mientras que
en la fraccién unida a membrana se obtuvieron niveles significativamente
menores para el girasol cuando se compara con el pescado. En la médula
renal la actividad ArgAP soluble fue superior para la manteca, y en la fraccién
unida a membrana encontramos los mayores niveles de AlaAP tras el consumo
de sésamo, y el girasol determina los menores niveles de actividad CysAP cuando
se compara con las dos grasas saturadas, manteca y coco. No obstante, las
variaciones mas significativas se localizaron en la médula renal para las
actividades GIuAP, AspAP y pGIuAP. La actividad GIUAP soluble aparece inferior
en los animales que consumieron manteca de cerdo que en los que consumieron
el resto de las grasas. En la fraccion de membrana sélo encontramos diferencias
entre el sésamo y el girasol. La actividad AspAP soluble y unida a membrana
muestra también los menores niveles de actividad con girasol y manteca de
cerdo. Por ultimo, la actividad pGIuAP en la fraccion soluble presenta una
actividad menor con el girasol.

6. En la aorta, |la actividad AlaAP soluble presenta mayores niveles de actividad
con el sésamo, girasol y pescado frente al aceite de oliva, coco y manteca de
cerdo. Sin embargo, en la fraccion de membrana el patrén parece invertirse,
alcanzandose las mayores actividades con el aceite de oliva y el coco. La actividad
ArgAP soluble no muestra diferencias, y la de membrana parece comportarse
de forma similar a la AlaAP, con excepcion del aceite de sésamo. La actividad
GIuAP soluble es menor en los animales alimentados con aceite de girasol frente
al pescado y el aceite de oliva, y lo mismo ocurre en la fraccion de membrana,
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aunque en éste caso la diferencia s6lo se mantiene frente a la grasa
monoinsaturada. Patrones muy similares encontramos para la actividad AspAP
soluble y unida a membrana. La actividad pGIuAP soluble muestra sus menores
niveles con el aceite de girasol y las grasas saturadas. La fraccién unida a
membrana parece seguir un patrén similar.

7. En auricula, la actividad ArgAP de membrana muestra niveles mayores con el
aceite de coco frente a las grasas mas insaturadas (sésamo, girasol y pescado);
la actividad GIUAP de membrana muestra mayores niveles con el aceite de
oliva en comparacién con el sésamo, girasol, manteca y coco; y la actividad
AspAP unida a membrana sigue un patréon similar al de la GIUAP, aunque en
este caso las diferencias se establecen sélo frente al sésamo y al girasol. En el
ventriculo la actividad AlaAP y ArgAP de membrana muestran sus niveles mas
elevados con el aceite de girasol frente al sésamo, pescado y oliva. La actividad
GIUuAP soluble aparece superior con el aceite de girasol y la manteca de cerdo,
al igual que ocurre con las actividades AspAP tanto solubles como de membrana.
La CysAP soluble presentd mayor actividad en los animales que consumieron el
aceite de girasol en comparacion con los que ingirieron el resto de grasas,
diferencia que se mantuvo frente al sésamo, el pescado, el aceite de oliva y la
manteca de coco en la fraccién de membrana. La actividad pGIuAP fue superior
tras el consumo de girasol tanto en la fraccion soluble como en la unida a
membrana.

8. En testiculo, las actividades de AlaAP, ArgAP, CysAP, AspAP, pGIuAP solubles y
AlaAP y ArgAP unidas a membrana muestran sus mayores niveles con el uso de
manteca y girasol en la dieta y los menores con el resto de aceites. Por otro
lado, GIUAP soluble y GIUAP, AspAP y pGIuAP unidas a membrana, muestran
sus mayores niveles de actividad con girasol, manteca y coco y finalmente, los
mayores niveles de actividad para CysAP unida a membrana se obtuvieron con
manteca y oliva. En términos generales, girasol y manteca, y en algunos casos
también coco, incrementan Los niveles de actividad aminopeptidasica mientras
gue sésamo, pescado y oliva (excepto en el caso de CysAP unida a membrana
para oliva) los reducen.

9. En la corteza frontal, excepto para las actividades AspAP y pGIuAP solubles,
que tuvieron menores valores con el aceite de girasol, parece existir una
tendencia general a que las actividades solubles disminuyan con el grado de
saturacion de la grasa dietética. En la fraccién unida a membrana el
comportamiento es distinto: las actividades AlaAP y ArgAP muestran sus mayores
niveles con las grasas mas saturadas, mientras que el resto de las actividades
siguen un patréon heterogéneo, con niveles generalmente inferiores para el
aceite de girasol y la manteca de cerdo. En el hipotalamo, las actividades
AlaAP, ArgAP y CysAP, tanto solubles como unidas a membrana, presentaron
un comportamiento similar al descrito para la corteza frontal. EIl comportamiento
del resto de las actividades parecia no adaptarse a un patrén claro. En hipotalamo
encontramos menores niveles de pGIuUAP con el aceite de girasol, aceite de
oliva y manteca de cerdo en la fraccién soluble, diferencia que s6lo se mantiene
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para el aceite de oliva frente al aceite de sésamo y el de coco para la fraccidon
unida a membrana. En la corteza frontal la actividad pGIuAP sol sigue siendo
inferior para el aceite de girasol y la manteca de cerdo, efecto que también se
manifiesta en la fraccion unida a membrana. Los efectos del tipo de grasa
dietética sobre la actividad CysAP se manifiestan fundamentalmente en el
hipotalamo donde a nivel soluble, el aumento en el grado de saturacion
claramente tiende a disminuir la actividad, mientras que la fraccidon unida a
membrana disminuye soélo con el consumo de aceite de girasol.
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