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1. INTRODUCCION

1.1. HIPERTENSION ARTERIAL

Es fascinante comprobar los avances que han téuj@do durante los ultimos
afos en el conocimiento de la fisiopatologia dbigeertension arterial (HTA) y en el
logro de un mejor control de la misma y por tantola prevencion y control de las

enfermedades cardiovasculares (ECV) (Banegas, 2005)

Las ECV se deben a trastornos del corazon y logsvsanguineos. Entre ellas
destacarlas cardiopatias coronarias, las enfermedadesroevelsculares, el aumento
de la presion arterial (PA), las vasculopatiasf@ecas, las cardiopatias reumaticas, las

cardiopatias congénitas y la insuficiencia cardiaca

Nos encontramos en una sociedad donde cada ven&®difrecuentes este tipo
de enfermedades, siendo las ECV la primera causanaktalidad en el mundo
occidental, y todo parece indicar que lo seguirénd® en las proximas décadas si
tenemos en cuenta el envejecimiento de la pobla@onstituyendo por tanto, un
problema de salud de primera magnitud. Son muy ¢mencidos los factores de riesgo,
en relacién a los estilos de vida y a los paramdbiol6gicos que pueden predecir la

incidencia de cualquiera de sus manifestacionegal (Serrano-Martinez, 2008).

Desde hace afios conocemos la relacidon causal eintezsas entidades
nosoldgicas, conocidas como factores de riesgo (FRJs ECV, y esta evidencia
cientifica persiste en nuestros dias. Es bien édaatesde hace tiempo que, cuando la
presion sanguinea elevada se mantiene de formengtssten el tiempo, se producen
multiples efectos adversos en el sistema cardiolascra en la primera mitad de este
siglo las compafiias americanas de seguros apordatos que demostraron la mayor
mortalidad global y cardiovascular de los hipertsnsSin ninguna duda, la HTA es el
FR cardiovascular mas prevalente en la poblacioeng (Serrano-Martinez, 2008). El
control de los FR se basa no sdlo en el tratamiiamtoacologico sino también, y con
una relevancia cada vez mayor, en el estilo de eagos pilares fundamentales son la
dieta y el gjercicio fisico (Banegas et al., 2002).
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1.1.1. DEFINICION, EPIDEMIOLOGIAY PREVALENCIA

La presion arterial (PA) es la fuerza ejercida laosangre circulante sobre las
paredes de los vasos sanguineos (ver figura Instiawye uno de los principales signos
vitales. La presion de la sangre, que dependelylel danguineo y de las resistencias
que se oponen a él, disminuye a medida que lasa@aggmueve a través de arterias,
arteriolas, capilares y venas. Los valores de P&xpeesan en milimetros de mercurio
(mmHg), es una de las variables hemodindmicas m@srtantes y de ella depende la
adecuada perfusion de los tejidos. Se ha convemmdmdmitir como limite superior de
la normalidad valores de 140 mmHg para la presisidlca y de 90 mmHg para la
diastélica (Castro del Pozo, 2001).

El corazén se encarga de bombear la sangre quéacpor nuestro organismo.
Para ello, el ventriculo izquierdo del corazon eeti@e y se relaja de forma ciclica, de
manera que con cada contraccion (sistole) empijantbea la sangre a las arterias,

para después relajarse (diastole) y volver a lEmde sangre (Rang et al., 2004).

Figura 1. Vaso sanguineo, donde se observa la presion @ueeela sangre sobre la pared arterial.

http://www.adam.com/healthsolutions.aspx

En el 90% de los casos, la causa de la HTA esodesita, por lo cual se
denomina “hipertension arterial esencial”’, con fmerte influencia hereditaria. So6lo
entre el 5 y el 10% de los casos existe una causataimente responsable de la
elevacion de las cifras tensionales. A esta forraahgbertension se la denomina
“hipertension arterial secundaria”, que no solo dqeueen ocasiones ser tratada y

desaparecer para siempre sin requerir tratamiel@@a plazo, sino que ademas puede
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ser la alerta para localizar enfermedades aun mageg de las que la HTA es

Unicamente una manifestacion clinica (Guia Espaf®ldipertension Arterial, 2005).

La HTA puede clasificarse en funcion de los nivelesPA. La tabla 1 muestra
la clasificacion de los niveles de presion arte(Rh) promulgada por la European
Society of Hypertension (ESH) y la European Socw@tyCardiology (ESC) en 2007
(Mancia et al., 2007).

Cateqoria Presion Arterial Sistélica Presion Arterial
g (mmHg) Diastélica (mmHg)
OPTIMA <120 <80
NORMAL 120-129 80-84
NORMAL — ALTA 130-139 85-89
HIPERTENSION
GRADO 1 (leve) 140-159 80-99
HIPERTENSION
160-17 100-1
GRADO 2 (moderada) SR Ul

Tabla 1. Clasificacién de los niveles de PA promulgadalpdeuropean Society of Hypertension (ESH)
y la European Society of Cardiology (ESC) en 2007.

La HTA se considera una de las patologias crordeamayor prevalencia, ya
que alrededor del 15% de la poblacion mundial d&gnosticada como hipertensa
(Mancia et al., 2007). Conocida como el enemigensd, la HTA en sus inicios es
dificil de diagnosticar, ya que las manifestaciogas produce generalmente aparecen
cuando la enfermedad ha avanzado lo suficiente qmare producir dafios en érganos

diana, como el cerebro, corazon y rifiones.

El riesgo absoluto individual de desarrollar unavEd@epende no solo de los
niveles de PA, sino ademas de otros factores dgaieardiovascular y trastornos
clinicos asociados, de tal modo que los individum$ipertensos con varios FR estaran
con frecuencia en mayor riesgo absoluto de evergaliovasculares relacionados con

la PA que los individuos hipertensos pero sin ofactores de riesgo (Banegas, 2005).

La HTA presenta una prevalencia considerable enphlises desarrollados,

afectando a casi el 40% de los adultos. En EspaftdTIA también constituye un
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importante problema de salud publica. En concreola poblacion general adulta de
Espafa la prevalencia de la HTA es de aproximadamen35%, llegando al 40% en
edades medias y a mas del 60% en los mayores dadod0(ver tabla 2), afectando en
total a unos 10 millones de individuos adultos @gas, 2005).

NORMOTENSION O HTA ]
CARACTER CONTROLADA HIPERTENSION
DE LA PA . NORMAL-| GRADO | GRADO | GRADO
OPTIMA | NORMAL ALTA 1 5 3
Prevalencia
en personas 0 0 0 0 0 o
de 35-60 23,4 % 16,7 % 17% 28,3% 11,2% 3,4%
afnos
Prevalencia
en personas 9,9% 13,8% 19,8% 36,5% 15,29 4,79
> 60 anos

Tabla 2. Distribucién porcentual de los niveles de PA e HIrAEspafia (Banegas, 2005).

En realidad, la HTA no es sino el iceberg clinieoush problema mas amplio, el
problema de salud publica de la PA. Esto es dadbigioe un gran niumero de individuos
(34%) tienen niveles de PA considerados no hipgites, pero tampoco éptimos (ver
tabla 2) lo que, dada la continuidad del riesgdio&ascular a lo largo de los niveles de
PA, hace que una proporcién apreciable de evearasowvasculares ocurran en niveles
de PA considerados, todo lo mas, como prehipediensisi, de las aproximadamente
54.000 muertes totales anuales ocurridas en laapdbl espafiola de edades medias en
los afios noventa, unas 17.000 son atribuibles RAleelevada X 20/80 mmHgQ); es
decir, algo mas del 30% de todas las defuncione®llas, unas 3.500 muertes (20% de
las muertes atribuibles) recaen en niveles de ladt’siderados normales o normales-

altos, donde estéan un tercio de los individuos €égas, 2005).

El grado de conocimiento y tratamiento farmacaogde la HTA en la
poblacion general de Espafia es moderadamentepatm,el control es escaso, sobre
todo el de lapresion arterial sistélica (PAS), como podemos olaseen la tabla 3.
Aunque la situacion epidemiolégica varia entredist) podemos decir que de cada 10
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hipertensos adultos tratados farmacologicamenéetipamente 8 no estan controlados
(Banegas y Rodriguez, 2002).

PORCENTAJES POR

CRITERIO AROS

140/90 mmHg 1980] 1990] 1998] 2002
Prevalencia 30 35 35 35
Conocimiento 40 50 60 65
Tratan_uento en hipertensos 40 72 78 85
conocidos
Tratamiento total 16 36 50 55
Control en hipertensos tratados 10 13 | 6 P5
Control total 2 5 8 15

Tabla 3. Magnitud y manejo de la HTA en adultos en la pobla general de Espafia, 1980-2000
(Banegas y Rodriguez, 2002).

La relacion entre las cifras PA y el riesgo cardsxular (RCV) es continua e
independiente de otros FR, de modo que, a maydires cle presion arterial (PA)
mayor sera la probabilidad de sufrir un eventoicaabcular. La Organizaciéon Mundial
de la Salud (OMS), junto con la Sociedad Internzaiale Hipertension, establecen una
estratificacion de riesgo cardiovascular que relzila HTA con la presencia en el

mismo individuo de otros FR (Llabata et al., 2005).

PA normal

PA normal HTA | HTA I HTA Il
—alta
. Riesgo de | Riesgode| _. : Riesgo :
Sin FR Referencia| Referencia Riesgo bajc moderado Riesgo alt
1-2FR Riesgo bajo Riesgo bajd Riesgo Riesgo

moderado | moderado

3omasFRoO
lesion de 6rgano
diana o diabetes

Riesgo

Riesgo alto| Riesgo alto| Riesgo alto
moderado 9 9 9

ECV asociada

Tabla 4. Estratificacion de riesgo cardiovascular (Llabettal., 2005).
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Prevalencia de PA elevada

Prevalencia de PA elevada

Segun el Atlas Global para la Prevencion y el @brde las Enfermedades
Cardiovasculares, publicado por la OMS en colabkénaoon la Federacion Mundial del
Corazén y la Organizaciéon Mundial del Ictus, la HE&usa la muerte de 7,5 millones
de personas en todo el mundo (12,8% del total detes) (World Health Organization,
2010). En las figuras 2 y 3, se muestra la distitiua nivel mundial de la hipertensién
tanto en hombres como en mujeres. En adultos maylae@5 afnos, la prevalencia de
esta enfermedad aumento un 40% en 2008 (World iH@aanization, 2010).
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Figura 2. Mapa mundial que muestra la prevalencia de HTAhembres (edades 25 +, la edad
estandarizada) * PAS 140y / o PAD> 90 (WHO, 2010).
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Figura 3. Mapa mundial que muestra la prevalencia de HTAnuieres (edades 25 +, la edad
estandarizada) * PAS 140y / o PAD> 90 (WHO, 2010).
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Existen diversos factores de riesgo que influyenla hipertension y que
podemos modificar para mantenernos saludables segaoir controlar el aumento de la
presion arteriglKumar et al., 2009). Algunos son:

- Exceso de pesal riesgo de hipertension es de 2 a 6 veces n@&y@ersonas

con sobrepeso.

- Tabaquismo:fumar dafia los vasos sanguineos, y por cada iigatiario se
aumenta la PA en 5 mmHg.

- Grasas saturadada alimentacion rica en grasas animales aumertdalesterol
LDL.

- Ingerirmés productos naturalesomo frutas y verduras frescas.
- Consumo alto de alcohol

- Consumo de sala reduccién de su ingesta facilita en gran medidaontrol de

la PA, constituyendo asi uno de los pilares déhtngento antihipertensivo.
- Lainactividad fisica

Pero ademas de todos estos factores, existen qumso podemos modificar,

como son:

- Herencia:los hijos de padres hipertensos suelen tenersaifeapresion arterial
mas elevadas que los hijos de padres normotersasial no ocurre con los
hijos adoptados.

- Edady sexota PA aumenta mas en varones que en mujeres pajodee los 50

anos.

- Raza:la HTA es mas frecuente en individuos de razaaeggroduciendo por
ello mayor nimero de eventos por accidente vasadagbral e infarto de

miocardio.

Una publicacién basada en estudios de ambito nacem 6 paises europeos,
EE.UU y Canada, estimo6 que en la pasada décadmieblcde la HTA en Espafia era
relativamente similar al de otros paises europ88s de media para Europa en su
conjunto), pero bastante inferior al de EE.UU y &in (23%) (Guia Espafiola de
Hipertension Arterial, 2005).
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Por tanto, la HTA constituye uno de los problensagio-sanitarios mas
importantes a nivel mundial, tanto por la morbiralidad que provoca como por la
ingente cantidad de recursos econémicos que seeameh su tratamiento y en el de las
patologias derivadas (Llabata et al., 2005). Pta e®tivo, el control de la HTA y la
reduccion de la PA a niveles Optimos, constituya prioridad en salud puablica. Si el
control de la HTA y otros factores de riesgo noar&jla carga sanitaria y econémica
de las enfermedades cardiovasculares, renalesrgldégicas derivadas se incrementara
sustancialmente en las proximas décadas, debielovajecimiento de la poblacién y a

la alta prevalencia de HTA y otros factores degoegsociados (Banegas, 2005).

En cuanto a la investigacion en este campo, el gpante econémico empleado
se estéa viendo reflejado en grandes avances @amgos de la biologia molecular y la
genética, permitiendo conocer los mecanismos megiadiel control de la PA, lo que
redundara en una terapéutica mas objetiva. Pompégeran los ultimos afios ha habido
un gran desarrollo en el conocimiento del sisteer@na angiotensina aldosterona
(SRAA) y del papel del endotelio vascular, que estdsiderado un érgano complejo y
dinamico que interactla con elementos estructudikgaso, asi como con mediadores
que son producidos por el mismo endotelio, comenidotelina o el éxido nitrico, que
influyen en la remodelacion vascular, factor cruerala patogenia de las enfermedades

vasculares (Cabrera, 1997).

Desde hace tiempo se sabe que en la cuenca ddiekiédeo las tasas de ECV
son inferiores a las de paises del norte de Eui®pana et al., 2005). En Espafa, el
estudio multicéntrico PREDIMED (Prevencién con RidWlediterranea), en el que
participan pacientes de alto riesgo cardiovaschiardemostrado en los primeros tres
meses tras la asignacion aleatoria de los pacientista mediterranea enriquecida en
aceite de oliva extra virgen o a dieta control padm grasa, que no sélo la adherencia a
la dieta era correcta, sino que la PA descendidifgigtivamente en el grupo de dieta
mediterrdnea, mientras que no se modificé en glgde dieta pobre en grasa total. La
reduccion de la presion sistolica y diastolica legrepo con dieta enriquecida en aceite
de oliva fue de 4,8 y 2,5 mm de Hg respectivameBtedescenso fue significativo
frente al observado en el grupo control y frentasacifras de partida del propio grupo.
Ademas, mejoro la sensibilidad a la insulina simlwi@s diferenciales en el peso ni en
el perimetro de la cintura. Estas evidencias,ddaslas mediante diversas estrategias a

toda la poblacién, reducirian la incidencia de tigresion de modo sustancial, el riesgo
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cardiovascular prevalente en la poblacion gengralpr consiguiente la necesidad de

tratamientos farmacoldgicos (Serrano-Martinez, 2008

Ademas de la dieta, es también conocido el efezta dctividad fisica sobre las
cifras de PA y sobre la morbimortalidad cardiovéecen general. Los ensayos, en
general de breve duracion, demuestran reduccidgaegicativas tanto de la presion
sistdlica como de la diastolica y en un estudidizado con una cohorte espafiola, la
incidencia de hipertension se ha relacionado direehte con el sedentarismo (Serrano-
Martinez, 2008).

En cuanto a la evolucion futura de la prevalen@aladl HTA, segun algunos
estudios ésta afectara al 29% de todos los adi#dosiundo en el afio 2025, desde un
26% estimado en el afio 2000. Esta misma previsitma que en 2025 la HTA habra
aumentado un 24% en los paises desarrollados ty h@as80% en aquéllos en vias de
desarrollo. Aunque esta prediccion es a 25 afiosasi@do tiempo para un futuro en
gran manera imprevisible, marca una tendencia o&ueon desfavorable de la que
debemos tomar buena nota a corto plazo, y tenen@mta el envejecimiento progresivo
de la poblacion (Banegas, 2005).

1.1.2. REGULACION FISIOLOGICA DE LA PRESION ARTERIAL

La regulacion de la PA es muy compleja y constaniddtiples sistemas de
control, que practicamente involucran a todo ehnigmo y que estan interrelacionados
entre si. Esto hace que existan dificultades abta He conocer su funcionamiento. A
dia de hoy, se continla avanzando para identifioarprecision los mecanismos que
intervienen en la regulacion de la PA, y con all@dusa especifica de la HTA (Castro
del Pozo, 2001).

La necesidad de regular la PA se debe a que enntodeento este parametro
debe alcanzar una magnitud que permita asegurperfasion de todos los tejidos.
Como en el organismo la perfusion de la circulaciérebral es la que presenta mayor
dificultad, el nivel de presion viene determinador lla. La PA depende de la
resistencia periférica (RP) y del volumen minutgasto cardiaco (GC), el cual a su vez

depende del volumen sistélico y de la frecuenaidiaaa (Castro del Pozo, 2001).
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Por tanto, la PA es una variable hemodinamica dg@ode de varios sistemas
de regulacion, ya que las necesidades de los $ejfidoson constantes y las demandas
son variables. Entre los diversos mecanismos dda&@n que participan, los hay que

actian con caracter rapido, intermedio o lentotfGaiel Pozo, 2001).

Mecanismos rapidos

Estos mecanismos inician su accion en el rangosisegundos y se prolongan
hasta 24 6 48 horas. Los mecanismos de accionarépigenden fundamentalmente del
sistema nervioso, el cual actia de manera reffega. lo tanto, constan de cuatro
componentes basicos: via aferente, centro integradi® eferente y sistema efector
(Guyton, 2001).

El mecanismo de control nervioso funciona tant@die los aumentos como en
las bajadas de PA. En el primer caso, los bargstetes aumentan progresivamente su
capacidad de respuesta por encima de los 60 mni¢émzando su maxima capacidad
de disparo alrededor de los 180 mmHg. Los impuddéstricos generados inhiben al
centro vasoconstrictor y excitan al vasodilatador,cual produce vasodilatacion
arteriolar, disminucién de la frecuencia y la feede contraccion cardiaca y aumento
de la eliminacion de liquidos. En el caso contragiote una hipotension arterial, los
barorreceptores suprimen su actividad cuando fessabscilan entre 0 y 60 mmHg, un
efecto que automaticamente aumenta la actividadlade neuronas del centro
vasoconstrictor; lo que causa vasoconstriccion,esuiondel bombeo ventricular y una
disminucién de la diuresis. La limitaciébn del mdsaro reflejo es que pierde su
capacidad de control después de 24 ¢ 48 horagideuks mantenido, debido a que los
barorreceptores aumentan su umbral de excitabitdaddo el estimulo se prolonga en
el tiempo (Guyton, 2001).

Un segundo mecanismo de respuesta, operando tandpiéun rango de
segundos, se encuentra en los liquidos corporaliesyvienen algunos iones, como el
sodio, potasio, calcio, magnesio, y dos gases ltisu@xigeno y didéxido de carbono)
gue influyen en la homeostasis de la PA con a@t/iasoconstrictora; en tanto que la
glucosa produce vasodilatacion arteriolar (Cru420
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Mecanismos intermedios

La actividad de control de este grupo empiezaxamadamente veinte minutos
después de establecido el desajuste de la PA.tEgrego nos encontramos algunos de
los mecanismos que dependen del sistema hormamadiedcabe destacar el sistema

renina angiotensina aldosterona (Guyton, 2001).

Constituye el mecanismo de control de la PA mafupo y complejo. Esta
representado por una variedad de sustancias holesota naturaleza quimica diversa
que operan en conjunto o individualmente, tantdoeraumentos como en las bajadas
de la presion sanguinea. Desde el comienzo delioamabla presion arterial actuaran
conjuntamente el sistema hormonal y el nerviosoop e actividad hormonal cobra
mayor importancia cuando la eficacia de la respuestviosa disminuye. Es mas lenta
en comenzar a actuar, tarda minutos, aunque no dizte de que es el sistema de
control de la PA mas eficiente a largo plazo (Goyt®001). Dos son los efectos a
través de los cuales actla este sistema. En ptigar, regulando el tono vascular
(hormonas vasoactivas) y/o la actividad cardiacac(fencia, contractilidad...); y en
segundo lugar actuando directamente sobre el rife@@mtrolando el volumen
extracelular y plasmatico, determinantes en elogaatdiaco. Dentro de este grupo
podemos encontrar el SRAA que se activa cuando laaRA por disminucién del
volumen sanguineo y/o la concentracién de sodenmdéico, principalmente. En cuanto
a las acciones renales, se reduce la excrecidariaide sodio y agua, y se incrementa

la excrecion de potasio (Cruz, 2004).

Mecanismos lentos

Integrados por el binomio rifidn/liquidos corposal8u accién empieza varias
horas después del desajuste de la PA, pero sui@uex practicamente infinita, por lo
que no cabe duda que es el sistema de control Bé lmas eficiente a largo plazo
(Cruz, 2004).

El rindn mantiene el control de la PA mediante doscanismos de accion
basicos: la filtracion y la reabsorcién de liquigosolutos. A estos dos mecanismos de
accion basicos debe agregarse el fendmeno de Gsnimtginamente relacionado con
ellos, debido a su gran importancia de la direcaéh movimiento del agua (Cruz,
2004).
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El mecanismo que autorregula la velocidad delafiibn y el flujo sanguineo
glomerular, a efecto de mantenerlo en niveles eotes$, corre a cargo del aparato
yuxtaglomerular, integrado por la macula densajuca de células epiteliales en
contacto intimo con las arteriolas y las célulagtgglomerulares, que son células

musculares lisas de las arteriolas aferentes grfs (Guyton, 2001).

La estratégica localizacion del aparato yuxtaglataersugiere que el liquido
del tubulo distal juega un importante papel eroetil| funcional de la nefrona, a través
de potentes sefiales retroalimentadoras entre destascturas (Cruz, 2004). Asi, por
ejemplo, ante una bajada de la filtracion glomerw@amenta la reabsorcion de iones de
sodio y cloro en la rama ascendente del asa deelenbnsecuentemente, disminuye la
concentracion idnica de la macula densa. Este canmdico genera a su vez dos
sefales de retroalimentacion, una dilata la atteaferente, y por tanto aumenta el flujo
sanguineo y la presion glomerular; y la otra libeenina de las células
yuxtaglomerulares para formar angiotensina Il. Astguido, esta molécula produce
vasoconstriccion de la arteriola eferente, y cboyé al aumento de la presion
intraglomerular. La accién conjunta de ambos mearaos retorna la filtracion
glomerular a los niveles requeridos, y la mantieoiestante a pesar de las variaciones

considerables de la presion arterial sistémica (@yy001).

La accién de estos tres mecanismos, con diferdigiepos de acciéon, son los

responsables de llevar a cabo la regulacion nadméd presion sanguinea.

El SRA se incluye tanto en los mecanismos interosgedomo en los lentos. En
los intermedios por las acciones periféricas darg Il que produce vasoconstriccion
arterial; y en los lentos por las acciones direstdse el riidn modificando la filtracion

glomerular.

1.2. RATAS GENETICAMENTE HIPERTENSAS. MODELO SHR

En los seres humanos existen multiples factoresicelados con la etiologia de
la hipertension. Experimentalmente, las ratas gearéente hipertensas tales como las
Spontaneously Hypertensive Rats (SHR), se conside@nabuen modelo animal para
estudiar la hipertensién esencial y han sido ammgrde utilizadas para estudiar las
ECV.

34



El SHR es el modelo méas estudiado de HTA, si cenardos el nimero de
publicaciones. El origen de la cepa SHR se obtuvarde la década de 1960 por
Okamoto y Aoki, mediante el cruce de un macho daza Wistar Kyoto (WKY) con
hipertension espontanea y una hembra con valoréBAden poco mas altos de lo
normal. Posteriormente, se obtuvieron una serisuiidineas, a partir de las cuales se
han ido seleccionando aquellas con una mayor termlem desarrollar lesiones
cardiovasculares, accidentes cerebrovasculargseechblesterolemia (Okamoto y Aoki,
1963).
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Figura 4. Curva de crecimiento del modelo animal SHR, sieMddonachos y H; hembras. (Okamoto and
Aoki, 1963).

En cuanto a la anatomia de este modelo, el peporedrde las ratas macho es
bajo en las 10 primeras semanas, (ver figura 4nadede presentar un elevado peso
relativo del corazén aproximadamente a las 10 sasnd@ edad (Tanase et al., 1982).

Ademas, las ratas SHR presentan resistencia asldina, siendo un modelo
adecuado para el estudio de este signo junto doipdatension esencial en humanos no
obesos. Las ratas SHR cuentan con menos gloméariakes que las ratas WKY, pero
son de tamafio similar, presentando en consecuencialumen glomerular reducido.
Esto esta de acuerdo con la hipotesis de que éh rdfesempefia un papel muy
importante en la aparicion de la hipertension (S&boal., 1994). Las ratas SHR se han

utilizado profusamente como modelo para el dedardal farmacos antihipertensivos.

35



Desde el punto de vista fisiopatologico, este mmaalimal comienza con el
desarrollo de HTA alrededor de las 5-6 semanasdde ¢ver figura 5), llegando a

alcanzar valores de presion sistolica entre 1800yr@mHg en la fase de edad adulta.
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Figura 5. Desarrollo de la PA en un modelo animal genéticaenhipertenso (Skov et al., 1994).

Entre las semanas 40 y 50, en las ratas SHR semuaedarrollar la hipertrofia
vascular y cardiaca (Conrad et al., 1995). En alguanimales se pueden observar
valores de PA incluso mayores a la media de las $ldéhsecuentemente poder sufrir

accidentes cerebro-vasculares (Conrad et al., 1995)

Como ocurre en el caso de la hipertension humanaifién es el primer
sospechoso de la fisiopatologia de la HTA en elatmdnimal de ratas SHR. En estos
animales,| trasplante de un riidn de WKY normotsnsarmaliza los valores de PA.
Estos beneficios se observan incluso si el tragplae lleva a cabo a una edad
temprana, antes de que la hipertension se haylalexstiola funcion preponderante de
los rifiones en el desarrollo de la HTA en el modeional SHR. Curiosamente, los
rifones de las SHR muestran algunos cambios adastab compensatorios. Por
ejemplo, los rifiones trasplantados de SHR a umn@¢stio hipertenso pueden mantener
sus caracteristicas estructurales mejor que losegitrasplantados a ratas normotensas,
demostrando una adaptacion a la PA alta. En oesipnede aparecer calcificacion de
los vasos, comoa veces ocurre en los seres humalassniveles de fosfatasa alcalina

(un marcador de calcificacién vascular) son sigatframente superiores en las células
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musculares lisas de la aorta de las SHR en comgarean células similares de WKY.
Sin embargo, el cambio mas interesante en las SbiR Ias alteraciones del
metabolismo del calcio, con una reduccién en atsparte activo de calcio en el
intestino y un exceso de pérdida a través de feapldo que ocasiona en la mayoria de

los casos hipocalcemia (Kundu y Rao, 2008).

Los cambios histopatoldgicos pueden aparecer as macho cuando alcanzan
los 8 meses de edad, y en las hembras con unaagdaximada de 12-15 meses.
Ademas, las hembras SHR viven significativaments ti@mpo que los machos. La
base genética de este desarrollo de HTA es potigérmon al menos tres genes

principales implicados (Tanase y Suzuki, 1971).

Hay una alta incidencia de ECV en estos animal@® pna baja incidencia de
accidente cerebrovascular, que puede aumentar &lastiedor del 30% con el estrés
cronico. Yamori en 1984 establecid que las rata®k ShHuestran un incremento
funcional en la resistencia vascular periféricag ggn su mayoria depende de
mecanismos neurogénicos, lo que probablemente $ieragigen en un trastorno de la
regulacion central de la PA. La PAé€r se”, y el aumento del tono neurogénico,
aceleran la sintesis de proteinas estructuralediogasculares e inducen cambios
estructurales en la vasculatura, lo que contritalymantenimiento de la hipertension
(Yamori, 1984).

1.3. SISTEMA RENINA-ANGIOTENSINA-ALDOSTERONA

El Sistema Renina Angiotensina Aldosterona (SRAdgeinpefia un importante
papel en la regulacién de la PA, el equilibrio bghlino y en el mantenimiento de la
estructura y funcion del aparato cardiovasculam@aonsecuencia de ello, el SRAA
esta implicado en la génesis de la HTA y de lafiogcia cardiaca y renal. Estas
acciones, producidas fundamentalmente por la amgota Il (Ang Il), estan mediadas
a través de receptores especificos que existem supkrficie de las células diana (AT1
y AT2) (Ramirez et al., 2008).

El SRAA consiste en una cascada de interacciortes emzimas y sustratos que
culminan con la produccion de Ang I, el péptiddiax responsable de los efectos

conocidos de este eje bien difundido en todo ehmusgno (Mauer et al., 2001). Este

37



sistema es uno de los mecanismos vasoconstrictoéss potentes del organismo,
comenzando su actividad con la liberacibn de laineendesde el aparato
yuxtaglomerular (Tamargo, 1996).

En el esquema clasico del SRAA, la renina proceddst rifién se libera a la
circulacion sanguinea donde actia sobre el angiotegeno, una alfa globulina
sintetizada por el higado. La reaccion enzimatieaodgen a un decapéptido, la
angiotensina | (Ang 1), que es muy inestable, sleddsdoblado rapidamente por el
enzima convertidor de angiotensina (ECA) dandoeorigl primer péptido activo del
sistema, la Ang Il. EI ECA, al igual que la renimpajede ser localizado en distintos
tejidos, aunque el principal sitio de formacion es endotelio de los capilares
pulmonares. Se sabe que la vida media de la Afogthpéptido activo) es también muy
breve, al igual que su efecto vasoconstrictor threga que es degradada rapidamente
por enzimas proteoliticos (aminopeptidasas) pasamdpéptidos de menor peso
molecular, uno de ellos el heptapéptido angiotensih (Ang 1ll) (Tamargo, 1996;
Fyhrquist y Saijonmaa, 2008).

La Ang Il interactda con los receptores AT1 y AT&@aproducir sus efectos. La
Ang Il es capaz de inducir y estimular la sintgsliberacion de aldosterona. Pero no
solamente es la Ang Il, sino toda una familia dgi@ensinas (angiotensina Il, Ill, 1V,
Ang 1-7, Ang 2-10) las que ejercen los efectos atarésticos que son atribuidos al
sistema. Estos efectos estan mediados a travésedéirhulacion de los receptores AT1,
AT2, AT4 y Mas (De Gasparo et al., 1990; De Gaspatral., 2000; Fyhrquist y
Saijonmaa, 2008).

Por otra parte, recientemente se ha descubiertproteina que se une y activa a
la renina, la pro-renina. El papel fisiolégico dgos nuevos componentes del SRAA no
esta completamente resuelto, pero es probablejgume un impacto considerable en
la accion local de la Ang Il y en los efectos gsteesistema tiene en distintos tejidos
del organismo. Todo ello hace que el SRAA siga ddenn importante objetivo
terapéutico para las ECV y renales (Kobori et281Q7; Bader y Ganten., 2008).
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Cascada del Sistema Renina Angiotensina Aldosterona
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Esquema 1.EIl principal péptido activo es la angiotensinapiéro la renina, ECA y angiotensindgeno,
son los elementos indispensables para originandgotensina Il. AT2 R, receptor angiotensina tipo 2
AT1 R, receptor angiotensina tipo 1; AT4 R, recepingiotensina tipo 4; Mas R, receptor Mas; Asp AP
aspartil aminopeptidasa; Glu AP , glutamil amindjmgsa; Arg Ap, arginil aminopeptidasa; ECA,
enzima convertidor de angiotensia; NEP, endopégdidaeutral; ECA 2, enzima convertidor de

angiotensina 2; (Banegas et al., 2008; Fyhrqu&ijonmaa, 2008).
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1.3.1. ENZIMAS PROCESADORAS Y PEPTIDOS DEL SISTEMA

Renina

El descubrimiento de la Renina por el fisidlogo B igerstedt y su estudiante
Per Bergmon en 1898 se basO en experimentos madizantre 1896-1897 en el
instituto Karolinska. Con extractos salinos de miftt® conejo, se demostré como éstos
poco a poco aumentaba la PA cuando se inyectabaorajos. La principal causa de
esta accidn estaba presente en la corteza remal,npeen la médula. Los autores
concluyeron que la sustancia implicada era unaefrat y se le llamo renina. Se
especuld que la renina podria de alguna maneextaio indirecta, asociarse también
con la hipertrofia del corazén, la enfermedad rgrellaumento de la PA. Sin embargo,
estos resultados no se pudieron reproducir, y rohfsta finales de 1930 cuando se

redescubrié la renina (Fyhrquist y Saijonmaa, 2008)

Estrictamente hablando, la renina no es una horpgnaembargo, puede ser
considerada como tal por su papel en la generalg@dng |, y también debido a que
esta sujeta a un estricto mecanismo de regula€iénlo tanto, la concentracion de
renina plasmatica, o su actividad, se utilizan aude como una medida de la actividad
global del SRAA (Kobori et al., 2007).

La forma activa de la renina contiene de 339 a r@&luos de aminoacidos,
después de la ruptura proteolitica de los 43 residigl extremo amino de la pro-renina.
La renina activa circulante y la pro-renina somiémlas principalmente desde el rifion,

pero también otros tejidos secretan pro-reninacadalacion(Kobori et al., 2007).

Los receptores de la renina son abundantes enra& @y cerebro y placenta.
Los niveles mas bajos se encuentran en los rifipres el higado. El tejido adiposo
visceral también expresa receptores de la renirentras el tejido adiposo subcutaneo

expresa un menor numero de receptores para lar@fyhrquist y Saijonmaa, 2008).

Catalogada como EC3.4.99.19, esta enzima es ségregael rifion y se forma
a partir de la pro-renina tanto en el plasma comelropio rifién. Hidroliza el enlace

Leu'®Leu™ en el angiotensinégeno para generar la Ang |.

Es una proteina glicosilada de peso molecular &@ng 40 KDa, perteneciendo

a la familia de las aspartil proteasas (Fyhrquigajonmaa, 2008). Tiene una vida
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media aproximada de 80 minutos y su funcion praiciponsiste en separar el

decapéptido Ang | del extremo amino terminal dgliaiensindgeno.

La activacion de la renina es el primer paso aratgada del SRAA y la falta de
esta enzima da lugar a la ausencia de Ang |. Lizssény liberacion depende de tres

estimulos:
- Disminucién del flujo renal a consecuencia de casibn la PA.
- Disminucién del contenido de sodio en el tubulotooreado distal.
- Estimulacion beta- adrenérgica.

Asi mismo, la liberacién de la renina es inhibida la vasopresina, el potasio de

la dieta y por retroalimentacion negativa del pocgistema.

El desarrollo y uso de bloqueantes de los receptigda renina constituye uno
de los dltimos avances terapéuticos con perspsdtineresantes en el tratamiento de la
hipertension y sus patologias asociadas (ver figur&n ratones, el bloqueo de estos
receptores ofrece resultados prometedores entaiento de la nefropatia diabética y
en la prevencion de glomerulopatia hipertensivéo€Edescubrimientos han cambiado
profundamente nuestra vision de los receptoresadeertina y la pro-renina como

objetivos terapéuticos en humanos (Fyhrquist yo8aipa, 2008).

E=Qq = w

Renin Prorenin RPR Angiotensinogen AT1R
monomer

:: Activation of genes: o
*+» TGFpB, PAI-1, fibronectin, collagen

Figura 6. Representacion esquematica de la interaccion geol@nina con los receptores renina/ pro-
renina (RPR, en forma dimérica). La union al recemonduce a la activacién de pro-renina por el
desplazamiento del segmento inactivo. La reninwadenera Ang | a partir del angiotensinégeno vy el
enzima convertidor de angiotensina (ECA) genera Ande Ang |. La Ang Il puede activar los

receptores AT1 de membrana (Fyhrquist and Sagan2008).

41



Angiotensindégeno

El angiotensindégeno es una glicoproteina, pertenezia la familia de las alfa-
globulinas. Da lugar a la Ang I, un decapéptidoasitividad fisiol6gica conocida, por la
accion de la renina (ver esquema 1). La mayoriaadglotensindégeno circulante se
produce y secreta por el higado, aunque otros 6sgaomo los rifiones o el tejido
adiposo blanco también producen angiotensinégermbdi et al., 2007). Se ha
postulado que cambios en la concentracién de amgwtdgeno afectan al ritmo de
formacion de Ang | y Ang Il, y por lo tanto provecanodificaciones de la PA

(Fyhrquist y Saijonmaa, 2008).

El angiotensinégeno también esta presente enra,@unque su origen no es el
angiotensindégeno circulante, sino el que se forreecyeta en los tabulos proximales de
la nefrona. De hecho, la filtracion glomerular déegpéptido es limitada (Kobori et al.,
2003). La formacion de Ang | y Ang Il en el lumerbtlar con posterioridad a la
secrecion de angiotensinégeno puede ser posibldadelgue la renina se filtra y/o es
secretada por las células del aparato yuxtaglomrerub identificacion de renina en
segmentos de la nefrona distal puede también ofte@eposible via para la generacion
de Ang I. El angiotensindgeno intacto en la orimdida su presencia a lo largo de toda
la nefrona. La disponibilidad de sustrato apoyedaversion continua de Ang | y Ang
Il en los segmentos distales (Kobori et al., 20@Ha vez que el Ang | se forma, la
conversion a Angll se produce facilmente porquediayndantes cantidades de ECA en

el tabulo proximal (Figura 7).

DT/CD
cells
Renin ATAH
mF‘NA m FLNA
. Renin A_T1

> Ang ll———f—=Ang Il

AGT = = = = =p AGT = = = = =p AGT
AGT }
AGT Ace!
4 4
AGT ACE
mBNA mBNA
PT cells DT/CD Urine
cells

Figura 7. SRA intrarenal en segmentos de la nefrona proxindistal. En la hipertension arterial
dependiente de Angll, un aumento de la secrecibolan proximal de angiotensinégeno aumenta la
concentracion de Ang Il distal y sus efectos sddénmeabsorcion tubular distal. AGT, angiotensindagen

PT, tibulos proximales, DT, tabulos distales, Qibulos colectores (Kobori et al., 2007).
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Angiotensina | (Ang 1-10)

La Ang | es un decapéptido que no tiene practicéenactividad biolégica por
su rapida conversion a Ang Il. Cuando el ECA estébido, puede ejercer acciones
similares a la Ang Il, pero muy inferiores en cwamt su potencia (Fyhrquist y
Saijonmaa, 2008).

Se ha observado que la Ang | es capaz de estinldiberacion de las
catecolaminas de la médula adrenal e inducir dedt¢edipsdégeno), cuando se inyecta

directamente en el sistema nervioso central (SNEjt{ing y Meyer, 1974).

Enzima convertidor de Angiotensina (ECA)

El Enzima Convertidor de Angiotensina es una pnatele gran tamafo (EC
3.4.15.1; 1278 aminoéacidos), que recibe diferemembres, como quinasa Il o
endopeptidasa, pero habitualmente se conoce por EEAIN enzima transmembrana,
del tipo de las zinc metalopeptidasas. El impoeguapel que juega en la regulacion de
la PA y el metabolismo salino lo efectia mediaatednversion de la Ang | a Ang Il
(ver esquema 1) (Kobori et al., 2007).

La Ang I, sin practicamente actividad biologica,cemvierte rapidamente en el
efector principal de este sistema: la Ang Il, poeidn del ECA que se encuentra en las
células endoteliales de muchos lechos vasculamsofiKet al., 2007). El sitio donde se
produce la mayor tasa de conversion a Ang Il dsorele luminal endotelial del lecho

vascular pulmonar, mientras que en el plasma laidatl del ECA es escasa.

El ECA humano se presenta en dos formas, una derpekecular entre 150—
180 KDa, conocida como el ECA somatico y otra de paso molecular (90-100 KDa)
y localizada en el testiculo, llamada ECA germiratio testicular (Fyhrquist y
Saijonmaa, 2008).

Si bien ésta es la via mas importante para gerargrll, existen caminos
metabdlicos alternativos que garantizan la fornradié Ang Il en ciertos estados, como
por ejemplo durante el proceso de inhibicion famh@gica del ECA (Fyhrquist y
Saijonmaa, 2008).

La localizacion del ECA en el riidbn de varias esmecha sido bien

caracterizada. Sin embargo, hay algunas diferencig®ortantes entre los seres
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humanos y los animales de experimentacion comummatiizados. Los rifiones
humanos normales expresan predominantemente EC& barde en cepillo de los
segmentos del tdbulo proximal, mientras que la esipn del ECA se observa muy
poco en las células endoteliales vasculares y ndetectable en la vasculatura del
glomérulo o incluso en las membranas basolateddelas células epiteliales. Por el
contrario, se ha descrito una intensa actividaB@A en las células endoteliales de casi

toda la microvasculatura renal de ratas (Koboail.e2007).

La actividad del ECA esta presente en el fluidoutaba lo largo de toda la
nefrona, excepto durante los Ultimos afios de wdando parece encontrarse sélo en el
tubulo distal. Se ha demostrado que la actividadE@& es mayor en la porcidn inicial
del tubulo proximal, se reduce en la nefrona digtabmenta nuevamente en la orina.
Este hecho sugiere que la secrecion de ECA es mabxiy la degradacion y/o
reabsorcion tiene lugar en los tubulos colectdPes.lo tanto, la Ang Il puede formarse
no soélo en el tabulo proximal, sino también méa ak la conexion de los tabulos
(Figura 7). Asi, la actividad renal de ECA es e&#npara mantener en estado de

equilibrio los niveles de Ang Il en el rifion (Kobet al., 2007).

Angiotensina Il (Ang 1-8)

La Ang Il es el principal péptido bioactivo del SR3e trata de un octapéptido
de intensa accidn vasoconstrictora y corta vidamteximadamente un minuto. Este
péptido juega un importante papel en la reguladiéhas funciones renales, vasculares
y cardiacas (Kobori et al., 2007). Sus funcion@scypales son provocar la secrecion de
vasopresina, estimular la sensacion de sed, efasticonstrictor, estimular la secrecion
de aldosterona y favorecer la transmisién sinapticlemas de ejercer su conocido
efecto de elevacion de la presidn sanguinea pos otiecanismos (Touyz y Schiffrin,
2000). Por ejemplo, en el corazon la Ang 1l incrataeel flujo del calcio y la fuerza de

contraccion del masculo (Tamargo, 1996).

Esisten diferencias interespecicicas debidas ahaiunido que esta en la
posicion 5. La forma humana tiene isoleucina mangue la forma bovina, que se

emplea en clinica y experimentalmente, tiene vaimasta posicion.

La Ang Il desempefia un papel clave en la reguladénla homeostasis

cardiovascular, regulando tanto la resistenciautascomo el volumen de sangre. El
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amplio espectro de tejidos diana que presenta lg Anincluye las glandulas
suprarrenales, los rifiones, el cerebro, la higfedi masculo liso vascular, y el sistema
nervioso simpatico (SNS).

La Ang Il es una hormona que se produce y actuk eirculacion, pero que
también se forma localmente en muchos tejidos tedeso el cerebro, el rifion, el
corazén y los vasos sanguineos. Esto ha llevadigeris que la Ang Il también puede
funcionar mediante mecanismos paracrinos y autogrimduciendo el crecimiento
celular, la proliferacion y el control de la fornd@at de la matriz extracelular (De
Gasparo et al., 2000).

El mecanismo de accion de la Ang Il es muy simalade la endotelina. Logra
su accién mediante un aumento det'Gm el citosol por la via de la fosfolipasa C y de
la protein-quinasa, pero con la propiedad de actvkps proto-oncogenes; de ahi su
efecto nocivo a nivel estructural a largo plazo.dnberior permite concluir que la Ang

Il es un mitdgeno, disfrazado de vasoconstrictor.

La Ang Il normalmente se une al receptor AT1, pemando este receptor es
bloqueado, se une a los receptores AT2 los cualasnsuy activos en la vida
embrionaria, en el proceso de diferenciacion y alsculogénesis. Paradojicamente, la
Ang |l ligada a este receptor AT2 se vuelve vastdilora, antimitbgena y
antiproliferativa. Estos receptores también est@mula producciéon del NO. En
resumen, la Ang Il puede ser perjudicial o benéfegun el receptor al que se una (De
Gasparo et al., 1994; De Gasparo, 2002).

Angiotensina lll (Ang 2-8)

La Ang Ill se conoce desde la década de 1970 macale su efecto
vasoconstrictor y de liberacion de aldosteronaAhg Ill se genera a partir de la Ang Il
por accion de la aminopeptidasa A (AP A o Glu-ARr(esquema 1). Este péptido
ejerce sus acciones, en principio similares a é&a#\nlg Il, a través de los receptores
ATl y AT2 (De Gasparo et al., 2000; Banegas ekabg).

Mientras que la Ang Il es considerada como el efeptincipal del SRAA, la
Ang lll puede ser igual o incluso mas importanteagjunas de las acciones mediadas
por los receptores AT1, por ejemplo la liberaciéa dasopresina (Fyhrquist y

Saijonmaa, 2008), pero su vida media es tan codaqgs efectos globales son débiles.
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En el organismo existen angiotensinasas que ir@actla Ang Il. Estas son
peptidasas, como la aminopeptidasa A (APA, EC B.4)1una zinc metalopeptidasa
gue ha adquirido relevancia fisiolégica ya queaeprincipal enzima responsable de la
formacion de Ang lll. Esta aminopeptidasa (AP) rengb enlace peptidico entre los
aminoacidos Asp-1 y Arg-2 y convierte a la Angrl&ng lll. De esta forma, la Ang Il
es el primer metabolito de la Ang-1l (Banegas et20106; Banegas et al., 2008).

La inhibicion central, pero no periférica, de eSRA provoca un descenso de la
PA. Esta observacion ha despertado el interésrmamérar un inhibidor selectivo de la
enzima para el tratamiento de la HTA, que puedavasar la barrera hemato-encefalica

y actie a nivel central (Réaux et al., 2001).

Angiotensina IV (Ang 3-8)

La Ang IV se genera a partir de la Ang Ill porAR M (ver esquema 1), que
rompe el enlace entre Arg-1 y Val-2 de la Ang Bte péptido biolégicamente activo
ha alcanzado un interés creciente a raiz del dasuehto y la clonacién de unos
receptores con actividad aminopeptidasa y que sgulados por la insulina
(IRAP/AT4), con gran afinidad por el péptido Ang (Banegas et al., 2006; Banegas et
al., 2008). Las acciones de la Ang IV mediadaslRé&P incluyen vasodilatacion renal
asi como hipertrofia y activacion de NB-que conduce a una mayor expresion del
activador de plaquetas. Varios estudios indican lgué\ng IV tiene importantes
funciones reguladoras en el metabolismo renal gaélo cardiovascular (Fyhrquist y
Saijonmaa, 2008). La Ang IV regula el crecimiengtutar de los fibroblastos cardiacos,
las células endoteliales y las células musculasas vasculares. Parece que la Ang IV
esta implicada en la respuesta vascular inflametgrpor lo tanto podria desempefar

un importante papel en la fisiopatologia cardiouésc

Se ha demostrado que la Ang IV inhibe in vitradtividad del ECA, sugiriendo
una participacion importante en la autorreguladéhSRAA (Fruitier et al., 2002). La
Ang IV tiene un papel importante en la regulaci@lds flujos sanguineos locales,
incluido el cerebral, pero también se le ha asignaa papel en procesos cognitivos,

estrés, ansiedad y depresion (Banegas et al.,.2008)

La produccion de la Ang IV parece tener un pap@artante a nivel tisular pero

no en plasma. Esta angiotensina puede actuar wséradlos receptores AT1 y AT2 de
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la Ang Il, aunque su receptor de unidon especifiso ek AT4 que se localiza

mayoritariamente en cerebro y rifitamirez et al., 2008).

Angiotensina (1-7)

Durante mucho tiempo se pensé que el péptido Anf) darecia de efectos
bioldgicos, pero desde hace unos afios han ido apade numerosos trabajos que

demuestran la existencia de tales efectos (Fyhrg@8aijonmaa, 2008).

Esta angiotensina se forma a través de un mecamsgimatico independiente
del ECA (ver esquema 1). Se puede generar a partia Ang | por medio de la timet-
oligo-peptidasa (E.C. 3.4.24.15) en las célulasamases lisas vasculares (CMLV); por
medio de la endopeptidasa neutra (NEP 3.4.24.1t¢keas endoteliales (CE); y de la
prolil endopeptidasa (E.C. 3.4.24.26) en el cergamino y en células vasculares de la
aorta y venas umbilicales. También, se genera tir pi@ Ang Il o de Ang | por el
ECAZ2, aunque la conversion a partir de Ang Il esimaumas eficiente (500 veces). Por
otro lado, la Ang (1-7) se forma en la circulaci@npartir de Ang | por una via
independiente de la generacion de Ang Il. Se gemeartir de Ang (1-9) por medio del

ECA vy la neprisilina (Ferrario, 2006).

Ya en 1988 se habia demostrado que la Ang (1-7Aparaficaz como la Ang I
para producir la liberacion de la vasopresina (gyist y Saijonmaa, 2008). También se
sabe que la Ang (1-7) puede contrarrestar varidasdacciones de la Ang Il, al parecer
porque la Ang (1-7) se une al receptor que medsaakeciones vasodilatadoras y

antiproliferativas del heptapéptido (Fyhrquist yj@&amaa, 2008).

Las acciones de la Ang (1-7) son principalmented@etadoras y antitroficas
(inhibicion de sintesis proteica). Interviene errdgulacion de la PA y posee efectos
antiproliferativos. Aunque las evidencias indicaneqla Ang (1-7) actia como
vasodilatador, los inhibidores selectivos de loseptores AT1 y AT2 no alteran la
vasodilatacion inducida por este péptido. El efe@sodilatador podria estar mediado
por un aumento de la sintesis de bradiquinina,nqaisu vez estimula la liberacion de

vasopresina, oxido nitrico (NO) y prostaglandifi2eddish et al., 1998).

Los efectos de este péptido tiene lugar tras shnuali receptor Mas, un receptor

acoplado a la proteina G y codificado por un prodgen (Santos et al., 2003).
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Enzima convertidor de Angiotensina 2 (ECA2)

El Enzima Convertidor de Angiotensina 2 (ECA2) hdosdescubierto mas
recientemente. Este descubrimiento ha convertidto tal ECA2 como a su producto
principal, la Ang (1-7), en el foco de una intemséividad investigadora. EI ECA2 es
una carboxipeptidasa que hidroliza el residuo caldoterminal de la Ang |,
transforméandola en Ang (1-9), que posteriormenteawertida en Ang (1-7) por el
ECA (ver esquema 1) (Fyhrquist y Saijjonmaa, 2008).

El ECA2 es particularmente abundante en el endotediscular del rifiidn,
corazén, el hipotalamo y la pared aortica. EI| ECGathbién se encuentra en los
testiculos (Santos y Ferreira, 2007). La reguladiéa expresion del ECA2 aun no ha
sido totalmente aclarada. Ni los inhibidores delAE@ECA) ni los blogueantes del
receptor AT1 (ARA Il AT1) inhiben la actividad deCA2, pero ambos parecen regular
al alza la expresion de este enzima en el miocarain la corteza renal de ratas. La
expresion del ECA2 en el corazén también aumentdogninfartos de miocardio
(Fyhrquist y Saijonmaa, 2008).

Se ha demostrado que el ECA2 tiene efectos dirasctoe la funcion cardiaca,
desempeiiando de esta forma un papel protector isielma cardiovascular. La
deleccion del gen que codifica el ECA2 en ratoneasiona fallos severos en la
contractilidad cardiaca y aumenta los niveles p&sms de Ang I, lo que parece
indicar un importante papel en la regulacién defuacion cardiaca (Fyhrquist y
Saijonmaa, 2008). Ademas, se piensa que puedeventeren la fisiopatologia de

distintas enfermedades rengl€sackower et al., 2002).

Aldosterona

La Aldosterona es una hormona mineralocorticoiddeszada en la zona
glomerular de la corteza suprarrenal, y es paiteatsplejo mecanismo utilizado por el
organismo para regular la presidbn sanguinea. Suessn estd controlada
fundamentalmente por la Ang Il. Afecta a la homasistelectrolitica por aumento de la
reabsorcion de sodio y excrecion de potasio embeild distal. Debido a su relacién con
la Ang Il, los niveles de aldosterona estan intimai® relacionados con el SRAA. Es
por ello que existe una relacion positiva entreadtividad plasmatica de renina (o

niveles de Ang Il) y los niveles de aldosteronaggativa entre la excrecion urinaria de
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sodio y la aldosterona. La aldosterona es el gaitasteroide en la regulacion de las
concentraciones de potasio, y juega un papel edasrciel mantenimiento del volumen
sanguineo y de la PA (Cruz et al., 2004).

La aldosterona actua principalmente en el epitdiolos rifiones, glandulas
salivales y colon. Ademas, tiene receptores de gfmidad que se encuentran en el

higado, cerebro, hipdfisis y en los monoc{tdarwitz et al., 2004).

La produccion de aldosterona es regulada por vdaictores, algunos de los
cuales estimulan la produccion y otros la inhidentre los factores que estimulan su
produccion se incluyen la hormona adrenocorticatrdCTH), la concentracion de
potasio en el plasma y el SRA (Hurwitz et al., 20 exceso de aldosterona tiene
varios efectos perjudicialggra la salud (Figura 8): pérdida de magnesio ggitpor
aumento de la excrecion urinaria del mismo, retence sodio; potenciacion de las
catecolaminas; induccién de arritmias ventriculameguccion de hipertrofia y fibrosis
miocardica, vasculopatia por disfuncién endoteial aumento de retencion de Nr
las CMLV, mayor generacion de radicales libresettipfia de CMLV, estimulacion de
la sintesis de TGF1 y aumento de los receptores para Ang I, aumaata sintesis de
PAI-1 e inhibicion de la fibrindlisis, atenuaciéme dos barorreflejos y desarrollo de
nefroesclerosis maligna. Ademas, la aldosteronaaceetencion de Nay eleva la PA.
La aldosterona eleva especificamente los niveleAMEc en las CMLV vy fosforila la
CREB (cAMP-response elements binding protein) (dkext al., 1991; McMahon,
2001).
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Figura 8. Efectos perjudiciales de la aldosterona (McMal2@®1).

1.3.2. RECEPTORES DE LAS ANGIOTENSINAS

Los efectos fisioldgicos de la Ang Il se desencadguor su unidn a receptores
especificos en las membranas celulares. A pesajudese han descrito una gran
variedad de receptores para las acciones de ldlAsmjamente los receptores de tipo 1
(AT1) y tipo 2 (AT2) han sido clonados y caractadas (De Gasparo et al., 1994).

Los receptores AT1 y AT2 son polipéptidos que @mn aproximadamente
360 aminoacidos que atraviesan la membrana célulaces, existiendo homologia de
su secuencia tan solo en un 30%. El gen para ept@cAT1 esta localizado en el
cromosoma 3 mientras que el gen para el recept® édia en el cromosoma X
(Vazquez et al., 1998).

El AT1 se encuentra ampliamente distribuido erdesiperiféricos y cerebro,
siendo el mediador mas importante de las funciemssconstrictoras de la Ang Il. El
receptor AT1 pertenece a la familia de receptoeesidte dominios transmembrana
acoplados a la proteina G y a sistemas de segundnsajeros. La inhibicion de la

adenilato ciclasa a través de la proteina G retluc®ncentracion de AMP ciclico y
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activa a la fosfolipasa D, A2 y C, lo cual resditala generacion de eicosanoides y en la
activacion de la via del fosfoinositol, respectieste. El resultado final de esta
activacion es el aumento intracelular de calcia gdtivacion de la protein quinasa C, lo
cual se asocia con la generacion de factores tipommales asociados con el
crecimiento (FTC) (Vazquez et al., 1998; Strothnger, 1999).

El receptor AT2 se expresa en forma abundante ertejodos fetales y en
adrenales, pancreas, Utero, corazon, cerebro ytediodeascular, en adultos. EI AT2
pertenece a la misma familia de receptores queTél £on respecto a las funciones
mediadas por los receptores AT2, estas parecendfatos opuestos que contrarrestan
los mediados por los receptores AT1, por ejemmsodilatacion, liberacién de NO y la
inhibicion de la proliferacién y el crecimiento.nSembargo, los receptores AT2
también pueden mediar efectos neurotropicos ersteinga nervioso central y pueden
ejercer un papel protector contra la isquemia (dazget al., 1998; Stroth y Unger,
1999).

En el riidn de rata, la Ang Il pero no la Angilduce natriuresis mediada por
los receptores AT2. Esta natriuresis es aumentadia l@ inhibicion de Ia
aminopeptidasa N, un enzima que metaboliza la ArgAng 1V, lo que indica que los
inhibidores de la aminopeptidasa N podrian serrddksdos como farmacos para el
tratamiento de enfermedades caracterizadas patdacidon de sodio y liquido, tales

como la hipertension y la insuficiencia cardiacghfi§uist y Saijonmaa, 2008).

Los efectos beneficiosos de dichos inhibidoresuiyeh aumentos en las
concentraciones de bradicinina y NO, con efecta®ditatadores y natriuréticos, asi
como efectos antifibroticos. Los efectos potencadta perjudiciales incluyen un
aumento de la apoptosis, mayor expresion del factmlear kappa B (NkB) e

induccién de las quimioquinas (Fyhrquist y Saijoanz008).

Mediante técnicas de biologia molecular, se ha cobgulo la existencia de dos
subtipos en el receptor AT1: el A Y el AT1g, que se diferencian en la secuencia de
aminoacidos de la zona C-terminal de su estruchoiacular (De Gasparo et al., 2000).
El receptor AT} esta altamente expresado en higado, rifién, atdeiam, ovario, bazo,
pulmoén y cerebro. El receptor A e expresa en la hipdfisis, glandula adrenalntiio

Gtero e higado, y esta ausente en el corazén,roeydiazo (Escalante, 2004).
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La importancia funcional de los receptores AT2 dguede manifiesto al
comprobar el efecto vasodilatador de la Ang Il, gagroduce al bloquear el receptor
AT1 (que media los efectos vasoconstrictores dafall). Los efectos bioldgicos de la
Ang Il se encuentran balanceados por una activadided de vasoconstriccion y
vasodilatacion a través de estos dos receptorépuls, en el sistema cardiovascular el
efecto vasopresor de la Ang Il esta acoplado aptec AT1 mientras que el efecto
depresor esta acoplado al receptor AT2. Aun masteexestudios que demuestran que
el efecto biologico de la activacion del receptdr2Aesta asociado a la sintesis del

oxido nitrico (De Gasparo et al., 2000).

También se han descrito receptores AT3 y AT4 pgaa es mucho menos lo
gue se conoce de ellos. Se sabe que los receptdéBpresentan baja afinidad por el
losartan y alta afinidad por la saralasina, y divacion se ve asociada a la formacion
de GMPc dependiente del 6xido nitrico. Los recestdkT4, parecen estar implicados

en el flujo sanguineo cerebral y de la cortezal @@ Gasparo et al., 2000).

El receptor AT4 se definio originalmente como @&bsile union especifico para
la Ang IV (De Gasparo et al., 2000). La administtacentral de Ang 1V, y de algunos
de sus analogos como la LVV-hemorfina 7, incremewiablemente la capacidad de
aprendizaje y la memoria en roedores, y es capazveetir los déficits de memoria en
modelos de amnesia. Este receptor esta distrilngdiamente en todo tipo de tejidos,
incluyendo las glandulas adrenales, los riflonegukehdn y el corazén. En los rifiones,
la activacion del receptor AT4 incrementa el flagtical y disminuye el transporte de
Na’" en tlbulos proximales aislados. Posteriormenteeegptor AT4 fue identificado
como el enzima de membrana: aminopeptidasa regyadansulina (IRAP), una
proteina trans-membrana de tipo Il, pertenecietdef@milia de las aminopeptidasas de
tipo M1, la cual se localiza en vesiculas intraleeks junto con el transportador GluT4

en las células sensibles a la insulina (Chai g2@04).

Tres hipétesis distintas se han lanzado para expBt posible efecto de la
estimulacion del receptor AT4 sobre la memoriaasion inhibidora sobre la actividad
enzimatica IRAP, prolongando la accion de sus géptsustrato; su efecto modulador
del transporte de glucosa mediante los GluT4; acsividad como receptor (AT4) que
podria activar a distintas proteinas intra-citoplasicas responsables de sus efectos
(Chai et al., 2004).

52



Como ya hemos comentado anteriormente, desde iegcpot sabemos que la
Angll no es el tnico péptido activo del RAS. Ertre péptidos con actividad biolégica
de este sistema, la Angll y la Anglll ejercen sfisc®s mediante la unién a los
receptores AT1 y AT2, mientras que la Ang IV se deeforma especifica al receptor
ATA4.

Estudios llevados a cabo con antagonistas selscfivantes et al., 1994; Santos
y Campagnole-Santos, 1994) han puesto de manifipsmtro de los péptidos activos
del RAS, la Ang 1-7, lleva a cabo sus accionesa@e8 de un receptor distinto a los
AT1 y AT2 (Santos y Campagnole-Santos, 1994). Btquncogen MAS fue detectado
por primera vean vivo debido a sus propiedades pro-tumorales (Yound.,e1386;
Rabin et al.,, 1987). Este protooncogen codifica pnateina con siete dominios
transmembrana hidrofébicos, y se considera quedqrante de la familia de receptores
acoplados a la proteina G (Zohn et al., 1998).

Los primeros estudios de transfeccidon realizaddécanon que el gen MAS
podria codifica un receptor para la Angll. Adenggeceptor MAS y el AT1 parecian
estar relacionados, ya que los incrementos ennaentracion celular de €aen las
células transfectadas con MAS so6lo ocurren cuaiadad células también expresan el
receptor AT1 (Ambroz et al., 1991). Otros experitosnparecian indicar que el
receptor MAS modulaba las sefiales intracelularasrgelas por la union de la Angll al
AT1 (Von Bohlen und Halbach et al., 2000).

Santos et al. (2003) demostraron que el receptoiSMA capaz de unirse
también a la Ang 1-7, siendo responsable de lasorses bioldgicas de este
heptapéptido, muchas de las cuales contrarrestagfdéotos de la Angll. La unién de la
Angl-7 al receptor MAS estimula la liberacion de N@rotaglandinas, provocando
vasodilatacion e inhibicion del crecimiento celu@ampaio et al., 2007), efectos que
tendrian como consecuencia una mejora de la funemntiotelial. De hecho, en las
aortas de los ratones MAS-Knockout no se ejer@eslto vasodilatador de la Ang 1-7
(Santos et al., 2003). La estimulacion de la libérade NO por la Ang 1-7, mediada
por el receptor MAS, no se acompafa de una modifinaen la concentracion de calcio
intracelular, 1o que sugiere la participacion de wa de sefalizacion no dependiente
del calcio (Heitsch et al., 2001).

Por otro lado, uno de los mecanismos mas impoganteavés del cual el SRA

modula la funcion vascular es mediante la regutadigl estado redox. En este sentido,
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la Angll actia como un factor pro-xidante, ya quenanta la produccion del anion
superoxido mediante la activacion de la NAD(P)Hdasia. Por el contrario, la Ang 1-7
mediante su union al receptor MAS y el aumentoaeliberacion de NO es capaz de

contrarrestar los efectos pro-oxidantes de la A(RRglbelo et al., 2011).

Los datos disponibles hasta la fecha sefialan aptecMAS y al péptido Ang
1-7 como importantes moduladores de los efectgageiales ejercidos por la Angll a

través del receptor AT1.

1.4. AMINOPEPTIDASAS E HIPERTENSION ARTERIAL

1.4.1. AMINOPEPTIDASAS

Clasificacion y Nomenclatura

Las aminopeptidasas (APs) constituyen un grupondemas muy heterogéneo,
con una amplia distribucion tanto en el reino ahim@amo vegetal. Se localizan
principalmente unidas a la membrana plasmaticarret@ctoenzimas), pero también
las hay solubles en plasma y otros fluidos, ciioaély en diferentes organelas celulares
(Ramirez et al., 2008; Banegas et al., 2008).

La clasificacion de este grupo es bastante comptighido a la gran
heterogeneidad de sus integrantes. Por su activigidlitica pertenecen a la clase 3
segun la clasificacion de la Union InternacionalBiequimica y Biologia molecular
(IUBMB), y a la subclase 3.4 porgue engloba a tddasidrolasas de péptidos. Como
su nombre indica, llevan a cabo la hidrolisis danadcidos concretos del extremo
amino terminal de proteinas y sustratos peptidit@s.gran mayoria presentan la
nomenclatura EC 3.4.11 y 3.4.14. Sin embargo existes clasificaciones, y segun la
bibliografia consultada una misma enzima puedeeptas diferentes nombres. Se
pueden clasificar por el nimero de aminoacidos gjueinan del extremo amino
terminal de sus sustratos (dipeptidasas, tripegdmsla.); por la localizacion (soluble, de
membrana, citosolica...); por su susceptibilidad akabiciébn por amastatina u otros
inhibidores; por su i6n metal y/o residuos que senual metal de la enzima
(metaloenzimas de zinc) y por el pH en el que dekan su actividad maxima (Taylor,
1993).
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La siguiente tabla muestra las aminopeptidasasim@srtantes en mamiferos
(ver tabla 4). Se ha elaborado, en su mayor psetgjn la informacion recogida en la
base de datos BRENDA (www.brenda-enzymes.infoa Base de datos, fue creada en
1987 por el Centro Aleman de Investigacion Naciopara Biotecnologia, en

Braunschweig, y actualmente continba su mantenbmiep actualizacion el

International Union of Biochemistry and MoleculaoBgy

(www.chem.gmul.ac.uk/iubmb/nomenclature/).

NUmero Nombre Nombres Clase de | Localizacién
EC AP=aminopeptidasa| Alternativos Proteinasa Celular
. NPT Citosol AP Metalo :
3.4.11.1 | Leucina AP citosdlica Catepsina Ill Zn? Citosol
Alanina AP de APN, APM, Metalo
3.4.11.2 membrana CD13 Zn?) Membrana
Oxitocinasa
Vasopresinasa
L IRAP Metalo
3.4.11.3 Cisteina AP P-LAP Zn?") Membrana
Receptor de
Ang IV
Tripeptidasa
3.4.11.4 Tripéptido AP enzima que I\(/Izer;[ﬂ)o Citosol
degrada CCK
3.4.115 Prolina AP AC“&’A"’;]%? POT Citosol
. Activada por Citosol
3.4.11.6 Arginina AP APB tiol, CI Membrana
Metalo
2
3.4.11.7 Glutamico AP .APA’ : (Zn ) Membrana
angiotensina A| Activada por
ce*
3.4.11.9 Xaa-Pro AP app | Activadapor Citosol
Mn Membrana
Aminopeptidas Metalo(Zit")
3.4.11.14 Alanina AP citosolica Pep Activada por Citosol
I, PSA Co?t
3.4.11.16 Xaa-Trp AP APW Metalo(Z Membrana
3.4.11.18 Metionina AP Membrana
- Metalo Citosol
3.4.11.21 Aspartico AP APX (Zn2+) Membrana
. - . . Membrana
3.4.14.1 | Dipeptidil peptidasa|l Catepsina C 0 J Lisosoma
34142 Dlpeptldll|| peptidasa Dlpepltlldll AP Lisosoma.
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NUumero Nombre Nombres Clase de Localizacion
EC AP=aminopeptidasa| Alternativos Proteinasa Celular
Dipeptidil peptidasa Dipeptidil AP Citosol
3.4.14.4 [,
Il . Membrana
encefalinasa B
3.4.145 Dlpeptldll\llpeptldasa D'peﬁ)\t}d" AP Serina Membrana
3.4.14.9 | Tripeptidil peptidasa| | Tripeptidil AP Lisosoma
3.4.14.10 Trlpeptld;: peptidasa TrlpepIPdH AP Citosol
3.3.2.6 Leucotrieno — A4 LTA 4 Citosol
hidrolasa hidrolasa
APO Citosol
Nucleolo
APQ Laeverina Membrana
Leucina AP derivada A- Metalo Fg:eltt(i)csl?llo
de adipocito LAP/PILSAP (Zn?") U
endoplasmico
AP derivada de Activada por Reticulo
: L-RAP ) ; .
Leucocito tiol, CI endoplasmico
Ectoenzima que Metalo
degrada TRH TRH-DE Zr*) Membrana

Tabla 4. Clasificacion de las principales aminopeptidasasiamifero

(www.chem.gmul.ac.uk/iubmb/nomenclature/).

Como hemos indicado anteriormente, las APs se ifabam con diferentes
nombres y la terminologia es poco clara, pudiendadir a confusién (Banegas et al.,
2008). La aminopeptidasa A (EC 3.4.11.7) hidroéim@inoacidos acidos del extremo N-
amino terminal (Mizutani et al., 2008), principaime los residuos de glutamico, pero
también es capaz de reconocer los terminales detiasp por lo que a esta enzima
también se le ha llamado glutamico aminopeptid&@a-AP) (Banegas et al., 2006;
Banegas et al., 2008). La enzima aspartico aminmaea (EC 3.4.11.21) (Asp-AP), se
considerd6 en un principio como un nombre alterimatpara la Glu-AP, aunque
actualmente se considera una nueva aminopeptid@sactia preferentemente también
sobre residuos &cidos del extremo N-terminal, gatlemos que es un enzima distinto
de la Glu-AP (Banegas et al., 2006; Ramirez et2@08). La aminopeptidasa N (EC
3.4.11.2) tiene preferencia por los aminoéacidos trosu (Danziger, 2008),
principalmente la alanina, por la que también sddiaomina alanina aminopeptidasa

(Ala-AP), sin embargo, también es conocida commapeptidasa M, ya que esta muy
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relacionada con la fraccion de membrana microsalekatiiion de cerdo, a partir de la

cual se purificd (Banegas et al., 2006; Banegas ,e2008).

La cisteina aminopeptidasa (EC 3.4.11.3) (Cys-AMdyoliza la cisteina N-
terminal adyacente a los residuos de tirosina dexigocina o vasopresina, y en
consecuencia, ha sido denominada como oxitocinasgsapresinasa (Banegas et al.,
2006; Tsujimoto et al., 2008; Banegas et al., 2008)aminopeptidasa reguladora de la
insulina (IRAP) es homdloga a la Cys-AP.

Como hemos indicado anteriormente, el receptorrig ¥ (AT4) es la enzima
IRAP/Cys-AP/oxitocinasa. Sin embargo esta afirm@acitecientemente ha sido
discutida, y se ha propuesto que la identidad elsgptor AT4 se corresponderia mas
bien con la del receptor de tipo | de la tirosiasia c-Met. (Banegas et al., 2008). Sin
embargo, hay que recordar que no es un receptrsamtido real de la palabra, ya que
no hay pruebas de su acoplamiento a segundos rsaaunque sin duda es una

aminopeptidasa, debido a su capacidad de hidrgigatidos de angiotensina.

Todas las enzimas mencionadas anteriormente tang@énonocen bajo el
nombre general de angiotensinasas, debido a que capaces de hidrolizar
angiotensinas (Ang) (Banegas et al., 2008). Sulaiegun es un tema aun controvertido
y se han propuesto multiples mecanismos que impfeetores tanto endégenos como

exdgenos (Ramirez et al., 2008).

Antes de continuar hay que destacar que, comoneendatura de estas enzimas
es muy variada y no esta del todo normalizadaetdin de evitar confusiones, en este
texto se va a seguir la nomenclatura que identificeas aminopeptidasas por el

aminoacido N- terminal que hidrolizan preferenteteen

Localizacion vy distribucion

A nivel celular, la gran mayoria son proteinas a@miorana. Su localizacion es
muy amplia, encontrandose en el SNC y en tejid@ggnos periféricos, principalmente
en rifién, intestino, higado, pulmon, placenta, oomay sangre (Banegas et al., 2008).
También las hay solubles, en citosol, o segregatliquido cefalorraquideo (LCR) y

plasma. Son en su mayoria metaloenzimas depersligmiginc.
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La actividad aminopeptidasa desempefia un papelriengge en el metabolismo
de péptidos circulantes y locales involucradosl@omtrol de la PA y el balance hidrico
(BH). De esta manera, las angiotensinasas, soidpegs que generan péptidos activos
0 inactivos a partir de las angiotensinas, altevalad relaciones entre sus distintas
formas bioactivas (Prieto et al., 2003; Banegas. £2006).

En los parrafos siguientes se resume la distrilnudeaquellas aminopeptidasas
gue van a ser objeto de estudio en este trabajvdstigacion.

Cisteina Aminopeptidasa (EC 3.4.11.3)

La cisteina aminopeptidasa (Cys-AP) es tambiéna@daa@omo aminopeptidasa
de membrana regulada por insulina (IRAP), oxitog#a vasopresinasa, es una enzima

gue en los humanos esta codificada por el gen LNRbB#ston et al., 2003).

La IRAP se identific originalmente en el tejidoi@abo blanco y células
musculares como una proteina principal en vesiculagcelulares que también
albergan el transportador de glucosa sensiblaresldina GluT4. Tanto la IRAP como
el GluT4, en su mayoria se localizan en estas wesidéntracelulares en condiciones
basales (Keller, 2003).

Muchos investigadores han estudiado esta enzima@alebla capacidad que
presenta para degradar la oxitocina. Se encuerdyantariamente en el suero de las
mujeres embarazadas, incrementdndose notablemerasteal el primer trimestre del
embarazo (Matsumoto et al., 2001). Es una AP cqeofficidad por las uniones
peptidicas entre la cisteina N-terminal y el resida tirosina adyacente de la oxitocina
0 vasopresina. Se ha localizado en el plasma daugres embarazas y en la placenta
humana, sin embargo, el suero fetal y el liquidoiatito estan libres de esta actividad
enzimatica. SOlo se puede detectar una pequenaadhnie enzima en sangre de

mujeres no embarazadas, y nada en sangre de hofikibtes, 2003).

La proteina puede ser secretada en el suero materaloencontrarse en las
vesiculas intracelulares junto con los transporeslde glucosa GluT4, principalmente
en adipocitos y células de musculo esqueléticasesmecion depende de la insulina.
También puede encontrarse incluida en las membmas una glicoproteina integral

de membrana tipo Il (Tsujimoto y Hattori, 2005).
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Alanina Aminopeptidasa (EC 3.4.11.2)

Este enzima fue denominado en principio AP M delaidku localizacion en la
membrana, es una proteina integral de membranalliipo que refleja su firme
asociacion con la fraccion de membrana del rifércetelo, a partir de la cual fue
purificado. Hoy en dia aun se puede encontrar ogaknente esta nomenclatura en la
bibliografia. Pero debido a que habitualmente eoafundido con la leucina
aminopeptidasa citosodlica, a causa de la coincidesic el sustrato especifico y su
similar distribucion tisular, para diferenciarlas sugirié que se podria renombrar como

AP N, aludiendo a su preferencia de accion solsramsinoacidos neutros.

La Ala-AP se encuentra en la membrana microviliegstinal y renal, y también
en las membranas plasmaticas de otros tipos dsékn el intestino delgado la Ala-
AP interviene en la digestion final de los péptideserados a partir de la hidrolisis de
proteinas por proteasas gastricas y pancreaticagureion en las células tubulares
proximales epiteliales y otros tipos celulares esnos clara. El gran dominio
carboxiterminal extracelular contiene la secuemaigcteristica de la superfamilia de
las metaloproteinasas, a la cual se une el Zincobaparacion de las secuencias de la
Ala-AP vy el Cluster de Diferenciacion CD13 demuastgue son la misma proteina
(Look et al., 1989).

La Ala-AP tiene un peso molecular de 160 kDa y iemet un atomo de Zhen
su molécula. Cada subunidad se compone de 967 aomog, incluyendo un pequefo
resto (8-10 aminoacidos) N-terminal incluido en aosol, una transmembrana
helicoidal que abarca el dominio extracelular yeutremo C-terminal. La secuencia de
aminodacidos de la Ala-AP esta altamente consereadas especies de conejo, rata y
humanos (Look et al., 1989).

Es una proteina muy glicosilada in vivo, y la Unasparagina de la cadena
contiene una serie de residuos de N-acetilglucosamuna forma soluble se ha
detectado en el plasma y en la orina (Funakawi, di987).

La Ala-AP se une preferentemente a los aminoaaiéosos del amino terminal
de oligopéptidos. En los sistemas bioldgicos, lastratos primarios de este enzima
incluyen neuropéptidos como Met- y Leu-encefalinalag endorfinas. Entre las
hormonas y proteinas, se incluyen la somatostatieh colageno Tipo IV. Ademas,
metaboliza el heptapéptido angiotensina 2-8 (ARdhHsta el hexapéptido angiotensina
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3-8 (Ang IV) a través de la escision de la argimigerminal, lo que sugiere que esta
proteasa puede regular tanto el SRAA sistémico ctwsodistintos SRA tisulares
(Banegas et al., 2006; Banegas et al., 2008; Rareiral., 2008).

La Ala-AP se expresa ampliamente en el cerebradsieparticularmente
abundante en las meninges, plexo coroideo, la glamneal, nucleo paraventricular y
la hipdfisis. Pero también se ha detectado suidativen la corteza, nucleo caudado,
putamen, ndcleo subtaldmico central de la sustapiday en el talamo, asi como en el
cuerpo dorsal y ventral de la médula espinal, ehigbcampo, nucleo accumbens,
sustancia negra, hipotdlamo (nucleos ventromedddrgomedial), nucleos del rafe, el
ndcleo pontino, y en el capa granular del cereflalan y Xu, 2007). En el rifidén, se
concentra en las células epiteliales renales ar¢mlde la parte apical de las membranas

del borde en cepillo, células mesangiales, y lomgtulos.

La Ala-AP se ha establecido como un marcador mietmuitico en la
tipificacion de la leucemia, como un receptor para&oronavirus humano 229E vy el
citomegalovirus humano (HCMV), como un mediadodalénflamacion y la invasion
de células, y como regulador de la analgesia @&drdel metabolismo de endorfinas y

encefalinas (Soderberg et al., 1993).

Este enzima que se utiliza desde hace tiempo cammoaucador biolégico para
detectar dafios en los rifiones, y su determinacidoriea puede ayudar a diagnosticar

ciertos trastornos renales (Quesada et al., 2012).

Glutamico Aminopeptidasa (EC 3.4.11.7)

La glutamico aminopeptidasa (Glu-AP) o aminopeptidA (AP A), fue descrita
por primera vez por Glenner y Folk en 1962. La &Ri- al igual que la anterior
enzima, es una proteina integral de membrana tipodificada en los humanos por el
gen ENPEP También ha sido designada recientemenmt® «CD249 (cluster de
diferenciacion 249) (Suganuma et al., 2004).

La Glu-AP es una proteina de 945 aminoacidos copesn molecular de 107,8
kDa. Es un enzima de membrana ampliamente distiabeimn el organismo, con niveles
especialmente altos en el rifidn. Aunque esta detiviesta también presente en la
circulacion vascular, su origen no es del todo c@w(Cheung y Cushman, 1971). Es

un enzima dependiente de zinc del tipo de las gmepiidasas, que cataliza la
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disociacion del glutamico y aspartico del extremteNninal de distintos polipéptidos
(Réaux et al., 2000).

En el SRAA, la Glu-AP presenta una gran capacidad pegradar la Ang I
(Asp-Arg-Val-Tyr-lle-His-Pro- Phe) obteniendose desp angiotensina I, también
conocida como Ang lll, que puede mediar alguno®sefectos del SRA en el cerebro.
Este enzima elimina la accion vasoconstrictoraadéng 1l transformandola en Ang lll,

y por lo tanto ayuda a regular la PA (Banegas.e2808; Ramirez et al., 2008).

Aspartico Aminopeptidasa (EC 3.4.11.21)

Es un enzima que en los humanos esta codificadaelpgen DNPEP. La
proteina codificada por este gen es una AP quetraya®ferencia por los aminoacidos
acidos, y especificamente el acido aspartico antesl acido glutdmico. Se cree que es
una proteina citosolica implicada en el metabolisgeneral de las proteinas
intracelulares. A esta actividad enzimatica seal@l@&nominado durante mucho tiempo
como Glu-AP, ya que se creia que se trataba deoloneszima con actividad sobre
residuos tanto asparticos como glutamicos, perteposmente se ha comprobado que

son dos enzimas distintos con propiedades difeséRi@mirez et al., 2008).

La Asp-AP, ademas de la Glu-AP y la Ala-AP, est@lucrada en las rutas
metabodlicas del SRA. En 1994, Sim y Qiu demostrajoa la Ang | se degradaba
principalmente a Ang 2-10, en lugar de Ang l|l, emmlagenizados de hipotdlamo
obtenidos tanto de animales normotensos como eredies modelos de hipertension.
Los animales hipertensos mostraron mayores nidddsrmacion de Ang 2-10 que las
ratas normotensas. La actividad AP que degradal &mgAng 2-10 no es inhibida por
amastatina, bestatina o EDTA, lo que indica qusentrata de la Glutamico o la Alanina
Aminopeptidasas. Ademas, entre las distintas amdile- naftilamidas utilizadas para
su determinacion (aspartil 6 glutarfil-naftilamida), la aspartip-naftiiamida fue el

sustrato mas susceptible del enzima (Banegas €0aB).

Esta actividad enzimatica se localiza principalraesnt la fraccion microsomal
de homogeneizados de cerebro, y sufre importardethios durante el desarrollo.
Ademas, la Asp-AP también muestra un ritmo ciraaalieon un ciclo de 12 horas de
luz: 12 horas de oscuridad en la retina, la hipfie corteza occipital y el suero,

observandose un aumento de actividad al final debgo de oscuridad en todos los
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tejidos, excepto el suero donde la actividad enzomélcanzé su punto maximo en el

centro del periodo de luz (Ramirez et al., 1992cAaga et al., 1996).

En comparacién con la actividad Glu-AP, la Asp-APdemostrado en repetidas
ocasiones diferente comportamiento en el cereligjidos periféricos (Banegas et al.,
2006).

Los mecanismos por los cuales la accion de la Ahg &n el cerebro influye en
el control de la PA aun no se han dilucidado. $iargo, estudios en el riidn de ratas
hipertensas han sugerido que el efecto de la Ad® 2avolucra respuestas que
contrarrestan la accion de Ang Il. De hecho, lanfion de Ang 2-10 se incrementa en
el riidn de ratas hipertensas. Estos resultadosigmodsugerir una respuesta
compensatoria a la isquémia renal en este modefipeetension. La Ang 2-10 (como
la Ang IV) atenua la accion presora de la Ang lll@rvasculatura renal mesentérica
vascular en las ratas Wistar-Kyoto y SHR. Los efecte la Ang 2-10 no son inhibidos
por los blogueantes de los AT1, lo que indica gqueascion es mediada por los
receptores AT2. Estos hallazgos sugieren que Ahf Bosee acciones de proteccion
vascular, y puede estar implicada en la fisiopgialae la hipertension. El papel de la
Ang 2-10 en el cerebro se sigue investigando (Basmey al., 2006; Banegas et al.,
2008; Ramirez et al., 2008).

1.4.2. AMINOPEPTIDASAS Y SISTEMA RENINA ANGIOTENSIN

Diversas APs intervienen en el metabolismo de toxipales péptidos activos
del SRA. En concreto, intervienen en el metabolisteda Ang II, Ang lll, Ang IV y
Ang 2-10 (ver esquema 1). La Ang lll se obtieneadipdel metabolismo de la Ang I
por la accién de la Glu-AP que hidroliza el enlgeptidico aminoterminal con un
residuo acido, el Asp. La Ala-AP metaboliza la Aig Ang IV mediante hidrolisis de
la Arg amino-terminal. La Ang | es transformadaferg 2-10 por la accion de la Asp-
AP tras la liberacion del Asp amino-terminal (vegeema 1) (Banegas et al., 2006;

Banegas et al., 2008).

La Ang lll es un vasoconstrictor menos potente Guéng Il, estimula la
secrecion adrenal de aldosterona, es un estimutedoonal y tiene la misma afinidad
por los receptores AT1 y AT2. La Ang IV tiene pafmidad por los receptores AT1 y
AT2 y mucha por el receptor AT4. La Ang IV tiene papel importante en la
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regulacion de flujos sanguineos locales, incluil@ezebral, pero también se le ha

asignado un papel en procesos cognitivos, esimégedad y depresion. La Ang 2-10 se
opone al efecto vasoconstrictor de la Ang Il. Sitbargo, también se ha dicho que este
péptido daria lugar a una contraccion aodrtica dbspendiente por mediacion del

receptor AT1. Actualmente, en lo que se refierecaltrol de la PA, se trabaja con la

hipétesis de una accién coordinada de los difeseptptidos del sistema actuando
conjuntamente sobre los receptores AT1, AT2 y Adef esquema 1) (Banegas et al.,
2006; Banegas et al., 2008).

Esta demostrado que el sistema SRAA es un impertagulador de la PA, de
tal forma que una actividad mayor da lugar al deflarde HTA en diferentes tipos de
modelos animales experimentales. La Ang I, combaseencionado anteriormente, se
ha considerado el péptido clave para la regulagéia PA, sin embargo, actualmente
se ha documentado que algunos de sus metabolito® k& Ang Il y Ang IV, juegan

también un papel importante en estos mecanismagdéacion.

Se ha demostrado que la Ang Il es el principattefeen la regulacién de la PA
y liberacidén de vasopresina del SRA central. Eeseto, por tanto, la conversion de la
Ang Il en Ang lll por la Glu-AP. PosteriormenteAag Ill puede ser degradada a Ang
IV por la Ala-AP, aunque otras enzimas también paecbntribuir al metabolismo de
las angiotensinas (Tsujimoto et al., 2008).

1.5. SISTEMA RENINA ANGIOTENSINA SISTEMICO Y SISTEM AS RENINA
ANGIOTENSINA LOCALES

Actualmente sabemos que el SRA tiene un comporsistimico (circulante) y
otro tisular (local). Esto significa que los difetes componentes del SRA pueden
sintetizarse a nivel local, interaccionando cosiglema circulante (Timmermans et al.,
1993). La Ang Il tisular se produce por la existang accion de uno o mas
componentes del SRA en diferentes érganos. A lplgpo, esta produccion local de
Ang 1l ejerce efecto proliferativo y lesivo vasaula través de su interaccion con
factores de crecimiento, como el factor de creanoidibroblastico (bFGF) y el factor

de crecimiento derivado de las plaquetas (PDGFyifiérmans et al., 1993).
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Se ha demostrado que el parénquima de muchosdé€jideos, corazén, cerebro
y rifidn) expresan todos los componentes para largeidn local del péptido Ang I, de
hecho, la mayor parte (entre 90 y 99%) del ECAlenganismo se ubica en los tejidos.
Esta Ang Il es producida dentro de los compartitorintersticiales, cerca de sus
receptores. El corazén expresa el ARNm que coddicanina, el angiotensindgeno, el
ECA y el subtipo AT1 del receptor de Ang Il (Dostdlal., 1992). También tenemos
evidencias de la existencia de estos componentles exstrocito$§Raizada et al., 1993)

y cardiomiocitos (Dostal et al., 1992) y mucho®stiipos celulares.

En contraste con el SRA circulante, los sistenssaies locales utilizan sefiales
de tipo paracrino o autocrino (Dzau et al., 19@4jp significa que la Ang Il producida
in situ puede tener limitado su rango de actuacion, poliayaéfusion del péptido fuera
del area inmediata al sitio de produccion puedar estpedida por la existencia de un
entorno circundante altamente proteolitico, o pertps receptores especificos estén
ausentes. También es posible que la Ang Il se paaden los tejidos a través de una via
gue no depende del ECA (via de la quinasa). Lostafdocales de la Ang Il son
particularmente importantes en el tejido cardioulst ya que este péptido es un
potente vasoconstrictor que también ejerce diveedestos sobre la estructura y la
homeostasis vascular (Contreras et al., 2000).efnplo, la Ang Il incrementa la
produccion del inhibidor tipo 1 del activador dégminégeno, el inhibidor endégeno
primario de t-PA, y promueve el crecimiento vascusmlemas de estimular la
produccion de otros factores de crecimiento (Rivadral., 1999). La Ang Il también
aumenta la respuesta de agregacion de las plagiuetds a agonistas plaquetarios
directos y estimula la produccion de endotelinas)sideradas hoy como las mas

potentes de las sustancias vasoconstrictoras ema®ge

Mas recientemente, han comenzado a recibir una gi@mcion las posibles
acciones de otro componente biolégicamente actsidtema: la Ang lll, que puede
formarse por el efecto de la Glu-AP sobre la An@ Ibor el efecto de Asp-AP y el ECA

sobre la Ang I. La Ang Il y la Ang 1l tienen efest cualitativamente similares.

Otro péptido biolégicamente activo de este sistgoa también ha despertado
mucho interés es la angiotensina (1-7), un heptalge@minoterminal puede ser
producido en diversos tejidos. En la vasculatwapreduccion es consecuencia de la
accion de endopeptidasas tisulares sobre la Arg Png Il (Benter et al., 1993). En el
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musculo liso vascular puede obtenerse a partir ag A y Ang |l mediante

metaloendopeptidasas y propil-endopeptidasas (Santl., 2012).

Los resultados de distintos estudios realizadoanémales de experimentacion,
han sugerido que la angiotensina (1-7) es un viasador que puede conferir efectos
cardioprotectores al oponerse a las acciones dendpll sobre el crecimiento y la
reactividad vascular. Al contrario de la Ang IlI, Engiotensina (1-7) no causa
vasoconstriccion, liberacion de aldosterona, sefigilitacion de la neurotransmisién
noradrénergica. Este efecto vasodilatador pardee eediado por la liberacion de NO

y bradikinina endotelial (Li et al., 1997; Santosile, 2012).

NH2-Asp-Arg-VaI-Tyr-IIe-His-Pro-Phe-His-Leu-Leu-VaI-T5Ser---R[ Angiotensinégenq

Inhibidores de la Renina Renina

+

NH2-Asp-Arg-VaI-Tyr-IIe-His-Pro-Phe-His-Leu-COOI—{ Angiotensina | ]

Inhibidores del ECA ECA

NH,-Asp-Arg-Val-Tyr-lle-His-Pro-Phe -COOI—[ Angiotensina II ]

Blogueantes de los
Recentores A

Receptores AT

Rifén Corazén Vasos Cerebro

Retencién de Na Hipertrofia Constriccion Sed
Fibrosis Inotropismo Hipertrofia Liberacion de
Fibrosis vasopresina

Activacion simpatica

Figura 12. Representacion parcial del Sistema Renina-Angsoten (SRA). Se muestran los
componentes de SRA clésico, sus interaccionesitios de intervencion de distintos farmacos (ga)ro

y los efectos principales en distintos 6rganosstééma cardiovascular (Bader et al., 2008).
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Los receptores subtipo AT1 de la Ang Il se encaentiocalizados
predominantemente en el tejido vascular y miocarditinque también en el cerebro,
rifidn y células glomerulosas de las suprarrenédsscuales secretan aldosterona. Las
principales funciones mediadas por el receptor Adcluyen efecto vasoconstrictor,
estimulacion de la sintesis y liberacion de aldosi@ reabsorcion tubular renal de
sodio, crecimiento cardiaco, proliferacion de misdiso vascular, aumento de la
actividad noradrenérgica periférica, aumento dectavidad central del sistema nervioso
simpatico, estimulacion de la liberacién de vassipeee inhibicion de la renina renal.
Por su parte, los receptores subtipo AT2 se encrergn la médula suprarrenal y
posiblemente en el sistema nervioso central, yneatapliamente distribuidos en el
tejido fetal (Gillies et al., 1998; De Gasparolet2000).

Actualmente no se conoce en profundidad el papejupgan en la homeostasis
cardiovascular, aunque evidencias recientes sugieuee los receptores AT2 se
encuentran implicados en el desarrollo y diferesiGrmembrionaria, estimulacion de la
apoptosis celular y la regeneracién en varios dsjidnedian el crecimiento de las
células endoteliales, y se han descrito accionggraliferativas y vasodilatadoras. De
lo anterior se desprende que los receptores ATI3/garecen mediar efectos opuestos
sobre el crecimiento y la diferenciacion celulama vascular y la liberacion de la
hormona arginina vasopresina. En cada uno de edemdos, los receptores AT2
parecen modular a la baja la accion mediada parelmeptores AT1, resultando en una
disminucién de la proliferacion celular, disminutide los niveles séricos de arginina
vasopresina o disminucion de la respuesta vasowiost. Ademas, en lineas de
células neuronales los receptores AT2 ejercenasfextitiproliferativos y promueven el
sobrecrecimiento neuritico (Chung et al., 1999)eAds de las respuestas inmediatas,
los receptores AT1 estimulan el crecimiento decésilas vasculares y del musculo
cardiaco, accion mediada por la expresion genéBcddberg et al., 1995; De Gasparo
et al., 2000).

En este trabajo nos centramos en el estudio deHazertenecientes al SRA que
actian a nivel renal, donde desempefian un papé& eegulacion de los péptidos
renales vasoactivos y responden de manera difeeani® HTA en comparacion con el
estado normotenso. Por otro lado, abordaremostwdiesdel SRA cerebral, donde la
Ang lll es un potente factor hipertensor mientras tp Ang 2-10 se sugiere que actua

disminuyendo los niveles de la hipertension.
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1.6. SISTEMA RENINA-ANGIOTENSINA CEREBRAL

El tratamiento actual de la hipertensién puede irapldiuréticos, inhibidores o
antagonistas del SRA, antagonistas del calcio, sodiktadores. Sin embargo, la
eficacia de estos farmacos no es completamentsfagatiria, y los nuevos agentes
involucrados en el control de la PA estan siendwsicerados. En los dltimos afos, se
ha avanzado en la comprensién del papel del SRébrdren la patogénesis de la
hipertension.

Debido a la presencia de la barrera hematoencafadlec mayoria de los
receptores para la Ang Il, que se expresan enptadtsitios en el cerebro, no puede ser
alcanzados por la Ang Il circulante. Para actisio® receptores, la Ang Il necesita ser
sintetizada a partir del angiotensinégeno, expegathimente, por accion del ECAy la
renina también locales. Las excepciones son loanég) circunventriculares (CVO),
donde el endotelio fenestrado permite la accionlage hormonas presentes en la
circulacion, incluyendo la Angll sistémica. La &eiiion de estos receptores conduce a
un aumento de la PA, y a la aparicion de la seasate sed y el apetito por la sal. Sin
embargo, actualmente contamos con evidencias quaedran que la transduccion de
las sefnales de los CVO, y otras vias fisiologiedesstcomo la liberacion de vasopresina
o la activacién del sistema nervioso simpaticouiegn la presencia de un SRA local
en las zonas del cerebro situadas dentro de larbanemato-encefalica (Morimoto et
al., 2001).

A mas de cuatro décadas de su descubrimientoytasohes fisioldgicas de las
angiotensinas cerebrales siguen siendo en graa parmisterio. Los primeros datos
qgue indicaban que la Ang Il tenia efectos sobreezbbro fueron obtenidos por
Bickerton y Buckley en 1961, pero hasta 1971 nodseostraria claramente la
existencia de un SRA cerebral totalmente indepeaielidel periférico (Gante et al.,
1971). A partir de este momento, son muchas lasstigaciones que se han dirigido al
estudio de este sistema, estando probada en @idatlisu participacion en el control
del balance hidromineral, la presién arterial ytidias funciones neurosecretoras
(Wright y Harding., 1994; Banegas et al., 2006;tByekaramyan., 2008).

Dentro de las funciones de control de la homeastasiporal, cabe destacar su
papel en el mantenimiento de los valores de preaitarial: la hiperactividad de este
sistema subyace tanto en el desarrollo como eraptenimiento de la hipertension en

distintos modelos animales, (Réaux et al., 1999)anymales transgénicos con
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sobreexpresion del angiotensindégeno cerebral (Mudret al., 2001). Estos resultados
ayudan a comprender por qué en muchos casos |gdngén va asociada a niveles
disminuidos del SRA en sangre.

Al igual que ocurre a nivel sistémico, la Ang lireleral se genera, a partir del
precursor angiotensindégeno, en la misma secueeciaatciones que ya hemos hecho
referencia con anterioridad, hasta Ang Ill y Ang Bh el caso de las angiotensinas
cerebrales, también era generalmente aceptada ponuipal forma activa la Ang Il.
Sin embargo, los trabajos realizados por el eqdgta Dra. Catherine Llorens-Cortes
indican que seria la Ang lll la principal angioterascerebral implicada en el control de
la presion arterial (Réaux et al., 1999; Bodinetalg 2008). Estos descubrimientos
ponen de manifiesto la importancia fisiolégica de &minopeptidasas participantes en
el SRA, no solo por su papel en la degradacioradenh Il y, sino también por ser las
responsables directas de la formacién de distipépsidos con actividad bioldgica, y lo
gue es mas importante, determinantes en el edqaildmtre ellos, que al fin y al cabo
seria la clave para el control de las funcionasldigicas en las que participan. Por otro
lado, existe una influencia del SRA sistémico soblrecerebral, ya que la Ang Il
plasmatica puede unirse a sus receptores en lasa@sgircunventriculares, activando
circuitos neuronales que utilizan a la Ang Il comeurotransmisor (Li y Fergunson,
1993).

En lo que respecta al control de la homeostasigétiea, los receptores para las
angiotensinas se expresan en el nucleo arcuato \ABQipotalamo, considerado uno
de los mas importantes centros de integracion eargfol de la homeostasis energética
(Lenkei et al.,, 1997). Ademas, las neuronas del ABtGyectan a otros nucleos
hipotalamicos que participan en la regulacion egtezg, como el nucleo
paraventricular (PVN) y el hipotalamo lateral (LHJpnde también se expresa el
receptor ATla. En el PVN el receptor ATla se exp®s neuronas que liberan CRH
(hormona liberadora de corticotropina), cuya lib&ma es incrementada por la Angll,
ocasionando una disminucion en la ingesta de atonmgin aumento en la produccion
de calor (Aguilera et al., 1995). La neuronas déNPa su vez, proyectan en el ARC y
en distintas areas cerebrales que modulan el tonpasco (Li et al., 2003), y los
efectos de la administraciéon central de Ang Il sdaringesta y la produccion de calor
parecen estar mediados por el sistema nervioscatitop(Porter y Portratz, 2004; de
Kloet et al., 2009).
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Algunos de los aspectos relacionados con la imerga del SRA siguen sin ser
aclarados, por ejemplo, por qué la administraciérifg¢rica de I-ECAs tiene efectos
similares sobre la ingesta que la administraci6Am Il, tanto por via periférica como
central (Porter y Portratz, 2004; Weisinger et2009). Una posible explicacion a estos
resultados, en principio contradictorios, seria glieefecto de estos inhibidores se
ejerceria exclusivamente a nivel periférico, pr@amn una disminucion en los niveles
de Ang Il en plasma y un aumento en los de Angetkloral (Porter et al., 2003; de
Kloet et al., 2009).

Aunque existen claros indicios de la participaaileh SRA en la regulacion de
balance energético y el metabolismo, los mecanisadasno estan lo suficientemente
aclarados, fundamentalmente en lo que se refieaegedacion entre el SRA del SNC y
el periférico, y al papel que juegan distintos comgntes de este sistema, asi como los
posibles efectos que sobre ellos ejercen factondsiemtales, como cambios en la
composicién de la dieta. Especial relevancia podiamer los cambios en las
concentraciones de Ang IV, ya que el receptor tke géptido, el AT4, se corresponde
con la actividad IRAP, implicada en el metabolisdeootro péptido, la oxitocina, con
un establecido papel anorexigeno (Olszewski eR@lQ), habiéndose descrito el papel
inhibidor de la Ang IV sobre la actividad oxitocgza(Stragier et al., 2008). A ello se
suma que las dietas grasas han demostrado sersagp@@umentar la formacién de
determinados mediadores lipidicos como la olegitamida (OEA) (Artmann et al.,
2008) cuyo efecto sobre la ingesta parece estaiagdw@or un aumento de oxitocina en

el hipotadlamo (Gaetani et al., 2010).

1.7. SISTEMA RENINA ANGIOTENSINA INTRA-RENAL

El SRA intra-renal fue el primer sistema tisulasetéo. Los primeros estudios
realizados detectaron la presencia de renina yuddRNm fuera de las células
yuxtaglomerulares, en los tdbulos proximales, dusw en los conductos colectores
(Kobori et al., 2007). En estas localizaciones daima no estaria implicada en la
regulacion de los niveles de Ang Il circulante.a8Ode las primeras evidencias sobre su
existencia se obtuvo a partir de estudios in vieodd® se administro localmente un
bloqueante del receptor AT1. Este tratamiento goodo aumento del flujo plasmatico
renal y de la tasa de filtracion, asi como un imeneto de la excrecion de agua y sodio,

resultado que indicaba un papel local para la Aeglél rifion. A partir de ese momento
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fueron muchos los estudios encaminados a localzagxpresion de los distintos
componentes del SRA en el rifidn (Carey y Sirag®320A partir de sus resultados, se
concluyd que la mayor parte del angiotensindgera genina se expresaban en los
tubulos contorneados proximales (Robrwasser e1299). Una interesante observacion
que constatd la importancia del SRA intra-renalges la concentracion de Angll es
hasta mil veces superior en el fluido intersticial riidn que en el plasma (Nishiyama
et al., 2002). El SRA intra-renal pueden ser da& grgortancia para la regulaciéon de la
PA, como un amplificador de las acciones circulare la Ang Il (Bader y Ganten,
2008).

También conocemos la interrelacion entre el SR&IEO y el intra-renal: La
Angll plasmética es capaz de estimular la sintdslsangiotensinbgeno en el rifion
(Ingelfinger et al., 1999, Kobori et al.,, 2007). S.oeceptores para la Angll se
encuentran distribuidos en practicamente todadolealizaciones dentro de nefrona
(células mesagiales glomerulares, membranas baapicgl de las células del tubulo
proximal, epitelio de la rama ascendente del as#lelde, tibulo distal y colector,
macula densa y células musculares lisas de lagsotateaferentes y eferentes), lo que
permite suponer que el SRA intra-renal participalerontrol de todas las funciones de

la nefrona (Carey y Siragy, 2003).

Entre las distintas funciones mediadas por la Aegtén, a nivel glomerular, la
contraccion de las arteriolas aferentes y eferentds las células mesangiales, lo que
ocasiona una disminucion del flujo renal y de Isatale filtracion. En los tubulos
proximales incrementa la reabsorcién de sodio poawmento de los transportadores
Na'/H*, Na'/COsH y de la N&/K™ ATPasa. En la zona distal del tiibulo de la neftana
Angll también modifica la actividad del transpodadN&a/H® y de los canales
epiteliales paraelectrolito (Carey y Siragy, 2003). Por ultimo,r&absorcion de sodio
en el asa de Henle también se incrementa por hairdision del flujo sanguineo
medular. Todas estas acciones se llevan a calavéstdel receptor AT1, y su efecto

global es el de disminuir la excrecion de sodio.

El receptor AT2 también se ha descrito en distiritaslizaciones renales
(células epiteliales de glomérulo y de los tubudodicales y células intersticiales). A
diferencia del AT1, la estimulacion del AT2 aumelataatriuresis, bien directamente o
a través del NO-GMPc (Haithcock, 1999; Jin, 2001).
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El SRA local del rifidn puede ser crucial para diadaenal causado por la
hipertension. Se ha demostrado recientemente qsierdtones que carecen de
angiotensindgeno intra-renal, desarrollan un meladéio en el rifién hipertenso que los
ratones control. En consecuencia, en los ratonegygneran mas Ang Il intrarenal, el
desarrollo de la HTA y las lesiones renales se ampuller et al., en 2002,
investigaron sobre los mecanismos implicados @aigb renal producido por la Ang Il,
y encontraron que este péptido induce una respundlstanatoria e inmunoldgica, lo que
conduce a la fibrosis intersticial, glomeruloese$es, albuminuria y finalmente, la

insuficiencia renal (Bader y Ganten., 2008).

Por otro lado, al igual que ocurre a nivel sisté&rocen el cerebro, la Angll no
es el unico péptido activo de este sistema tis@dros péptidos, como la Anglll,
AnglV y Angl-7, también han sido descritos en @bn, donde afectan a distintas
funciones renales, en la mayoria de los casosrdeafoontraria a la Angll (Simbes-e-
Silva et al, 1997; Santos et al, 2000; Caruso-Eletal., 2000; Varagic et al, 2008).

1.8. FARMACOS REGULADORES DE LA PRESION ARTERIAL:
CAPTOPRIL Y PROPRANOLOL

La HTA es un trastorno frecuente que, si no sa teficazmente, aumenta en
gran medida la probabilidad de trombosis coronacxidentes cerebrovasculares e
insuficiencia renal. Hasta alrededor de 1950 netiéxningun tratamiento eficaz, y el
desarrollo de los antihipertensivos, que normalizanesperanza de vida sana,

constituyeron un hito terapéutico importante (Rangl., 2004).

Los IECA y losp-bloqueantes son agentes utilizados para blogosagfectos
del SRAA. Si bien han sido utilizados eficazmemtesktratamiento de la hipertension y
la enfermedad renal, sus efectos en la reducciéta deorbilidad y la mortalidad
asociada con la insuficiencia cardiaca e infartongezardio han generado una amplia
investigacién sobre los beneficios de estos agemés alla de la reduccion de la

presion arterial (Ramadan et al., 2007).

Numerosos estudios han sido realizados para dé&sifactores reguladores que
participan en la patogénesis de la hipertensioratas SHR. Estos estudios han
demostrado que a pesar de la presencia de ladactien plasma normal de la renina, la
Ang |l parece jugar un papel clave en la patogéndsl aumento de la PA en este
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modelo. La PA se normaliza tras la administraciénirthibidores de la renina, o del
ECA, antagonistas del receptor de angiotensingiblpqueantes. Sin embargo, a pesar
de la eficacia de estos agentes en el control dRAJdos mecanismos implicados no

estan totalmente aclarados.

1.8.1. INHIBIDORES DEL ENZIMA CONVERTIDOR DE ANGIOENSINA (IECA).

El Captopril es un medicamento oral y un miembraude clase de farmacos
denominados Inhibidores del Enzima Convertidor agigtensina (IECA). Los IECA
se utilizan para tratar la PA alta y la insufici@ncardiaca, asi como para prevenir la

insuficiencia renal debido a la hipertension y lddtas.

El desarrollo de Captopril fue uno de los primeggEmplos exitosos de disefio
de farmacos a partir del conocimiento quimico dentdécula sobre la que actua el
enzima. Se habia observado que varios péptidosefleguson inhibidores débiles de
este enzima, pero no son adecuados para usarlos ffsmacos debido a su baja
potencia ysu escasa absorcion oral. Captopril se disefidquarseguir las propiedades
estéricas de estos antagonistas en una moléculpepiddica. Contiene un grupo
sulfidrilo situado para unirse al atomo de cin@pado a un residuo de prolina que
ocupa la zona del enzima a la que normalmente @aaa la leucina terminal de la
Ang | (Rang et al., 2004).

El Captopril (ver figura 9) mimetiza la forma deslalos ultimos restos
peptidicos de la Ang |, o que permite su union losncentros de anclaje de la molécula
original y éste queda bloqueado en el centro aal®loenzima, al sustituir el enlace
peptidico diana (enlace N-C) por un enlace C-Crqgeiere una energia de activacion

mas elevada. Esta union es irreversible (Rang,e2@04).

Los inhibidores del ECA son medicamentos que diggan (inhiben) la
actividad de este enzima al tiempo que disminugeproduccién de Ang Il. Como
resultado, los vasos sanguineos se dilatan y laeP®&duce. La menor PA hace que sea
mas facil para el corazbn bombear la sangre, lo mpaggora su funcion en la
insuficiencia cardiaca. Ademas, la progresion délodrenal causada por la PA alta o la
diabetes se hace mas lenta. La U.S. Food and Ddumgindstration (FDA) aprobo el
Captopril en abril de 1981. Este farmaco es altaneelectivo y, no interactian
directamente con otros componentes del SRA (Breitgan 1988).
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Figura 9. Estructura quimica del Captopril

El Captopril es un potente inhibidor de las accsode la Ang Il en todo el
organismo. Soélo ocasiona una pequefa disminucida geesion arterial en animales
normales, pero en animales hipertensos provocaresh&cion mucho mayor, sobre
todo en quienes esta estimulada la secrecion deardros IECA actlan sobre los vasos
de capacidad y de resistencia y reducen la cargdiaca, por lo que el GC
normalmente aumenta. Actian preferentemente sobrle¢hos vasculares sensibles a
angiotensina, entre los que figuran los del riforazén y cerebro. Esta selectividad
puede ser importante para mantener una perfuséruada de estos 6rganos vitales en

situaciones de disminucion de la presion de penfu@rang et al., 2004).

Los IECA también pueden tener efectos beneficiasiisonales. Estos incluyen
la regresion de la hipertrofia ventricular izquier@HVI) y la remodelacion del lecho
vascular. En un meta-analisis de ensayos que igabsh los agentes que revierten la
HVI, los IECA han demostrado ser superior a ottases de antihipertensivos (Cheung,
2002).

Finalmente, Los IECA también inhiben la degradacdmn otras sustancias
incluyendo las bradicininas (péptidos vasodilatadgr antiproliferativos), sustancia P y

encefalinas.

1.8.2. BETA-BLOQUEANTES

El Propranolol es el nombre de un farmagebloqueante utilizado
principalmente en el tratamiento de la hipertendie el primef-blogqueante efectivo

producido y el unico principio activo con eficaciamostrada. El Propranolol también
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puede utilizarse para atenuar manifestacionesafistte la ansiedad tales como los

temblores o el miedo escénico (Rang et al., 2004).

El Propranolol (ver figura 10) es @rbloqueante no selectivo, es decir, bloquea
la accion de la epinefrina tanto en receptores nédgicospl como en receptores
adrenérgico$2. Tiene poca actividad simpaticomimética intrieseaunque tiene una
fuerte actividad estabilizadora de membranas & altsis. El efecto antagonista de
receptores adrenérgicos es exclusivo del L-Propohnoo del D-Propranolol, pero

ambos tienen efectos anestésicos locales (Rahg 20@4).

O/\{\H

OH

Figura 10. Estructura quimica del Propranolol

La accién antihipertensiva del Propranolol se ddliBoqueo de los receptorgs
presinapticos, disminuyendo la actividad simpaticaivel cardiaco, renal, arterial y
nervioso, produciendo efectos tales como la disondmude la secrecion de renina y

consecuentemente Ang Il (Cutler y Davis, 2008)

El Propranolol, disminuye el GC y presentan unaiesele mecanismos
secundarios, como la disminucién de la secrecioredma y la inhibicién del SRAA,
ademés de tener accion sobre el SNC, aunque maicidan y actuar sobre los
barorreceptores, permitiendo que el organismo semvesiones mas bajas (Priviero et
al., 2007).

Los estudios clinicos han demostrado que la distionude la PA por los
blogueante$-adrenérgicos se debe fundamentalmente a una iédwie la resistencia
vascular periférica, que puede ser una consecuatEianumerosos mecanismos,
incluyendo la relajacion derivada de la secreci@ fdctores endolteliales, la
disminucién de la produccién del anién superdxido § propiedades antioxidantes
(Cutler y Davis, 2008). Sin embargo, los mecanisgxatos por los que el Propranolol
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a largo plazo reduce la PA en hipertensos son tadisconocidos y poco investigados.
Estudios experimentales realizados en ratas hawsteado que el Propranolol reduce
la HTA, la hipertrofia de los cardiomiocitos y ldrbsis miocardica inducida (Priviero
et al., 2007).

1.9. PRESION ARTERIAL Y OXIDO NITRICO

El endotelio vascular es un 6rgano estructuralmemwple y funcionalmente
complejo. Es una capa unicelular que cubre la siceinterna de los vasos sanguineos
y conforma la pared de los capilares. Lejos desékr una barrera mecanica entre la
sangre y los tejidos, es un érgano activamente commgtido en una gran variedad de
procesos fisioldgicos y patoldgicos. Debido a sicadidn estratégica detecta cambios
en las fuerzas hemodinamicas que actian sobrerdal pascular, asi como sefales
quimicas transportadas por la sangre, y respondellaa liberando sustancias
vasoactivas, algunas de la cuales tienen funcianegyonicas, como vasodilatadores y

vasoconstrictores 0 hemostéticos y antihemostatiMastinez et al., 2004).

Durante mucho tiempo se penso que la Unica furdebrendotelio vascular era
de naturaleza pasiva y que consistia en sepasanigre de las estructuras adyacentes.
En la actualidad se conocen ya muchas funcionesrakitelio vascular que incluyen
entre otras la regulacién de la agregacion plagaetala coagulacién sanguinea, la
modulacion del tono vascular, la regulacion de faliferacion de las células del
musculo liso y la capacidad de reclutar célulagsemeas. Logicamente, por tanto, las
alteraciones de la fisiologia endotelial (disfumciéndotelial) estan implicadas en
numerosas situaciones patoldgicas entre las quacdda aterosclerosis e HTA. En los
ultimos afios ha quedado bien establecido que flandi®n endotelial constituye una de
las primeras etapas en el desarrollo de la ateesggry contribuye también a la
progresion de la placa aterosclerética y a la aelgaride las complicaciones clinicas
correspondientes. En estas condiciones, el endoteierde sus caracteristicas
antiagregantes, anticoagulantes y fibrinoliticassgmdo a favorecer la formacion de
trombos y coagulos. Y pasa de tener efectos vagaddres a originar vasoconstriccion.
Por otra parte, se favorece la adhesion de céhilasnatorias y la proliferacion de las

células de musculo liso (Martinez et al., 2004).
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Las causas de la disfuncion endotelial son muy nosas (infecciones, agentes
oxidantes, hipercolesterolemia, turbulencias savaqd, etc.). Las células endoteliales
pueden responder a estas agresiones de maneraapida en ocasiones, pero la
respuesta endotelial suele ser a largo plazo medianmodulacion de la expresion
génica de proteinas diversas involucradas en lptacian funcional. Asi, por ejemplo,
como resultado de la agresion al endotelio, disyairla producciéon del 6xido nitrico,
de caracter vasodilatador, y se induce la sintesias endotelinas, proteinas de accion

vasoconstrictora (Martinez et al., 2004).

El NO como compuesto quimico fue descrito en débsxyIll. Las propiedades
quimicas y biologicas del NO lo convierten en urdgroso mediador paracrino y
autocrino con gran capacidad para actuar como raddullocal de la PA, del flujo
sanguineo, de la hemostasis y de multiples accideegan importancia fisioldgica en
la HTA (Pastellin et al., 2007).

Furchgott y Zawadski descubrieron en 1980 el papelamental del endotelio
como regulador de la vasodilatacion, al describifeebmeno de la relajacién del
musculo liso vascular dependiente de endoteli@sElemostraron que anillos arteriales
previamente contraidos se podian relajar en retgpada acetilcolina solo si las células
endoteliales estaban intactas. Eliminando el etido@nulaban la vasorelajacion
producida por acetilcolina, lo cual sugeria qualestmediada por alguna sustancia
derivada de endotelio que se denomind EDRF (faetajante derivado del endotelio).
Posteriormente se demostré que el EDRF era el NOIGEdifunde al musculo liso
vecino, activa la enzima guanilato-ciclasa solulple;, lo cual aumentan los niveles
celulares del segundo mensajero GMPc, que a suel&a a la célula muscular por
disminuir el calcio citosdlico necesario para leeiaccion de las proteinas contractiles.
La mayoria de los estimulos vasodilatadores, colmftuje sanguineo y numerosos
agonistas de receptores de membrana acopladosednpr®, relajan indirectamente al
musculo liso vascular a través de la liberaciérotzihl de NO. Es importante destacar
gque muchos de estos agonistas actuando directarsebte receptores de la célula
muscular lisa, de las plaquetas, 0 sobre prots@aguineas producen vasoconstriccion,
agregacion plaquetaria y/o coagulacion. De maneeal@ respuesta simultanea de un
endotelio sano amortigua las consecuencias vassuti cualquiera de estos efectos
(Ferrer et al., 1998).
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1.9.1. SINTESIS DEL OXIDO NITRICO

El NO es producido a partir del aminoacido béasiearginina por tres diferentes
isoformas de la NO-sintetasa: NOS neuronal (NOBQS inducible (NOSIi) y NOS
endotelial (NOSe), expresadas en practicamentestlmdotipos de células vasculares.
Pero es la isoforma endotelial la principal respbtes de la sintesis de NO en las
células endoteliales. Mientras que NOSe y NOSn manteinas constitutivamente
expresadas, la expresion de NOSi requiere la tugna de la célula con estimulos que
generen sefales nucleares apropiadas. Las tresnes de NOS comparten un ciclo
catalitico similar, que consiste en la oxidacionLldarginina para formar NO y L-
citrulina, en una compleja reaccion que utiliza oooo-sustratos Oy nicotinamida
adenina dinucleétido (NADPH), y requiere varios awbbres redox como
tetrahidrobiopterina (BkJ, flavina adenina dinucledtido (FAD), flavina aden
mononucleotido (FMN) y el grupo Hemo (ver figura) {Yazquez et al., 1998; de
Gasparo, 2002).

Sintesis de NO

| _ H _
® ® ®
HzNY/NHz H2NY/N —OH O\YNHz
NH NH NH
O, O, _
1 NADPH 0,5 NADPH + N=O
H,N COO H,N COO H,N COO
® © ® © @ ©
L-Arginina N°-hidroxil-L-Arginina L-Citrulina

Figura 11. Sintesis del Oxido Nitrico (Vazquez et al., 1998).

El mondmero de la NOS consiste en un dominio oxagarN-terminal, asociado
al grupo Hemo y un dominio reductasa C-terminabceslo a las flavinas, unidos por

una region regulatoria que contiene el lugar deramcion con calmodulina. La
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dimerizacion de la NOS es esencial para su actlyigarque permite que ocurra la
transferencia de electrones desde el dominio raedactle un mondémero al dominio
oxigenasa del otro. La dimerizacion ocurre porraeion de los dominios oxigenasa a
través del cofactor BH Tanto L-arginina como BHpromueven la formacion del
dimero y lo estabilizan, por lo tanto bajas con@ambnes de alguno de ellos desacoplan
el enzima y en esas condiciones se produce elatasliperéxido (&) (Panda et al.,
2002). La sintesis de NO depende de la union BKI& a la proteina calmodulina. Para
unir calmodulina y en consecuencia activarse, N@8SKESn requieren aumentos del
Ca'? intracelular. En contraste NOSi, que tiene unaicdid alta por la calmodulina,
puede unirse a esta proteina a concentracionesbajay de Cd. Asi, la actividad de
NOSe y NOSnh esta criticamente regulada por los icemtransitorios del Ca
intracelular en respuesta a estimulos diversogjtraie que la actividad de las NOSi es
independiente de &ay puede mantenerse ténicamente activa durant®svatias
(Ferrer et al., 1998; Panda et al., 2002).

Uno de los mecanismos fisioldgicos mas importardesregulaciéon de la
produccion y liberacion del NO es la fuerza de rqoe ejerce el flujo sanguineo
laminar al circular por los vasos (shear stres2l@Y et al., 2005). Con el ejercicio, el
aumento del volumen minuto se traduce en un inanemee la perfusién tisular
regional debido a la mayor actividad de NOSe ingiaugor el aumento de la fuerza de
roce. Se produce una respuesta inmediata de liberde NO mediada por el aumento
del C&" intracelular y la fosforilacién de la enzima. Lafna de roce puede ademas,
sostener en el tiempo la mayor produccion de N a@pak genera cambios nucleares
(regulacion del promotor) que se manifiestan eaushento del nimero de copias de
ARNmM para las NOSe y ademas aumenta la estabiidaRNm (Ferrer et al., 1998;
Weber et al., 2005).

1.9.2. DISFUNCION ENDOTELIAL EN LA HIPERTENSION ARERIAL

La HTA es un importante FR para la enfermedadrialteoronaria. Una
caracteristica de la HTA, que parece ser critical eéiesarrollo de enfermedad vascular,
es la alteracion de la funcion endotelial. Se prtedwna marcada reduccion
vasodilatacion dependiente del endotelio en laxiagt coronarias grandes y pequefas
de los seres humanos hipertensos y modelos anirdaléypertension (Zhang et al.,

2004). Los datos obtenidos sugieren que este deierascular puede estar relacionado
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con una disminucion de la produccién y la biodispitidad del NO, que puede ser el
resultado de un aumento de la produccién debQle una disminucién de los niveles
endoteliales de BiHo I-arginina. Curiosamente, la administracionmtelcursor del NO,

la L-arginina, restaura el endotelio mediante wwGa vasodilatadora en pacientes con
hipertension esencial, mejorando la hemodinamicanawia en ratas espontaneamente
hipertensas, y aumentando la produccién de NO ycreddo la PA en ratas hipertensas
con o sin insuficiencia renal (Zhang et al., 2004).

La alteracion de la funcion endotelial, que se Mmesta por el desorden del
control del tono vasomotor, esta presente en diseemnfermedades cardiovasculares
como HTA, tanto en grandes arterias y venas comia enicrovasculatura. Ademas,
muchos de los FR asociados con la ECV como tabaquisipercolesterolemia,
diabetes mellitus, hipoestrogenismo, hiperhomacisteia, también estan asociados
con la disfuncion endotelial (Schachinger et @0®. Estas asociaciones sugieren que
podrian existir mecanismos comunes a través deuakes la funcién endotelial se
perturba. El grado de deterioro de la funcion egliddtse considera un predictor de
futuros accidentes cardiovasculares (Perticoné,&2Q01). Esta observacion indica que
la disfuncion endotelial no sdlo es un marcadoredéermedad vascular sino que
ademas contribuye a la progresion de la misma.aSéemostrado que intervenciones
terapéuticas que disminuyen el nUmero de accideatedovasculares también mejoran
la funcion vasomotora endotelial. Mas aun, el grdelanejoria del tono vasomotor en
respuesta a intervenciones terapéuticas, apareoe cma medida potencial de la

eficiencia del tratamiento (T6rok, 2008).

En la HTA, el endotelio vascular esta deterioradoprpmueve cambios
funcionales de la pared vascular. Los paciente®rteipsos tienen deprimida la
relajacion dependiente de endotelio y este trastasta asociado a una menor
bioactividad del NO. Panza y colaboradores, en I#9%ostraron que el aumento de
flujo sanguineo en el antebrazo en respuesta mtdsstagonistas que estimulan la
produccion de NO (como acetilcolina, sustanciali?aglicinina) es significativamente
menor en pacientes hipertensos que en normotdastsdiferencia desaparece cuando
ambos grupos son previamente tratados con N-n#aoglnina metil éster (L-NAME),
un inhibidor de la NOS y ademas, los hipertensoesgntan una respuesta
vasodilatadora conservada al nitroprusiato de sodador de NO que actla

directamente sobre el musculo liso vascular. B&tsgltados confirman que en la HTA
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la disfuncidén endotelial efectivamente esta as@ciadina menor biodisponibilidad de
NO (Panza et al.,, 1995). Mas aun, Plavnik y colatbores, en 2007 obtuvieron
resultados similares en una poblacion sana, sitoreEx de riesgo, con PA sistélica
normal-alta (Plavnik et al., 2007). Estas obsensa®s indican que la disfuncion
endotelial representa un cambio temprano en aguglietos que desarrollaran HTA en
el futuro, y que por lo tanto puede ser el disparaldl desarrollo de la HTA, hallazgo
gue permite acentuar la atencion en esta poblgcgugavenir complicaciones futuras. Si
la disfuncién endotelial es promotora de hipert@msesto podria explicar la asociacion
entre hipertension y otras patologias que altemafuricion endotelial como diabetes,

obesidad o hipercolesterolemia (Landmesser y Drex(97).

1.9.3. EL OXIDO NITRICO Y EL SISTEMA RENINA ANGIOTHSINA.

Desde su descubrimiento como un importante vadadda enddgeno, ha
llegado a ser evidente la existencia de un sutilliego entre el efecto vasoconstrictor
de la Ang Il y el vasodilatador del NO. Ambos fae®se influyen mutuamente en su
produccion y funcionamiento. A corto plazo, la Ahgestimula la liberacion de NO
modulando de esta forma la accion vasoconstrictielapéptido, y a largo plazo
estimula la expresion de la NOS. Mientras el NOndlisiye la expresion del receptor
AT1, contribuyendo de esta forma a la accion ptotacdel NO sobre el lecho vascular
(Millat et al., 1999; De Gasparo, 2002).

Si el endotelio es la fuente de Ang Il, tambiérmresponsable de la sintesis de
NO, un potente vasodilatador, que puede ser irgipor los aniones superoxido.
Tanto la Ang Il como el NO pueden ser protectorgeigudiciales para 6rganos diana
tales como el endotelio, las células musculareas lisasculares y las células
mesangiales, afectando tanto al tono vascular @swremodelacion , y a el volumen
de liquido. Por lo tanto, un desequilibrio entrétay Il, el NO endotelial y las especies
reactivas de oxigeno (ROS) constituye un factoveclgpara las enfermedades
cardiovasculares y el dafo renal (De Gasparo, 2002)

La disfuncion endotelial esta claramente vinculadan aumento de estrés
oxidativo. Estas alteraciones funcionales conllegambios estructurales y secuelas

como infarto de miocardio, isquemia, insuficiencaadiaca, apoplejia y la muerte. Por
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lo tanto, el exceso de superoxido vascular redacdiddisponibilidad de NO vy

promueve aun mas el estrés oxidativo vascular (&sp&o, 2002).

El endotelio también posee su propio ECA, capafodear Angll que se une a
los subtipos de receptores AT1 y AT2. El AT1 predwren musculo liso y el AT2 se
expresa también en células endoteliales. Cada @iestds receptores tiene propiedades
y efectos practicamente antagonicos. EI ECA nonsefde convierte Ang | en Ang I,
sino que también inactiva a la bradiquinina (o ou#sa Il), la cual promueve la
liberacion de NO, PGly el factor hiperpolarizante endotelial (EDHF). &3 como la
inhibicion con farmacos del ECA, ademas de bloquaaaccion directa de Ang I,
potencia la bradiquinina (y todo su efecto benéficontrarrestando la vasoconstriccion
y restaurando en parte, la disfuncién endotelial @sparo, 2002).

1.9.4. EL OXIDO NITRICO EN LA HIPERTENSION ESPONTADA

El papel del NO en ratas SHR sigue siendo un teendelate. El deterioro o el
incremento de la funcién del NO han sido descetosatas SHR (T6rok, 2008).

La funcion endotelial de los vasos en el modelo SkRsido motivo de
controversia incluso antes de que se conocierxitdeacia del factor de relajacion
derivado del endotelio (EDRF). Ya en 1966 Spectoolboradores, demostraron que
los vasos de las ratas SHR se relajan mejor queddéosatas normotensas, pero
posteriormente se describid lo contrario. Traseslcdbrimiento del EDRF, la respuesta
vasodilatadora endotelio-dependiente de los vasesSHR ha demostrado ser
defectuosa. Se ha sugerido que este deteriorodmrido a una capacidad disminuida
del musculo liso vascular para contrarrestar uradymcion excesiva de factores
contractiles (Spector et al., 1996; Nava, 1998pHK52008).

Respecto a la biologia del NO en la hipertensiarétiea, existen estudios que
apuntan a que la actividad y/o expresion de la M&t8ria aumentada en las arteriolas,
corazoén, y rifidn (Nava, 1998). Ademas, la conceittradel producto de oxidacion del
NO, el nitrato, es mas alta en ratas SHR que etolatsoles normotensas. Sin embargo,
la acumulacion de GMP ciclico en vasos de resigtezxcsimilar en ratas normotensas e
hipertensas. Por ultimo, el tono vasodilatador ddnte de NO, (evaluado por los
efectos hipertensores de la administracion de iabiibs de la NOS) también es similar
en hiper- y normotension (Nava, 1998). Por consigi@, el NO producido
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endogenamente estaria aumentado en el modelo SiRsys efectos bioldgicos estan

disminuidos posiblemente por un exceso de radidibles.

El corazon es un érgano diana importante en larteipgion. La expresion y
actividad enzimatica de NOSe es mas alta en emdlatel corazones de SHR adultas
(Nava et al., 1998). Las ratas SHR muy jévenes, goehan tenido tiempo de
desarrollar hipertensién, no presentan este aum@atactividad. Por otro lado, la
actividad aumentada de NOSc ocurre a expensasdticulo izquierdo que es el que
ha de soportar la PA aumentada en la rata SHRs Bbtervaciones sugieren, una vez
mas, que es la PA elevada la que condiciona etimento de la actividad NOS (Nava
et al., 1998).

Se ha demostrado que el tratamiento de las rat&c®H indapamida aumenté
la actividad de la NOS en la aorta y mejoro lajagian inducida por acetilcolina de la

arteria femoral (KojSova et al. 2006).

Estudios realizados muestran que la actividad d&l@S constitutiva Ca
dependiente en la médula renal es mas alta enS$atRsque en ratas normotensas. Se
ha observado que la actividad aumentada de la NO& médula de las SHR ocurre
fundamentalmente a expensas de la isoforma neurpnalenos de la isoforma
endotelial, y los riflones de ratas SHR presentam llamativa inmunotincion para
NOSnh en los tabulos colectores medulares y enbbaasfnerviosas (Nava et al., 1998).
En los rifones de ratas normotensas esta tinciomeess intensa. Las diferencias en la
inmunotincion para NOSe entre ratas normo e hipsa® son menos patentes. Resulta
interesante que, mientras que en el sistema castalar la hipertensién conduce a un
aumento de la isoforma endotelial, en el rifion auméundamentalmente el enzima
neuronal. Dado que el control de la PA mediadoNfOrparece ser de origen NOSn, es
posible que el rifdn se intente adaptar a la HTBresexpresando NOSn, y el sistema

cardiovascular por medio de NOSe (Nava, 1998).

1.9.5. INHIBIDORES DEL OXIDO NITRICO

Se han identificado inhibidores de la sintesis @eevtre los que destacamos el
L-NAME (ver figura 12). Este compuesto es un andldg la L- Arginina, de manera
que su administracion va a producir un aumentocadeA, quizas debido a la mayor

accion de los sistemas vasoconstrictores como coeseia de la disminucién de la
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sintesis del NO (Lahera et al., 1997). En estuckafizados con un modelo animal de
hipertension inducido por L-Name, la administraciémncomitante de propralonol
lograba atenuar dicho efecto mediante un aumentdadaccion relajante de la

acetilcolina en las arterias (Priviero et al., 2007

La administracion cronica de inhibidores de la N&&no el L-NAME produce

HTA sostenida en ratas, que puede estar acompafimdmambios histopatolégicos en
el tejido cardiaco y renal. Se ha demostrado tambiga estrecha relacion entre la
hipertension provocada por la inhibicion de laedis de NO y el SRA, ya que el
aumento en los valores de PA debidos a la adnacistnt de L-NAME en ratas SHR,
pueden ser contrarestrados por el tratamiento nolE@QA, lo que demostraria que el
efecto del L-NAME en este modelo animal podria deleal menos en parte, a una
estimulacion del SRA, asi como las alteracionealesny cardiacas asociadas (Zhou y
Frohlich, 2007; Simonet et al., 2012).
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Figura 12. Estructura quimica del L-NAME.

La administracion in vivo de inhibidores de NO as# como el L-NAME, como
hemos mencionado anteriormente, produce la elavatgdla PA y un aumento de la
resistencia vascular periférica que se asocia ambios estructurales y funcionales. La
inhibicion crénica de la NOS en ratas adultas pcediisfuncién endotelial, incremento
de la respuesta vascular a los estimulos adrenérgicla inflamacion perivascular
(Hsieh et al., 2004), cambios en elementos del $R#kemoto et al., 1997), y en
diversos factores derivados del endotelio (Patid.£2008).

La modulacion farmacologica de los sistemas antscianados, manifiesta su
importante papel en el desarrollo o mantenimiemtdadHTA inducida por L-NAME.
Sin embargo, la deficiencia en la formacion de N&epe ser el principal factor
responsable del desarrollo de la HTA inducida padAME. Tal idea est4 también

83



apoyada por el hecho de que este tipo de hipedterse puede prevenir mediante la
administracion de donantes de NO (sustancias qutéeoen NO en su extructura). Por
ejemplo, desde hace muchas décadas, los nitroiletaddres se han utilizado para el
tratamiento de la angina de pecho, debido a suwigzhde generar NO (Paulis et al.,
2008).

Bernatova et al., en 2007 demostraron que la adtragién crénica de bajas
dosis de L-NAME da lugar a una elevacion transitoie la PA. Esto se asocid con una
elevacion de la actividad NOS en la aorta y el wemio izquierdo, y se acompafo por
la relajacion dependiente del endotelio y la vassti@cion reducida de la arteria
femoral. Estos hallazgos sugieren que la admigisinacronica de bajas dosis de L-
NAME se podria utilizar para aumentar la produccii®, en vez de con la
suplementacion con donantes exdégenos de NO, quiempuehibir la sintesis del NO
endogeno. La prolongacion de la administracion -8&AME de 4 a 8 semanas aumento
aun mas la PA, pero no consiguido mejorar el daterie la relajacion dependiente del
endotelio (T6rok et al., 1998).

1.10. ACEITE DE OLIVA

El Aceite de Oliva, se produce a partir del frueld oliva, la cual se cultiva
ampliamente en la cuenca del Mediterrdneo dondbaaiza mas del 95% de la
produccion de aceite de oliva del mundo. El 75%adaoduccion mundial proviene de
la Union Europea (principalmente Espafia, Italiargd®) y el resto de los paises de
Asia Menor (Perona et al., 2006).

Entre los aceites y las grasas mas consumidos| sar desumano destacan: el
aceite de palma (es el mas utilizado), seguiddgsode soja, colza-canola y girasol (ver
tabla 5). Todos estos aceites se obtienen porcextraquimica de las correspondientes
semillas y, con excepcion de la vitamina E quedebdliza en el procedimiento de
extraccion, los triglicéridos van a ser los detaanies de sus propiedades biolégicas.
(Fuente: http://www.fas.gov/bbs/topics/news/200AWE. 129.html; 2004).

84



Aceites Consumo 2009 (x106 toneladas)
Palma 43,2
Soja 37,3
Colza 19,8
Girasol 11,7
Palmiste 51
Cacahuete 5,0
Algodon 4,7
Coco 3,6
Oliva 3,0

Tabla 5. Consumo de los aceites mas utilizados en el mundo.
Fuente: http://www.fas.gov/bbs/topics/news/2004/NEW29.html; 2004

El aceite de oliva no es un aceite muy consumidelenundo, pero ha sido la
principal fuente de grasa en la alimentacion cidie la cuenca mediterranea, conocida
como la dieta mediterranea. Podemos encontrarccoategorias de aceite aptas para el
consumo: aceite de oliva virgen extra, aceite dealirgen, aceite de oliva y aceite de
orujo de oliva, siendo el aceite de oliva virgetra&xel que conserva la mayor cantidad
de la fraccion insaponificable, y el que posee &yon cantidad de antioxidantes. Por
ello, el aceite de oliva virgen extra es el quecgildos mayores efectos beneficiosos

para la salud (http:// www.internationaloliveoigd2006).

Las referencias al olivo se remontan a los tientpbkcos, a la época romana y
a la griega mitolégica. Historicamente, los prodactiel olivo han sido utilizados no
s6lo como alimentos, sino también como afrodisiaen®lientes, laxantes, sedantes y
tonicos. También han sido empleados tradicionalenpata el tratamiento de patologias
especificas como los colicos, alopecia, paralisifermedades reumaticas (dolores

articulares, ciatica...) e hipertension arterial (&vatan et al., 2007).

El aceite de oliva es la principal fuente de gaSadida en la alimentacion de
los paises donde se cultiva el olivo, y como ya deindicado, forma parte de la
comunmente conocida como "Dieta Mediterranea”, agestdo en el uso de este
alimento aquellos paises que rodean el Mar Mediten. Se ha visto que estos paises
tienden a tener una baja incidencia de enfermedadescas degenerativas y aunque
existen diferencias entre la dieta de unas regignasas, una caracteristica en comun
para todos los paises de la cuenca Mediterranelaaéit® consumo de aceite de oliva, ya

sea crudo o como principal grasa para cocinar. édhdy mas de la mitad de la grasa
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total consumida en la zona mediterranea procedaatsie de oliva (Waterman et al.,
2007).

Estudios realizados en distintas poblaciones hastpude manifiesto que la
relacion entre la ingesta de grasa y el riesgonfermedades cardiovasculares depende
en gran medida de la calidad de la grasa, mas queudcantidad en la dieta. Por
ejemplo, la dieta tipica estadounidense incluye gnam cantidad de grasas saturadas
procedentes de alimentos de origen animal, corarfze y los lacteos, mientras que en
la dieta tradicional de los paises de la cuencaterethea la mayor parte de las grasas
eran de origen vegetal, y fundamentalmente acidsg monoinsaturados incluidos en
el aceite de oliva. También se ha comprobado gsediferencias en el grado de
saturacion de los acidos grasos de estas dietd&cmmaban los niveles de colesterol y
el perfil lipoprotéico en sangre, lo que explicaghmenos en parte, sus efectos en la

prevencion de las enfermedades cardiovascularesz(Btal., 2006).

Estudios posteriores han demostrado que, adenmss aleo contenido en acidos
grasos monoinsaturados, el aceite de oliva virgetmraecontiene otros muchos
componentes, entre los que destacan los compuestilgos, con una amplia gama de
efectos beneficiosos para la salud, como su aativahtioxidante y antiinflamatoria
(Visioli et al., 2002).

El aceite de oliva es sin duda un alimento de gmor, pero muy rico en
calorias, lo que nos podria llevar a pensar quecasumo podria favorecer la
incidencia de obesidad. Sin embargo, los datoseepaldgicos demuestra que las
poblaciones mediterraneas, que son las que consm@eaceite de oliva, sufren menos
obesidad que las poblaciones de los paises anghesapor ejemplo, tres veces menos

que en Estados Unidos (Waterman et al., 2007).

Diversos estudios han demostrado que los acidasogr monoinsaturados
ejercen una clara accién hipotensora. Partienda dbservacion de que la tasa de ECV
y de HTA es mas baja entre las poblaciones mediteas que en las demas poblaciones
del mundo occidental, se ha formulado la hipétdsigjue el mantenimiento de la PA
dentro de los valores normales puede deberse kevada ingesta de acidos grasos
monoinsaturados a través del consumo habitualadiieade oliva (Gilani et al., 2005;
Waterman et al., 2007).
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Hasta no hace mucho tiempo, las recomendacionggidses para el tratamiento
de los pacientes hipertensos consistian en ldca@étr de sal y en el control del peso
corporal (dieta hipocaldrica). El conocimiento qgeetenia sobre la influencia de las
grasas sobre la salud era realmente escaso, goe lse reducia indiscriminadamente su
consumo, debido al gran efecto desfavorable que aibuia debido a su gran riqueza
caldrica. En los ultimos afios se ha visto que liatinths grasas tienen acciones
diferentes. En este sentido uno de los hechos larastivos es la demostracion de que
el consumo de aceite de oliva, dentro de una dnediterranea, puede reducir la PA
(Visioli et al., 2002).

1.10.1. COMPONENTES DEL ACEITE DE OLIVA. COMPOSIONQUIMICA Y
NOMENCLATURA.

Desde un punto de vista quimico, los componentesaiste de oliva pueden
clasificarse en dos grandes grupos: uno mayorjtéidraccion saponificable, y otro
presente en menor proporcion, los componentes itdrios o fraccion insaponificable.
(Harwood et al., 2000; Montedoro et al., 2007).

Composicion de la fraccion saponificable

Esta fraccion representa en general del 98,5 &89a mayor parte de la cual
son triglicéridos y en menor medida acidos gragmed junto con otros componentes
minoritarios como mono o diglicéridos, fosfatidosgras y ésteres de esteroles.
(Harwood et al., 2000).

Acidos Grasos y Triglicéridos

Los triglicéridos (TG) son los constituyentes pifiades de todos los aceites y
grasas conocidas. Estan formados por una moléeugdickrol esterificada con acidos
grasos y sus propiedades biologicas vendran dafinubr el tipo de acido graso que

contengan en su composicion (Montedoro et al., 2007

Los acidos grasos (AG) son compuestos hidrocarlmsnadn un grupo metilo

terminal y un grupo carboxilo. Los acidos grasosntierés biolégico son aquellos que
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contienen un numero par de atomos de carbono yepueldsificarse de acuerdo al
namero de carbonos o en funcién del grado de sadarde sus enlaces (Montedoro et
al., 2007). De este modo, podemos hablar de:

- Acidos grasos de cadena corta (4-6 carbonos).
- Acidos grasos de cadena media (8-12 carbonos).
- Acidos grasos de cadena larga (14-18 carbonos).

- Acidos grasos de cadena muy larg2Q carbonos).

Por otra parte, segun el grado de saturacioncidesgrasos se clasifican en:

- AG saturados, los cuales no presentan ningunedehlace en su
cadena. Su procedencia es fundamentalmente armatjue algunos
aceites vegetales como los de coco y palma losecamt de manera

significativa.

- AG monoinsaturados, estos poseen un unico eelac®l cadena y se
encuentra mayoritariamente en productos vegetal&s. AG
monoinsaturado mas abundante, representativo yunos efectos mas
evidentes sobre la salud es el acido oleico, coemenmayoritario del
aceite de oliva. El efecto cardiosaludable de Ilasdogs grasos
monoinsaturados es conocido, ya que pueden tenar agtion
beneficiosa sobre el perfil lipidico, ademas deitmmhbogénica y
antioxidante (Denke et al., 1993; Pocovi et al98)9

- AG poliinsaturados, estos presentan mas de ule @éoltace y, como en
el caso anterior, pueden tener efectos antitromboge e
hipolipemiantes (Ronda et al., 1990; Denke, 1993).

El aceite de oliva es rico en acido oleico (monainsado), contiene cantidades
moderadas de acido palmitico y linoleico y un bagocentaje de acidos estearico y

linolénico, tal como se ilustra en la tabla 6 (Matdro et al., 2007).
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Nombre coman | Simbolo| Porcentaje (%)
Miristico (14:0) 0,0-0,05
Palmitico (16:0) 7,5-20,0

Palmitoleico (16:1 n7) 0,3-3,5
Margarico (17:0) 0,0-0,3
Heptadecenoico (17:1) 0,0-0,3
Estearico (18:0) 0,5-5,0
Oleico (18:1 n9) 55,0-83,0
Linoleico (18:2 n6) 3,5-21,0
Linolénico (18:3 n3) 0,0-0,9
Araquidico (20:0) 0,0-0,6
Eicosenoico | (20:1 n9) 0,0-0,4
Behénico (22:0) 0,0-0,2
Lignocérico (24.0) 0,0-0,2

Tabla 6. Porcentaje de los diferentes acidos grasos pessentel aceite de oliva.
Adaptada de Montedoro et al., 2007

La mayoria de los acidos grasos estan presentiesrmea de triacilgliceroles, los
cuales constituyen el 98% de la composicion totdlateite. La distribucion de los
acidos grasos en estos triglicéridos sigue un pandel que el acido graso que ocupa la
posicion central en la molécula de glicerol siempseun acido graso insaturado,

generalmente el acido oleico.

Composicion de la fraccidon insaponificable

La fraccion insaponificable esta formada por losmpoestos que se pueden

obtener tras la saponificacion del aceite. Estacciém, también denominada
componentes minoritarios del aceite de oliva, emaiuna gran variedad de compuestos
gue cumplen una amplia diversidad de funcionesnyresponsables de la estabilidad
del aceite y de sus caracteristicas organoléptiEsies componentes minoritarios se
pierden en gran medida durante los procesos deadsfj y por lo tanto no estaran
presentes en aceites de oliva corrientes si hmsguecen con aceite de oliva virgen.
La caracterizacion y determinacion de estos contpsiesonstituye un campo muy

activo de investigacion en la actualidad, que priesademas una gran complejidad. En
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la tabla 7 se recogen los principales grupos depaestos junto con su rango de

concentraciones en el aceite de oliva virgen (Mimie et al., 2007).

Componentes minoritarios | Concentracién (mg/kg)
Hidrocarburos 1500-8000
Escualeno 1250-8000
Carotenos 0,5-5
Luteina 3-15
Compuestos terpénicos 1000-3000
Esteroles 800-2600
Compuestos fendlicos 20-900
Alcoholes alifaticos 100-200
Tocoferoles 50-300
Clorofilas Ay B 0,2-5
Feofitinas Ay B 0,2-20

Tabla 7. Componentes minoritarios del aceite de oliva virgegdaptada de Montedoro et al., 2007

La accion bioldgica de algunas de estas sustassiaariable, y en los ultimos
afos muchos estudios concentran su atencion exfdos beneficiosos de las mismas
sobre la salud, por su posible actividad antioxielaantihipertensiva, hipolipémica o

antiaterogénica (Jones et al., 1997; Calabres§)20

Hidrocarburos

Los hidrocarburos constituyen el 32-50% de la f@acasaponificable (Jiménez
et al., 2001). Una de las grandes diferencias @htageite de oliva virgen y el resto de
aceites es la composicion en hidrocarburos ensegie destaca el escualeno y en

mucha menor cantidad los carotenos (la luteing3ycakoteno) (Owen et al., 2000).

* Escualeno

Es un hidrocarburo alifatico insaturado, compugsio 30 &tomos de carbono,
con seis dobles enlaces conjugados que aparecanaealevada concentracion en la
fraccion insaponificable del aceite de oliva (6@4j5Puede constituir hasta el 90% de
los hidrocarburos en el aceite de oliva virgen,ntnges que en los aceites refinados su
concentracidon se reduce drasticamente (Jiménezl..et2@01). Es un precursor

isoprenoide de la biosintesis del colesterol y testeroles en plantas y animales.
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También es un componente mayoritario de los lipideshumanos (Azcon-Bieto y
Talén, 2000). Su presencia en la materia insapatife puede llegar a alcanzar el 40%
del peso total (Boskou, 1998; Owen et al., 2000).

« Carotenos

Son otra familia de compuestos presentes en lgidrade hidrocarburos del
aceite de oliva virgen. Entre los mayoritarios enamos la lutein§30-60%) y elp-
caroteno(5-15%). Estos compuestos, ademas de proporciafar & los vegetales que
los contienen, poseen propiedades antioxidantesspocapacidad secuestrante del
radical de oxigeno y de otros radicales libreg-Earoteno en particular juega un papel
importante como precursor de la vitamina A (Jiméeteal., 2001). La concentracion de
B-caroteno en el aceite de oliva es muy baja y asgitre 0,03-0,5mg/100g (Kiritsakis
et al., 1987). Otros hidrocarburos identificadoseeaceite de oliva, aunque presentes
en muy pequefa proporcién, son el licopeno, qu® joon elp-caroteno y las clorofilas
confieren el color amarillento a verdoso tipico dekite, y algunos hidrocarburos

aromaticos como el fenantreno, el antraceno yrehpi(Jiménez et al., 2001).

Compuestos terpénicos

El contenido total de compuestos terpénicos supmaede las fracciones mas
abundantes y pueden ser de estructura tetracicpemtaciclica. De entre estos ultimos,
destacan dos alcoholes, el uvaol y el eritrodiolsus correspondientes &acidos,
oleandlico y maslinico. La presencia de eritrogialvaol es mas abundante en la piel
del fruto. El interés por conocer el potencial arafaceutico de estos compuestos ha
crecido en los ultimos afio®tros compuestos terpénicos son los alcoholespgénicos

que presentan una estructura tetra o pentaci€lied €t al., 1999).

Esteroles

Se han identificado mas de 40 fitoesteroles y swcantracion en el aceite de
oliva oscila entre 80 y 265mg/100g (Kiritsakis &t 4987; Jiménez et al., 2001). Los
fitoesteroles son los homologos en plantas delstarel en animales, siendo los mas
abundantes en el aceite de oliva virgerf-sitosterol (75-90%), ehA5-avenasterol (5-
36%) y el campesterol (aproximadamente 3%). Son poestos derivados del

escualeno cuya caracteristica comun es la presdatcanillo esterol, diferenciandose
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entre ellos en la cadena lateral. Su funcién puadcies estructural, ya que son
constituyentes de las membranas celulares vegesaleque algunos de ellos presentan
también una cierta accién hormonal (Azcén-Bietoayom, 2000). Fisiolégicamente, la
importancia de estos compuestos radica en su cghdiipolipemiante, ya que
interfiere competitivamente en la absorcion intedtidel colesterol dietético (Jones et
al., 1997).

Compuestos fenolicos

Forman parte de la fraccidon polar y afectan atabéglad y sabor del aceite de
oliva. El rango oscila normalmente de 50 a 200 kggtle aceite, aunque hay aceites
con cantidades de fenoles superiores a 1000 mgekaceite. (Jiménez et al., 2001).
Participan en las propiedades organolépticas deteag muchos de estos compuestos
presentan propiedades antioxidantes. La mayoribantén a este efecto se atribuye al
hidroxitirosol (Visioli et al., 2002).

* Fenoles simplesEn este grupo se encontrarian compuestos alcokolic
(el hidroxitirosol, el tirosol y el 4-etilfenol),cidos (vanilico, el acido p-
cumarico, el acido ferdlico, cafeico, sinapticootpcatéquico, galico,
siringico), esteres (los acetatos de tirosilo dideoxitirosilo), etc.

» Polifenoles Con esta estructura se han hallado los flavosom@genina

y luteolina.

» SecoiridoidesEn esta categoria se encuadran: la oleuropet@sithda,

la dimetiloleuropeina y la deacetoxioleuropeinadresotros.

Alcoholes alifaticos

Esta fraccidn esta constituida por alcoholes sdtsrade cadena lineal con
namero par de atomos de carbono y con longitudee @8 y 28 atomos de carbono.
Los mayoritarios son el hexacosanol, octacosanigtnacosanol. Estos alcoholes, al
igual que los esteroles y los alcoholes triterp#Es)ipueden unirse con acidos grasos y

constituir los ésteres no glicéridos.
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Tocoferoles

Los tocoferoles son también integrantes de la ibacmsaponificable. EI mas
abundante entre ellos es eitocoferol que supone el 52-87% del total de los
tocoferoles, y el mas activo biolégicamente contamina E. También estan presentes
el B-tocoferol (15-20%) yry-tocoferol (7-23%). La concentracion promedio de
tocoferoles en el aceite de oliva se sitia entée2ll® mg/kg (Jiménez et al., 2001). Los
tocoferoles contribuyen a dar estabilidad al acgiesempefian un papel bioldgico
beneficioso en la salud por su actividad antioxidaRueden capturar radicales libres
gracias al grupo hidroxilo libre presente en elllanaromatico. El vitamero mas
abundante es ak, que presenta una mayor actividad bioldgica cortamina E
(Jiménez et al., 2001).

Clorofilas

La fraccion clorofilica la integran las clorofilasy b y sus derivados libres de
magnesio, las feofitinas a y b. En el aceite deaolirgen son mayoritarias la feofitina a
(20-40%) vy la clorofila a (4-7%). El color del agede oliva se debe principalmente a
estos compuestos. En ausencia de luz las clorgiddsian actuar como antioxidantes
débiles, pero en su presencia estos compuestoserpusat fuertes promotores de

oxidacion (Montedoro et al., 2007).

1.10.2. INFLUENCIA DEL ACEITE DE OLIVA VIRGEN EXTRAEN LA PRESION
ARTERIAL

Al comienzo de este trabajo hemos indicado la itamoia que la HTA tiene
como enfermedad a nivel mundial; y sus causas dadenantes, cuyo conocimiento es

de primordial importancia para su prevencion.

Una de las estrategias preventivas es la ingestdirdentos saludables, y por
tanto podriamos afirmar que la intervencion dietétpuede considerarse un pilar
esencial que coadyuvaria al tratamiento contra TA.HEI consumo de grasas
monoinsaturadas, y especialmente el aceite de wvirgen, favorecen los niveles de

presion adecuados, o disminuyen el riesgo de padidos.
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En estudios previos realizados en nuestro labaoafdrangesteen et al., 2010),
observamos que dietas altas en grasa se han reldoigon la obesidad, la hipertension
y el desarrollo de sindrome metabdlico. Con eldfinestudiar estos efectos, grupos de
ratas fueron alimentadas con tres tipos de diestandar para roedores de laboratorio,
enriguecida con aceite de oliva virgen y enriquegcion mantequilla durante un periodo
de seis meses. Después del periodo experimentglesal corporal de los animales
alimentados con la dieta mantequilla fue mayor gjuge los grupos aceite de oliva o
estandar, aunque los tres grupos mostraron la misgesta energética. La PAS, NO
sérico total y la expresion NOSi también se incraian®n en las ratas del grupo
mantequilla. Curiosamente, el grupo de aceite & ohostré menores niveles séricos
de NO que los animales del grupo estandar. Esteliestiemuestra que la ingesta a
largo plazo de una dieta rica en aceite de olivgewi tiene importantes efectos sobre el
peso corporal y las funciones vasculares, lo quéripcayudar a entender el papel
protector de la dieta mediterrdnea frente a laidbdsy la HTA (Wangesteen et al.,
2010).

Hace unos afos las recomendaciones dietéticas gbati@mtamiento de los
pacientes hipertensos consistian principalmenta disminucion del consumo de sal y
en el control del peso corporal. Esto era asi poajiconocimiento que hasta entonces
se tenia sobre la influencia de las grasas erldd ssa realmente escaso. Sin embargo,
se ha producido un cambio drastico en los ultinfassaya que se ha comprobado en
numerosos experimentos que las distintas grasas #ieciones diferenciadas. En este
sentido, uno de los hechos mas llamativos es laosieation de que el consumo de
aceite de oliva, dentro de una dieta mediterrgpeege contribuir a reducir la presion
arterial. Segarra et al.,, en 2008 demostraron qoe imgesta alta en grasas
monoinsaturadas (MUFA) podria ser un factor dietétcapaz de disminuir la
incidencia de enfermedad cardiovascular e hipaderademas de demostrar que un
aumento de la saturacion de la grasa de la dietaltaeen un aumento de las
concentraciones de colesterol total (CT) en plagmmayores niveles de PA (Segarra et
al., 2008).

Son muchas las investigaciones que durante lanastiafios se han llevado a
cabo sobre los beneficios para la salud del acdde oliva virgen, basadas
mayoritariamente en su composicion en acidos gnaso®insaturados (en concreto el

acido oleico) y compuestos antioxidantes, aunque rlsultados publicados mas
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recientemente estan dirigidos a analizar las pdagies para la salud de los

componentes minoritarios.

Al igual que ocurre con otros aspectos de las Ba@wipién se ha visto que hay
una reduccion en la incidencia de la hipertensioitas poblaciones que consumen la
dieta mediterranea, y la adhesion a ésta es inmerda proporcional a los valores de
presion arterial sistdlica y diastolica. Variosuelbs han demostrado las propiedades
antihipertensivas del aceite de oliva virgen extias la administracion intravenosa de
extracto de aceite de oliva, que reduce tanto 18 Pémo la PAD, al igual que la PA

media en ratas normotensas (Waterman et al., 2007).

Existen datos epidemiol6gicos obtenidos a partiestedios realizados en tres
paises mediterraneos (ltalia, Grecia y Espafia) paéses no pertenecientes a la cuenca
mediterranea, donde se comprueba la existenciandefacto protector de los acidos
grasos monoinsaturados del aceite de oliva virggra.eEn el afio 2000, Ferrara y
colaboradores, compararon una dieta rica en agsos poliinsaturados (a partir de
aceite de girasol) con una dieta alta en acidosogrenonoinsaturados (a partir de aceite
de oliva virgen extra) en pacientes con tratamgatdihipertensivos, comprobando que
las personas que consumian aceite de oliva virgga en la dieta eran capaces de

reducir la dosis de medicacion antihipertensivaréfa et al., 2000).

Como ya hemos visto, el endotelio desempefia unl gépe en la regulacion
del tono vascular mediante la liberacion de susiancvasodilatadoras vy
vasoconstrictoras. En la HTA, una de las principaleusas es la disfuncion endotelial
con una menor disponibilidad de NO. El estrés dkidaa través de la produccion de
aniéon superoéxido disminuye la disponibilidad de M@asionando una inhibicién de la
expresion de la NOS. El efecto antioxidante deltaa#e oliva virgen extra y de sus
componentes menores, podria ser responsable atb gfotector del aceite de oliva
virgen sobre el aumento de los niveles de PA. Ete e®ntido, los efectos
antihipertensivos también se han comprobado paos @olifenoles dietéticos, como
los polifenoles del vino tinto, que han demostradop capaces de mejorar la expresion
de la NOS en cultivos de células endoteliales (€02a07).

El papel de los compuestos fendlicos del aceiteld@ en el control de la
vasodilatacion dependiente del endotelio ha sideeméemente descrito. El grupo de
Ruano et al., en 2005 demostraron que una ingestalto contenido en compuestos

fendlicos procedentes del aceite de oliva virgetraexmejora la vasodilatacion
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dependiente del endotelio en estado postprandésids este efecto superior al de una
ingesta que incluyera un aceite de oliva similarppcon bajo contenido en compuestos
fendlicos. Por lo tanto, los beneficios del acdieoliva virgen extra y sus compuestos
fendlicos sobre la PA podrian estar mediados a&srale su efecto protector sobre la

funcién endotelial vascular (Covas, 2007).

El mecanismo por el cual el aceite de oliva virgatra es capaz de reducir la

PA es desconocido, aunque se han propuesto vaodad (Waterman et al., 2007). En
primer lugar, aunque el nimero de estudios es @spasece que un alto consumo de
acidos grasos monoinsaturados modifica los fostlm§gde membrana lo que, a su vez,
altera la regulacion de la PA conduciéndolos alesvends bajos. De hecho, un estudio
reciente ha demostrado que una molécula derivddicidi® oleico, el 2 - hidroxioleico,

produce un importante efecto antihipertensivo. dotres de este estudio observaron
que dicho efecto podria estar mediado a través at#ificaciones en las proteinas de

membrana (Alonso et al., 2006).

Otros estudios han sugerido distintos mecanismies @elicar el efecto de los
acidos grasos monoinsaturados sobre la PA. El oiglateen compuestos polares de los
aceites de cocina, como resultado de la degradakicante el proceso de coccion, se
asocia directamente con los niveles de PA. Lazatiibn de aceite de oliva como aceite
de cocina reduce la formacion de estos compuesiases. Por otra parte, el consumo
de aceite de oliva esta también directamente welado con el contenido en acidos
grasos monoinsaturados de los fosfolipidos de memabrio que a su vez se asocid

inversamente con los niveles de PA (Soriguer e203).

Hay estudios que concluyen que el aceite de oingen extra es un antagonista
de los canales de calcio, imitando los efectosodebloqueadores del canal de calcio,
como por ejemplo el Verapamil. Otro mecanismo que dido sugerido es la
disminucién del tono vascular, y cambios en la cosigpdon de acidos grasos y
fosfolipidos de la aorta (Waterman et al., 2007).

Los receptores adrenérgicos son también elemelaes en el control central y
periférico de la PA. Estudios recientes han deradstrque la actividad de la via de
sefalizacion de los receptores adrenérgicos pudegulada por el acido oleico (cis-
18:1 n-9), especificamente debido a los efectasstieacido graso sobre la estructura de
las membranas celulares. Sin embargo, esta modulaai la sefializacion del receptor

de la proteina G unida a membrana no es producataofros acidos grasos

96



estructuralmente diferentes, pero muy estrechanrel@deionados, como acido elaidico
(trans-18:1 n-9) o el acido esteérico (18:0). Simbargo, un analogo estructural del
acido oleico, el acido 2-hidroxioleico, si puedgular la estructura de los lipidos de
membrana y la sefializacion celular de forma sinailaomo lo hace el acido oleico. A
nivel molecular, el acido oleico y el aceite devalvirgen regulan la proteina G, tamo
vivo comoin vitro. Curiosamente, el efecto hipotensor del acidod?elxioleico implica
cambios en las mismas vias de sefializacion quadel éleico (Terés et al., 2008).

Muy pocos estudios han abordado hasta el momeseféatos a largo plazo del
consumo de aceite de oliva sobre la funcion endbté&sposito et al., en 2004 llevaron
a cabo un ensayo aleatorio entre 180 sujetos cminosie metabdlico a los que se les
instruyd para seguir una dieta mediterranea, imeldg como grasa principal el aceite
de oliva virgen extra. Después de 2 afios de segnimjise observo una gran mejoria
de la funcién endotelial y una reduccion en lo®las de PA. También describieron una
reduccion significativa de los marcadores de infleidn, como la proteina C reactiva e
IL-6, IL-7 e IL-18, ademas de la disminucién en tamcentraciones plasmaticas de
colesterol total y LDL. Sin embargo, los mecanismos los cuales el aceite de oliva
virgen extra de la dieta da lugar a estas campiasidles son los componentes reales
del aceite de oliva virgen extra responsableslds &fectos no estan aun bien aclarados
(Perona et al., 2006).
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Hipotesis y Objetivos







La hipertension Arterial es actualmente uno de doacipales problemas de
salud publica, tanto en los paises desarrollado®@n los que se encuentran en vias
de desarrollo. La importancia clinica del aumerstenido en los valores de Presion
Arterial radica en su vinculacion como factor desgo con las enfermedades
cardiovasculares, principal causa de mortalidadelemundo. A pesar de ello, los
mecanismos fisioldgicos que participan en el delarde la hipertension ain no han
sido suficientemente aclarados, en particular dggiglue subyacen a la aparicion de la
llamada hipertension esencial, que es la que afecla mayoria de los pacientes

hipertensos.

Dentro de los mecanismos fisioldgicos que partitipen la regulacion
homeostética de los valores de Presion Arteriggigema Renina Angiotensina es uno
de los mas importantes, implicado en el mantenitoide dichos valores tanto a medio
como a largo plazo. Desde hace tiempo, sabemosequdichos procesos no sélo
interviene el Sistema Renina Angiotensina sisténticoirculante, sino también las
distintas angiotensinas que se generan localmentkversos tejidos y organos, entre
los que cabe destacar el cerebro y el rifidn. RPorlado, dichos sistemas no regulan los
valores de Presion Arterial de manera aislada epeddiente, sino que interactian con
otros mecanismos fisiol6gicos, entre ellos el &isteNerviosos Simpético y el del
Oxido Nitrico, siendo de especial interés el estutdil equilibrio entre los mecanismos

vasoconstrictores y los vasodilatadores.

Por ultimo, es conocido que la hipertension, abigyue otras enfermedades
cronicas degenerativas, es de tipo multicausaln yele&a intervienen tanto factores
genéticos como variables ambientales. Dentro deddables ambientales, sin lugar a
dudas la alimentacion juega un importante paptnds demostrado que determinados
patrones, como la llamada dieta mediterranea, puagedar a prevenir la aparicion de
hipertension arterial y por lo tanto la incidend@a enfermedades cardiovasculares. De
los componentes de la dieta mediterranea, el adeiteliva ha sido ampliamente
estudiado por su papel preventivo frente a la ejgaride patologias cardiovasculares,
sin que hasta el momento se conozcan en profundgse@fectos concretos sobre los

mecanismos de regulacion de la Presion Arterial.

101



HIPOTESIS

Partiendo de estas premisas, nuestra hipétesiasaid en que el bloqueo
farmacoldgico de los Sistemas Renina Angiotensirala actividad simpatica o de la
produccion de o6xido nitrico en un modelo animal hdgertension genética, podria
afectar a las actividades aminopeptidasas implgagia el metabolismo de las
angiotensinas en plasma y en distintos tejidoscual se manifestaria no soélo en
cambios en los valores de Presiéon Arterial, simabién en otras variables fisiol6gicas
como el incremento de peso corporal o la regulad&ita glucemia. Por otro lado, la
administracion con la dieta de aceite de oliva anrgextra con anterioridad al
establecimiento de la hipertensién, podria colabemael mantenimiento de los valores
de Presion Arterial dentro de la normalidad. Edexte, podria estar provocado por

modificaciones en el metabolismo de las angiotessin
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OBJETIVOS

En base a dicha hipétesis, en el disefio del pressttdio se plantearon como
objetivos generales:

1.- El analisis de los efectos del bloqueo de Iste®ias Renina Angiotensina mediante
la administracion de un farmaco antihipertensivulidor del ECA (captopril), en un
modelo genético de hipertensién (ratas SHR), stdbrevolucion de los valores de
Presion Arterial, asi como sobre otras variabkaslfigicas y metabdlicas; y su relaciéon
con cambios en las actividades aminopeptidasapaytieipan en el metabolismo de las

angiotensinas en el plasma, hipotalamo y rifion.

2.- El andlisis de los efectos de la administracdénunp-bloqueante, el propranolol,
sobre los pardmetros y actividades enzimaticazaddis anteriormente, con el fin de
estudiar la interaccion de los Sistemas Renina &tagsina y el Sistema Nervioso

Simpatico en el mantenimiento de la hipertensiotipgeSHR.

3.- El analisis de los efectos, sobre los parameatractividades indicados, del bloqueo
de la sintesis de NO mediante la administraciob-IMME a ratas SHR, con el objeto
de estudiar el efecto modulador del NO sobre l&rtgpsion SHR, y la interaccion

entre los efectos vasoconstrictores de las angimi@s y vasodilatadores del NO.

4.- El analisis de los posibles efectos protectateda administracion de una dieta
enriquecida en aceite de oliva virgen extra sobrevblucion de los valores de Presion
Arterial en ratas SHR, de manera previa al establento de la hipertension, y su
relacion con los cambios en las actividades amipiigeesas que participan en el
metabolismo de las angiotensinas del Sistema Remgéatensina periférico y de los

sistemas locales en cerebro y rifion.
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Material y Métodos







3. MATERIAL Y METODOS

3.1. MATERIAL

3.1.1. ANIMALES

Para la realizacion del presente estudio se utiizan total de 48 ratas macho
genéticamente hipertensas (Spontaneously HypereeRsits: SHR), con pesos iniciales
comprendidos entre los 100 -150 gramos y de 4-fasamde edad, procedentes de
Harlan Laboratories. Durante todo el periodo expental los animales fueron
mantenidos en el Servicio de Animalario de la Ursidad de Jaén, bajo condiciones
estandar de luz, humedad y temperatura, segun al Baxreto 1201/2005 sobre la
proteccion de los animales utilizados para experiagon y otros fines cientificos, y el

acuerdo llevado a cabo segun las directivas eusdgp@809/CEE.

3.1.2. EQUIPO DE ANALISIS

- Agitador magnético (A-06 serie H, SBS)
- Agitador de tubos (Velp Scientifica)

- Balanza romana

- Balanza digital (Soehnle. ULTRA 2.0)

- Balanza de precision (SBC 21, Scaltec)
- Jaula aclimatada

- Jaulas metabdlicas

- Centrifugadora (Digicen 20-R)

- Espectrofluorimetro (FLUOstar OPTIMA)
- Espectrofotometro (FLUOstar OPTIMA)
- Homogenizador (Heidolph)

- Estufa para placas (Shaker DTS-4)

- Estufa

- Medidor de la presion arterial (Letica, digitaeBsure Meter LE 5000)

- pHmetro (Crison)
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- Rotor (Mod. 50Ti, Beckman)
- Rotor orbital (FALC. MOD. F200)
- Ultracentrifuga (Beckman Ultra)

- Aparato de medicion de glucosa en sangre yitaastivas (Glucocard Memory)

3.1.3. PRODUCTOS QUIMICOS

- Acetato sodico anhidro (Panreac Laboratories)
- Acido acético 96% (Panreac Laboratories)

- Acido clorhidrico (Panreac Laboratories)

- Acido fosférico (Panreac Laboratories)

- Acido fosfotlingstico (Spinreact)

- Albumina bovina (BSA) (Sigma)

- Acido picrico (Spinreact)

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

- Coomassie brilliant blué-250(Sigma)

- Colesterol esterasa (CHE) (Spinreact)

- Colesterol oxidasa (CHOD) (Spinreact)

- Cloruro amoénico (Panreac Laboratories)

- Cloruro célcico anhidrido (Sigma)

- Cloruro magnésico (Spinreact)

- Cloruro sodico (Panreac Laboratories)

- Captopril (Laboratorio Fragon)

- Dihidrogenofosfato de sodio (di-hidrato) (Merck)
- D-(+)-Glucose, Sigma Ultra, 99,5% GC (Sigma)
- D-L-Dithiothreitol, minimun 99% titration (DTT)Jigma)
- Dimetilsulfoxido (DMSO) (Panreac Laboratories)

- Equitensin
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- Etanol 96% (Panreac Laboratories)

- Fosfato sédico dibasico dodecahidratado (Merck)
- Gentamicina (Laboratorios Normon)

- Glicerol quinasa (GK) (Spinreact)

- Glicerol-3-oxidasa (GPO) (Spinreact)

- Glucosa oxidasa (GOD) (Spinreact)

- Heparina (Analema)

- Hidrato decloral (Merck)

- Hidréxido sédico (Spinreact)

- Kit. Oxido Nitrico total. (Assay designs. Stress}
- Kit 8-Isoprostano. EIA (Cayman Biotechnology)
- Lipoprotein lipasa (LPL) (Spinreact)

- L-alanil-3-naftilamida (Sigma)

- L-aspartil-B-naftilamida (Bachem)

- L-cystinil- B-naftilamida (Sigma)

- L-glutamil- B-naftilamida (Bachem)

- Nembutal(Sigma)

- N-nitro-L-arginina metil éster clorhidrato (L-NAK) (Fluka)
- Peroxidasa (POD) (Spinreact)

- Propranolol (Laboratorio Fragon)

- Propilenglicol(Merck)

- Solucién Bradford (Sigma)

- Sulfatode magnesiaMerck)

- Tritdn - X- 100 (Sigma)

- Trizma base minimum 99,9% titration (Sigma)
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3.1.4. DISOLUCIONES

 Tampones:

a) Tampén TRIS-HCI: 50mM  pH 7,4

Para la preparacion de 1000 ml: se toman 6,054gMridana base (Tris
(hidroximetil) amino metano) se disuelven en urovas precipitado con agua destilada
(aproximadamente 700 ml). Una vez disuelto, setajes pH con acido clorhidrico
(HCI), hasta conseguir un pH 7,4. Se vierte en aitram y se completa hasta 1000 ml
con agua destiladalmacenar a4 ° C.

b) Tampén TRIS-HCI: 50mM  pH 6

Para obtener la solucion de trabajo: se toman G084 Trizma base (Tris
(hidroximetil) amino metano) se disuelven en urovas precipitado con agua destilada
(aproximadamente 700 ml). Una vez disuelto, setajes pH con acido clorhidrico
(HCI), hasta conseguir un pH 6. Se vierte en urramat se completa hasta 1000 ml con

agua destiladalImacenar a4 ° C.

c) Tampon TRIS-TRITON

Para obtener la solucién de trabajo: se toman 49¢ahtampon Tris-HCI
50mM con pH 6 y se le afiade 0,5 ml de Tritén-X-JMacenar a4 ° C.

d) Tampén FOSFATO: 50 mM pH 7,4

Para la preparacion de 1000 ml: se toman 13,4 ghidegeno fosfato
monosaddico y se le aflade 7,8 gr de dihidrogenatosfodico. Se mezclan en un vaso
de precipitado con agua destilada (aproximadam&@eml). Una vez que disuelto, se
ajusta el pH hasta conseguir un pH 7,4. Se viertenematraz y se completa hasta 1000

ml con agua destiladalmacenar a° C.
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e) Tampén ACETATO: 0,1 M pH 4,2

Para obtener la solucién de trabajo: se toman 82@® acetato sodico y se le
afladen 5,9 ml de &cido acético. Se mezclan en sm p@cipitado con agua destilada
(aproximadamente 700 ml). Una vez disuelto, setajespH, hasta conseguir un pH
4,2. Se vierte en un matraz y se afora hasta 10@@magua destilad@lmacenar a4°
C.

+ Reactivo de Bradford

Concentrado desolucién Azul brillante de Coomassi&s-250 (100 mg), etanol (50
ml), Acido fosférico(100ml) y Agua destilad€50 ml).

Solucién stockFiltrar la solucion concentrad@araprepararl00 ml: Tomar20 ml de
la solucion concentradallevar a 100ml (diluido 5 vece$ conaguadestilada Almacenar a°
C.

* Solucion Patron de Albumina Sérica Bovina (1mg/ml)

Para la preparacion de la curva patron de albutmvina (BSA), se pesan 10

mg de BSA y se disuelven en 10 ml de agua destilada

« Solucion Salina @y

Se toman 9 gr de cloruro sdédico (NaCl) y se dilugen1000 ml de agua
destiladaAlmacenar a4 ° C.

e Equithensin

Para prepara 100 ml se pesa ¢r,ale Hidrato decloral. Disolver en etanol(9,88
ml). Agitar suavementgaradisolvery afiadit Nembutal(0,972gr) y aguadestilada(16,2
ml). Agitar paradisolvery afiadit Propilenglicol(39,6 ml) y sulfatode magnesi¢2,1264gr).
Agitar en elagitadormagnéticocalientepara disolvely una vez frig completar hastd00 ml

conaguadestiladaAlmacenar a° C.
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3.2. METODOS

3.2.1. GRUPOS EXPERIMENTALES.

Se utilizaron un total de 48 ratas madibinas procedentes de una colonia
obtenida del NIH, Bethesda, EE.Ulgenéticamente hipertensas (Spontaneously
Hypertensive Rats: SHR), con pesos comprendidas 400 -150 gramos y con entre

4-5 semanas de edad.

A los animales se les proporciono unas condici@iesuadas de alojamiento,
medio ambiente, cierto grado de libertad de movibog alimentacion, bebida y
cuidados que aseguraron su salud y bienestar. f2utado el periodo experimental
fueron mantenidas bajo condiciones estandar dehlwmedad y temperatura, segun el
Real Decreto 1201/2005 sobre la proteccion de losnaes utilizados para
experimentacion y otros fines cientificos y el adodlevado a cabo con las directivas
europeas 86/609/CEE. Ademas, el proyecto fue r@wigaaprobado por el comité de
bioética de la Universidad de Jaén.

Se establecieron los siguientes grupos de trabajo:

» Grupos con tratamiento farmacolégico.

- 1°grupo: Ratas genéticamente hipertensas sim (atrol) (n=8).

- 2° grupo: Ratas genéticamente hipertensas trataolas/ia oral con un
inhibidor del ECA: Captopril 100 mg/Kg PV/dia (n=8Yillarejo et al.,
2012).

- 3° grupo: Ratas genéticamente hipertensas trapamtada oral con un beta-
bloqueante: Propranolol 100 mg/Kg PV/dia (n=8) @isket al., 2010; Sato
et al., 2010).

- 4° grupo: Ratas genéticamente hipertensas trataoias/ia oral con un
inhibidor de la formacion de oOxido nitrico: L-NAMRB,5 mg/Kg PV/dia
(n=8) (Segarra et al., 2010).

112



« Grupos con diferentes tipos de dietas.

- 1° grupo: Ratas genéticamente hipertensas alimentadn una dieta

estandar (n=8).

- 2° grupo: Ratas genéticamente hipertensas alimentadn una dieta

enriquecida en aceite de oliva virgen extra (n=8).

Grupos con tratamiento farmacolégico.

Se establecieron 4 grupos, constituidos con 8 desgnaada uno de los cuales
recibié un determinado tratamiento farmacolégi@m el objeto de analizar los posibles

efectos de farmacos antihipertensores e inhibidibeda formacion de oxido nitrico.

- 1° grupo: Ratas genéticamente hipertensas sir.tEgte grupo estuvo
expuesto durante todo el proceso de experimentacian tratamiento

placebo.

- 2° grupo: Ratas genéticamente hipertensas trataolasun farmaco
inhibidor del ECA (Captopril).

- 3° grupo: Ratas genéticamente hipertensas trataalasin antagonista
competitivo de los receptores, ¥ (% -adrenérgicos, sin actividad

simpaticomimética intrinseca (Propranolol).

- 4° grupo: Ratas genéticamente hipertensas tratmad -NAME, un

inhibidor no selectivo de la 6xido nitrico sintasa.

Previamente a la aplicacion de estos tratamienses,dejé transcurrir
aproximadamente un mes (hasta las 7-8 semanasla)epara permitir el desarrollo de

la hipertensién en todos los grupos de animaleai(®aal., 2001).

Los distintos farmacos se administraron durantenas (30 dias), periodo
durante el cual se llevé a cabo el control dertissi parametros fisiolégicos, tales como
los valores de presion arterial sistolica (PABJesta de agua, alimento y diuresis, asi
como el incremento en el peso corporal (Segarral.e2010; Segarra et al., 2012;
Villarejo et al., 2012). El registro de dichos pagiro se realizé al inicio del periodo
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experimental (previo a la administracion de losmi@ros), pasados 15 dias de

tratamiento y al final el proceso experimental el sacrificio de los animales).

Concluido el periodo experimental se procedio atieio de los animales bajo

anestesia, con el fin de obtener las corresporefientiestras de sangre y tejidos.

Grupos con tratamiento dietético.

Se establecieron 2 grupos, constituidos con 8 degna cada uno de los cuales
se le administré un determinado tipo de dieta. @e48 animales, 16 de ellos fueron

distribuidos en los siguientes grupos:

- 1° grupo: se les administrd6 una dieta estdndea paedores de laboratorio cuya
composicién aparece descrita en la tabla 8.

COMPOSICION DE LA DIETA PORCENTAJE
Proteina 16,1%
Grasas 3,1%
Hidratos de Carbono 80,8%
Minerales 51%
Fibra 3,9%

Tabla 8. Composicién de la dieta estandar.

Los ingredientes del pienso fueron: cebada, tmgaiz, torta de soja, salvado de trigo,
soluble de pescado concentrado, fosfato bicaldadyonato de calcio, premezclas de

vitaminas (Vitamina A, By E) y de oligoelementos.

- 2° grupo: Ratas genéticamente hipertensas aladast durante todo el proceso
experimental con una dieta enriquecida en aceiteoliea virgen extra, cuya
composicion se encuentra descrita en la tabla 8.dietas se preparaban cada dos

semanas y se mantenian en camara fria y en osturida

COMPOSICION DE LA DIETA PORCENTAJE
Proteina 12,9%
Grasas 23,1%
Hidratos de Carbono 64,6%
Minerales 4,1%
Fibra 3,1%

Tabla 9. Composicion de la dieta experimental.
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En la composicion del aceite de oliva podemos dastaina fraccion
saponificable, la cual comprende el 98-99% en tal e su peso, constituida por los
triglicéridos, acidos grasos libres y fosfolipidogyo contenido en los principales tipos

de acidos se muestran en la tabla 10.

ACIDO GRASO PORCENTAJE
Acido oleico Cc18:1 75,5 %
Acido palmitico C16:0 11,5 %
Acido linoléico C18:2 7.5 %

Tabla 10. Composicién de la fraccion saponificable

Y una fraccion insaponificable, la cual constit@yd.,5 % en el total de su peso.
Comprendiendo hidrocarburos, alcoholes, esteroléscgferoles. Podemos destacar
otros componentes menores, como son los polifer{oddscionados con el sabor del
aceite), los pigmentos clorofilicos y carotenoidesacionados con el color) y los

compuestos volatiles (responsables del aroma).

La administracion de las dietas se inici0 previameal desarrollo de la
hipertension, aproximadamente a las 4-5 semanegldele los animales (Engler et al.,
1998). El periodo experimental se prolongd durdifesemanas, durante las cuales se
controlaron diariamente los niveles de ingestagieaa alimento. Durante el primer
mes, se llevo a cabo el control semanal de distiptmametros fisioldgicos, tales como
los valores de PAS, la ingesta de agua y alimeagdb,como el incremento de peso
corporal, al igual que la diuresis. Posteriormedigante los dos meses restantes, se

llevo a cabo un control quincenal.

3.2.2. MEDIDA DE LA PRESION ARTERIAL.

La PA se midi6 mediante el método de pletismograéig-cuff” (manguito de
cola). Se introduce a los animales en una jaulanatdda a 37°C durante 15-20
minutos, para que la arteria caudal de la colalaeedPosteriormente, el manguito de
presién se coloca en la cola y, junto a éste,redaede las pulsaciones. EI manguito se
infla hasta alcanzar los 250 mmHg, para que deféstaa se colapse la arteria caudal.

A continuaciéon, se comienza a aflojar el manguiasta que se encienda un testigo
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luminoso, indicativo de la apariciéon de turbulescen el flujo sanguineo. En este
momento, la medida que marcaba el aparato se porrés con el valor la presion
arterial sistolica. En cada sesion se llevaronk® ad menos siete determinaciones de
PA. Se consider6 como valor de PA sistodlica la meath los tres valores menores
dentro de un rango de 5 mmHg (Prieto et al., 2001).

A los animales con tratamiento farmacologico sadadizo la medida de la PA
antes de comenzar el tratamiento, a mitad del gerexperimental y al finalizar el
mismo, utilizando el procedimiento descrito anteniente. A los dos grupos de
animales con tratamiento dietético se les midid®fe de forma semanal durante el
primer mes de experimento y durante los dos messtantes se les midio cada
quincena.

Imagen 1.Método de Pletismografia. Imagen 2.Medida de la PA.

3.2.3. ENSAYOS DE BALANCE METABOLICO.

Se utilizaron jaulas metabdlicas para el registdividual de la ingesta de
alimento y agua asi como para la recogida de orldada animal se ubico
individualmente en una jaula metabdlica, en coondies de temperatura y humedad
constantes (21 1°C y 55%t 10%, respectivamente) y un ciclo diario de doaafde
luz y doce de oscuridad, con accesb libitum al agua y al alimento. Los animales
permanecieron en estas jaulas metabdlicas duradias4 dos dias para aclimatarse al
nuevo entorno y otros dos dias para la recogidawestras. Las muestras de orina se
recogian el dltimo dia de estancia en las jaulasdécas, en probetas graduadas con
1 ml de antibidtico (Gentamicina) para evitar deaeranera la contaminacion de la
muestra e inhibir el crecimiento de bacterias.
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Con los grupos que siguieron tratamiento farmadotdge realizé un Unico
periodo de balance, justo antes de la finalizad&lrexperimento, para tomar el registro

individual de la ingesta de alimento y agua, asi@ta recogida de orina.

Durante todo el periodo experimental, los bebed@iterones) eran rellenados
con agua a la que se afiadia el farmaco correspwadaustando la dosis diariamente
segun el peso del animal. Los comederos y bebedesaogpesados antes de situarlos en
las jaulas metabdlicas, y pasadas 24 h eran resinadueltos a pesar para controlar la

ingesta de alimento y bebida.

Imagen 3 y 4.Jaulas metabdlicas donde se llevaron a cabo &@/es de balance metabdlico.

Los grupos que siguieron el tratamiento dietétimvaron un control mas
riguroso, realizandose un periodo de balance caiarsa durante el primer mes, y cada
qguincena durante los dos meses restantes. Durashbeel experimento los animales

fueron alimentados ad libitum, cada grupo con stadiespectiva.

3.2.4. CURVA DE TOLERANCIA A LA GLUCOSA.

Para verificar la forma en la que el organismoizatila glucosa se utilizé la
prueba de tolerancia a la glucosa via intrapergbnara la determinacion de los
valores de glucosa en sangre se empleo un glucnmedrca Glucocard Memory 2. La
glucosa de la muestra reacciona con la glucosasxifGOD) y el ferricianuro potasico
de la tira, dando lugar a ferrocianuro potasicofeilocianuro potasico producido es
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proporcional a la concentracién de glucosa de l&stna. Mediante oxidacion, el
ferrocianuro potésico produce una corriente elégtrque el medidor convierte en la

concentracion glucosa.

B-D-glucosa + ferricianuro potasice—> &cglucdnico + ferrocianuro potésico

ferrocianuro potasico—> ferricianuro patéas+ é

En los dos grupos correspondientes a los tratacseathietéticos (estandar y dieta
enriquecida con aceite de oliva virgen extra),leedl a cabo la determinacion de las
curvas de tolerancia a la glucosa al final delqukriexperimental. Previamente, se peso
a cada uno de los animales, para poder ajustaodes dle glucosa que se le iba a
inyectar.

Los animales se introducian en una jaula aclimatadv°C durante 15-20
minutos, para que la arteria caudal de la colailaéadh y asi facilitar la visién de la
arteria para el momento de la puncién. Los animsgesiantuvieron en ayunas durante
las 24horas previas.

Se prepar6 una solucién con 13,3 gr de glucosaDeml2le agua destilada. A
cada animal se le inyecto la dosis correspondignie via intraperitoneal. Se

determinaron los niveles de glucosa en sangregsevia sobrecarga y a los 15, 30, 45,

60, 90 y 120 min. posteriores.

Imagen 5.Inyeccion de la solucién de glucosa Imagen 6. Medida de los niveles de glucosa

por via intraperitoneal. en sangre.
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3.2.5. OBTENCION DE LAS MUESTRAS DE PLASMA SANGUINE

Transcurridas cuatro semanas de administracionodedistintos farmacos
(Captopril, Propranolol y L-NAME), los animales apestesiaron intraperitonealmente
con equitensin (2ml/kg de peso corporal). Se piocadla apertura de la cavidad
toracica y a la extraccion de muestras de sangrpyion del ventriculo izquierdo. A
cada una de las muestras se le afiadi6 heparinaepde su coagulaciéon y se
centrifugaron a 5000 x g durante 10 min para obtehelasma (Segarra et al., 2010;
Segarra et al., 2012; Villarejo et al., 2012).

Imagen 7. Apertura de la cavidad toracica y extraccion demisestra de sangre por puncién en el

ventriculo izquierdo.

En el caso de los grupos con tratamiento dietépasadas las 12 semanas de
periodo experimental, y tras mantener a los ansnateayuno 12 horas, se procedio a
su sacrificio. Se anestesiaron intraperitonealmerda equitensin (2ml/kg peso
corporal) y se extrajeron las muestras de sangrpwpwion del ventriculo izquierdo. Se
afadié heparina a cada una de las muestras ptaagycoagulacion y se centrifugaron
a 5000 x g durante 10 min para obtener el plasmat¢Pet al., 2003; Segarra et al.,
2010; Ramirez et al., 2011; Villarejo et al., 2012)

Las muestras de plasma se utilizaron para la detecmn enzimatica de las
actividades aminopeptidasas (APs), para deternisaniveles de NO, determinacion

cuantitativa de TG y glucosa, asi como de colektetal y HDL-colesterol.
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3.2.6. OBTENCION Y PREPARACION DE LAS MUESTRAS DEEJIDO

Posteriormente a la obtencion de las muestras ogresalas ratas se
prefundieron con una solucién salina dlp@a través del ventriculo izquierdo,
seccionando la auricula derecha como via de s@tideto et al., 2003; Segarra et al.,
2010; Ramirez et al., 2011; Villarejo et al., 2012)

Una vez prefundido el animal, se procedi6 a latapede la cavidad abdominal
para la extraccion de los 6rganos por disecci@ridza y médula renal). Las muestras
se introdujeron inmediatamente en nitrégeno liqyidoeron congeladas a -80° C hasta

su utilizacion.

Posteriormente, se procedié a la apertura de latacal a la extraccion del
cerebro que se congelé para que alcanzase la tmtsés necesaria para realizar los
cortes limpiamente, sin que se alterara la estraicerebral. Por diseccion se tomaron
muestras de hipotalamo. Las muestras de tejidi@ieieron congeladas rapidamente

y mantenidas a -80° C hasta la realizacion deXpsrenentos (Ramirez et al., 2011).

Para obtener la fraccién soluble, las muestrasejildotfueron homogenizadas
con 500 pl de tampdn Tris-HCI 50mM con pH 7,4 yikeacentrifugaron a 100.000 x g
durante 30 min a 4° C. Los sobrenadantes resudtaet@saron para medir la actividad
enzimatica soluble de AlaAP, CysAP, AspAP y GIluAP.el contenido total de
proteinas solubles.

Para solubilizar las proteinas de membrana, losneetios se rehomogenizaron
en tampon Tris-HCI 50mM con pH 7,4 al que se afabiitdon-X-100 al 1%.
Posteriormente se ultracentrifugaron de nuevo a0D00x g durante 30 minutos a 4° C.
Con el fin de retirar el detergente, a los sobrantas obtenidos se le afadiéo un
adsorbente polimérico, Bio-Beads SM-2 (100mg/minteaiéndose en agitacion por
inversion en un rotor orbital como minimo 2 horastdo de una camara frigorifica a 4°
C. La funcion de este absorbente polimérico coms&ntretirar el detergente y evitar la
inhibicidbn que éste provoca sobre las actividadesingticas (Alba et al., 1995;
Ramirez et al., 2011).

Finalmente, en cada muestra se determind la aatlviehzimatica unida a
membrana de AlaAP, CysAP, AspAP y GIUAP y el coterde proteinas unidas a

membrana.
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Procesamiento de las muestras

TEJIDO

Homogenizacion

Centrifugacién

<& |
<

SEDIMENTO

> SOBRENADANTE

Homogenizacion + Triton-X-100
Centrifugacion
/\
SEDIMENTC SOBRENADANTE
+
Bio-Beeds
FRACCION UNIDA A MENBRANA FRACCION SOLUBLE
Incubacion
DETERMINACION DETERMINACION
FLUORIMETRICA DE LA ESPECTROFOTOMETRICA
ACTIVIDAD ENZIMATICA DE PROTEINAS

Esquema 2.Esquema demostrativo del procedimiento seguida lpanbtencién de las fracciones soluble
y unida a membrana, donde se determinara, mediatémetria, las actividades enzimaticas Ala-AP,

Cys-AP, Asp-AP y Glu-AP y, mediante espectrofotaiaetel contenido de proteinas.

121



3.2.7. METODO DE DETERMINACION ENZIMATICA.

El método se basa en la capacidad hidrolitica deARs sobre los sustratos
artificiales del tipo L-aminoacit-naftilamidas (arilamidas). De esta manera, elraazi
reconoce el terminal amino libre de la arilamidagpara, mediante hidrolisis, [l

naftilamina del aminoacido adyacente (ver figura(Eamirez et al., 2011).

L-aminoacil-B-Naftilamida

Aminopeptidasa

,,;"' 0/ o ’ e
N
Hy - L
H H HN COOH
HO
H
+
H.C
A3
oHN L-aminoacido

B-Naftilamina

Figura 13. Reaccion entre la AP y el sustrato artificialiméitlo. El enzima reconoce el terminal amino
libre de la aminoacip-naftilamida y separa, mediante hidrélisis, el avatido de Ig-naftilamina, cuya
concentracion se puede medir fluorimétricamentena determinada longitud de onda (ver texto)
(Ramirez et al., 2011).

Las actividades enziméticas solubles y unidas abrema de AlaAP, CysAP,
AspAP y GIUAP, se midieron fluorimétricamente atiihdo como sustratos L-Afa-
naftilamida (L-Alap-Na), L-Cys$-naftiiamida (L-CysB-Na), L-Asp$-naftilamida (L-
Asp{3-Na) y L-Gluf-naftilamida (L-Glup-Na), respectivamente, de acuerdo con el
método de Greenberg (1962) para la Ala-AP, y lotodas modificados de Tobe et al.
(1980) para Glu-AP y de Cheung y Cushman (1971p pasp-AP, todos ellos

modificados por Ramirez et al., en el 2011.

La sensibilidad del método permite determinaciondse actividad

aminopeptidasica en el orden picomolar.
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Se utilizaron placas negras de 96 pocillos en cabade los cuales se pipeted
20ul de muestra y 90 ul de solucién sustrato (Tat)a Se incubaron durante 30 min
las actividades enziméticas solubles y unidas abrema de AlaAP, CysAP, AspAP y
GIuAP a 37°C. A los 30 min de incubacion, la reqe@e detuvo mediante la adiccion
de 90 pl de tampon acetato 0,1M (pH 4,2) BLaftilamina liberada como resultado de
la actividad enzimatica se cuantificd fluorimétrieente con una longitud de onda de
412 nm de emision y 345 nm de excitacion (Ramites. £2011).

Los valores de fluorescencia obtenidos fueron feamados en pmoles d&
naftilamina liberada mediante la extrapolacion a tetta previamente obtenida tras la
determinacion de concentraciones decrecient@srddtiiamina en un medio igual al de

la solucién sustrato mas 90 ul de tampdn acetatd (oH 4,2) (Ramirez et al., 2011).
La actividad soluble y unida a membrana de AlaAYBAP, AspAP y GIUAP se
L-Cys-B-Na, L-Asp-p-Na 60 L-Glu- B-Na

respectivamente, hidrolizados por min de incubagi@or mg de proteina contenida en

expres6 como pmoles de L-Al§-Na,

la muestra.
COMPONENTES TAMPON
L-Ala-B-Nap 2,14 mg/100m 50 mM
AlaAP | BSA 10 mg/100ml|{  Tampén Fosfato
DTT 10 mg/100m| (pH 7,4)
L-Cys8-Nap 5,63 mg/100m 50 mM
CysAP | BSA 10 mg/100ml{ Tampén Tris - HCI
DTT 10 mg/100ml (pH 6)
L-Asp-B-Nap 2,58 mg/100m 50 mM
AspAP | BSA 10 mg/100ml{ Tampon Tris - HCI
MnCl, 39,4 fgoml (pH 7,4)
GIuAP g Tampédn Tris - HCI
DTT 10 mg/100ml (PH 7.4)
CaCh 56565)/100m| pr A

Tabla 11. Composicion de la soluciones sustrato utilizadasaplas determinaciones enzimaticas

(Ramirez et al., 2011).
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3.2.8. DETERMINACION DE LA CONCENTRACION DE PROTES.

Para la determinacion de proteinas en las fracgieakibles o de membrana se
utilizé el método de Bradford (1976), basado eafiaidad de un colorante (Coomasie
azul brillante G) por las proteinas. La union dalbrante a las proteinas produce un
cambio en la longitud de onda de absorcion de aqget se puede medir

espectrofotométricamente a 595nm.

Se utilizaron placas transparentes de 96 pocilles, cada pocillo se pipete6 5ul
de muestra y se le adicioné 150ul de reactivo BradfLos valores de absorbancia
obtenidos fueron transformados en mg de proteirgiante la extrapolacion a una
curva estandar de albumina sérica bovina (BSA) @amcentraciones crecientes de
proteina desde 5 a 100 microgramos en 200ul déiveate Bradford. Se considerd

como blanco 20Ql de reactivo sin muestra (Ramirez et al., 2011).

Los procedimientos seguidos para el procesamientasdmuestras y las posteriores

determinaciones de contenido en proteinas se ranexstrel esquema 2.

3.2.9. DETERMINACION DE LA CREATININA.

La creatinina es el resultado de la degradacida desatina, componente de los
musculos, y puede ser transformada en ATP, fueatengrgia para las células. La
produccion de creatinina depende de la modificad&ta masa muscular. Varia poco y
los niveles suelen ser muy estables. Se elimineegrdel rindn. En una insuficiencia
renal progresiva hay una retencién en sangre de areatinina y acido urico. Niveles

altos de creatinina son indicativos de una pataloghal.

El ensayo de la creatinina es un método coloric@tdinético basado en la
reaccion de la creatinina con el picrato alcaliesatito por Jaffé en el afio 1886. Este
método se aplico en muestras de orina de aqueliobeakes que estuvieron bajo
tratamiento farmacolégico (Captopril, PropranoloiName), asi como en los grupos
sometidos a tratamiento dietético. Para la detexomm, las muestras de orina se

diluyeron previamente al 1/50 con agua destilada.

La creatinina reacciona con el picrato alcalinerfando un complejo rojizo que
se absorbe fuertemente a 492nm. El intervalo daptieescogido para las lecturas

permite eliminar gran parte de las interferenc@socidas del método.
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La intensidad del color formado es proporciona adncentracion de creatinina en

la orina. Los valores obtenidos fueron expresadas@/dl de Creatinina en la muestra.

3.2.10. DETERMINACION DEL OXIDO NITRICO.

El 6xido nitrico (NO) es una molécula clave que,sga directamente o por
medio de sefalizacion intracelular, estimula etegsi® inmunoldgico, mantiene la
presién sanguinea en el sistema cardiovasculardulada transmision neuronal en el
cerebro (Moncada et al., 1991). El NO es un activak® la guanilato ciclasa soluble,
enzima que convierte guanosina trifosfato (GTP)uangsina monofosfato ciclico
(GMPc), lo que produce la vasodilatacion, la intidm de los leucocitos y la activacion

de las plaquetas (Arnold et al., 1977).

Como componente biologicamente activo del factoredgacion derivado del
endotelio, el NO tiene un papel critico en el mambgento de homeostasis vascular. El
NO actda como un neurotransmisor en el sistemaasencentral y periférico y, por
tanto, es fundamental en la patogénesis de lo®tnas neurodegenerativos (Lloyd-

Jones y Bloch., 1996), los accidentes cerebrovaseslly otras patologias.

La oxido nitrico sintasa (NOS) cataliza la oxidacidel nitrogeno guanidina
terminal del aminoacido L-arginina para producir NOL-citrulina (Palmer et al.,
1988).

Nitric Oxide N0
Synthase NH
—_— ~ + NoO
(Heme, O, NADPH, 1
Hs N+ 0O0- Fﬁe[t)FthTrglr’cgo?nge?:ﬂ')n H:N+ ~ COO-
L-Arginine L-Citrulline

Figura 14. Sintesis del 6xido nitrico generado por la éxiftdao sintetasa, la cual cataliza la conversion

de L-arginina en L-citrulina y NO (Palmer et al98B).
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Existen tres formas distintas de la NOS: NOS neuronal NOS endotelialy NOS
inducible NOS neuronal NOS endotelialestanreguladagpor los cambiodisioldgicosen la
concentracionntracelular de calciomientras quNOS inducible pareceserreguladade forma

especifica en cada tipo de célula

La naturaleza efimera y volatil del NO lo hace sadhdo para la mayoria de los
métodos de deteccion, sin embargo, dos productategeadacion estables, el nitrato

(NOs) vy los nitritos (NQ) puede ser facilmente detectados.

H+

NO + Q@ ONO NG H
H.O .
2NO + Q o8y NO+ NO;
H,O
NO + NQ 9; 2 2NO

Para la determinacién cuantitativa del total de N@pleamos un kit
proporcionado por assay designs Stressgen. Pdra déterminacion empleamos como
fluido bioldgico el plasma utilizando la técnica @giess. El método se basa en la
conversidn enzimatica de nitrato a nitrito por taima nitrato reductasa, y la posterior

determinacion de las concentraciones de nitrit@Bamdo la absorbancia a 540 nm.

;» Nitrate

Nitrate reductase

Nitric oxide NN

» Nitrite
| ' Assay using
Griess Reagent
Figura 15. EI NO se convierte en nitrato y nitrito en la ¢&ILEl nitrato en la muestra se convierte en

nitrito en presencia de nitrato reductasa y cofastoLas concentraciones de nitritos se determinan

utilizando el reactivo de Griess.
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Finalmente, la presencia de NO en el sistema senagesh partir de las
concentraciones de nitritos en las muestras denplalsos valores de nitritos totales asi
obtenidos se expresan como pmoles de NO por Enakma.

3.2.11. DETERMINACION DE LA CONCENTRACION DE 8-ISG¥OSTANOS.

Los isoprostanos son una familia de eicosanoidesigen no enzimatico que se
originan por la oxidacién de los fosfolipidos tem@s ocasionada por la presencia de
radicales libres de oxigeno.

Los isoprostanos aparecen en las muestras de wjiplasma que han sido
almacenadas durante periodos muy prolongados m@di® de forma inadecuada, las
cuales han sido sometidas a un proceso de degbadd@mbién aparecen en el plasma
y la orina en condiciones normales, y sus nivedescensiderados indicativos de estrés

oxidativo.

Al menos una de estas moléculas, el 8-isoprostanasp prostaglandinasf; ha
demostrado tener actividad biologica, siendo unemet vasoconstrictor renal y
pulmonar (Banerjee et al., 1992) que se ha reladorcomo posible efector de la

aparicion del llamado sindrome téxico hepatorevilat€¢hiano et al., 1994).

El 8-isoprostano se ha propuesto como marcador adeddficiencia en
antioxidates o de la existencia de altos nivelesstieés oxidativo (Morrow et al., 1995).
Los niveles de 8-isoprostano son también considsrad indicador de la integridad de

los lipidos contenidos en muestras de suero plasme preparados celulares.

Para la cuantificacion de los 8-isoprostanos skizditun ensayo competitivo

mediante un Kit de EIA proporcionado por Caymant&tnology.

Este ensayo se basa en la competencia entre issp@stanos y la 8-
isoprostano acetilcolintransferasa conjugada (AQbdt)un namero limitado de sitios
de union a anticuerpos especificos de conejo. aagoncentracion de 8-isoprostano
es variable mientras que la de AChE se mantiergigaénente estable, la cantidad de
esta Ultima que es capaz de unirse a los anticsisgrd inversamente proporcional a la

concentracion de 8-isoprostanos en cada una aeuestras.

Una vez ha tenido lugar la union a los anticuerpeogplaca fue lavada para

eliminar los restos de reactivos que no se hubieséto al pocillo, y se afiadio el
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reactivo de Ellman, que contiene el sustrato parAChE. El producto de la reaccion
enzimatica consecuente tiene un marcado color longtie puede cuantificarse a una
longitud de onda de 412 nm. La intensidad de egi®r,c determinado por
espectrofotometria, es proporcional a la canticad@hE unido al anticuerpo, la cual
es a su vez inversamente proporcional a la cantld&®}isoprostano libre presente en el

pocillo durante la incubacion.

Los resultados obtenidos durante la determinad@énlos niveles de estrés

oxidativo fueron expresados en ng de isoprostargdatreatinina.

3.2.12. DETERMINACION DE METABOLITOS EN PLASMA SANGINEO

a) Determinacién de Glucosa en plasma.

Se determiné de forma cuantitativa la concentraadénglucosa en plasma
mediante el método GOD-POD, con un kit procedeat8minreact. La glucosa oxidasa
(GOD) cataliza la oxidacion de glucosa a acido @hiro. El perdxido de hidrégeno
(H,0,) producido se detecta mediante un aceptor cromomese oxigeno, fenol-

ampirona, en presencia de peroxidasa (POD). Leese@ide reacciones se muestra en

el siguiente esquema:
B-D-Glucosa + Q@+ H,O & Acido glucénico +®

H,O, + Fenol + Ampirona_PODy  Quinona sCH

La intensidad del color formado es proporcionah &dncentracion de glucosa
presente en el plasma, y puede ser determinadaantb un espectrofotometro con una

longitud de onda de 505 nm.

b) Determinacion del Colesterol Total en plasma.

El colesterol es una sustancia lipidica presentetaglas las células del
organismo. El higado produce gran parte del caldstrie necesita el organismo para
formar las membranas celulares y producir ciertaignbnas. La determinacion del
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colesterol es una de las herramientas mas impestaiaira el diagndéstico y clasificacion
de las lipemias. El aumento del nivel de colestesolino de los principales factores de

riesgo cardiovascular.

El colesterol total (CT) se determiné de forma ¢isativa en plasma, mediante
el método GOD-POD, con un kit procedente de Spotréd colesterol presente en la

muestra origina un compuesto coloreado segun tzitgasiguiente:

. CHE ]
Esteres colesterol +,0 Colesterol + Acidgrasos

CHOD

Colesterol + @ 4-Colestenona 701

2H,0, + Fenol + 4-Aminofenazona% Quinonimina + 4 KO

La intensidad del color formado es proporciona adncentracion de colesterol

presente en la muestra ensayada.

Los valores obtenidos fueron expresados en mg/dtadesterol total en la

muestra.

c) Determinacion del Colesterol HDL en plasma.

El colesterol transportado por las lipoproteinas attea densidad (HDL) a
menudo se denomina “colesterol bueno”, ya que @svelevados estan relacionados
con un menor riesgo cardiovascular. Un nivel baocdlesterol HDL es considerado

uno de los principales factores de riesgo cardmyas.

Se determind el colesterol de las distintas frassolipoprotéicas en plasma,
HDL y LDL, por separado. Para ello, se procedibeant su separacion por
precipitacion con acido fosfotingstico en presedeidones magnesio. Con este método
precipitan las lipoproteinas que contienen apoBldaucrones, VLDL, LDL y Lpa)
guedando tras su centrifugacion, el sobrenadaate cbnteniendo las lipoproteinas de
alta densidad (HDL). Dicho sobrenadante se empea geterminar el colesterol HDL
utilizando el método enzimatico GOD-POD mediantekiirprocedente de Spinreact.

Por ultimo, se procedio a calcular el colesterokLiBediante la férmula de Friedewald:
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Triglicéridos
5

LDL colesterol = Colesterol total - HDL colesterol

Los valores obtenidos fueron expresados en mg/HiRlec en la muestra.

d) Determinacién de los triglicéridos en plasma.

Los triglicéridos son grasas que suministran eneaga célula o son utilizados
como forma quimica de almacenamiento energéticoigél que el colesterol, son

transportados a las células del organismo pordaprioteinas en la sangre.

Los triglicéridos incubados con el enzima lipopimdipasa (LPL) liberan
glicerol y &cidos grasos libres. El glicerol es féodado por glicerolfosfato
deshidrogenasa (GPO) y ATP en presencia de GK marducir glicerol-3-fosfato
(GsP) y adenosina-5-difosfato (ADP). EkRses entonces convertido a dihidroxiacetona
fosfato (DAP) y perdxido de hidrogeno fB,) por GPO.

Al final, el H,O, reacciona con 4-aminofenazona (4-AF) y p-clorofeno

reaccion catalizada por la peroxidasa (POD) dam@ocoloracion roja:

LPL
Triglicéridos + HO —  Glicerol + Acidos grasdsréis

. Glicerol quinasa
Glicerol + ATP G3P + ADP

G3p+qg_ CPO DAP +,8,

POD

H.O, + 4-AF + p-Clorofenol Quinona + KO

Los triglicéridos del plasma se determinaron denfbcuantitativa por el método
GPO-POD, mediante un kit procedenteSgenreact La intensidad del color formado es

proporcional a la concentracion de triglicéridosgantes en el plasma.

Los valores obtenidos fueron expresados en mg/tglieéridos en la muestra.
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3.3. ANALISIS ESTADISTICO

Para el analisis estadistico de los resultadosnmlmte se utilizaron varios
procedimientos. Por una parte, con los resultadmtenalos de los animales con
tratamiento farmacologico se realizé un estudicdgsvo donde se calculo la media y
el error tipico de la media para los niveles deegtg de alimento, agua y diuresis,
ademas de para las distintas actividades aminajasps evaluadas. También se llevo a
cabo el estudio descriptivo en los deméas paramatrakzados, como el NO en orina y
plasma, niveles de glucosa, CT, LDL, HDL y TG easpha.

Para comparaciones posteriores entre las medidssdeuatro grupos de los
animales con tratamiento farmacoldgico, se utigt@rocedimiento ANOVA de un
factor o de una via que genera un andlisis denzide un factor para una variable
dependiente cuantitativa respecto a una unica blaride factor, y se utiliza para
contrastar la hipétesis de que varias medias saidg (esta técnica es una extension de
la prueba t para dos muestras). Ademas de detarmpileaexisten diferencias entre las
medias, también podemos saber qué medias difigreara ello llevamos a cabo los
contrastes “post hoc”, los cuales se realizan desple haber llevado a cabo el
experimento. La prueba de la diferencia honestamgighificativa que empleamos es
HSD de Tukey. Este test se utiliza cuando se quenmgarar cada grupo con todos los
demas, este procedimiento fue empleado para comglagaupo control con el grupo
captopril y el grupo propranolol, mientras que s®lkeo la prueba de la t de Student
para la comparacion entre el grupo control y epgru-NAME. En ambos casos los
valores de p inferiores a 0.05 se considerarondissigamente significativos (* g
0.05; * p < 0.01; ** p < 0.001) y aquellos valores de p superiores a 05 s

consideraron estadisticamente no significativos.

Para los grupos de los animales que estuvieron tetmeea diferentes
tratamientos dietéticos se realizé un estudio desey donde se calcul6 la media vy el
error tipico de la media para los valores de irmydstalimento, agua y diuresis y para
las distintas actividades aminopeptidasas. Tand®dlevo a cabo el estudio descriptivo
para los valores de los demas parametros analizeslo® el NO en orina y plasma, los
niveles de glucosa, CT, LDL, HDL y TG en plasma.

Para comparaciones posteriores entre medias disogrupos de los animales

que estuvieron alimentados con diferentes die@sealizo un estudio de la varianza
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ANOVA de un factor o de una via y se utilizo el ggdimiento de la prueba de la t de
Student, para la determinacion de las diferencia® €los medias muestrales, muestras
independientes, empleando un intervalo de confiah2&%.

Los valores de p inferiores a 0,05 se considerapstadisticamente
significativos, (* p< 0,05; ** p < 0,01; ** p < 0,001) y aquellos valores de p

superiores a 0,05 se consideraron estadisticamersignificativos.

En ambos casos, se utilizé el paquete estadistatist®al Package for the
Social Sciences (SPSS 15.0).
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Resultados







4. RESULTADOS

4.1. ESTUDIO METABOLICO Y FISIOLOGICO

4.1.1. EFECTO DE FARMACOS ANTIHIPERTENSIVOS: CAPTRR Y
PROPRANOLOL

Evolucion de los valores de Presion Arterial Sistila

En la Tabla 13 se presentan las medias y el estandar (EE) de los valores de
presion arterial sistélica (PAS) expresados en mhadtenidos para los grupos Control
(n=8), Captopril (n=8) y Propranolol (n=8) al iro¢ia los 15 dias y al final del periodo
experimental; asi como los valores de P obtenidos® comparaciones entre los tres
grupos. Observamos que se obtuvo un valor medaxistitamente inferior para el
grupo Captopril en comparaciéon con los de los gsupontrol y Propranolol a los 15
dias del inicio del tratamiento farmacologico yfiahl del periodo experimental. No

encontramos diferencias entre los grupos ContRybpranolol.

PAS Inicial PAS 15 dias PAS Final
MEDIA + EE
Control 165,3+2,35 192,5 + 4,08 206,8 + 6,83
Captopril 151,6 £5,22 163,6 £4,72 159,4 £ 5,28
Propranolol 166,0 £ 4,70 200,3 £ 5,00 206,8 + 3,89
P-Valor

C-CA n.s. *x el

C-P n.s. n.s. n.s.

CA-P n.s. rkk kkk

Tabla 13. Media * el error estandar (EE) de los valoresm@sipn arterial sistélica (PAS) (expresados en
mmHg) de los grupos Control (C), Captopril (CA) opranolol (P) al inicio, a los 15 dias y al firel
periodo experimental. ** p< 0,01; ***p<0,001.

Evolucion del peso corporal e ingesta de alimento

En la Tabla 14 se presentan las medias y el estandar (EE) de los valores de
peso corporal total expresados en gramos, obtemdms los grupos Control (n=8),
Captopril (n=8) y Propranolol (n=8) al inicio, asld5 dias y al final del periodo
experimental; asi como los valores de P obtenidoss comparaciones entre los tres
grupos. Observamos que se obtuvo un valor medaxisstamente inferior para el
grupo Propranolol, en comparacion con los de lapag Control y Captopril, a los 15

dias del inicio del tratamiento farmacolégico Yiaal del periodo experimental.
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Peso Inicial Peso 15 dias Peso Final
MEDIA + EE
Control 265,9+4,13 299,9 + 5,30 316,8 + 4,23
Captopril 271,9 + 5,06 314,3 £ 6,27 327,1+5,29
Propranolol 268,8 + 4,87 239,3 + 6,22 264,1 + 5,67
P-Valor

C-CA n.s. n.s. n.s.

C-P n.s. *xx *xx

CA-P n.s. *kk *kk

Tabla 14. Media + el error estandar (EE) de los valoresetoorporal total (expresados en gramos) de
los grupos Control (C), Captopril (CA) y ProprarlglB) al inicio, a los 15 dias y al final del pet®
experimental. ***p<0,001.

En la Tabla 15 se presentan las medias y el estandar (EE) de los valores de
incremento de peso total, expresados en gramosnidbs para los grupos Control
(n=8), Captopril (n=8) y Propranolol (n=8) al find¢l periodo experimental; asi como
los valores de P obtenidos en las comparaciones lesttres grupos. Observamos que
se obtuvo un valor medio estadisticamente infepara el grupo Propranolol en

comparacion con los de los grupos Control y Cajitopr

Incremento de Peso Control Captopril Propranolol
MEDIA = EE 50,9+1,88 55,4+ 3,18 4,7 +7,17
C-CA CA-P C-P
P-Valor n.s. ko o

Tabla 15. Media * el error estandar (EE) del incrementol tdéapeso corporal (expresado en gramos) de
los grupos Control (C), Captopril (CA) y Proprarol®) durante todo el periodo experimental.
***n<0,001.

En la Tabla 16 se presentan las medias y el estandar (EE) de los valores de
ingesta de alimento, expresados en gr/100 g. P\obtanidos para los grupos Control
(n=8), Captopril (n=8) y Propranolol (n=8) al findé¢l periodo experimental; asi como
los valores de P obtenidos en las comparaciones lestires grupos. No se obtuvieron

diferencias estadisticamente significativas emiseres grupos.

Ingesta de Alimento Control Captopril Propranolol
MEDIA * EE 6+0,67 59+0,55 4,2+0,39
C-CA CA-P C-P
P-Valor n.s. n.s. n.s.

Tabla 16. Media *+ el error estandar (EE) de los valores wnigesta de alimento (expresado en
gramos/100g PV/dia) de los grupos Control (C), Qayit (CA) y Propranolol (P) al final del periodo

experimental.



En la Tabla 17 se presentan las medias y el estandar (EE) de los valores de
peso del corazon, ventriculo izquierdo y rifién,rezpdos en g./100g. de PV, obtenidos
para los grupos Control (n=8), Captopril (n=8) wpiptanolol (n=8) al final del periodo
experimental; asi como los valores de P obtenidos® comparaciones entre los tres
grupos. Para el peso del corazén completo, se ohtowalor medio estadisticamente
inferior para el grupo Propranolol en comparacién tos de los grupos Control y
Captopril. Para el ventriculo izquierdo, se obtuwo valor medio estadisticamente
inferior para el grupo Captopril en comparacion dos de los grupos Control y
Propranolol, y estadisticamente superior parawgaPropranolol en comparacion con
el del grupo Control. El peso medio del rindn figadisticamente superior para el

grupo Propranolol en comparacion con el de losaguontrol y Captopril.

Peso corazén | Peso ventriculo | Peso rifion
MEDIA £ EE
Control 0,38 + 0,009 0,29 + 0,006 0,32 + 0,006
Captopril 0,34 +0,013 0,26 + 0,007 0,32 £ 0,007
Propranolol 0,40 + 0,006 0,33 £ 0,007 0,37 £ 0,007
P-Valor

C-CA * *x n.s.

C_P n.s. *% *kk

CA_P *% *kk *kk

Tabla 17. Media * el error estandar (EE) de los valores de gexpresado en gramos/100gr PV/) de
corazon, ventriculo izquierdo y rifion, de los gmi@ontrol (C), Captopril (CA) y Propranolol (P)faal
del periodo experimental. *p<0,05; **p<0,01; ***ps@1.

Ingesta de bebida, diuresis y balance hidrico

En la Tabla 18 se presentan las medias y el estandar (EE) de los valores de
ingesta de bebida, expresados en ml/100 g. P\Wbitanidos para los grupos Control
(n=8), Captopril (n=8) y Propranolol (n=8) al find¢l periodo experimental; asi como
los valores de P obtenidos en las comparaciones kesttres grupos. La ingesta media
de bebida fue estadisticamente superior en el gbapdopril en comparacion con la del

grupo Propranolol.

Ingesta de Bebida Control Captopril Propranolol
MEDIA * EE 11,2 +0,59 115+1,71 6,5 +1,08
C-CA CA-P C-P
P-Valor n.s. * n.s.

Tabla 18. Media + el error estandar (EE) de los valoresnigesta de bebida (expresados en ml/100gr
PV/dia) de los grupos Control (C), Captopril (CAPyopranolol (P) al final del periodo experimental.

*p<0,05.
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En la Tabla 19 se presentan las medias y el estandar (EE) de los valores de
diuresis, expresados en ml/100 g PV/dia, obtenmis los grupos Control (n=8),
Captopril (n=8) y Propranolol (n=8) al final delrmelo experimental; asi como los
valores de P obtenidos en las comparaciones @stteels grupos. La diuresis media fue

estadisticamente superior en el grupo Captoprilcemparacion con la del grupo

Propranolol.
Diuresis Control Captopril Propranolol
MEDIA + EE 2,8+0,29 4,6 £0,69 15+0,22
C-CA CA-P C-P
P-Valor n.s. * n.s.

Tabla 19. Media + el error estandar (EE) de los valoresideedis (expresados en ml/100gr PV/dia) de
los grupos Control (C), Captopril (CA) y Proprardd®) al final del periodo experimental. *p<0,05.

En la Tabla 20 se presentan las medias y el estandar (EE) de los valores de
Balance Hidrico, expresados en ml/100g. de PVaditenidos para los grupos Control
(n=8), Captopril (n=8) y Propranolol (n=8) al find¢l periodo experimental; asi como
los valores de P obtenidos en las comparaciones lestires grupos. No se obtuvieron

diferencias estadisticamente significativas emiseres grupos.

Balance Hidrico Control Captopril Propranolol
MEDIA * EE 8,7+0,71 6,8+1,15 15+0,22
C-CA CA-P C-P
P-Valor n.s. n.s. n.s.

Tabla 20. Media + el error estandar (EE) de los valores dtafce Hidrico (expresados en ml/100gr
PV/dia) de los grupos Control (C), Captopril (CAPropranolol (P) al final del periodo experimental.

Parametros sanquineos: valores de 6xido nitrico, wgosa, triglicéridos, colesterol

total y fracciones de colesterol en plasma.

En la Tabla 21 se presentan las medias y el estandar (EE) de los valores de
concentracion en plasma de 6xido nitrico, expresado pumol/l, obtenidos para los
grupos Control (n=8), Captopril (n=8) y Propranol@i=8) al final del periodo
experimental; asi como los valores de P obtenidoss comparaciones entre los tres
grupos. No se obtuvieron diferencias estadistictanaignificativas entre los tres

grupos.
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Oxido Nitrico Control Captopril Propranolol
MEDIA + EE 12,0 £ 2,33 12,8 £ 2,89 10,6 + 3,18
C-CA CA-P C-P
P-Valor n.s. n.s. n.s.

Tabla 21. Media * el error estandar (EE) de los valores aecentracion de éxido nitrico en plasma
(expresados en umol/l) de los grupos Control (@pt@pril (CA) y Propranolol (P) al final del period
experimental.

En la Tabla 22 se presentan las medias y el estandar (EE) de los valores de
concentracion de glucosa en plasma, expresadogyédl,nobtenidos para los grupos
Control (n=8), Captopril (n=8) y Propranolol (n=8)) final del periodo experimental,
asi como los valores de P obtenidos en las conipaescentre los tres grupos. No se
obtuvieron diferencias estadisticamente signifizatientre los tres grupos.

Glucosa Control Captopril Propranolol
MEDIA * EE 121,3+12,54 146,5 + 6,40 105,8 + 15,92
C-CA CA-P C-P
P-Valor n.s. n.s. n.s.

Tabla 22. Media + el error estandar (EE) de los valores dacentracién de glucosa en plasma
(expresados en mg/dL) de los grupos Control (Cptdail (CA) y Propranolol (P) al final del periodo
experimental.

En la Tabla 23 se presentan las medias y el estandar (EE) de los valores de
concentracion en plasma de colesterol total, tégidos, y fracciones de colesterol
HDL y LDL, expresados en mg./dl, obtenidos paragagos Control (n=8), Captopril
(n=8) y Propranolol (n=8) al final del periodo eripgental; asi como los valores de P
obtenidos en las comparaciones entre los tres griglovalor medio de concentraciéon
plasmatica de triglicéridos fue estadisticamenfgesar para el grupo Propranolol en

comparacion con el del grupo Control.

CHO-T | TGL | HDL | LDL
MEDIA = EE
Control 82,2 +11,46 46 +1,76 53,4+ 2,39 46 89,3
Captopril 71,8 +10,08 47,9 +1,68 34,6 +5,03 27,6 £9,2
Propranolol 96,1 +11,85 53,4+ 2,39 35,7+6,30 49,7 +11,8
P-Valor

C-CA n.s. n.s. n.s. n.s.

C-P n.s. * n.s. n.s.
CA-P n.s. n.s. n.s. n.s.

Tabla 23. Media + el error estandar (EE) de los valores alecentracion de colesterol total (CHO-T),
triglicéridos totales (TGL), fraccion HDL de colesdl y fraccién LDL de colesterol en plasma,
(expresados en mg/dl) de los grupos Control (Cht&ail (CA) y Propranolol (P) al final del periodo
experimental. * p<0,05.
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Niveles de estrés oxidativo

En la Tabla 24 se presentan las medias y el estandar (EE) de los valores de
concentracién de isoprostamos en orina, expresatlog./mg. de creatinina, obtenidos
para los grupos Control (n=8), Captopril (n=8) wpitanolol (n=8) al final del periodo
experimental; asi como los valores de P obtenidos® comparaciones entre los tres
grupos. La concentracion media de isoprostanogiea fue estadisticamente superior

en el grupo Captopril en comparaciéon con la debgr@ontrol.

Isoprostanos Control Captopril Propranolol
MEDIA * EE 21,6 £1,60 28,5 + 3,50 12,7 +1,27
C-CA CA-P C-P
P-Valor * n.s. n.s.

Tabla 24. Media + el error estandar (EE) de los valores decentracién de isoprostanos en orina
(expresados en ng/mg creatinina) de los gruposralqi@), Captopril (CA) y Propranolol (P) al findél
periodo experimental. * p<0,05.

4.1.2. EFECTO DE LA INHIBICION DE LA OXIDO NIiTRICGSINTASA: L-NAME.

Evolucion de los valores de Presion Arterial Sistila

En la Tabla 25 se presentan las medias y el estandar (EE) de los valores de
presion arterial sistélica (PAS) expresados en mhadtenidos para los grupos Control
(n=8) y L-NAME (n=8) al inicio, a los 15 dias y fahal del periodo experimental; asi
como los valores de P obtenidos en las comparaie@mre los dos grupos.
Observamos que se partié de un valor medio estadfstnte inferior para el grupo L-
NAME en comparacién con el del grupo Control atimidel periodo experimental; a
pesar de lo cual, a los 15 dias del inicio deltri¢nto farmacoldgico y al final del
periodo experimental el valor medio del grupo L-NENuUe claramente superior al del

grupo Control.

PAS Inicial PAS 15 dias PAS Final
MEDIA + EE
Control 165,3 £ 2,35 192,5 + 4,08 206,8 + 6,83
L-NAME 151,9 + 4,65 230,7 + 3,25 234,8 + 4,11
P-Valor
C-L-NAME * hokk *

Tabla 25. Media + el error estandar (EE) de los valoresmsipn arterial sistélica (PAS) (expresados en
mmHg) de los grupos Control (C) y L-NAME al inicia,los 15 dias y al final del periodo experimental.
*p<0,05; ***p<0,001.
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Evolucion del peso corporal e ingesta de alimento

En la Tabla 26 se presentan las medias y el estandar (EE) de los valores de
peso corporal total expresados en gramos, obtepa@aslos grupos Control (n=8) y L-
NAME al inicio, a los 15 dias y al final del perméxperimental; asi como los valores
de P obtenidos en las comparaciones entre losrdpsg No se obtuvieron diferencias
estadisticamente significativas, a pesar de quarta de los 15 dias de administracion
del farmaco el valor medio de grupo L-NAME fue ide al del grupo Control.

Peso Inicial Peso 15 dias Peso Final
MEDIA + EE
Control 265,9+4,13 299,9 + 5,30 316,8 + 4,23
L-NAME 266,3 + 6,70 285,2 + 9,93 289,7 £ 15,75
P-Valor
C-L-NAME n.s. n.s. n.s.

Tabla 26. Media + el error estandar (EE) de los valoreseoorporal total (expresados en gramos) de
los grupos Control (C) y L-NAME al inicio, a los thas y al final del periodo experimental.

En la Tabla 27 se presentan las medias y el estandar (EE) de los valores de
incremento de peso total, expresados en gramosnidbs para los grupos Control
(n=8) y L-NAME (n=8) al final del periodo experim@ati asi como el valor de P
obtenido en la comparacién entre los dos grupose@®bmos que no se obtuvo
diferencia estadisticamente significativa debida gran dispersion de los datos en el
grupo L-NAME.

Incremento de Peso Control L-NAME
MEDIA * EE 50,9+1,88 19,2 +12,90
C-L-NAME
P-Valor n.s.

Tabla 27. Media + el error estandar (EE) del incrementol tdéapeso corporal (expresado en gramos) de
los grupos Control (C) y L-NAME durante todo el ipélo experimental.

En la Tabla 28 se presentan las medias y el estandar (EE) de los valores de
ingesta de alimento, expresados en gr/dia, obtemdmm los grupos Control (n=8) y L-
NAME (n=8) al final del periodo experimental; asinto el valor de P obtenido en la
comparacion entre los dos grupos. No se obtuvoreatiféa estadisticamente

significativa.
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Ingesta de Alimento Control L-NAME
MEDIA * EE 60,67 4,9+0,70
C-L-NAME
P-Valor n.s.

Tabla 28. Media + el error estandar (EE) de los valores wnigesta de alimento (expresado en
gramos/100gr PV/dia) de los grupos Control (C) MAME al final del periodo experimental.

En la Tabla 29 se presentan las medias y el estandar (EE) de los valores de
peso del corazon, ventriculo izquierdo y rifidn,rezpdos en g./100g. de PV, obtenidos
para los grupos Control (n=8) y L-NAME (n=8) aldindel periodo experimental; asi
como los valores de P obtenidos en las comparaciemiee los dos grupos. Tanto para
el peso del corazon completo, como para el delrieethd izquierdo y el rifidn, se
obtuvieron valores medios estadisticamente sugsripara el grupo L-NAME en

comparacion con los del grupo Control.

Peso corazoén Peso ventriculo Peso rifién
MEDIA + EE
Control 0,38 £ 0,009 0,29 £ 0,006 0,32 + 0,006
L-NAME 0,49 + 0,031 0,39 +£0,018 0,35+ 0,010
P-Valor
C-L-NAME *x >k "

Tabla 29. Media * el error estandar (EE) de los valores de gexpresado en gramos/100gr PV/) de
corazon, ventriculo izquierdo y rifién, de los gmipBontrol (C) y L-NAME al final del periodo
experimental.*p<0,05; **p<0,01.

Ingesta de bebida, diuresis y balance hidrico

En la Tabla 30 se presentan las medias y el estandar (EE) de los valores de
ingesta de bebida, expresados en ml/100 g. P\Wbitanidos para los grupos Control
(n=8) y L-NAME (n=8) al final del periodo experimty asi como el valor de P
obtenido en las comparacio entre los dos grupos. sdo observd diferencia

estadisticamente significativa entre los dos grupos

Ingesta de Bebida Control L-NAME
MEDIA = EE 11,2+ 0,59 11,7 + 0,56
C-L-NAME
P-Valor n.s.

Tabla 30. Media * el error estandar (EE) de los valoresrdgsta de bebida (expresados en mi/100gr
PV/dia) de los grupos Control (C) y L-NAME al firdél periodo experimental.
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En la Tabla 31 se presentan las medias y el estandar (EE) de los valores de
diuresis, expresados en ml/100 g PV/dia, obtenidoa los grupos Control (n=8) y L-
NAME (n=8) al final del periodo experimental; asinto el valor de P obtenido en la
comparaciones entre los dos grupos. La diuresisanfied estadisticamente superior en

el grupo L-NAME en comparacion con la del grupo ain

Diuresis Control L-NAME
MEDIA * EE 2,8+0,29 7,4+1,31
C-L-NAME
P-Valor *

Tabla 31. Media + el error estandar (EE) de los valoresidesdis (expresados en ml/100gr PV/dia) de
los grupos Control (C) y L-NAME al final del periogéxperimental. *p<0,05.

En la Tabla 32 se presentan las medias y el estandar (EE) de los valores de
Balance Hidrico, expresados en mi/100g. de PValitgenidos para los grupos Control
y L-NAME (n=8) al final del periodo experimentakiacomo el valor de P obtenido en
la comparacion entre los dos grupos. El valor mguica el Balance Hidrico fue
estadisticamente inferior para el grupo L-NAME emparacion con el del grupo

Control.
Balance Hidrico Control L-NAME
MEDIA + EE 8,7+0,71 43+1,11
C-L-NAME
P-Valor *

Tabla 32. Media + el error estandar (EE) de los valores déafce Hidrico (expresados en ml/100gr
PV/dia) de los grupos Control (C) y L-NAME al firdél periodo experimental. *p<0,05.

Parametros sangquineos: valores de 6xido nitrico, wgosa, triglicéridos, colesterol

total y fracciones de colesterol en plasma

En la Tabla 33 se presentan las medias y el estandar (EE) de los valores de
concentracion en plasma de 6xido nitrico, expresado pumol/l, obtenidos para los
grupos Control (n=8) y L-NAME (n=8) al final del pedo experimental; asi como el
valor de P obtenido en la comparacion entre los glopos. El valor medio de
concentracion de 6xido nitrico en plasma fue estiadimente inferior en el grupo L-

NAME en comparacion con el del grupo Control.
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Oxido Nitrico Control L-NAME
MEDIA + EE 12,0+ 2,33 6,2 +0,89
C-L-NAME
P-Valor *

Tabla 33. Media * el error estandar (EE) de los valores alecentracion de éxido nitrico en plasma
(expresados en pumol/l) de los grupos Control (CONAME al final del periodo experimental. * p<0,05.

En la Tabla 34 se presentan las medias y el estandar (EE) de los valores de
concentracién de glucosa en plasma, expresadogyddl|,nobtenidos para los grupos
Control (n=8) y L-NAME (n=8) al final del periodoxperimental; asi como el valor de
P obtenido en la comparacion entre los dos grupés. se obtuvo diferencia

estadisticamente significativa entre los dos grupos

Glucosa Control L-NAME
MEDIA + EE 121,3+£12,54 170,1 + 28,22
C-L-NAME
P-Valor n.s.

Tabla 34. Media * el error estdndar (EE) de los valores dacentracién de glucosa en plasma
(expresados en mg/dl) de los grupos Control (CNAME al final del periodo experimental.

En la Tabla 35 se presentan las medias y el estandar (EE) de los valores de
concentraciéon en plasma de colesterol total, tégidos, y fracciones de colesterol
HDL y LDL, expresados en mg./dl, obtenidos paragiagos Control (n=8) y L-NAME
(n=8) al final del periodo experimental; asi cones kalores de P obtenidos en las
comparaciones entre los dos grupos. El valor mddi@oncentracion plasmatica de
triglicéridos fue estadisticamente superior pargrepo L-NAME en comparacion con

el del grupo Control.

CHO-T | TGL | HDL | oL
MEDIA + EE
Control 82,2 +11,46 46 1,76 53,4 +2,39 46 489,3
L-NAME 105 +9 65,3+ 5,21 33,2 +5,:84 58,8 +10.%
P-Valor
C-L-NAME n.s. ** n.s. n.s.

Tabla 35. Media + el error estandar (EE) de los valores alecentracion de colesterol total (CHO-T),
triglicéridos totales (TGL), fraccion HDL de colestl y fraccion LDL de colesterol en plasma,
(expresados en mg/dl) de los grupos Control (CONAME al final del periodo experimental. **p<0,01.
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Niveles de estrés oxidativo

En la Tabla 36 se presentan las medias y el estandar (EE) de los valores de
concentracién de isoprostamos en orina, expresatlog./mg. de creatinina, obtenidos
para los grupos Control (n=8) y L-NAME (n=8) aldindel periodo experimental; asi
como el valor de P obtenido en la comparacion dagre€los grupos. La concentracion
media de isoprostanos en orina fue estadisticanseiperior en el grupo L-NAME en

comparacion con la del grupo Control.

Isoprostanos Control L-NAME
MEDIA *EE 21,6 £1,60 40,3 £ 6,60
C-L-NAME
P-Valor *

Tabla 36. Media + el error estandar (EE) de los valores decentracion de isoprostanos en orina
(expresados en ng/mg creatinina) de los gruposr@di@) y L-NAME al final del periodo experimental.
*

p<0,05.

4.1.3. EFECTO DE UNA DIETA ALTA EN GRASA SUPLEMENTAA CON
ACEITE DE OLIVA VIRGEN EXTRA.

Evolucion de los valores de Presion Arterial Sistila

En la Tabla 37 se presentan las medias y el estandar (EE) de los valores de
presion arterial sistdlica (PAS) expresados en mmeéfgenidos para los grupos
Estandar (n=8) y Aceite de Oliva Virgen Extra (AOMEeterminados a lo largo de todo
el periodo experimental; asi como los valores détenidos en las comparaciones entre
los dos grupos. Observamos que, con excepcion sentana 1, a lo largo de todo el
periodo experimental los valores medios fueron déstigamente inferiores para el

grupo Aceite de Oliva Virgen Extra en comparacion s del grupo Control.

PAS Sem O Sem 1 Sem 2 Sem 3 Sem 4 Sem 6 Sem8 $8BemSeml2

MEDIA + EE

Estandar 108,9 128,5 140,9 153,5 163,1 178,1 189 203,6 213,8
+3,93 +1,74  +1,88 +4,58 +5,15 +7,04 +8,72 +8,49 +6,99

Aceite de

OlivaVirgen | 1228 1176 1256 1228 1245 1329 1458 157,3 170,6

Extra +2,40 +4,80 +4,32 +4,64 +4,39 +3,73 +2,93 +4,00 +4,72

P-Valor
E_AOVE *% n S *% *%k% *%k% *%k% *% *% *%x%

Tabla 37.Media * el error estandar (EE) de los valoresmsipn arterial sistdlica (PAS) (expresados en
mmHg) de los grupos Estandar (E) y Aceite de Ollirgen Extra (AOVE), a lo largo de todo el periodo
experimental. **p<0,01; ***p<0,001.
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Evolucion del peso corporal e ingesta de alimento

En la Tabla 38 se presentan las medias y el estanéar (EE) de los valores de peso
corporal total expresados en gramos, obtenidoslpamrupos Estandar (n=8) y Aceite
de Oliva Virgen Extra (AOVE) (n=8) durante todoperiodo experimental; asi como
los valores de P obtenidos en las comparaciones kestdos grupos. No se obtuvieron

diferencias estadisticamente significativas emtsadlbs grupos.

Peso Sem O Sem 1 Sem 2 Sem 3 Sem 4 Sem 6 Sem 8 18entSeml?2

MEDIA + EE

Estandar 93,6 141,3 171,9 2129 236 2749 302,6 322,6 329,3
+6,17 +8,39 +8,52 +8,51 +8,96 +10,20 8,87 +8,15 +8,64

Aceite de

Oliva Virgen 106,1 132,9 179 214,3 2429 2875 302,9 330,5 349,4

Extra +3,03 +3,08 +3,49 +3,24 +2,87 +2,83 +2,96 +4,16 +3,64

P-Valor
E-AOVE n.s. n.s. n.s. n.s. n.s. n.s. n.s. n.s. n.s.

Tabla 38. Media + el error estandar (EE) de los valoresehloorporal total (expresados en gramos) de
los grupos Estandar (E) y Aceite de Oliva Virgentr&x(AOVE) a lo largo de todo el periodo
experimental.

En la Tabla 39 se presentan las medias y el estandar (EE) de los valores de
incremento de peso total, expresados en gramosnidbs para los grupos Estandar
(n=8) y Aceite de Oliva Virgen Extra (n=8) al find¢l periodo experimental; asi como
el valor de P obtenido en la comparacion entreltissgrupos. No se obtuvo diferencia

estadisticamente significativa entre los dos grupos

Incremento de Peso Estandar Aceite de Oliva VirgeBExtra
MEDIA + EE 235,6 £ 7,42 243,3+ 4,86
E-AOVE
P-Valor n.s.

Tabla 39. Media = el error estandar (EE) del incrementol tdéapeso corporal (expresado en gramos) de
los grupos Estandar (E) y Aceite de Oliva Virgaxtra(AOVE) durante todo el periodo experimental.

En la Tabla 40 se presentan las medias y el estandar (EE) de los valores de
ingesta de alimento, expresados en g./dia, obtermpdm los grupos Estandar (n=8) y
Aceite de Oliva Virgen Extra (n=8) a lo largo deacel periodo experimental; asi como
los valores de P obtenidos en las comparaciones lestdos grupos. En la semana 0, al
inicio del periodo experimental, el valor medio idgesta del grupo Aceite de Oliva

Virgen Extra fue estadisticamente mayor que efjdgbo Estandar. En las semanas 1, 4
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y 8 los valores medios de ingesta del grupo AcddeOliva Virgen Extra fueron

estadisticamente inferiores a los del grupo Estanda

Ingesta Sem0 Seml Sem2 Sem3 Sem4 Sem6 Sem8ml® Seml2
MEDIA + EE
Estandar 18,8 22,1 20,6 22,3 22 19,3 20,8 19,1 19,3
+0,62 +0,64  +0,82 +0,78 +0,63 +0,98 +0,92 +0,79  +0,65
Aceite de 22,4 18,7 22,5 20,3 19,8 19 17,9 20,6 21
g('t‘g VIigen | 1065 4034 071 +100 060 +0.85 0,89 058 4067
P-Valor
E-AOVE ** *Hk n.s. n.s. * n.s. * n.s. n.s.

Tabla 40. Media * el error estandar (EE) de los valoresndesta de alimento (expresado en gramos/dia)
de los grupos Estandar (E) y Aceite de Oliva Virgextra (AOVE) a lo largo de todo el periodo
experimental. *p<0,05; **p<0,01;***p<0,001.

En la Tabla 41 se presentan las medias y el estandar (EE) de los valores de
ingesta de alimento, expresados en ¢./100 g. P&/ alitenidos para los grupos
Estandar (n=8) y Aceite de Oliva Virgen Extra (naBYfinal del periodo experimental,
asi como el valor de P obtenido en las comparaeittne los dos grupos. No se

obtuvieron diferencias estadisticamente signifigatientre los dos grupos.

Ingesta de Alimento Estandar Aceite de Oliva VirgerkExtra
MEDIA + EE 59+0,25 6+0,19
E-AOVE
P-Valor n.s.

Tabla 41. Media * el error estandar (EE) de los valores nigesta de alimento (expresado en
gramos/100g PV/dia) de los grupos Estandar (E) gitAade Oliva Virgen Extra (AOVE) al final del
periodo experimental.

En la Tabla 42 se presentan las medias y el estandar (EE) de los valores de
peso del corazon, ventriculo izquierdo y rifidn,rezpdos en g./100g. de PV, obtenidos
para los grupos Estandar (n=8) y Aceite de Oliv@&fi Extra (n=8) al final del periodo
experimental; asi como los valores de P obtenidola® comparaciones entre los dos
grupos. Tan solo para el peso del rifidn se obtuifereticia estadisticamente
significativa, siendo el valor medio del grupo Aeeile Oliva Virgen Extra inferior al

del grupo Estandar.
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Peso corazon Peso ventriculo Peso rifion
MEDIA + EE
Estandar 0,38 £ 0,006 0,29 £ 0,007 0,35+ 0,014
Aceite de Oliva VirgerExtra 0,38 £ 0,009 0,30 £ 0,005 0,31 £ 0,009
P-Valor
E-AOVE n.s. n.s. *

Tabla 42. Media * el error estandar (EE) de los valores de gexpresado en gramos/100gr PV/) de
corazon, ventriculo izquierdo y rifién, de los gupstandar (E) y Aceite de Oliva Virgen Extra (AQVE
al final del periodo experimental. *p<0,05.

Ingesta de bebida, diuresis y balance hidrico

En la Tabla 43 se presentan las medias y el estandar (EE) de los valores de
ingesta de bebida, expresados en ml/dia, obtemds los grupos Estandar (n=8) y
Aceite de Oliva Virgen Extra (n=8) a lo largo derjpdo experimental; asi como los
valores de P obtenidos en las comparaciones edrgols grupos. La ingesta media de
bebida fue estadisticamente inferior en el grupeitacde Oliva Virgen Extra en
comparacion con la del grupo Estandar en las sesm@na, 2 y al final del periodo

experimental (semana 12).

Bebida Sem 0 Sem 1 Sem 2 Sem 3 Sem 4 Sem 6 Sem 8m 18e Semil2
MEDIA + EE
Estandar 22,1 25,3 22,1 22 21,5 20,8 19,4 20,8 19,9
+0,55 +0,53 +1,27 +1,24 +1,09 +1,42 +0,96 +1,10 +0,61
Aceite de
Oliva Virgen 14,3 15,8 18,1 22,3 18,9 22,9 21,2 21,3 16,4
Extra +0,78 +0,37 +0,64 +0,75 +0,46 +0,93 +0,72 +0,99 +1,12
P-Valor
E-AOVE wk ** * n.s. n.s. n.s. n.s. n.s. *

Tabla 43. Media * el error estandar (EE) de los valoresmdesta de bebida (expresados en ml/dia) de
los grupos Estandar (E) y Aceite de Oliva Virgertra (AOVE) a lo largo de todo el periodo
experimental. *p<0,05; **p<0,01;***p<0,001.

En la Tabla 44 se presentan las medias y el estandar (EE) de los valores de
ingesta de bebida, expresados en ml/100 g PV/dtanimlos para los grupos Estandar
(n=8) y Aceite de Oliva Virgen Extra (n=8) al find¢l periodo experimental; asi como
el valor de P obtenido en las comparacion entreléssgrupos. La ingesta de bebida
media fue estadisticamente inferior en el grupoitdcde Oliva Virgen Extra en

comparacion con la del grupo Estandar.
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Ingesta Bebida Estandar Aceite de Oliva Virgen Ex@
MEDIA * EE 6,1+0,19 4,7+0,30
E-AOVE
P-Valor *x

Tabla 44. Media + el error estandar (EE) de los valoresnigesta de bebida (expresados en ml/100gr
PV/dia) de los grupos Estandar (E) y Aceite de ®Dlirgen Extra (AOVE) al final del periodo
experimental. **p<0,01.

En la Tabla 45 se presentan las medias y el estandar (EE) de los valores de
diuresis, expresados en ml/dia, obtenidos pargriasos Estandar (n=8) y Aceite de
Oliva Virgen Extra (n=8) a lo largo del periodo eximental; asi como los valores de P
obtenidos en las comparaciones entre los dos grupasdiuresis media fue
estadisticamente inferior en el grupo Aceite ded@\irgen Extra en comparacion con

la del grupo Estandar en las semanas 0, 3, 4, ;6yye8tadisticamente superior en la

semana 2.
Diuresis Sem 0 Sem 1 Sem 2 Sem 3 Sem 4 Sem 6 SemSe&m 10 Sem1l?2
MEDIA + EE
Estandar 6,5 6,8 5,4 11,5 8,3 9,8 9,4 9,3 9
+0,5 +0,41 +0,53 +0,98 +0,90 +0,98 +0,78 +0,53 +0,42
Aceite de
Oliva Virgen 4,1 5,7 7,5 5,9 5,9 6,1 5,6 7,6 9
Extra +0,48 +0,39 +0,76 +0,42 +0,40 +0,52 +0,29 +1,02 +1,24
P-Valor
E-AOVE fad n.s. * wk * ** fad n.s. n.s.

Tabla 45. Media * el error estandar (EE) de los valoresidesdis (expresados en ml/dia) de los grupos
Estandar (E) y Aceite de Oliva Virgen (AOV) a lada de todo el periodo experimental. *p<0,05;
**p<0,01;***p<0,001.

En la Tabla 46 se presentan las medias y el estandar (EE) de los valores de
diuresis, expresados en ml/100 g PV/dia, obtenpdwa los grupos Estandar (n=8) y
Aceite de Oliva Virgen Extra (n=8) al final del pmto experimental; asi como el valor
de P obtenido en la comparacion entre los dos gruo encontramos diferencias

estadisticamente significativas entre los dos gupo

Diuresis Estandar Aceite de Oliva Virgen Extra
MEDIA + EE 2,7+0,13 2,6 £0,34
E-AOVE
P-Valor n.s.

Tabla 46. Media + el error estandar (EE) de los valoresideedis (expresados en ml/100gr PV/dia) de
los grupos Estandar (E) y Aceite de Oliva Virgertr&XAOVE) al final del periodo experimental.
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En la Tabla 47 se presentan las medias y el estandar (EE) de los valores de
Balance Hidrico, expresados en ml/100g. de PVdatitgnidos para los grupos Estandar
(n=8) y Aceite de Oliva Virgen Extra (n=8) a lodarde todo el periodo experimental;
asi como los valores de P obtenidos en las conmpaescentre los dos grupos. Los
valores medios para el grupo Aceite de Oliva Virgedra fueron estadisticamente
inferiores en las semanas 0, 1, 2, y al final dglgolo experimental (semana 12); y

estadisticamente superiores en las semanas 3,6 y 8

B. Hidrico Sem O Sem 1 Sem 2 Sem 3 Sem 4 Sem 6 8emSem 10 SemlZ

MEDIA + EE

Estandar 15,6 18,5 16,8 10,5 13,3 11 10 11,5 10,88
+0,53 +0,42 +1,66 +1,79 +1,35 +1,36 +1,32 +1,12 +0,79

Aceite de

OlivaVirgen | 102 102 106 168 134 168 157 13,7 743

Extra +0,50 0,53 0,56 0,88 0,39 $0,86 0,62 0,95 0,33

P-Valor

E_AOVE *%% *k% *% * n.s. *% *% n.s. *%

Tabla 47.Media * el error estandar (EE) de los valores diaiie Hidrico (expresados en ml/dia) de los
grupos Estandar (E) y Aceite de Oliva Virgen EX®VE) a lo largo de todo el periodo experimental.
*p<0,05; *p<0,01;***p<0,001.

En la Tabla 48 se presentan las medias y el estandar (EE) de los valores de
Balance Hidrico, expresados en ml/100 g PV/diagrotlbs para los grupos Estandar
(n=8) y Aceite de Oliva Virgen Extra (n=8) al find¢l periodo experimental; asi como
el valor de P obtenido en la comparacién entre dos grupos. El valor medio
correspondiente al grupo Aceite de Oliva Virgenr&xXtie estadisticamente inferior al

del grupo Estandar.

Balance Hidrico Estandar Aceite de Oliva Virgen Exta
MEDIA + EE 3,3+0,24 2,1+0,09
E-AOVE
P-Valor *k

Tabla 48. Media + el error estandar (EE) de los valores dtafce Hidrico (expresados en mi/100gr
PV/dia) de los grupos Estandar (E) y Aceite de @®WNirgen Extra (AOVE) al final del periodo
experimental. **p<0,01.

Parametros sanguineos: valores de 6xido nitrico, wiosa, triglicéridos, colesterol

total y fracciones de colesterol en plasma

En la Tabla 49 se presentan las medias y el estandar (EE) de los valores de

concentracion en plasma de 6xido nitrico, expresado pmol/l, obtenidos para los
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grupos Estandar (n=8) y Aceite de Oliva Virgen EBx{n=8) al final del periodo
experimental; asi como el valor de P obtenido etbhaparaciéon entre los dos grupos.
No se obtuvieron diferencias estadisticamente fiigtivas entre los dos grupos.

Oxido Nitrico Estandar Aceite de Oliva Virgen Extra
MEDIA + EE 11,1+0,84 12,8+1,71
E-AOVE
P-Valor n.s.

Tabla 49. Media + el error estandar (EE) de los valores algcentracion de 6xido nitrico en plasma
(expresados en pmol/l) de los grupos Estandar (Egegjite de Oliva Virgen Extra (AOVE) al final del
periodo experimental.

En la Tabla 50 se presentan las medias y el estandar (EE) de los valores de
concentraciéon en orina de Oxido nitrico, expresagiosumol/l, obtenidos para los
grupos Estandar (n=8) y Aceite de Oliva Virgen BExfn=8) a |0 largo del periodo
experimental; asi como los valores de P obtenidola® comparaciones entre los dos
grupos. Sélo en la semana 6 se obtuvo diferentagisicamente significativa entre los
dos grupos, siendo el valor medio del grupo Aaditéliva Virgen Extra menor que el

del grupo Estandar.

B. Hidrico Sem 0 Sem 6 Sem12
MEDIA + EE
Estandar 21,1+2,26 55,9 + 6,55 69,4 + 16,40
Aceite de Oliva Virgen
Extra 245+5,78 35,4+6,19 48,8 + 10,84
P-Valor
E-AOVE n.s. * n.s.

Tabla 50. Media + el error estandar (EE) de los valores decentracion de 6xido nitrico en orina
(expresados en umol/l) de los grupos Estandar @&eyjte de Oliva Virgen Extra (AOVE) a lo largo del
periodo experimental. *p<0,05.

En la Tabla 51 se presentan las medias y el estandar (EE) de los valores en
ayunas de concentracion de glucosa en plasma,saxjoe en mg./dl, obtenidos para los
grupos Estandar (n=8) y Aceite de Oliva Virgen Bx{n=8) al final del periodo
experimental; asi como los valores de P obtenidosaecomparacion entre los dos
grupos. El valor medio del grupo Aceite de Olivagéin Extra fue estadisticamente

superior al del grupo Estandar.
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Glucosa Estandar Aceite de Oliva Virgen Extra
MEDIA * EE 132,9+5,16 186,2 + 16,25

E-AOVE
P-Valor *k

Tabla 51. Media * el error estandar (EE) de los valoresyamas de concentracién de glucosa en plasma
(expresados en mg/dl) de los grupos Estandar @&jejte de Oliva Virgen Extra (AOVE) al final del
periodo experimental. **p<0,01.

En la Tabla 52 se presentan las medias y el estandar (EE) de los valores de
glucemia en sangre, expresados en mg./dl, obtepigaslos grupos Estandar (n=8) y
Aceite de Oliva Virgen Extra (n=8) en condiciones&les (ayunas) y tras la inyeccion
de una sobrecarga intraperitonal de glucosa(1%43060, 90 y 120 min. después de la
inyeccion); asi como los valores de P obtenidos @mparacion entre los dos grupos.
Observamos que en condiciones basales no aparedé&srencias estadisticamente
significativas entre los dos grupos, pero que srsiguientes determinaciones el valor
medio del grupo Aceite de Oliva Virgen Extra fuerspre estadisticamente superior al
del grupo Estandar, manteniéndose la diferencitusnoc120 min. después de la

administracion de la glucosa.

B. Hidrico Basal 15 min. 30 min. 45 min. 60min. 90m. 120 min.

MEDIA + EE

Estandar 63 137,9 97,1 88 78,9 67 60,8
+3,19 +6,65 +5,03 +3,26 +1,66 +3,16 +2,30

Aceite de

Oliva Virgen 64,9 229 176,6 152,1 126,1 106 74,3

Extra +2,7 +28,41 +15,47 +7,33 +2,74 +2,97 +4,72

P-Valor
E_AOVE n . S * *% *%k% *%k%x *%% *

Tabla 52. Media = el error estandar (EE) de los valores e@gldcemia en sangre (expresados en mg/dl)
de los grupos Estandar (E) y Aceite de Oliva Virgatra (AOVE) tras la inyeccion intraperitoneal de
una sobrecarga de glucosa. *p<0,05; **p<0,01; **®301.

En la Tabla 53 se presentan las medias y el estandar (EE) de los valores de
area bajo la curva (AUC) correspondientes a lavasude tolerancia a la glucosa
realizadas a los grupos Estandar (n=8) y Aceit®lda Virgen Extra (n=8) al final del
periodo experimental; asi como los valores de Bnithds en la comparacion entre los
dos grupos. El valor medio del grupo Aceite de ®Nirgen Extra fue estadisticamente

superior al del grupo Estandar.
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AUC Estandar Aceite de Oliva Virgen Extra
MEDIA * EE 10013,6 + 248,05 15929,3 + 856,28

E-AOVE
P-Valor *kk

Tabla 53. Media + el error estandar (EE) de los valoresréa &ajo la curva (AUC) correspondientes a
las curvas de tolerancia a la glucosa realizadas grupos Estandar (E) y Aceite de Oliva Virgenr&x
(AOVE) al final del periodo experimental. ***p<0,Q0

En la Tabla 54 se presentan las medias y el estandar (EE) de los valores de
concentracién en plasma de colesterol total, tégiilos, fracciones de colesterol HDL
y LDL y relacién HDL/ colesterol total, expresadasmg./dl, obtenidos para los grupos
Estandar (n=8) y Aceite de Oliva Virgen Extra (na8¥inal del periodo experimental,
asi como los valores de P obtenidos en las comipaescentre los dos grupos. El valor
medio de concentracion plasmatica de colesteral, tbiglicéridos, y colesterol LDL
fue estadisticamente superior para el grupo Acdie Oliva Virgen Extra en

comparacion con el del grupo Control.

cHo-T | T6L | HDL HDL/CHOT LDL
MEDIA + EE
Estandar 81,9 +5,04 393+146  23,3%1,57 0,3+0,03 506308
Aceite de Oliva
Virgen Extra 1440+1404  1344+1877  28,8+585 0,2+0,04 88,3 +10,58
P-Valor
E-AOVE * * n.s. n.s. *

Tabla 54. Media + el error estandar (EE) de los valores @gcentracion de colesterol total (CHO-T),
triglicéridos totales (TGL), fraccion HDL de colestl, relacion HDL/colesterol total (HDL/CHOT) y
fraccion LDL de colesterol en plasma, (expresadosng/dl) de los grupos Estandar (E) y Aceite de
Oliva Virgen Extra (AOVE) al final del periodo exfimental. **p<0,01.

Niveles de estrés oxidativo

En la Tabla 55 se presentan las medias y el estandar (EE) de los valores de
concentracién de isoprostamos en orina, expresatog./mg. de creatinina, obtenidos
para los grupos Estandar (n=8) y Aceite de Oliv@&fi Extra (n=8) al final del periodo
experimental; asi como el valor de P obtenido srcéamparacion entre los dos grupos.
La concentracion media de isoprostanos en orinaefti@disticamente superior en el

grupo Aceite de Oliva Virgen Extra en comparacion a del grupo Estandar.
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Isoprostanos Estandar Aceite de Oliva VirgerExtra
MEDIA * EE 15,0+£1,01 7,5 +0,72
E-AOVE
P-Valor Hok

Tabla 55. Media * el error estandar (EE) de los valores decentracién de isoprostanos en orina
(expresados en ng/mg creatinina) de los grupos@at{E) y Aceite de Oliva Virgen Extra (AOVE) al
final del periodo experimental. ***p<0,001.

154



4.2. ESTUDIO DEL EFECTO DE LOS DISTINTOS TRATAMIENT OS SOBRE
LAS ACTIVIDADES AMINOPEPTIDASAS ESTUDIADAS.

4.2.1. FARMACOS ANTIHIPERTENSIVOS: CAPTOPRIL Y PRBRNOLOL.
EFECTOS SOBRE EL SISTEMA RENINA ANGIOTENSINA SISTH®O.

En la Tabla 56 se presentan las medias y el estandar (EE) de los valores de
actividad Alanina, Cisteina, Glutamico y Aspartiminopeptidasa, expresados como
pmoles de Alg-NA, Cysf-NA, Glu-B-NA 6 Asp-NA hidrolizados/ml muestra/min,
en el plasma de los grupos Control (n=8), Capt@psB) y Propranolol (n=8) al final
del periodo experimental; asi como los valores dubfenidos en las comparaciones
entre los tres grupos. Observamos que para laidadivGlutdmico Aminopeptidasa se
obtuvo un valor medio estadisticamente superiora palr grupo Propranolol en

comparacion con el del grupo Control.

ALA-AP CYS-AP GLU-AP ASP-AP
MEDIA = EE
Control 18712,3 £ 1260,38 3531,4 £ 196,29 5557,1 + 394,52 3383,9 + 246,55
Captopril 19445,4 + 869,14 3476,6 £ 94,26 5862,8 + 216,68 9 E 234,61
Propanolol 19192,9 £ 665,77 3441,6 +111,40 6790,5+12451 75+ 104,74
P-Valor
C-CA n.s. n.s. n.s. n.s.
C-P n.s. n.s. * *
CA-P n.s. n.s. * n.s.

Tabla 56. Media + el error estandar (EE) de los valoresaiidad Alanina (ALA-AP), Cisteina (CYS-
AP), Glutdmico (GLU-AP) y Aspartico (ASP-AP) Amineptidasa, expresados como pmoles depAla-
NA, CysB-NA, Glu-B-NA 6 Asp$-NA hidrolizados/ml muestra/min, en el plasma dedoupos Control
(C), Captopril (CA) y Propranolol (P). *p<0,05.

4.2.2. FARMACOS ANTIHIPERTENSIVOS: CAPTOPRIL Y PREBRNOLOL.
EFECTOS SOBRE EL SISTEMA RENINA ANGIOTENSINA CEREBR.

En la Tabla 57 se presentan las medias y el estandar (EE) de los valores de
actividad Alanina, Cisteina, Glutamico y Aspartiminopeptidasa, expresados como
pmoles de Alg-NA, Cys{3-NA, Glu-B-NA & Aspf$-NA hidrolizados/mg. proteina
/min, en la fraccion soluble del hipotdlamo dedogpos Control (n=8), Captopril (n=8)
y Propranolol (n=8) al final del periodo experimantasi como los valores de P
obtenidos en las comparaciones entre los tres griploservamos que para la actividad
Aspartico Aminopeptidasa se obtuvo un valor medi@disticamente superior para el

grupo Captopril en comparacion con el del grupgPRxaolol.
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ALA-APsol | CYS-APsol | GLU-APsol | ASP-APsol
MEDIA + EE
Control 12548,6 + 1140,38 5135,9 + 473,98 9628,3 + 730,80 45,3+ 11,18
Captopril 13050,6 + 1241,93 5573,3 + 253,22 10422,7 + 382,52 180,5 + 13,50
Propanolol 11583,0 + 966,45 49395 + 353,80 9288,9 + 486,38 8,42 8,28
P-Valor
C-CA n.s. n.s. n.s. n.s.
C-P n.s. n.s. n.s. n.s.
CA-P n.s. n.s. n.s. *

Tabla 57. Media + el error estandar (EE) de los valoresda®idad Alanina (ALA-AP), Cisteina (CYS-
AP), Glutamico (GLU-AP) y Aspartico (ASP-AP) Amineptidasa, expresados como pmoles depAla-
NA, Cysf3-NA, GluB-NA & Aspf-NA hidrolizados/mg proteina/min, en la fraccionlubbe de
hipotalamo correspondiente a los grupos Contrgl @@ptopril (CA) y Propranolol (P). *p<0,05.

En la Tabla 58 se presentan las medias y el estandar (EE) de los valores de
actividad Alanina, Cisteina, Glutamico y Aspartiminopeptidasa, expresados como
pmoles de Alg3-NA, Cys$-NA, Glu-f-NA 6 Aspf-NA hidrolizados/mg. proteina
/min, en la fraccidon unida a membrana del hipotalade los grupos Control (n=8),
Captopril (n=8) y Propranolol (n=8) al final delrelo experimental; asi como los
valores de P obtenidos en las comparaciones @stteels grupos. Observamos que para
la actividad Alanina Aminopeptidasa se obtuvo uleivenedio estadisticamente inferior
para el grupo Propranolol en comparacion con efjdegdo Control, y para la actividad
Aspartico Aminopeptidasa se obtuvo un valor medimdisticamente inferior para el

grupo propranolol en comparacion con el grupo Gapto

ALA-APmb CYS-APmb GLU-APmb ASP-APmb
MEDIA + EE
Control 8631,8 + 388,23 2450,8 + 130,66 5371,3 + 444,45 ,HHAN9,65
Captopril 6745,7 + 687,83 2334,8 + 313,14 5257,3 + 730,54 ,62181,81
Propanolol 5864,5 + 622,51 2056,9 + 273,48 4470,14 + 356,42 7,B%47,12
P-Valor
C-CA * n.s. n.s. n.s.
C-P Fkk n.s. n.s. fad
CA-P n.s. n.s. n.s. *k

Tabla 58. Media + el error estandar (EE) de los valoresaiidad Alanina (ALA-AP), Cisteina (CYS-
AP), Glutamico (GLU-AP) y Aspartico (ASP-AP) Amineptidasa, expresados como pmoles depAla-
NA, Cys$3-NA, Glu-B-NA 6 Asp$-NA hidrolizados/mg proteina/min, en la fraccioridmma membrana
de hipotalamo correspondiente a los grupos Coii@pl Captopril (CA) y Propranolol (P). *p<0,05;
**p<0,01; **p<0,001.
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4.2.3. FARMACOS ANTIHIPERTENSIVOS: CAPTOPRIL Y PREGRNOLOL.
EFECTOS SOBRE EL SISTEMA RENINA ANGIOTENSINA INTRRENAL.

En la Tabla 59 se presentan las medias y el estandar (EE) de los valores de
actividad Alanina, Cisteina, Glutamico y Aspartiminopeptidasa, expresados como
pmoles de Alg-NA, Cys{f3-NA, Glu-B-NA 6 Aspf$-NA hidrolizados/mg. proteina
/min, en la fraccion soluble de la corteza renalagegrupos Control (n=8), Captopril
(n=8) y Propranolol (n=8) al final del periodo eripgental; asi como los valores de P
obtenidos en las comparaciones entre los tres grupbservamos que para las
actividades Alanina y Cisteina Aminopeptidasa sduwéron valores medios
estadisticamente inferiores para los grupos Captopropranolol en comparacién con
los del grupo Control. Para la actividad Glutamdcainopeptidasa se obtuvo un valor
medio estadisticamente inferior para el grupo Gapten comparacién con el del

grupo Control.

ALA-APsol CYS-APsol GLU-APsol ASP-APsol
MEDIA = EE
Control 4760,1 + 587,56 3967,0 + 453,75 905,4 + 61,35 13613,10
Captopril 2835,1+178,01 2522,0 + 210,83 637,3 +52,37 167,6,31
Propanolol 2596,8 + 205,19 2502,6 + 236,08 833,1 + 29,25 139.6,47
P-Valor
C_CA *kk ** *kk n.s.
C-p el ** n.s. n.s.
CA-P n.s. n.s. ok ok

Tabla 59. Media + el error estandar (EE) de los valoresaiidad Alanina (ALA-AP), Cisteina (CYS-

AP), Glutdmico (GLU-AP) y Aspartico (ASP-AP) Amineptidasa, expresados como pmoles depAla-
NA, Cys{f3-NA, Glu-B-NA 6 Asp$-NA hidrolizados/mg proteina/min, en la fracciériuide de corteza

renal correspondiente a los grupos Control (C)taap (CA) y Propranolol (P). **p<0,01; ***p<0,001

En la Tabla 60 se presentan las medias y el estandar (EE) de los valores de

actividad Alanina, Cisteina, Glutamico y Aspartiminopeptidasa, expresados como
pmoles de Alg-NA, Cys{3-NA, Glu-B-NA 6 Aspf$-NA hidrolizados/mg. proteina

/min, en la fraccién unida a membrana de la cortemal de los grupos Control (n=8),
Captopril (n=8) y Propranolol (n=8) al final delrmelo experimental; asi como los
valores de P obtenidos en las comparaciones evdré&rds grupos No se obtuvieron

diferencias estadisticamente significativas pamguma de las actividades analizadas.
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ALA-APmb CYS-APmb GLU-APmb ASP-APmb
MEDIA = EE
Control 3142,1 + 201,53 3646,1 + 242,36 1960,1 + 126,49 ,0958,90
Captopril 2324,1 + 246,19 2942,1 + 248,68 1667 + 163,46 7318,56
Propanolol 2466,5 +123,44 2780,3 + 175,29 1375 + 85,35 78318,83
P-Valor
C-CA * n.s. n.s. *
C-P * * * n.s.
CA-P n.s. n.s. n.s. n.s.

Tabla 60. Media + el error estandar (EE) de los valoresaiidad Alanina (ALA-AP), Cisteina (CYS-

AP), Glutdmico (GLU-AP) y Aspartico (ASP-AP) Amineptidasa, expresados como pmoles depAla-
NA, Cys{f3-NA, Glu-B-NA 6 Asp$-NA hidrolizados/mg proteina/min, en la fraccioridmma membrana

de corteza renal correspondiente a los grupos @@y, Captopril (CA) y Propranolol (P). *p<0,05.

En la Tabla 61 se presentan las medias y el estandar (EE) de los valores de

actividad Alanina, Cisteina, Glutamico y Aspartiminopeptidasa, expresados como
pmoles de Al&g3-NA, Cys$-NA, Glu-f-NA 6 Aspf-NA hidrolizados/mg. proteina
/min, en la fraccion soluble de la médula renalategrupos Control (n=8), Captopril
(n=8) y Propranolol (n=8) al final del periodo expeental; asi como los valores de P
obtenidos en las comparaciones entre los tres grupbservamos que para las
actividades Alanina y Cisteina Aminopeptidasas seivderon unos valores medios

estadisticamente inferiores para el grupo Capte@pricomparacion con los del grupo

Control.

ALA-APsol CYS-APsol GLU-APsol ASP-APsol
MEDIA + EE
Control 6295,4 + 666,70 5517,6 + 441,18 1567,5+ 117,63 493,18
Captopril 4295,3 + 295,56 3700,3 + 257,28 1523 + 74,28 168308
Propanolol 5154,6 +417,10 5016,3 + 293,74 1690,8 + 122,07 ,6.23B,79
P-Valor
C-CA * *x n.s. n.s.
C-P n.s. n.s. n.s. n.s.
CA-P n.s. *x n.s. n.s.

Tabla 61. Media + el error estandar (EE) de los valoresaiidad Alanina (ALA-AP), Cisteina (CYS-

AP), Glutdmico (GLU-AP) y Aspartico (ASP-AP) Amineptidasa, expresados como pmoles depAla-
NA, Cys$3-NA, Glu-B-NA 6 Asp{f-NA hidrolizados/mg proteina/min, en la fraccioriulbe de médula

renal correspondiente a los grupos Control (C)taap (CA) y Propranolol (P). *p<0,05; **p<0,01.

En la Tabla 62 se presentan las medias y el estandar (EE) de los valores de
actividad Alanina, Cisteina, Glutamico y Aspartiminopeptidasa, expresados como
pmoles de Alg-NA, Cys{f3-NA, Glu-B-NA & Aspf$-NA hidrolizados/mg. proteina
/min, en la fraccién unida a membrana de la mérknal de los grupos Control (n=8),
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Captopril (n=8) y Propranolol (n=8) al final delrelo experimental; asi como los
valores de P obtenidos en las comparaciones @stitesls grupos. Observamos que para
la actividad Cisteina Aminopeptidasa se obtuvo @atorv medio estadisticamente
inferior para el grupo Captopril en comparacion @ndel grupo Control. Para la
actividad Aspatato Aminopeptidasa el valor meditenlaio para el grupo Captopril fue

estadisticamente inferior a los valores medio®ggftupos Control y Propranolol.

ALA-APmMb CYS-APmb GLU-APmb ASP-APmb
MEDIA + EE

Control 5515,1 + 262,52 6332,3 + 296,70 3369,9 + 156,28 787 55,43
Captopril 3956,8 + 207,21 4756,1 + 239,82 2544,9 + 136,74 ,BEB6,60
Propanolol 4603,5 + 355,84 5780,8 + 313,26 3154,9 + 156,78 ,®289,31
P-Valor

C-CA ** * n.s. *kk

C-P n.s. n.s. n.s. *kk

CA-P n.s. n.s. n.s. n.s.

Tabla 62. Media + el error estandar (EE) de los valoresda®idad Alanina (ALA-AP), Cisteina (CYS-
AP), Glutamico (GLU-AP) y Aspartico (ASP-AP) Amineptidasa, expresados como pmoles depAla-
NA, Cysf3-NA, Glu-B-NA & Aspf-NA hidrolizados/mg proteina/min, en la fracciéndama membrana
de médula renal correspondiente a los grupos dof@)o Captopril (CA) y Propranolol (P). *p<0,05;
**p<0,01; ***p<0,001.

4.3. ESTUDIO DEL EFECTO DE LA INHIBICION DE LA PRO DUCCION DE
OXIDO NITRICO: L-NAME.

4.3.1. INHIBICION DE LA PRODUCCION DE OXIDO NITRICO L-NAME.
EFECTOS SOBRE EL SISTEMA RENINA ANGIOTENSINA SISTH®O.

En la Tabla 63 se presentan las medias y el estandar (EE) de los valores de
actividad Alanina, Cisteina, Glutamico y Aspartiminopeptidasa, expresados como
pmoles de Alg3-NA, Cys$-NA, Glu-f-NA 6 Aspf-NA hidrolizados/mg. proteina
/min, en el plasma de los grupos Control (n=8) NAME (n=8) al final del periodo
experimental; asi como los valores de P obtenidola® comparaciones entre los dos
grupos. No se obtuvieron diferencias estadistictagignificativas para ninguna de las
actividades analizadas.
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ALA-AP CYS-AP GLU-AP ASP-AP
MEDIA = EE
Control 18712,3 £ 1260,38 3531,4 + 196,29 5557,1 + 394,52 3383,9 + 246,55
L-NAME 17529,1 + 1049,04 3386,9 + 230,19 5648,4 + 373,97 1553 + 239,90
P-Valor
C-L-NAME n.s. n.s. n.s. n.s.

Tabla 63. Media + el error estandar (EE) de los valoresaiidad Alanina (ALA-AP), Cisteina (CYS-

AP), Glutamico (GLU-AP) y Aspartico (ASP-AP) Amineptidasa, expresados como pmoles depAla-
NA, CysB-NA, Glu-B-NA 6 AspB-NA hidrolizados/ml /min, en las muestras de plasmaespondiente

a los grupos Control (C) y L-NAME (L-NAME).

4.3.2. INHIBICION DE LA PRODUCCION DE OXIDO NITRICO L-NAME.
EFECTOS SOBRE EL SISTEMA RENINA ANGIOTENSINA CEREBR.

En la Tabla 64 se presentan las medias y el estandar (EE) de los valores de
actividad Alanina, Cisteina, Glutamico y Aspartiminopeptidasa, expresados como
pmoles de Alg3-NA, Cys$-NA, Glu-f-NA 6 Aspf-NA hidrolizados/mg. proteina
/min, en la fraccion soluble del hipotdlamo de ¢papos Control (n=8) y L-NAME
(n=8) al final del periodo experimental; asi comnos halores de P obtenidos en las
comparaciones entre los dos grupos. No se obtuvidi@rencias estadisticamente

significativas para ninguna de las actividadesizadhs.

ALA-APsol CYS-APsol GLU-APsol ASP-APsol
MEDIA + EE
Control 12548,6 + 1140,38 5135,9 +£473,98 9628,3+730,80 45,3+11,18
L-NAME 12218,9 + 1039,19 5727,8 £ 633,55 10895,9 £ 978,14 131,2 + 13,94
P-Valor
C-L-NAME n.s. n.s. n.s. n.s.

Tabla 64.Media + el error estandar (EE) de los valoresa®idad Alanina (ALA-AP), Cisteina (CYS-
AP), Glutdmico (GLU-AP) y Aspartico (ASP-AP) Amineptidasa, expresados como pmoles depAla-
NA, Cysf-NA, Glu-NA 6 Asp$-NA hidrolizados/mg proteina/min, en la fraccionlulde de
hipotalamo correspondiente a los grupos Controly(CINAME (L-NAME).

En la Tabla 65 se presentan las medias y el estandar (EE) de los valores de
actividad Alanina, Cisteina, Glutamico y Aspartiminopeptidasa, expresados como
pmoles de Alg-NA, Cys{3-NA, Glu-B-NA 6 Aspf$-NA hidrolizados/mg. proteina
/min, en la fraccion unida a membrana del hipotala® los grupos Control (n=8) y L-
NAME (n=8) al final del periodo experimental; asinwo los valores de P obtenidos en

las comparaciones entre los dos grupos. Observguoepara las actividades Alanina y
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Aspartico Aminopeptidasas se obtuvo un valor medaa el grupo L-NAME

estadisticamente inferior al del grupo Control.

ALA-APmb CYS-APmb GLU-APmb ASP-APmb
MEDIA + EE
Control 8631,8 + 388,23 2450,8 + 130,66 5371,3 + 444,45 , BAN9,65
L-NAME 5819,4 + 653,63 1960,1 + 237, 09 4507,5 + 535,04 5,B% 36,23
P-Valor
C-L-NAME *x n.s. n.s. *x

Tabla 65. Media + el error estandar (EE) de los valoresda®idad Alanina (ALA-AP), Cisteina (CYS-
AP), Glutdmico (GLU-AP) y Aspartico (ASP-AP) Amineptidasa, expresados como pmoles depAla-
NA, Cys{f3-NA, Glu-B-NA 6 Aspf-NA hidrolizados/mg proteina/min, en la fraccioridmma membrana
de hipotalamo correspondiente a los grupos Cof@py L-NAME (L-NAME). **p<0,01.

4.3.3. INHIBICION DE LA PRODUCCION DE OXIDO NITRICO L-NAME.
EFECTOS SOBRE EL SISTEMA RENINA ANGIOTENSINA INTRRENAL.

En la Tabla 66 se presentan las medias y el estandar (EE) de los valores de
actividad Alanina, Cisteina, Glutamico y Aspartiminopeptidasa, expresados como
pmoles de Alg-NA, Cys{3-NA, Glu-B-NA & Aspf$-NA hidrolizados/mg. proteina
/min, la fraccién soluble de la corteza renal dg goupos Control (n=8) y L-NAME
(n=8) al final del periodo experimental; asi cones kalores de P obtenidos en las
comparaciones entre los dos grupos. Observamospgtee todas las actividades
analizadas se obtuvieron valores medios estadistiti® inferiores en el grupo L-

NAME en comparacién con el grupo Control.

ALA-APsol CYS-APsol GLU-APsol ASP-APsol
MEDIA + EE
Control 4760,1 + 587,56 3967 + 453,75 905,4 + 61,35 1361340
L-NAME 3064,3 + 162,38 2730,3 + 55,61 619,8 + 55,61 7%,6(b9
P-Valor
C- L-NAME *k%k *k%k *kk X%k

Tabla 66. Media + el error estandar (EE) de los valoresaiidad Alanina (ALA-AP), Cisteina (CYS-

AP), Glutdmico (GLU-AP) y Aspartico (ASP-AP) Amineptidasa, expresados como pmoles depAla-
NA, Cys{f3-NA, Glu-B-NA 6 Asp$-NA hidrolizados/mg proteina/min, en la fracciériulde de corteza

renal correspondiente a los grupos Control (C)NAME (L-NAME). ***p<0,001.

En la Tabla 67 se presentan las medias y el estandar (EE) de los valores de
actividad Alanina, Cisteina, Glutamico y Aspartiminopeptidasa, expresados como
pmoles de Alg3-NA, Cys$-NA, Glu-f-NA 6 Aspf-NA hidrolizados/mg. proteina
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/min, la fraccion unida a membrana de la corteralrde los grupos Control (n=8) y L-
NAME (n=8) al final del periodo experimental; asinwo los valores de P obtenidos en
las comparaciones entre los dos grupos. No se iebbavdiferencias estadisticamente

significativas para ninguna de las actividadesizadhs.

ALA-APmb CYS-APmb GLU-APmb ASP-APmb
MEDIA = EE
Control 3142,1 + 201,53 3646,1 + 242,36 1960,1 + 126,49 ,0958,90
L-NAME 3193,8 + 253,54 3808,4 + 342,69 2108,5 + 250,19 ,B4@B0,81
P-Valor
C-L-NAME n.s. n.s. n.s. n.s.

Tabla 67.Media + el error estandar (EE) de los valoresaiidad Alanina (ALA-AP), Cisteina (CYS-

AP), Glutamico (GLU-AP) y Aspartico (ASP-AP) Amineptidasa, expresados como pmoles depAla-
NA, Cysf-NA, Glu-B-NA & Aspf-NA hidrolizados/mg proteina/min, en la fraccibndama membrana

de corteza renal correspondiente a los grupos @@y y L-NAME (L-NAME).

En la Tabla 68 se presentan las medias y el estandar (EE) de los valores de
actividad Alanina, Cisteina, Glutamico y Aspartiminopeptidasa, expresados como
pmoles de Alg-NA, Cys{3-NA, Glu-B-NA 6 Aspf$-NA hidrolizados/mg. proteina
/min, en la fraccién soluble de la médula renalagegrupos Control (n=8) y L-NAME
(n=8) al final del periodo experimental; asi cones kalores de P obtenidos en las
comparaciones entre los dos grupos. No se obtuvidi@rencias estadisticamente

significativas para ninguna de las actividadesizadhs.

ALA-APsol CYS-APsol GLU-APsol ASP-APsol
MEDIA + EE
Control 6295,4 + 666,70 5517,6 + 441,18 1567,5+ 117,63 493,18
L-NAME 5328 + 522,79 4348,1 + 431,05 1749 + 137,32 1131287
P-Valor
C-L-NAME n.s. *x n.s. n.s.

Tabla 68.Media + el error estandar (EE) de los valoresaiidad Alanina (ALA-AP), Cisteina (CYS-

AP), Glutdmico (GLU-AP) y Aspartico (ASP-AP) Amineptidasa, expresados como pmoles depAla-
NA, Cys{$3-NA, Glu-B-NA 6 Asp{f-NA hidrolizados/mg proteina/min, en la fraccioriulbe de médula

renal correspondiente a los grupos Control (C)NAME (L-NAME). **p<0,01.

En la Tabla 69 se presentan las medias y el estandar (EE) de los valores de
actividad Alanina, Cisteina, Glutamico y Aspartiminopeptidasa, expresados como
pmoles de Alg3-NA, Cys$-NA, Glu-f-NA 6 Aspf-NA hidrolizados/mg. proteina
/min, en la fraccién unida a membrana de la médkrial de los grupos Control (n=8) y

L-NAME (n=8) al final del periodo experimental; agimo los valores de P obtenidos
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en las comparaciones entre los dos grupos. Obsesvgue para la actividad Aspartico
Aminopeptidasa en el grupo L-NAME obtuvimos un vafloedio estadisticamente
inferior al del grupo Control.

ALA-APmb CYS-APmb GLU-APmb ASP-APmb
MEDIA + EE
Control 5515,1 + 262,52 6332,3 + 296,70 3369,9 + 156,28 7BL% 55,43
L-NAME 6340 + 824,18 5483,6 + 541,66 4192,3 +513,85 72®9,35
P-Valor
C-L-NAME n.s. n.s. n.s. Fhk

Tabla 69. Media + el error estandar (EE) de los valoresd®idad Alanina (ALA-AP), Cisteina (CYS-
AP), Glutamico (GLU-AP) y Aspartico (ASP-AP) Amineptidasa, expresados como pmoles depAla-
NA, Cysf-NA, Glu-B-NA & Aspf-NA hidrolizados/mg proteina/min, en la fraccibndama membrana
de médula renal correspondiente a los grupos dd@jy L-NAME (L-NAME). ***p<0,001.

4.4. ESTUDIO DEL EFECTO DE UNA DIETA ENRIQUECIDA EN ACEITE DE
OLIVA VIRGEN EXTRA SOBRE LAS ACTIVIDADES AMINOPEPTI DASAS
ESTUDIADAS.

4.4.1. EFECTOS SOBRE EL SISTEMA RENINA ANGIOTENSINMSTEMICO DE
UNA DIETA ENRIQUECIDA EN ACEITE DE OLIVA VIRGEN EXTRA.

En la Tabla 70 se presentan las medias y el estandar (EE) de los valores de
actividad Alanina, Cisteina, Glutamico y Aspartiminopeptidasa, expresados como
pmoles de Alg-NA, Cys{3-NA, Glu-B-NA & Aspf$-NA hidrolizados/mg. proteina
/min, en el plasma de los grupos Estandar (n=83sit& de Oliva Virgen Extra (n=8) al
final del periodo experimental; asi como los vadorde P obtenidos en las
comparaciones entre los dos grupos. No se obtuvidi@rencias estadisticamente

significativas para ninguna de las actividadesizadhs.

ALA-AP CYS-AP GLU-AP ASP-AP
MEDIA + EE
Estandar 15961,2 £ 524,29 3057 + 184,67 3837,8 +131 1373849
Aceite de Oliva
Virgen Extra 17069,8 £ 294,21 3069 + 109,01 3981,5 + 190,77 136,53
P-Valor
E-AOVE n.s. n.s. n.s. n.s.

Tabla 70. Media + el error estandar (EE) de los valoresa®idad Alanina (ALA-AP), Cisteina (CYS-

AP), Glutamico (GLU-AP) y Aspartico (ASP-AP) Amineptidasa, expresados como pmoles depAla-
NA, Cys$-NA, Glu-B-NA 6 Asp$-NA hidrolizados/ml /min, en las muestras de plasmaespondiente

a los grupos Estandar (E) y Aceite de Oliva Virgetra(AOVE).
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4.4.2. EFECTOS SOBRE EL SISTEMA RENINA ANGIOTENSIN2EREBRAL DE
UNA DIETA ENRIQUECIDA EN ACEITE DE OLIVA VIRGEN EXTRA.

En la Tabla 71 se presentan las medias y el estandar (EE) de los valores de
actividad Alanina, Cisteina, Glutamico y Aspartiminopeptidasa, expresados como
pmoles de Alg-NA, Cys{f3-NA, Glu-B-NA 6 Aspf$-NA hidrolizados/mg. proteina
/min, en la fraccién soluble del hipotdlamo de dpspos Estandar (n=8) y Aceite de
Oliva Virgen Extra (n=8) al final del periodo expeental; asi como los valores de P
obtenidos en las comparaciones entre los dos griyposse obtuvieron diferencias

estadisticamente significativas para ninguna dadtigidades analizadas.

ALA-APsol CYS-APsol GLU-APsol ASP-APsol
MEDIA + EE
Estandar 11572,0 £621,2 4174,0 £ 348,2 7504,0 +913,9 1206,3
Aceite de Oliva
Virgen Extra 11111,0+1239,8 4105,0 £ 610,8 10252,0 + 1692,7 2,06 16,1
P-Valor
E-AOVE n.s. n.s. n.s. n.s.

Tabla 71.Media + el error estandar (EE) de los valoresaiidad Alanina (ALA-AP), Cisteina (CYS-
AP), Glutdmico (GLU-AP) y Aspartico (ASP-AP) Amineptidasa, expresados como pmoles depAla-
NA, Cysf-NA, Glu-NA 6 Asp$-NA hidrolizados/mg proteina/min, en la fraccionlulde de
hipotalamo correspondiente a los grupos Estandayr feeite de Oliva Virgen Extra (AOVE).

En la Tabla 72 se presentan las medias y el estandar (EE) de los valores de
actividad Alanina, Cisteina, Glutamico y Aspartiminopeptidasa, expresados como
pmoles de Alg-NA, Cys{3-NA, Glu-B-NA 6 Aspf$-NA hidrolizados/mg. proteina
/min, en la fraccién unida a membrana del hipotalale los grupos Estandar (n=8) y
Aceite de Oliva Virgen Extra (n=8) al final del pElo experimental; asi como los
valores de P obtenidos en las comparaciones eygreds grupos. No se obtuvieron

diferencias estadisticamente significativas pamguma de las actividades analizadas.

ALA-APmb CYS-APmb GLU-APmb ASP-APmb
MEDIA = EE
Estandar 8186,0 + 702,0 2780,0 +421,2 3915,0 +482,9 3%#%0,0
Aceite de Oliva
Virgen Extra 6669,0 + 1039,5 2044,0 +472,1 3380,0 + 380,1 423%6,2
P-Valor
E-AOVE n.s. n.s. n.s. n.s.

Tabla 72.Media + el error estandar (EE) de los valoresaiidad Alanina (ALA-AP), Cisteina (CYS-
AP), Glutdmico (GLU-AP) y Aspartico (ASP-AP) Amineptidasa, expresados como pmoles depAla-
NA, Cysf3-NA, Glu-B-NA & Aspf-NA hidrolizados/mg proteina/min, en la fracciéndaa membrana
de hipotalamo correspondiente a los grupos EstdB)ar Aceite de Oliva Virgen Extra (AOVE).
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4.4.3. EFECTOS SOBRE EL SISTEMA RENINA ANGIOTENSINNTRA-RENAL
DE UNA DIETA ENRIQUECIDA EN ACEITE DE OLIVA VIRGEN.

En la Tabla 73 se presentan las medias y el estandar (EE) de los valores de
actividad Alanina, Cisteina, Glutamico y Aspartiminopeptidasa, expresados como
pmoles de Alg-NA, Cys{f3-NA, Glu-B-NA 6 Aspf$-NA hidrolizados/mg. proteina
/min, en la fraccién soluble de la corteza renalodegrupos Estandar (n=8) y Aceite de
Oliva Virgen Extra (n=8) al final del periodo expeental; asi como los valores de P
obtenidos en las comparaciones entre los dos griyposse obtuvieron diferencias

estadisticamente significativas para ninguna dadtigidades analizadas.

ALA-APsol CYS-APsol GLU-APsol ASP-APsol
MEDIA + EE
Estandar 3578,7 + 196,30 3634,0 + 222,92 957 £92,18 14941
Aceite de Oliva
Virgen Extra 3520 + 26 3981,1 +176,36 991 + 102,66 142 + 18,0
P-Valor
E-AOVE n.s. n.s. n.s. n.s.

Tabla 73.Media + el error estandar (EE) de los valoresaiidad Alanina (ALA-AP), Cisteina (CYS-

AP), Glutdmico (GLU-AP) y Aspartico (ASP-AP) Amineptidasa, expresados como pmoles depAla-
NA, Cys{f3-NA, Glu-B-NA 6 Asp$-NA hidrolizados/mg proteina/min, en la fracciériuide de corteza

renal correspondiente a los grupos Estandar (Eejté de Oliva Virgen Extra (AOVE).

En la Tabla 74 se presentan las medias y el estandar (EE) de los valores de
actividad Alanina, Cisteina, Glutamico y Aspartiminopeptidasa, expresados como
pmoles de Alg3-NA, Cys$-NA, Glu-f-NA 6 Aspf-NA hidrolizados/mg. proteina
/min, en la fraccion unida a membrana de la cortemal de los grupos Estandar (n=8)
y Aceite de Oliva Virgen Extra (n=8) al final deénmodo experimental; asi como los
valores de P obtenidos en las comparaciones adrdds grupos. Observamos como
para las actividades Alanina y Aspartico Aminopdgdas obtuvimos en el grupo

AOVE valores medios estadisticamente superiores ddl grupo Estandar.

ALA-APmb CYS-APmb GLU-APmb ASP-APmb
MEDIA = EE
Estandar 5511,4 + 209,74 3315,1 + 237,32 1304 £ 139 390 £ 69
Aceite de Oliva
Virgen Extra 7155,8 + 528,45 3046,0 + 75,48 1375 + 202 977 + 228
P-Valor
E-AOVE * n.s. n.s. *

Tabla 74.Media + el error estandar (EE) de los valoresdaiidad Alanina (ALA-AP), Cisteina (CYS-
AP), Glutdmico (GLU-AP) y Aspartico (ASP-AP) Amineptidasa, expresados como pmoles depAla-
NA, Cysf3-NA, Glu-B-NA & Aspf-NA hidrolizados/mg proteina/min, en la fracciéndaa membrana
de corteza renal correspondiente a los grupos @&st&k) y Aceite de Oliva Virgen Extra (AOVE).
*p<0,05.
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En la Tabla 75 se presentan las medias y el estandar (EE) de los valores de
actividad Alanina, Cisteina, Glutamico y Aspartiminopeptidasa, expresados como
pmoles de Alg3-NA, Cys$-NA, Glu-f-NA 6 Aspf-NA hidrolizados/mg. proteina
/min, en la fraccion soluble de la médula renalodegrupos Estandar (n=8) y Aceite de
Oliva Virgen Extra (n=8) al final del periodo expeental; asi como los valores de P
obtenidos en las comparaciones entre los dos griyosse obtuvieron diferencias

estadisticamente significativas para ninguna dadtisidades analizadas.

ALA-APsol CYS-APsol GLU-APsol ASP-APsol
MEDIA + EE
Estandar 3400,2 + 265,76 3608,9 + 309,16 1759 +197,1 800+ 8
Aceite de Oliva
Virgen Extra 3385,9 + 185,46 3733,6 + 182,05 1352 +132,8 7251
P-Valor
E-AOVE n.s. n.s. n.s. n.s.

Tabla 75. Media + el error estandar (EE) de los valoresda®idad Alanina (ALA-AP), Cisteina (CYS-

AP), Glutamico (GLU-AP) y Aspartico (ASP-AP) Amineptidasa, expresados como pmoles depAla-
NA, Cys$-NA, Glu-B-NA 6 Asp$-NA hidrolizados/mg proteina/min, en la fracciéiubde de médula

renal correspondiente a los grupos Estandar (E)ejté de Oliva Virgen Extra (AOVE).

En la Tabla 76 se presentan las medias y el estandar (EE) de los valores de
actividad Alanina, Cisteina, Glutamico y Aspartiminopeptidasa, expresados como
pmoles de Alg-NA, Cys{3-NA, Glu-B-NA 6 Aspf$-NA hidrolizados/mg. proteina
/min, en la fraccion unida a membrana de la médkrial de los grupos Estandar (n=8)
y Aceite de Oliva Virgen Extra (n=8) al final de¢ngodo experimental; asi como los
valores de P obtenidos en las comparaciones @stidok grupos. Observamos que para
la actividad Alanina Aminopeptidasa obtuvimos utovanedio en el grupo Aceite de
Oliva Virgen Extra estadisticamente superior alglelpo Estandar, mientras que para
las actividades Glutamico y Aspartico Aminopeptalés media en el grupo Aceite de

Oliva Virgen Extra fue estadisticamente inferida @el grupo Estandar.

ALA-APmb CYS-APmb GLU-APmb ASP-APmb
MEDIA + EE
Estandar 3252,3 + 230,89 4536,5 + 255,03 3737 £ 679,6 7456.8
Aceite de Oliva
Virgen Extra 4478,4 + 241,53 4178,4 £ 136,72 2007 + 343,3 2354
P-Valor
E-AOVE *k n.s. * xk

Tabla 76.Media + el error estandar (EE) de los valoresda®idad Alanina (ALA-AP), Cisteina (CYS-
AP), Glutdmico (GLU-AP) y Aspartico (ASP-AP) Amineptidasa, expresados como pmoles depAla-
NA, Cysf3-NA, Glu-B-NA & Aspf-NA hidrolizados/mg proteina/min, en la fraccibndaa membrana
de médula renal correspondiente a los grupos Eamtdit) y Aceite de Oliva Virgen Extra (AOVE).
*p<0,05; **p<0,01.
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5. DISCUSION

5.1. ESTUDIO METABOLICO Y FISIOLOGICO

5.1.1. EFECTO DE FARMACOS ANTIHIPERTENSIVOS: CAPTRR Y
PROPRANOLOL

Evolucion de los valores de Presion Arterial Sistila

En la Grafica 1 se muestran los valores de preaitarial sistdlica (PAS) al
comienzo del periodo experimental (inicial), a 1&sdias de tratamiento y a los 30 dias

(final) para los grupos Control, Captopril y Prapskol.
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Gréfica 1. Valores medios + error estandar de Presién Ait8istdlica (expresados en milimetros de

mercurio, mmHg) para los grupos Control (n=8), Gppt (n=8) y Propranolol (n=8) durante el periodo

experimental. Se representan las diferencias eSitadhente significativas, y entre qué grupos se
establecen. a: diferencias con respecto al grupatr@p b: diferencias entre los grupos Captopril y
Propranolol. ** p<0,01; ***p<0,001.

Observamos que el grupo tratado con Propranoloktraueina evolucion para
los valores de PA similar a los animales del gr@mmntrol, alcanzandose valores

cercanos a los 200 mmHg a los 15 dias de iniciattatamiento (192,5 + 2,35 y 200,3
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+ 5,00). Sin embargo, el tratamiento con Captagrijue consigue un mantenimiento en
los valores de PA cercanos a los 150 mmHg iniciélé8,6 + 4,72 a los 15 dias de

tratamiento y 159,4 + 5,28 al mes).

Hay que tener en cuenta que en el modelo SHR swsJas genes implicados
en la aparicion de la hipertension, por lo que esmodelo animal que mimetiza
bastante bien la hipertension esencial o primamidwemanos (Pinto et al., 1998). El
mecanismo de desarrollo de la hipertension SHRtiéisulo tanto a alteraciones
neuronales como vasculares, y las variacionesidwhles en el genotipo SHR pueden
influir tanto en la evolucion de la hipertensionmm en las alteraciones en distintos
organos. Se sabe que son tres los principales gemdisados en el aumento de la
presion arterial en este modelo, y que un cuartolgealizado en el cromosoma 10
contribuye al mantenimiento de la hipertensiénananimales adultos (Yamori, 1999;
O'Shaughnessy, 2001). También se sabe que losgamd® podrian estar implicados en
el mantenimiento de la hipertension, y en la aparicle dafio renal en este modelo
mediante la alteracidén de la natriuresis por preygi@l feedback tubulo-glomerular, de
forma muy similar a como ocurre en los humanosrtepsos (Reckelhoff y Granger,
1999). Este efecto de los androgeno hace tambigs animales SHR un buen modelo

de la hipertension postmenopausica en humanos(itani et al., 2003).

Como se ha indicado en la introduccién, el Capkguitenece a un grupo de
farmacos denominados “inhibidores del enzima cdider de angiotensina” (IECA)
cuyo efecto sobre los valores de presion artesialedido a la inhibicion del enzima que
transforma la Ang | en Ang Il, principal péptidatiso del SRA (Breckenridge, 1988).
El Captopril es un potente inhibidor de las accsode la Ang Il en todo el organismo.
SoOlo ocasiona una pequefia disminucion de la PAnemates normales, pero en
animales hipertensos provoca una reduccion muchomue la PA, sobre todo en los
modelos en los que esté estimulada la secrecioenilga, aunque no esté del todo clara
la relacion entre la disminucion de la PA observamalos animales SHR y la
disminuciéon de la actividad ECA en plasma (Zhanglet 1996). No obstante, hay
estudios que apoyan la participacion del RAS ee &b de hipertension y el efecto
beneficioso de la administracion de algunos péptide este sistema con acciones

contrapuestas a las de la Angll (Benter et al.1201

El modelo genético de hipertension SHR tambiénasacteriza por un aumento

de la frecuencia cardiaca y de las concentraciameplasma de catecolaminas y
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actividad dopaminaB-hidrolasa, factores todos ellos indicativos de swlareactividad
del SNS (Nagatsu et al., 1974; Zhang y Thorén, 18@%8mola et al., 1999). Log-
bloqueantes, entre los que se encuentra el prdptatienen una reconocida actividad
antihipertensiva debida a la disminucion del gasialiaco, de la liberacidon de renina a
partir de los rifiones y la inhibicibn de la accida las catecolaminas endogenas
(Graham et al., 2008). A pesar de ello, en losltados obtenidos no observamos
diferencias estadisticamente significativas erdsevialores de PA del grupo Control y
Propranolol. Esta falta de efecto sobre los valdeepresion arterial puede deberse a la
duracién del periodo de administracion del farmaeocuatro semanas, mientras que en
trabajos en los que si se indican efectos hipotessla administraciéon se prolongaba
hasta 12 semanas (Nguyen et al., 1998; Sato €t(dlQ). Sin embargo, otros autores

tampoco observan efecto del propranolol sobredaifn arterial (de Blois et al., 1997).

En comparacion con resultados previos obtenidos mastro grupo de
investigacibn en animales normotensos (ratas WKratadlos con captopril, la
reduccion en los valores de PA (20%) fue supekdlafejo et al., 2012). Sin embargo,
el tratamiento con propranolol no mostré diferesctm los valores de PA ni en los
animales WKY (Ramirez et al., 2009) ni en los Si3Rdarra et al., 2012).
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Evolucion del peso corporal e ingesta de alimento

En la Grafica Ze muestra la evolucién del peso corporal par&réssgrupos de
animales. Al contrario de lo comentado con respectins cambios en la PA, el
tratamiento con Propranolol es el Unico que patener efectos sobre los valores de
peso corporal, cuyo incremento es significativamentenor para este grupo de
animales, estableciéndose diferencias estadistitams@nificativas ya a los 15 dias de

tratamiento, que se mantienen al mes.
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Gréfica 2. Valores medios + error estandar de peso corpesqirésados en gramos) para los grupos
Control (n=8), Captopril (n=8) y Propranolol (n=8yrante todo el periodo experimental. Se reprasent
las diferencias estadisticamente significativaatyeequé grupos se establecen. a: diferenciasespecto

al grupo Control; b: diferencias entre los grupapt©pril y Propranolol. ***p<0,001.

De acuerdo con la evolucion del peso corporalae@rkfica 3 se observa cémo
mientras para los animales tratados con Captoprih@emento total de peso fue
positivo y similar al del grupo control (55,4 +3,18 50,9 + 1,88) en el grupo que
recibio el Propranolol tuvo lugar una disminuci@rdasa corporal que se reflejo en un

valor negativo de incremento de peso (-4,7 £ 7.17).
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Grafica 3. Valores medios * error estandar del incremental tig peso corporal (expresados en gramos)
para los grupos Control (n=8), Captopril (n=8) wpranolol (n=8) al finalizar el periodo experimdnta
Se representan las diferencias estadisticamenteficigivas y entre qué grupos se establecen. a:
diferencias con respecto al grupo Control; b: difiefas entre los grupos Captopril y Propranolol.
***n<0,001.

Este resultado esta de acuerdo con los menoreesaioedios de ingesta de
alimento en el grupo al que se le administré Progcd y que podemos observar en la
Grafica 4 (4,2 +0,39 para Propanolol vs 6,0 £0,&Fapel grupo Control y 5,9 + 0,55
para el grupo Captopril). Este dato nos permiteckeonque los menores valores de
peso corporal al final del periodo experimental s@bidos fundamentalmente a la

menor ingesta de alimento en el grupo tratado copr&nolol.
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Gréfica 4. Valores medios * error estandar de la ingestdide@ato (expresados en g por 100 gramos de
peso vivo y dia) para los grupos Control (n=8), t68apl (n=8) y Propranolol (n=8), al finalizar el
periodo experimental.

En la Grafica 5 se representan los valores poratg(g/100 g de peso vivo
(PV)) del corazén, ventriculo izquierdo y rifidn,sebvandose que estos tres organos
muestran pesos proporcionalmente superiores emgb g’ropranolol, mientras que en
el grupo Captopril estos valores son estadisticéamierferiores frente a los controles
para el corazon completo y el ventriculo izquiereiecto ya descrito en los animales
SHR (Miguel-Carrasco et al., 2010; Segarra et2413). El efecto del Propranolol
sobre el peso de estos d6rganos es contrario askrieen la literatura (Weiss y
Lundgren, 1978).
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Grafica 5. Valores medios + error estandar del peso de corazhtriculo izquierdo y rifién (expresados
en gramos por 100g de peso vivo) para los grupagr@dn=8), Captopril (n=8) y Propranolol (n=8) al
final del periodo experimental. Se representardifesencias estadisticamente significativas y eqtré
grupos se establecen. a: diferencias con respéctpupo Control; b: diferencias entre los grupos
Captopril y Propranolol; * p< 0,05; ** p<0,01; *<0,001.

Las diferencias en los valores de peso corporat @higrupo Control y el grupo
Propranolol son en parte debidas al efecto bielwada de lo$3-bloqueantes sobre la
ingesta de alimento (Tsujii y Bray, 1998; Bray, @QDOEn el caso del Captopril, el
tratamiento con este tipo de farmacos se ha reladmcon un efecto preventivo sobre
el desarrollo de la obesidad y la resistenciaiadalina, tanto en animales a los que se
les administra una dieta alta en grasa como enlagupie reciben una dieta estandar,
si bien dicho efecto se ha demostrado sélo en adpasatas normotensas (Kloet et al.,
2009). En el caso de animales hipertensos, estudadizados con ratas de la estirpe
SHROB, un modelo de sindrome metabdlico que pradapertension y obesidad, la
administracion de Captopril no afecto ni a la inges al incremento de peso corporal
(Ernsberger et al., 2007).
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Ingesta de bebida, diuresis y balance hidrico

En las Graficas 6 y 7 aparecen los valores de faghs bebida y diuresis para
los tres grupos experimentales. Se observa papaigd Propranolol una menor ingesta
de agua, aunque soOlo se establecen diferenciadistsi@mente significativas con
respecto al grupo Captopril. Por el contrario,relpg Captopril presentdé unos mayores
valores de diuresis, aunque las diferencias esizaii®ente significativas solo se
establecieron con el grupo Propranolol. Como caresgia, el balance hidrico fue

sensiblemente inferior para el grupo tratado caprnolol.
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Gréfica 6. Valores medios + error estandar de la ingesteetdedb (expresados en ml por 100 gramos de
peso vivo y dia) para los grupos Control (n=8), t8ppl (n=8) y Propranolol (n=8) al final del pedio
experimental. Se representan las diferencias estitaihente significativas y entre qué grupos se
establecen. a: diferencias con respecto al grupatr@p b: diferencias entre los grupos Captopril y
Propranolol; * p< 0,05.
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Grafica 7. Valores medios * error estandar de diuresis (esgoies en ml excretados de orina por 100
gramos de peso vivo y dia) para los grupos CorftreB), Captopril (n=8) y Propranolol (n=8), al
finalizar el periodo experimental. Se representandiferencias estadisticamente significativas tyeen
qué grupos se establecen. a: diferencias con tespegrupo Control; b: diferencias entre los gmipo
Captopril y Propranolol. * p< 0,05.

Estos resultados indicarian que, al menos en partantenimiento de los
valores de PA en el grupo Captopril estaria coodano a un incremento de la diuresis.
Este efecto podria estar relacionado con la distionu descrita en los niveles
plasmaticos de vasopresina en ratas SHR trataga€autopril (Zhang et al., 1996), o
con cambios en las rutas metabdlicas de las amgiotes en distintos érganos como

consecuencia de la inhibicion del ECA (Villarejcaét 2012).

En los animales normotensos (Villarejo et al., 30@& resultados obtenidos tras
el tratamiento con Captopril difieren de los preéadas en esta tesis, ya que en el primer
caso tanto los valores de ingesta de agua conueldguresis fueron significativamente

mayores después del tratamiento con Captopril.
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Parametros sanquineos: valores de 6xido nitrico, wgosa, triglicéridos, colesterol

total y fracciones de colesterol en plasma.

En la Gréfica 8 se muestran los valores plasmati® 6xido nitrico para el
grupo Control y los grupos tratados con CaptoprfPrgpranolol, no encontrandose
diferencias estadisticamente significativas eritos.eEstos resultados son en principio
contradictorios con la elevacion de los niveledN@edescrita en ratas SHR tratadas con
captopril (Miguel-Carrasco et al., 2010) y la cadacrelacién entre el NO y el
funcionamiento del SNS (Jordan et al., 2001).
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Grafica 8. Valores medios * error estandar de la concentnadi&® 6xido nitrico en el plasma de los
grupos Control (n=8), Captopril (n=8) y Proprandlot8), expresados como pmol/l.

En las Graficas 9 y 10 se representan, respectivi@nies valores de glucemia
basal y el perfil lipidico en sangre de los treapgs estudiados. En el caso de la
glucemia, aunque no se alcanza significacion estealidebido a la gran variabilidad de
datos, si que podemos observar valores mediosatigarte superiores para el grupo
Captopril. La concentraciéon de los lipidos plasoo#i también presenta una gran
variabilidad dentro de cada grupo, por lo que sélacontramos diferencias

estadisticamente significativas en el caso de raficéridos, observandose un
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incremento con respecto al grupo control, aungo® tastos como el colesterol total y
la fraccibn HDL alcanzan medias superiores en@ghgtratado con Propranolol lo que
coincide con los resultados descritos por Jandgeggen, (1987) y Darga et al., (1991).
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Gréfica 9. Valores medios * error estandar de los valoreglutemia basal en el plasma de los grupos
Control (n=8), Captopril (n=8) y Propranolol (n=8xpresados como mg/dl.
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Grafica 10. Valores medios * error estandar de los niveleigicéridos y colesterol total en sangre, asi
como de la fracciones de colesterol HDL y LDL, (egados en miligramos por decilitro) para los gsupo
Control (n=8), Captopril (n=8) y Propranolol (n=8¢e representan las diferencias estadisticamente
significativas y entre qué grupos se establecetliferencias con respecto al grupo Control. * p350,
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Niveles de estrés oxidativo

El estudio del estado oxidativo se realiz6 medidateleterminacion de los
niveles de 8-isoprostano en orina. En la Graficad inuestran los valores medios para
los tres grupos de animales. Los valores mas absvad obtuvieron para el grupo
tratado con Captopril, aunque soélo se estableciatib@rencias estadisticamente
significativas entre dicho grupo y los animales fabian recibido Propranolol, datos
gue no apoyarian un efecto protector de los inbilesl del ECA frente a los dafios por

estrés oxidativo, al menos en este modelo animakt¥al., 2006).
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Grafica 11. Valores medios + error estandar de los nivele8-improstanos en orina de los grupos
Control (n=8), Captopril (n=8) y Propranolol (n=8xpresados como ng de isoprostanos/mg de
creatinina. Se representan las diferencias estadfstnte significativas y entre qué grupos se kstab.

b: diferencias entre los grupos Captopril y Proplain* p< 0,05.
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5.1.2. EFECTO DE LA INHIBICION DE LA OXIDO NITRICGINTASA
MEDIANTE LA ADMINISTRACION DE L-NAME

Evolucion de los valores de Presion Arterial Sistia

En la Grafica 12 se representa la evolucion desddsres de PA en el grupo L-
NAME frente a los controles. Como era de espesaadministracion de L-NAME vy la
consecuente inhibicion en la formacién de Oxidoiadt se reflej6 en un aumento
mucho mas pronunciado de los valores de PA quezdcan niveles de 230,7 + 3,25
mmHg frente a los 192,5 + 4,08 del grupo Contrdsal5 dias de administracion del
inhibidor (Vives et al., 2011). Sin embargo, a3@sdias, aunque los valores en el grupo
L-NAME seguian siendo superiores a los controkesljferencia no aumento, incluso se
redujo a 28 mmHg. Estos resultados son consistentebs niveles de NO aumentados
en ratas SHR y la sobreexpresion de la NOS emthisttejidos de estos animales
(Llorens et al., 2007). Sin embargo, el aumentdosnvalores de PA fue inferior al
descrito en animales normotensos (42% de incremsatoetidos al mismo tratamiento

(Segarra et al., 2010).
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Grafica 12. Valores medios + error estandar de Presion AtteSiatolica (PAS) (expresados en
milimetros de mercurio, mmHg) para los grupos Gor{in=8) y L-NAME (n=8), a lo largo del periodo
experimental. Se representan las diferencias esitzmthente significativas entre los dos grupos:
*p< 0,05; ***p<0,001.
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Evolucion del peso corporal e ingesta de alimento

En la Grafica 13 se muestra la evolucién de ldsrega de peso corporal de los
grupos Control y L-NAME durante todo el tratamient@ encontrandose diferencias
estadisticamente significativas ni a los 15 ni 30 dias de tratamiento, aunque la
media de incremento total de peso del grupo Cosupkré en mas de 30 g a la del
grupo L-NAME (Grafica 14).
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Gréfica 13. Valores medios + error estandar de peso corpergdrésados en gramos) para los grupos
Control (n=8) y L-NAME (n=8), durante toda la fasgerimental.
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Grafica 14. Valores medios * error estandar del incremental tde peso corporal (expresados en
gramos) para los grupos Control (n=8) y L-NAME (h=durante todo el proceso experimental.

Estas diferencias en el peso corporal tambiénfigamn en el valor porcentual
del peso de los o6rganos en el sacrificio (Gréafica) hlcanzandose valores
estadisticamente superiores para el grupo L-NAMEQIIcoincidentes con los efectos
conocidos de la inhibicion de la sintesis de Oxititrico en estirpes de ratas
normotensas (Sanada et al., 2001). Estos resultadd®sén estan en concordancia con
el aumento en el tamafio del ventriculo izquierdecd& en ratas hipertensas tras el
tratamiento con L-NAME (Orange et al., 2000) y ¢amipertrofia renal en este mismo
tipo de animales (Vaskonen et al., 1997).
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Grafica 15. Valores medios * error estandar del peso del éorazentriculo izquierdo y rifidn
(expresados en gramos por 100g de peso vivo) pargrupos Control (n=8) y L-NAME (n=8), al final
del periodo experimental. Se representan las difésie estadisticamente significativas: * p< 0,05;
** n<0,01.

De forma paralela a la evolucién del peso corpdaaingesta de alimento al
final del periodo experimental fue también menamapal grupo L-NAME aunque sin

alcanzar significacion estadistica (Grafica 16).

184



7
e
26
=
=
o
]
= .
L
=
=1
s
= 4
z
~
g
P el
S
=3
- p—
L
=
[=1¢
2
1

0

Control L-Name

Gréfica 16. Valores medios * error estandar de ingesta desalion(expresados en g por 100 gramos de
peso vivo) para los grupos Control (n=8) y L-NAME=8), al final de la fase experimental.

Ingesta de bebida, diuresis y balance hidrico

En las Gréficas 17 y 18 se muestran, respectivanémg valores medios de
ingesta de bebida y diuresis para los dos grugadgiados. Observamos un valor medio
inferior estadisticamente significativo de diurepara el grupo L-NAME, lo que
también se traduce en un balance hidrico menor gsieamismo grupo (Grafica 19).
Légicamente, el aumento en la diuresis esta diresrtée relacionado con los mayores
valores de PA del grupo L-NAME (Benter et al., 2036 indica que el aumento en la
PA se deberia al incremento de la resistenciaguiaf o del gasto cardiaco.
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Gréfica 17. Valores medios * error estandar de la ingestagda éexpresados en ml por 100 gramos de
peso vivo) para los grupos Control (n=8) y L-NAME=8), al final de la fase experimental.
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Gréfica 18. Valores medios + error estandar de diuresis (esguies en ml de orina por 100 gramos de
peso vivo y dia) para los grupos Control (n=8) WAME (n=8), al final de la fase experimental. Se
representan las diferencias estadisticamente isigtivas: * p< 0,05.
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Gréfica 19. Valores medios * error estandar del balance ldidespresados en ml por 100 gramos de

peso vivo) para los grupos Control (n=8) y L-NAME=8), al final de la fase experimental. Se

representan las diferencias estadisticamente isigtivgs: * p< 0,05.

187



Parametros sanguineos: valores de 6xido nitrico, wgosa, triglicéridos, colesterol

total y fracciones de colesterol en plasma.

Tal y como cabia esperar, los niveles de Oxidoicoiten plasma fueron
estadisticamente inferiores en el grupo L-NAME ((8ea20).
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Gréfica 20. Valores medios + error estandar de los nivele$xdgo nitrico en plasma para los grupos
Control (n=8) y L-NAME (n=8), expresados como prolSe representan las diferencias
estadisticamente significativas; * p< 0,05.

Las diferencias en los valores de glucemia basalalmanzaron niveles
estadisticamente significativos, aunque el valodiméue superior para el grupo L-
NAME (Gréfica 21), resultados que coinciden con t@i#enidos recientemente por
Benter et al. (2011), lo mismo que ocurrié convakres referidos al perfil lipidico en
sangre (Grafica 22), donde solo se obtuvo sigrificaestadistica para los niveles de
triglicéridos (Benter et al., 2011), aumento quet@sta con resultados obtenidos

anteriormente (Navarro et al., 1994).
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Grafica 21. Valores medios + error estandar de los nivelegldeemia basal en plasma para los grupos
Control (n=8) y L-NAME (n=8), expresados como mg/d|
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Gréfica 22. Valores medios + error estandar de los nivelesigicéridos y colesterol total en sangre, asi
como las fracciones de colesterol HDL y LDL (exjpaiss en miligramos por decilitro) para los grupos
Control (n=8) y L-NAME (n=8). Se representan ladedincias estadisticamente significativas:

** n<0,01.
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Niveles de estrés oxidativo

En la Grafica 23 aparecen los valores medios deetdracion de 8-isoprostanos
en orina. La diferencia estadisticamente signifieatton una media superior en casi 20
ng en la orina de los animales del grupo L-NAMEdi¢aria unos valores muy
superiores de estrés oxidativo en estos animaleg)é coincide con lo observado por
Oudot et al., (2009).

30

43 [
E 40
=
g 33
(=]
=
S 30
g
g 25
= I
2 20
=9
2 ;
- 13
=11
=
10
3

0
Control L-Name

Grafica 23. Valores medios + error estandar de los nivele8-@®prostanos en orina para los grupos
Control (n=8) y L-NAME (n=8), expresados como ng ideprostanos por mg de creatinina. Se
representan las diferencias estadisticamente isigtivas: * p< 0,05.
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5.1.3. EFECTO DE UNA DIETA ALTA EN GRASA SUPLEMENTAA CON
ACEITE DE OLIVA VIRGEN

Evolucion de los valores de Presion Arterial Sistiwa

Para el estudio del efecto de la dieta suplementadaaceite de oliva virgen
extra, teniendo en cuenta que los tratamientosétdies tienen un caracter
fundamentalmente preventivo, se inicié la admiagtn de las dietas y el registro de
los valores de PA desde las 4 semanas de vidadanionales, antes de que la
hipertension se hubiese desarrollado. Con el objetbacer un seguimiento exhaustivo
del desarrollo de la hipertension en los dos grigeanimales, se tomaron valores de

PA semanalmente durante el primer mes, y cadaaksdtirante el segundo.

En la Gréfica 24 se representan los valores meatBoBA, observandose como
ya a las 2 semanas de iniciarse la administracola dieta se observan valores de PA
significativamente inferiores para el Grupo Aceite Oliva virgen Extra frente al
Estandar. Estas diferencias se mantienen y acertlanlargo de todo el periodo

experimental.

A las 4 semanas, momento en el que se inicié &lnianto farmacolégico de
los otros grupos, los valores de PA del Grupo Aceé Oliva Virgen Extra se situaban
en los 124,5 + 4,39 mmHg frente a los 163,1 + SnBHg del grupo Estandar. A las 8
semanas, los valores de PA del Grupo Aceite deaOlivgen Extra alcanzaban los
145,8 + 2,93 mmHg, mientras que los del grupo Gapteran de 159,4 £5,28 mmHg.
Sin embargo, en las semanas 10 y 12 se mantuwonelrdo de la PA alcanzandose los

170,6x4,72 mmHg en el momento del sacrificio.

De los factores ambientales que afectan a la presi@rial (dieta, inactividad
fisica, toxinas y factores psicosociales), losdised dietéticos tienen un destacado papel
en la homeostasis de la PA (Alonso et al., 2008)hipertension puede ser reducida
con una alimentacién mediterranea, rica en fritasjuras, cereales y vino; y cuyo
principal aporte en grasas esté constituido paceite de oliva virgen virgen extra, lo
cual ademas se asocia con una baja incidencia fdematdad cardiovascular (Covas,
2007).

Resultados de los estudios epidemioldgicos y emssdgoalimentacion indican

que el aceite de oliva virgen extra (con una elavptbporcién de acidos grasos
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monoinsaturados, y un alto contenido en compuedstuodlicos) podria tener efectos
beneficiosos que eviten la aparicion de hipertendifna alta ingesta de acidos grasos
monoinsaturados, sobre todo el acido oleico, asiocon alto consumo de oleuropeina

se han asociado con un menor riesgo de hiperteadiémal (Alonso et al., 2006).
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Grafica 24. Valores medios + error estandar de Presion AitBigdlica (expresados en mmHg) para los
grupos Estandar (n=8) y Aceite de Oliva Virgen BExfn=8) a lo largo del periodo experimental. Se
representan las diferencias estadisticamente isigtigs: ** p<0,01; ***p<0,001.

Entre los componentes del aceite de oliva virgdraecon interés para la salud
se encuentran el acido oleico, un acido graso meatirado que constituye el 55-83%
del total de acidos grasos del aceite de oliva.dados grasos saturados se encuentran
en una menor proporcion (8-14%) asi como los aajgasos poliinsaturados (4-20%).
Ademas, en la composicion del aceite de oliva wirgextra encontramos otros
componentes con funcién antioxidante, como la vitank y los polifenoles. Se cree
que los efectos benéficos se deben tanto a la oo en acidos grasos como a los

componentes minoritarios, fundamentalmente losogie@tan con caracter antioxidante

(Owen et al., 2000; Bermudez et al., 2011).
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El patron de alimentacion denominado “Dieta Mediteea” se asocia con una
incidencia significativamente menor de enfermedadediovasculares en comparacion
a otras zonas europeas no mediterraneas. Esteo e$ectha relacionado con
determinados habitos de alimentacion (Martinez-@Gleazy Sanchez-Villegas, 2004)
que estan vinculados a una menor incidencia deaeitmes cardiovasculares, como el
perfil lipidico (Zambén et al., 2000), los valoms presion arterial (Psaltopoulou et al.,
2005), la funcion endotelial (Fuentes et al., 20Gd89i como los niveles de estrés
oxidativo (Owen et al, 2000).

Como ya hemos indicado, uno de los principales coraptes de la Dieta
Mediterrdnea es el aceite de oliva virgen extreaatarizado por su alto contenido en
acido oleico (70-80%), asi como por la presenciauteerosos compuestos bioactivos
en su fraccion minoritaria. Numerosos estudios apogl efecto reductor sobre la
presion arterial de la ingesta a largo plazo déeacke oliva virgen extra , y su papel
preventivo sobre el desarrollo de hipertension ZRitiérrez et al., 1996; Estruch et
al., 2006). Numerosos son también los estudios hare tratado de esclarecer los
mecanismos que a nivel molecular median el efeetoadeite de oliva virgen extra
sobre la presion arterial, por ejemplo, a travésadeascada de segundos mensajeros

asociados a la proteina G (Alemany et al., 2007).

Muchos de los trabajos realizados se han dirigldestablecimiento del papel
cardioprotector de los componentes minoritarios aetite de oliva virgen extra,
sobretodo eti-tocoferol y los polifenoles (Rodriguez-Rodrigueézak, 2007), o al papel

gue ejerce el acido oleico sobre los valores deiqmearterial (Terés et al., 2008).

Los resultados obtenidos en el presente estudigtnamecomo la ingesta de una
dieta enriquecida en aceite de oliva virgen exdtaque no evita que se establezca la
hipertension en animales SHR, si que retrasa lacapade la misma, ya que en los
animales controles valores medios superiores ari®blg se alcanzaron en la tercera
semana experimental (séptima semana de vida daniozles), mientras que en el
grupo que recibio la dieta con aceite de oliva esnrgextra valores similares sélo se
alcanzaron en la octava semana experimental (¥jdlagt al., 2012). Estos resultados
también apoyan la influencia del tipo de grasaétied sobre los mecanismos de

regulacion de la PA (Segarra et al., 2008).
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Evolucion del peso corporal e ingesta de alimento

No se observaron diferencias en los valores de pesgmoral entre los dos
grupos a lo largo de todo el proceso experime@adfica 25), ni por lo tanto en la
ganancia neta de peso al final del mismo (Graf@ar# en los valores porcentuales del
corazén. Sin embargo, si se observo un valor valaiente menor en el peso de los

riilones del Grupo Aceite de Oliva Virgen Extra (& 27).
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Grafica 25. Valores medios + error estdndar de peso corpergdrésados en gramos) para los grupos
Estandar (n=8) y Aceite de Oliva Virgen Extra (na8p largo del periodo experimental.
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Grafica 26. Valores medios + error estandar del incrementpet® (expresados en gramos) para los
grupos Estandar (n=8) y Aceite de Oliva Virgen BEXti=8) durante todo el periodo experimental.
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Grafica 27. Valores medios * error estandar del peso del éoragl ventriculo izquierdo y el rifion
(expresados en gramos por 100g de peso vivo) pargripos Estandar (n=8) y Aceite de Oliva Virgen
Extra (n=8) al final del periodo experimental. Sepresentan las diferencias estadisticamente
significativas: *p< 0,05.
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Por otro lado, a la similitud en las tasas de amemito de los dos grupos de
animales se le une la falta clara de diferencids émgesta diarias de alimento (Grafica
28) a lo largo de todo el periodo experimentalluse teniendo en cuenta que la dieta
suplementada con Aceite de Oliva Virgen Extra efpergalérica, si bién, en
determinados momentos la ingesta del grupo AcegeOdiva Virgen Extra fue

estadisticamente inferior a la del grupo Estarsménas 1, 4 y 8).
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Gréfica 28. Valores medios + error estandar de la ingestalideeato (expresados en gramos por dia y
por 100 g de peso vivo) para los grupos Estandz8)(n Aceite de Oliva Virgen Extra (n=8) a lo largo

del periodo experimental. Se representan las diféme estadisticamente significativas: * p< 0,05;
** p<0,01; **p<0,001.

Las dietas altas en grasa se utilizan habitualmemtestudios con roedores para
establecer su efecto sobre variables fisiolégicamefabdlicas relacionadas con el
sindrome metabdlico y patologias asociadas combidartension, la obesidad, la
diabetes tipo 2 o las enfermedades cardiovasculamesque en la mayoria de las

ocasiones se tenga en cuenta la fuente lipidickctias dietas (Buettner et al., 2007).

Uno de los objetivos del presente estudio fue cobrgr como la inclusion de

cantidades relativamente elevadas de aceite da wligen extra (20%) en la dieta de
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animales de experimentacion podia condicionar ddueidn del peso corporal a lo largo

del tiempo, en comparacién con una dieta con umdm@jtenido en grasa (estandar).

En los estudios realizados para evaluar el efeztagidietas altas en grasa sobre
el incremento de peso corporal en estirpes de nat@sotensas, los resultados son hasta
el momento contradictorios. Lo mismo ocurre cometlelo SHR. En comparacion con
otras estirpes, las ratas SHR son resistentesradrao de peso inducido por dietas altas
en grasa, y cuando se producen cambios, los efectosnucho menos pronunciados
que en las ratas normotensas (Zhang et al., 19¥3hVv& et al., 2004; Segarra et al.,
2011). Sin embargo, otros autores describen inarereesn el peso corporal y en la
adiposidad en ratas SHR alimentadas con dietas eftagrasa durante periodos cortos
de tiempo (8-12 semanas). Probablemente estagmtifas se deban a cambios en la
composicion de la dieta utilizada, que normalmentelichos estudios es rica en acidos

grasos satu rados.

Nuestros datos indican que no hay diferencias issizainente significativas
entre los valores de peso corporal a lo largo de & periodo experimental, a pesar de
que la ingesta de alimento, expresada en Kj/10¥ giFRjue fue superior para el grupo
que consumio la dieta enriquecida con aceite de.olistos resultados concuerdan con
otros obtenidos anteriormente, donde el tratamieatouna dieta alta en grasa (acidos
grasos poliinsaturados) inducia una mayor ingestagética en ratas SHR, sin que
dicho aumento se refleje en aumentos ni del pegmwr ni de la adiposidad (Oliveira
et al., 2009), y probablemente estén relacionadonset perfil lipidico incorporado a la
dieta. Los resultados obtenidos en nuestro eststarian de acuerdo con el conocido
efecto beneficioso de aceite de oliva en el cordadl balance energético y el peso
corporal (Soriguer et al., 2007) y con la estimdlacque la ingesta de acidos grasos

monoinsaturados produciria sobre los procesogdbsiis (Soriguer et al., 2003).

Ingesta de bebida, diuresis y balance hidrico

En la evolucién de la ingesta de bebida podriansisduir tres periodos: desde
el inicio del experimento hasta la tercera semémangesta fue inferior en el grupo
Aceite de Oliva Virgen Extra, a partir de la cuastanana no se alcanzan diferencias
entre ambos grupos, estableciéndose de nuevcesdlteriores para el grupo Aceite
de Oliva Virgen Extra al final de experimento (Geaf29).
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Grafica 29. Valores medios + error estandar de la ingestagde éxpresados en ml por dia) para los
grupos Estandar (n=8) y Aceite de Oliva Virgen BExfn=8) a lo largo del periodo experimental. Se

representan las diferencias estadisticamente isigtivgs: * p< 0,05; ** p<0,01; ***p<0,001

En cambio, el perfil de la diuresis es muy distirferafica 30), ya que
practicamente durante todo el periodo experimdagalalores fueron menores para el
grupo Aceite de Oliva Virgen Extra, exceptuandodas ultimas semanas donde ya no
se alcanzan diferencias. Estos cambios tambiéraseawer reflejados en el balance
hidrico (Grafica 31).
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Grafica 30. Valores medios + el error estandar de la diur@sipresados en ml excretados por dia y por
100 g de peso vivo) para los grupos Estandar (g#)eite de Oliva Virgen Extra (n=8) a lo largo del
periodo experimental. Se representan las diferen@stadisticamente significativas: * p< 0,05;
** p<0,01; ***p<0,001.
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Grafica 31. Valores medios + error estandar del balance lidespresados en mililitros por dia y por
100 g de peso vivo) para los grupos Estandar (g8)eite de Oliva Virgen Extra (n=8) a lo largo del
periodo experimental. Se representan las difereneistadisticamente significativas entre grupos:
* p< 0,05; ** p<0,01; ***p<0,001.
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Resulta interesante destacar que a partir de larser®, coincidiendo con un
aumento en los valores de PA por encima de logB6i, se observa un aumento de la
diuresis y una disminucién del balance hidrico, ue gl mantenimiento de unos
menores niveles de PA en el grupo Aceite de Oliwgén Extra no irian asociados a un
aumento en la diuresis, como ocurrio en los anisnabtados con Captopril (Villarejo
et al, 2012).

Parametros sanguineos: valores de 6xido nitrico, wgosa, triglicéridos, colesterol

total y fracciones de colesterol en plasma

En la Grafica 32 se representan los valores deegliecen ayunas, observandose
valores medios estadisticamente superiores payagd Aceite de Oliva Virgen Extra

en comparacién con sus controles.
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Gréfica 32. Valores medios = error estandar de los nivelegldeosa basal en plasma para los grupos
Estandar (n=8) y Aceite de Oliva Virgen Extra (n=8xpresados como mg/dl. Se representan las
diferencias estadisticamente significativas y eqir& grupos se establecen: ** p<0,01.
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En las Graficas 33, 34, 35, 36 y 37 se muestramkdias correspondientes al
perfil lipidico. Como cabria esperar, teniendo eanta que se ha comparado una dieta
estandar con otra alta en grasa, los valores meatiosoncentracion plasmatica de
triglicéridos, colesterol total y LDL fueron supmms para el grupo Aceite de Oliva

Virgen Extra (Ruiz-Gutiérrez et al., 2001; Segatral., 2008).
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Gréafica 33. Valores medios + error estandar de los nivelesrigécéridos en sangre (expresados en
miligramos por decilitro) para los grupos Estanftar8) y Aceite de Oliva Virgen Extra (n=8). Se
representan las diferencias estadisticamente isigtivas: ** p<0,01.
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Grafica 34. Valores medios + error estandar de los nivelesalesterol total en sangre (expresados en
miligramos por decilitro) para los grupos Estanftar8) y Aceite de Oliva Virgen Extra (n=8). Se
representan las diferencias estadisticamente isigtiveis: **p<0,001.
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Gréfica 35. Valores medios + el error estandar de las conaeioines de LDL colesterol en sangre
(expresados en miligramos por decilitro) para laggs Estandar (n=8) y Aceite de Oliva Virgen Extra
(n=8). Se representan las diferencias estadistit@segnificativas: ** p<0,01.
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Gréfica 36. Valores medios + error estandar de los nivelesomeentracion de HDL colesterol en sangre
(expresados en miligramos por decilitro) para lngpgs Estandar (n=8) y Aceite de Oliva Virgen Extra

(n=8).
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Grafica 37. Valores medios * error estandar de la relacion idblesterol total en sangre para los grupos
Estandar (n=8) y Aceite de Oliva Virgen Extra (n=8)
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Con el objeto de analizar con mayor profundidad Vatores de glucemia
basales, se procedi6 a realizar en los animaleadkegrupo las correspondientes curvas
de tolerancia a la glucosa. En la Gréfica 34 sestraiéa evolucion de la glucemia como
respuesta a una sobrecarga intraperitoneal desglerolos dos grupos de animales. Por
un lado, el pico de aumento de glucosa a los 15fo@rclaramente superior para los
animales que habian recibido la dieta enriqueadAceite de Oliva Virgen Extra, por
otro, los valores de glucemia en dicho grupo tamdanas tiempo en alcanzar el nivel
basal (Gréfica 38), lo que también se reflej0 eoswmalores claramente superiores de

AUC (area bajo la curva) para el grupo Aceite deaVirgen Extra (Gréafica 39)

Desde hace tiempo sabemos que la grasa dietéticamggicada en el desarrollo
de diabetes y la resistencia a la insulina tantbugnanos como en distintos modelos de
experimentacion animal. Diversos estudios sugigtenaltas concentraciones de grasa
en la dieta se relacionan con la aparicion detegig@ a la insulina, y los estudios
clinicos indican que esta resistencia a la actnagéla insulina es independiente del
desarrollo de obesidad. No obstante, los distitipms de grasa parecen tener efectos
diferenciales sobre la insulina. Asi, los acidassgs saturados y determinados tipos de
acidos grasos monoinsaturados parecen causaengsisa la insulina, mientras que a
los poliinsaturados, entre ellos los omega 3, s@deatribuido un efecto protector frente
a la diabetes tipo 2 (Lovejoy, 2002). Ademas dabigrde saturacion, la longitud de la
cadena hidrocarbonada parece jugar un importargel,pde forma que mientras los
triglicérido constituidos por acidos grasos de cad@arga promoverian la aparicion de
resistencia a la insulina, aquellos que presemauestructura acidos grasos de cadena
media son capaces de mejorar la respuesta a estoriey efecto que parece estar
relacionado con un menor depdsito de grasa mesEnyerunos mayores niveles de
adiponectina circulante. Algunos autores han sdbajae estos efectos de los distintos
tipos de acidos grasos sobre la insulina podritar esediados por modificaciones en la

regulacion de la actividad de enzimas lipogénicds Jas desaturasas (Risérus, 2007).

No todos los tipos de acidos grasos con un efepttegor de la funcion
cardiovascular parecen mejorar la respuesta aldima. Por ejemplo, hay estudios que
demuestran que la suplementacion con &cido limmleionjugado disminuye la
sensibilidad a la insulina en humanos obesos y amieptes con diabetes tipo 2
(Moloney et al., 2004). En el caso concreto deltaate oliva, desde hace tiempo los

resultados de distintos estudios han demostradefaato positivo de este tipo de grasa
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sobre la respuesta a la insulina tanto en humarieméy y Roche, 2007; Teng et al.,
2011) como en modelos animales (Prieto et al., RGBque los resultados obtenidos
hasta el momento parecen no ser concluyentes (faanetal., 2006; Prieto et al.,
2007; Teng et al., 2011). Los resultados presestadcesta Tesis parecen no apoyar un
efecto beneficioso sobre el metabolismo glucidicdjen debemos tener en cuenta que
los valores obtenidos se estan comparando corelasm dnodelo animal que no parece
haber desarrollado resistencia a la insulina yfgaalimentado con una dieta estandar,
cuando la mayoria de los estudios utilizan modd®besidad o diabetes tipo 2, y
comparan los efectos del aceite de oliva virgeradxénte a otras grasas, generalmente
saturadas (Tierney y Roche, 2007). Por otro laejd de administracion de la glucosa
también podria ser determinante, ya que los efdmtoeficiosos de aceite de oliva
virgen extra sobre la homeostasis de la glucosaseelacionado con un aumento de la
liberacion intestinal de GLP-1 (Rocca et al, 20Btigto et al., 2005), efecto que no

tendria lugar cuando la via de administracion gaperitoneal.
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Gréfica 38. Valores medios * error estandar de los nivelegldeosa en sangre (expresados en mg/dl)
tras una sobrecarga intraperitoneal de glucosa, Ipargrupos Estandar (n=8) y Aceite de Oliva Mirge
Extra (n=8). Se representan las diferencias esizatisente significativas entre grupos: * p< 0,05; *
p<0,01; ***p<0,001.

205



18000

*kk

16000

14000

12000

10000

8000

Area Bajo la Curva

6000 -

4000

2000

0 -
Estandar Aceite de Oliva

Gréafica 39. Valores medios * error estandar del area bajautsacpara los grupos Estandar (n=8) y
Aceite de Oliva Virgen Extra (n=8). Se representas diferencias estadisticamente significativas:

*p<0,001.

Por ultimo, en la Gréfica 40 se representan Iderea de concentracion de
oxido nitrico en orina al comienzo del proceso expental y a las 6 y 12 semanas de
tratamiento dietético, donde aparecen niveles nesnde concentracion en el grupo
Aceite de Oliva Virgen Extra, aunque significaciéstadistica solo se obtiene para la
sexta semana. Estas variaciones no se observandeterminacion de la concentracion

de 6xido nitrico en plasma en el momento del dawifGrafica 41).

El papel del aceite de olive como un ingredientezadrente a la produccion de
NO fue estudiado por Herrera et al. (2001), quiesministraron a grupos de ratas
hipertensas aceite de oliva o aceite de girasol @kico, comprobando que sélo el
aceite de oliva virgen lograba mejorar la funci@saular y producir vasodilatacion.
Estos resultados sugirieron que factores indepetedieal contenido en acidos grasos
monoinsaturados eran responsables del efecto Vaisoltir del aceite de oliva virgen

extra.
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Posteriormente, Ruano et al. (2005) investigaroefetto de distintos tipos de
aceites de oliva segun su contenido en polifenaddebre la funcién vascular en
pacientes hipercolesterolémicos, concluyendo quefeato vasodilatador tenia lugar
s6lo cuando los pacientes consumian aceite de wiigan extra. Entre los distintos
componentes fendlicos del aceite de oliva virgenagespecial atencion se ha prestado
al hidroxitirosol debido a su capacidad como amtiamte. Sin embargo, este polifenol
parece no intervenir en la modulacién de la exprede la NOS, al menos en cultivos

de células endoteliales (Schmitt et al., 2007).

Si que se ha descrito una mejora en la reactividestular en ratas SHR
mediada por un incremento en la expresion de la M@d®telial y en los niveles de
NO, en estudios in vitro (Rodriguez-Rodriguez, 2G0én ratas alimentadas con aceite
de orujo de oliva (Rodriguez-Rodriguez et al., J0&ste efecto se ha relacionado con
la alta concentracion en compuestos triterpéniaisadeite de orujo, que actuarian

modulando la actividad NOSe.

En nuestro estudio no observamos diferencias sfitdhente significativas en
las concentraciones de NO en plasma al final debg@ experimental. En las muestras
de orina, la media de las concentraciones de ostratnitritos fueron inferiores en el
grupo de aceite de oliva virgen extra con respadts animales que recibieron la dieta
estandar, diferencia que llegé a alcanzar sigmificaestadistica en el segundo periodo
de balance (sexta semana experimental), cuand@loses de PAS no habian superado
aun los 140 mmHg. Distintos estudios han descntaumento en los niveles de NO y
la expresiéon de NOS en distintos tejidos de laasr&HR (Fernandez et al., 2000; de
Gasparo et al., 2002; Isabelle et al., 2012) comspuesta al incremento en los valores
de PAS, lo que explicaria las menores concentrasiole NO en el grupo alimentado
con aceite de oliva virgen extra, donde los valde®AS fueron también menores. Por
otro lado, recientemente se ha descrito un efestimelante de los niveles de estrés
oxidativo sobre la expresion de NOS en el rifidrratas SHR (Cao et al., 2011), lo
podria explicar la menor produccion de NO en epgraceite de oliva virgen extra,

donde los valores de estrés oxidativo también fuari@riores.
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Gréafica 40. Valores medios * error estandar de los nivele®xido nitrico en orina (expresados en
pmol/l) los grupos Estandar (n=8) y Aceite de ONMiegen Extra (n=8), en la etapa inicial, internagli
final del periodo experimental. Se representanli@sencias estadisticamente significativas entu@as:
*

p< 0,05.
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Gréfica 41. Valores medios + error estandar de los nivele$xdgo nitrico en plasma para los grupos
Estandar (n=8) y Aceite de Oliva Virgen Extra (n=presados pmol/l.
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Niveles de estrés oxidativo

La determinacion de la concentracion de 8-isopnosteen orina al final del
periodo experimental indica unos niveles mucho menae estrés oxidativo en los
animales que habian recibido la dieta suplementadaAceite de Oliva Virgen Extra
en comparacién con el grupo Estandar (Gréfica d2)isminucion de los valores en
orina de 8-isoprostanos asociada a dietas enridpgeein aceite de oliva virgen extra ha
sido descrita tanto en humanos (Visoli et al.,, 20R@ederstorff, 2009), como en
modelos de roedores (Acin et al., 2007), y se asalafecto sobre los niveles de estrés
oxidativo de distintos componentes de la faccionariiaria de estos aceites, como el

hidroxitirosol y la oleuropeina.
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Grafica 42. Valores medios + error estandar de los nivele8-@®prostanos en orina para los grupos
Estandar (n=8) y Aceite de Oliva Virgen Extra (n=8ypresados como ng de isoprostanos por mg de
creatinina. Se representan las diferencias estait®nte significativas: *** p<0,001.
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5.2. ESTUDIO DEL EFECTO DE LOS DISTINTOS TRATAMIENT OS SOBRE
LAS ACTIVIDADES AMINOPEPTIDASAS ESTUDIADAS.

5.2.1. FARMACOS ANTIHIPERTENSIVOS: CAPTOPRIL Y PRBRNOLOL.
EFECTOS SOBRE EL SISTEMA RENINA ANGIOTENSINA SISTH®O.

En las graficas 43 y 44 se muestran los valoreactieidades aminopeptidasas
(AlaAP, CysAP, GIUAP y AspAP) en plasma para logspms Control, Captopril y
Propranolol.

| Control i Captopril  Propranolol
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Gréfica 43. Valores medios * error estandar de las actividgd@smaticas Alanina (ALA) y Cisteina
(CYS) Aminopeptidasas para los grupos Control (n€&8ptopril (n=8) y Propranolol (n=8), expresados
como pmoles de Al§-NA 6 Cys$-NA hidrolizados/ml muestra/min.
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Grafica 44. Valores medios * error estandar de las actividgdasmaticas de Glutamico (GLU) y
Aspartico (ASP) Aminopeptidasa, expresados comolgsnde GIluB-NA 6 Aspf-NA hidrolizados/ml
muestra/min. Se representan las diferencias eStadiente significativas y entre qué grupos se
establecen: a: diferencias con respecto al grupr@o* p< 0,05.

Los resultados obtenidos demuestran que el tratdong®n captopril, a pesar de
tratarse de un farmaco inhibidor del ECA y de disnri significativamente los niveles
de presion arterial, no afecta a la actividad desegnzimas plasmaticos. Estos
resultados difieren de los obtenidos tras el tregato con captopril en los animales
normotensos, donde si se detecté un aumento exctigglades AlaAP y CysAP y una
disminucién en la actividad AspAP (Villarejo et,&012).

El SRA plasmatico parece jugar un importante papelel desarrollo de la
hipertension en la cepa SHR, y los inhibidoresEfeA, al igual que los bloqueantes del
receptor AT1 actian eficazmente en el control dshdollo de la hipertension (Healy y
Song, 1999), sin que, sin embargo, exista unaleciém directa entre las disminucion
de los valores de presion arterial y una menor eatnacion de distintos componentes
del SRA, como la Ang I, el angiotensindgeno odaima. De hecho, anteriores estudios
demostraron un papel mas predominante a nivel dmé& Ang Il y otros péptidos del
SRA, en comparaciéon con el SRA sistémico (Rettigl,e1993). Aunque los valores de
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actividad APA (GIuAP) son superiores en los anima®HR que en sus controles
normotensos, el tratamiento con captopril no afsigpaificativamente a estos niveles de
actividad (Healy y Song, 1999).

Resultados recientes (Nagata et al., 2012) hant@uis manifiesto que el
tratamiento con un inhibidor del ECA (imidaprillcon un bloqueante de los receptores
AT1 (losartan), provoca un aumento en los nivekesictividad de renina, asi como en

las concentraciones de Ang | y Ang II.

Los resultados obtenidos en el presente estudiecear indicar que el
tratamiento con captopril, y los descensos en laores de PA asociados a su
administracion en animales SHR, no parecen estawiaaks a modificaciones en el
metabolismo de las angiotensinas que forman pahi8RIA plasmatico.

Sin embargo, el propranolol si que provoca un atonerstadisticamente
significativo en una de estas actividades: la adiy GIUAP, y un incremento de la
actividad AspAP, aunque en este caso no se altarsignificacion estadistica (Grafica
44).

Este resultado es interesante, ya que numerosadicsstipuntan la posibilidad
de que la presencia de las actividades aminopesptida plasma esté relacionada con
una activacion del sistema nervioso simpatico (SNS)xual provocaria una mayor
liberacion de estos enzimas al plasma desde idesgperiféricos. Nuestros resultados,
sin embargo, demuestran que el bloqgueo del SNSadece en un aumento de las
actividades GIUAP y AspAP en plasma. Este increm@uidria relacionarse con un
mayor metabolismo de la Ang Il a Ang Il y de ladghha Ang 2-10, péptidos que
podrian actuar modulando los efectos fisiologicedadAng Il. Estos resultados ponen
de manifiesto, una vez mas, la interrelacion ealti®NS y el SRA sistémico (Banegas
et al., 2009).
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5.2.2. FARMACOS ANTIHIPERTENSIVOS: CAPTOPRIL Y PREGRNOLOL.
EFECTOS SOBRE EL SISTEMA RENINA ANGIOTENSINA CEREBR.

En las gréficas 45 y 46 se muestran los valoreactieidades aminopeptidasas
solubles (AlaAP, CysAP, GIUAP y AspAP) en el hipatho de los animales que
recibieron el tratamiento con Captopril y Proprahahientras que en las gréaficas 47 y

48 se presentan estos mismos valores de activatadafraccion unida a membrana.
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Gréfica 45. Valores medios * error estandar de las actividadasina (ALA_sol) y Cisteina (CYS_sol)
Aminopeptidasa en la fraccion soluble de los hom@agelos de hipotalamo para los grupos Control
(n=8), Captopril (n=8) y Propranolol (n=8), exprdsa como pmoles de ARNA 6 Cys$-NA
hidrolizados/mg. proteina/min.
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Grafica 46. Valores medios * error estandar de las activida@kgamico (GLU_sol) y Aspartico
(ASP_sol) Aminopeptidasa en la fraccion solubldatehomogenizados de hipotalamo para los grupos
Control (n=8), Captopril (n=8) y Propranolol (n=8xpresados como pmoles de GHNA 6 AspS-NA
hidrolizados/mg. proteina/min. Se representan i@seahcias estadisticamente significativas y eqtré
grupos se establecen: b: diferencias entre losogr@aptopril y Propranolol; * p< 0,05.

Podemos observar como las actividades solubles anecgn afectarse por
ninguno de los dos tratamientos, con excepcidnadactividad AspAP, donde los
valores medios son algo inferiores en el grupo Rragol, estableciéndose una

diferencia estadisticamente significativa con regpal grupo Captopril (Gréfica 46).
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Grafica 47. Valores medios + error estandar de las actividddasina (ALA_mb) y Cisteina (CYS_mb)
Aminopeptidasa en la fraccidon unida a membranaogdéhbmogenizados de hipotalamo para los grupos
Control (n=8), Captopril (n=8) y Propranolol (n=8xpresados como pmoles de SNA 6 Cys$-NA
hidrolizados/mg. proteina/min. Se representan i@seahcias estadisticamente significativas y eqtré
grupos se establecen: a: diferencias con respkgtao Control;* p< 0,05; ***p<0,001.

Es en la fraccion unida a membrana donde amba@srti@tos parecen afectar a
las actividades aminopeptidasas. Tanto el Captopnilo el Propranolol disminuyen la
actividad AlaAP (Gréfica 47), aunque solo en ebades éste Ultimo se alcanzan valores
estadisticamente significativos, y el propranofshbién hace descender la actividad
AspAP (Gréafica 48).
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Grafica 48. Valores medios + error estandar de las actividg@kgdmico (GLU_mb) y Aspartico
(ASP_mb) Aminopeptidasa en la fraccion unida a nramd de los homogenizados de hipotédlamo para
los grupos Control (n=8), Captopril (n=8) y Propkmh (n=8), expresados como pmoles de BIRA 6
Cysf3-NA hidrolizados/mg. proteina/min. Se representandiferencias estadisticamente significativas y
entre qué grupos se establecen: b: diferencias Erstigrupos Captopril y Propranolol; ** p< 0,01.

Se han descrito distintos tipos de alteracionestai@micas en el modelo SHR
que podrian estar relacionadas con el desarrolldadeipertension, entre ellas los
cambios en los niveles de catecolaminas (de Warde2?@01). También se ha
demostrado la hiperactividad del SRA en el hipotédlae las ratas SRH (Yang, 1992) y
su interrelacién con las catecolaminas (de Warde2@b1), y al menos parte de los
efectos del SRA cerebral sobre la presion artes&#in mediados por el SNS (Gelband,
1998). En varios de los nucleos implicados en eitrob de la presion arterial, la
activacion de los receptores AT1 regula la captacgintesis y liberacién de la
noradrenalina y de la dopamina (Raizada, 1993j§leEtenso de las actividades Ala y
AspAP en los animales tratados con Propranololipagitar también relacionado con el
aumento de la actividad Gutamato Aminopeptidasauamo, ya que son diversos los
trabajos en los que se hace referencia a un coampierito opuesto entre el SRA
cerebral y el SRA sistémico (Kumar, 2007; Kloetl@0Grobe 2012).
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Los resultados obtenidos en el grupo tratado coptopal difieren de los
obtenidos en el hipotalamo de ratas WKY con el mistmratamiento, donde las
actividades GIUAP y AspAP se incrementaron, mientrae las actividades AlaAP y

CysAP no sufrieron cambios significativos (Villavegt al., 2012).

El tratamiento con Propranolol tampoco parece tesemismos efectos que en
los animales normotensos, donde se ha descritouunmerdo generalizado de las
actividades Aminopeptidasas tras el tratamiento dicho farmaco (Ramirez et al.,
2009).

La disparidad de los resultados obtenidos en plagrea hipotalamo podria
indicar una distinta regulacién neuroendocrina a&m ¢epas normotensa (WKY) e
hipertensa (SHR) (Ramirez et al., 2011).
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5.2.3. FARMACOS ANTIHIPERTENSIVOS: CAPTOPRIL Y PRGRNOLOL.
EFECTOS SOBRE EL SISTEMA RENINA ANGIOTENSINA INTRRENAL.

En las Gréficas 49 y 50 se muestran los valoreactieidad de aminopeptidasas
solubles en la corteza renal de los grupos Con@aptopril y Propranolol. En las
Graficas 51 y 52 se presentan los valores de dativile aminopeptidasas en la fraccion

membrana de la corteza renal.
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Gréfica 49. Valores medios * error estandar de las actividadasina (ALA_sol) y Cisteina (CYS_sol)
Aminopeptidasa en la fraccion soluble de los homagelos de corteza renal para los grupos Control
(n=8), Captopril (n=8) y Propranolol (n=8), exprésa como pmoles de ARNA 6 Cys$-NA
hidrolizados/mg. proteina/min. Se representan iesehcias estadisticamente significativas y eqtré
grupos se establecen: a: diferencias con respkgta@o Control; ** p<0,01; *** p<0,001.
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Grafica 50. Valores medios * error estandar de las activida@kgamico (GLU_sol) y Aspartico
(ASP_sol) Aminopeptidasa en la fraccién solubldadehomogenizados de corteza renal para los grupos
Control (n=8), Captopril (n=8) y Propranolol (n=8xpresados como pmoles de GHNA 6 AspH-NA
hidrolizados/mg. proteina/min. Se representan iesehcias estadisticamente significativas y eqtré
grupos se establecen: a: diferencias con respkgta@o Control; *** p<0,001.

Es muy llamativo el descenso que ambos tratamieptosocan en las
actividades AlaAP y CysAP solubles de la cortezsaledisminuciéon que también
aparece en dichas actividades unidas a membrangueen esta fraccibn no se
alcanzan diferencias estadisticamente significatidiambién disminuye la actividad

GIUuAP soluble, aunque en este caso solo trastahtranto con Captopril.
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Gréfica 51. Valores medios = error estandar de las actividad@sina (ALA_mb) y Cisteina (CYS_mb)
Aminopeptidasa en la fraccion unida a membranasidhdmogenizados de corteza renal para los grupos
Control (n=8), Captopril (n=8) y Propranolol (n=8xpresados como pmoles de SNA 6 Cysf-NA
hidrolizados/mg. proteina/min. *p<0,05.
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Gréfica 52. Valores medios + error estandar de las activida@kgamico (GLU_mb) y Aspartico
(ASP_mb) Aminopeptidasa en la fraccion unida a nramd de los homogenizados de corteza renal para
los grupos Control (n=8), Captopril (n=8) y Propyah (n=8), expresados como pmoles de GINA 6
Asp{-NA hidrolizados/mg. proteina/min. *p<0,05.
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En las Graficas 53 y 54 se representan los valdeeactividad soluble en la
médula renal y en las Graficas 55 y 56 los valoogsespondientes a la fraccién unida a
membrana. En la médula renal también obtuvimos nesnuveles de actividad tras el
tratamiento con Captopril en comparacion con lostrotes (AlaAP y CysAP tanto

soluble como unida a membrana y GIUAP y AspAP dralecion de membrana).
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Gréfica 53. Valores medios * error estandar de las actividadasina (ALA_sol) y Cisteina (CYS_sol)
Aminopeptidasa en la fraccion soluble de los homizgelos de médula renal para los grupos Control
(n=8), Captopril (n=8) y Propranolol (n=8), exprdsa como pmoles de ARNA 6 Cys$-NA
hidrolizados/mg. proteina/min. Se representan iesecias estadisticamente significativas y eqtré
grupos se establecen: a: diferencias con respkgta@o Control; * p< 0,05; ** p<0,01.
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Gréfica 54. Valores medios + error estandar de las actividgdkrgamico (GLU_sol) y Aspartico
(ASP_sol) Aminopeptidasa en la fraccidn solubldadehomogenizados de médula renal para los grupos
Control (n=8), Captopril (n=8) y Propranolol (n=8xpresados como pmoles de GHNA 6 Aspf-NA
hidrolizados/mg. proteina/min.
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Grafica 55. Valores medios + error estandar de las actividddasina (ALA_mb) y Cisteina (CYS_mb)
Aminopeptidasa en la fraccion unida a membranasiéidbmogenizados de médula renal para los grupos
Control (n=8), Captopril (n=8) y Propranolol (n=&xpresados como pmoles de BNA 6 Cysf-NA
hidrolizados/mg. proteina/min. Se representan i@seahcias estadisticamente significativas y eqtré
grupos se establecen: a: diferencias con respkgta@o Control; * p< 0,05; **p<0,01.
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Grafica 56. Valores medios + error estandar de las actividg@kgdmico (GLU_mb) y Aspartico
(ASP_mb) Aminopeptidasa en la fraccion unida a nramd de los homogenizados de médula renal para
los grupos Control (n=8), Captopril (n=8) y Propstan (n=8), expresados como pmoles de GINA 6
Asp--NA hidrolizados/mg. proteina/min. Se represengandiferencias estadisticamente significativas y
entre qué grupos se establecen: a: diferenciasespecto al grupo Control; *** p<0,001.

El sistema renina angiotensina intrarenal es reigutke forma independiente al
SRA sistémico y juega un papel relevante en el emamiento de la hipertension. La
activacion de este sistema local en el curso dmtdis patologias puede desembocar en
fibrosis y dafio renal. De hecho, los niveles deaagsinas en el riidn son superiores a
los del plasma o cualquier otro organo (Kobori &t 32007, Velez, 2009). Un
incremento de la Ang Il en el rifidn podria serdasa del desarrollo de la hipertension
en estos animales, disminuyendo la tasa de fitnaglomerular y el flujo sanguineo
renal, efectos que revierten tras el tratamientolgs inhibidores del ECA (Arendshorst
et al., 1990). El tratamiento con captopril en SHRminuye la expresion de los
receptores ATl en el riidn (Cheng et al.,, 1998) og Iniveles renales de
angiotensinégeno. La disminucién de las actividadesnopeptidasas que nosotros
encontramos en el rifién tras el tratamiento cortd@paip podria estar relacionada con el

efecto local de este farmaco a nivel renal, y @od¥gponder a una disminucion en sus
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sustratos, fundamentalmente la Ang Il y la Ang ditiginada por la inhibicion de la
actividad del ECA. Este resultado apoyaria la leigidtde que el efecto antihipertensivo
del Captopril estaria mediado en parte por la ioliib de los SRA locales, y en
particular del renal, ya que el tratamiento core étmaco no modifico ninguna de las

actividades estudiadas en plasma.

La disminucién generalizada de las actividades Am@ptidasas en el rifidén tras
el tratamiento con Captopril podria indicar que existe una predominancia de una
angiotensina en particular en el rifion, donde athiniento con captopril provoca una
inhibicion generalizada del RAS, lo que esta desettu con resultados previos (Hu et
al., 1996). Sin embargo, en los animales normote(igitlarejo et al., 2012) aunque se
observa una tendencia al aumento de estas aciddadla corteza renal, no se llegan a
alcanzar diferencias estadisticamente significatimaientras que en la médula renal si

disminuyen significativamente.

En cuanto al tratamiento con Propranolol, tambigsdgo la disminucion de
algunas de las actividades renales, aunque elmiexito con 3-bloqueantes ha
demostrado no afectar a la expresion intrarenakedma (Kitami et al., 1989) ni, en

algunas ocasiones, a los valores de presion arf€alkada et al., 1986).
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5.3. ESTUDIO DEL EFECTO DE LA INHIBICION DE LA PROD UCCION DE
OXIDO NIiTRICO MEDIANTE ADMINISTRACION DE L-NAME.

5.3.1. EFECTOS SOBRE EL SISTEMA RENINA ANGIOTENSINNSTEMICO.

En las Graficas 57 y 58 se muestran los valoreactigidad Ala, Cys, Glu y
AspAP en plasma de los grupos Control y L-NAME, otuservandose diferencias

significativas entre ambos grupos para ningunasi@dtividades analizadas.
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Grafica 57. Valores medios + error estdndar de las actividad@smaticas Alanina (ALA) y Cisteina
(CYS) Aminopeptidasa para los grupos Control (ny8)-NAME (n=8), expresados como pmoles de
Ala-B-NA 6 Cys$-NA hidrolizados/ml muestra/min.
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Gréfica 58. Valores medios + error estandar de las actividatiEssnaticas Glutamico (GLU) y Aspartico
(ASP) Aminopeptidasa para los grupos Control (n¢8)-NAME (n=8), expresados como pmoles de
Glu-B-NA 6 Aspf-NA hidrolizados/ml muestra/min.

El tratamiento con L-NAME provoca una inhibiciéon @eformacién de 6xido
nitrico, lo cual revierte en un aumento mucho maj@ios valores de presion arterial
con respecto a los animales SHR controles (Grafajunto con una mayor diuresis
(Grafica 18), menores valores de NO en plasma igra0) y mayores de isoprostanos
(Grafica 23).

Se ha propuesto que en el modelo SHR los aumemrtda @resion arterial
podrian estar, en parte, amortiguados por una mpayoduccion de NO lo que
explicaria el notable aumento de los valores deffs animales SHR a los que se les
administra L-NAME (Schnackenberg et al., 1998). dus se ha propuesto una relacion
entre el NO, el SNS y el SRA en la génesis de partensién en este modelo animal
(Qadri et al., 2003; Cerrato et al., 2012), nusstesultados apuntan a que la inhibicion
de la formacion del NO no afectaria al metaboligsiedas angiotensinas, al menos a
nivel del SRA sistémico.
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5.3.2. EFECTOS SOBRE EL SISTEMA RENINA ANGIOTENSINZEREBRAL.

En las graficas 59 y 60 se muestran los valoresiamede actividades
aminopeptidasas solubles en hipotdlamo. En lascgeabl y 62 se representan estas

mismas actividades pero en la fraccién de membrana.
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Grafica 59. Valores medios + error estandar de las actividddiesina (ALA_sol) y Cisteina (CYS_sol)
Aminopeptidasa en la fraccion soluble de los homagelos de hipotalamo para los grupos Control
(n=8) y L-NAME (n=8), expresados como pmoles de -pddA & CysB-NA hidrolizados/mg.
proteina/min.
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Gréfica 60. Valores medios * error estandar de las activida@dkgamico (GLU_sol) y Aspartico
(ASP_sol) Aminopeptidasa en la fraccion solubldatehomogenizados de hipotalamo para los grupos
Control (n=8) y L-NAME (n=8), expresados como pnsotie GluB-NA 6 Asp-NA hidrolizados/mg.
proteina/min.
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Grafica 61. Valores medios + error estandar de las actividad@sina (ALA_mb) y Cisteina (CYS_mb)
Aminopeptidasa en la fracciéon unida a membranadébmogenizados de hipotalamo para los grupos
Control (n=8) y L-NAME (n=8), expresados como pnsotie AlaB-NA 6 Cys$-NA hidrolizados/mg.
proteina/min. Se representan las diferencias asi@athente significativas. ** p<0,01.
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Grafica 62. Valores medios * error estandar de las activida@kgamico (GLU_mb) y Aspértico
(ASP_mb) Aminopeptidasa en la fraccion unida a nramd de los homogenizados de hipotdlamo para
los grupos Control (n=8) y L-NAME (n=8), expresadosmo pmoles de GIB-NA 6 Aspf-NA
hidrolizados/mg. proteina/min. Se representanifasathcias estadisticamente significativas: ** @40,

Se observa como el tratamiento con el inhibidor lalesintesis del NO
(L-NAME) afecta exclusivamente a las actividadesalizadas en la fraccion de
membrana, ocasionando una disminucién de las migmasalcanza los valores de

significacion estadistica para el caso de lasidetiles AlaAP y AspAP.

Este comportamiento de la actividad aminopeptidasal hipotalamo de las
ratas SHR es totalmente contrario al de los ansnalermotensos, donde la
administracion del inhibidor de la sintesis del pi©voca un aumento de determinadas
actividades aminopeptidasas (Segarra et al., 2Q#0)disminucion de la actividad
AlaAP podria estar relacionada con un menor metahbol de la Anglll a AnglV,
mientras que los menores niveles de actividad Adp#yiRan descender la bioconversion
de la Angl en des-Asp-Angl y la formacién de AnglDichos cambios podrian
relacionarse con cambios en la concentracion dellAeg el hipotalamo de los

animales que fueron tratados con L-NAME.
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Desde hace tiempo se sabe que los niveles, tantdndd como de los
receptores AT1 estan elevados en los animales $HRe este aumento se relaciona
con un incremento del tono simpéatico (De Warde2@0,1). La principal isoforma de la
oxido nitrico sintasa en el cerebro es la neur@mdOS), junto con so6lo un 5% de la
isoforma endotelial (eNOS). La concentracion de &8t regulada por la actividad de

estas enzimas, que en el hipotdlamo se co-locat@ata Angll (De Wardener, 2001).

La administracion intracerebroventricular de NO voeea una caida en los
valores de PA que es mayor en los animales SHRegles normotensos. Si embargo,
la administracion de los inhibidores de la NOS (ANAE) tiene menores efectos en los
animales SHR que en los controles. Estos resultadddan indicar que en el modelo
SHR la actividad NOS central, y por tanto la praiidic de NO, esta disminuida, siendo
esta una de las causas de la hipertension (Cadtratg 1997). Ademas, sabemos que
existe una relacion entre el NO y el SRA hipotamiya que el tratamiento con L-
NAME en ratas normotensas sometidas a estrés moovilizacion incrementa el

namero de receptores AT1 (Kiss et al., 2001).

Nuestros resultados apuntan a una disminucionsenileles de actividad de las
aminopeptidasas implicadas en el metabolismo déniglll como consecuencia del
tratamiento con L-NAME. La Anglll es el principaéptido bioactivo del SRA cerebral
(Réaux et al., 1999) por lo que la prolongaciorsuleida media podria relacionarse con

el mayor aumento de los niveles de presion artenastos animales.
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5.3.3. EFECTOS SOBRE EL SISTEMA RENINA ANGIOTENSINNTRA-RENAL.

En las Gréficas 63 y 64 se muestran los valoresctieidades aminopeptidasas
solubles en la corteza renal, y en las Graficag 66 los correspondientes a la fraccidon
de membrana. Ademas, se representan los valoedidielades solubles (Graficas 67 y
68) y unidas a membrana (Gréficas 69 y 70) en duha&enal.
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Grafica 63. Valores medios + error estandar de las actividddiesina (ALA_sol) y Cisteina (CYS_sol)
Aminopeptidasa en la fraccion soluble de los homagelos de corteza renal para los grupos Control
(n=8) y L-NAME (n=8), expresados como pmoles de -pddA & CysB-NA hidrolizados/mg.
proteina/min. Se representan las diferencias asi@ahente significativas: ** p< 0,01; ***p<0,001.

231



LI Control H L-Name
1200.0

1000.0

800.0

600.0

400.0

pmol / mg proteina / min

200.0

0.0

GLU_sol ASP_sol

Gréafica 64. Valores medios * error estandar de las actividadkgamico (GLU_sol) y Aspartico
(ASP_sol) Aminopeptidasa en la fraccién solubldadehomogenizados de corteza renal para los grupos
Control (n=8) y L-NAME (n=8), expresados como pnsotie Glup-NA & Aspf-NA hidrolizados/mg.
proteina/min. Se representan las diferencias asigathente significativas: ***p<0,001.
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Gréfica 65. Valores medios + error estandar de las actividad@sina (ALA_mb) y Cisteina (CYS_mb)
Aminopeptidasa en la fraccidn unida a membranasidddmogenizados de corteza renal para los grupos
Control (n=8) y L-NAME (n=8), expresados como pnsotie AlaB-NA 6 Cys$-NA hidrolizados/mg.
proteina/min.
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Gréafica 66. Valores medios + error estandar de las actividadkgamico (GLU_mb) y Aspartico
(ASP_mb) Aminopeptidasa en la fraccion unida a nramd de los homogenizados de corteza renal para
los grupos Control (n=8) y L-NAME (n=8), expresadoesmo pmoles de GIf-NA 6 Asp{-NA
hidrolizados/mg. proteina/min.
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Grafica 67. Valores medios + error estandar de las actividddasina (ALA_sol) y Cisteina (CYS_sol)
Aminopeptidasa en la fraccion soluble de los homagelos de médula renal para los grupos Control
(n=8) y L-NAME (n=8), expresados como pmoles de -pddA & CysB-NA hidrolizados/mg.
proteina/min. ** p<0,01.
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Gréafica 68. Valores medios * error estandar de las actividadkgamico (GLU_sol) y Aspartico
(ASP_sol) Aminopeptidasa en la fraccion solubldodehomogenizados de médula renal para los grupos
Control (n=8) y L-NAME (n=8), expresados como pnsotie Glup-NA & Aspf-NA hidrolizados/mg.

proteina/min.
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Gréfica 69. Valores medios = error estandar de las actividad@sina (ALA_mb) y Cisteina (CYS_mb)
Aminopeptidasa en la fracciéon unida a membranasididmogenizados de médula renal para los grupos
Control (n=8) y L-NAME (n=8), expresados como pnsotie AlaB-NA 6 Cys$-NA hidrolizados/mg.

proteina/min.
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Gréfica 70. Valores medios + error estandar de las activida@kgamico (GLU_mb) y Aspartico
(ASP_mb) Aminopeptidasa en la fraccion unida a nramd de los homogenizados de médula renal para
los grupos Control (n=8) y L-NAME (n=8), expresadesmo pmoles de GIB-NA & AspH-NA
hidrolizados/mg. proteina/min. Se representanifasathcias estadisticamente significativas: ***p3@].

A diferencia de lo que sucede en el plasma, sernabama disminucién casi
generalizada de las actividades aminopeptidasaslaercorteza renal, y mas
concretamente de las actividades solubles. Esthd#scrita la relacion entre el SRA
renal y el 6xido nitrico asi, la sobreexpresion 3R en animales hipertensos estaria
asociada a una disminucion en la produccion de N®ly aparicion de dafio renal
(Schulman et al.,, 2010), estando esta disminuciéinND asociada también a un
aumento en los niveles de estrés oxidativo (Shimlet2009). Ademas, el efecto
vasodilatador de los receptores AT2 estaria, alosieen parte, mediado por la
liberacién de NO (Siragy, 2000). La administracittnL-NAME incrementa los niveles
de PA vy las lesiones glomerulares y tubulares,asaes una disminucion en la funcién
renal, efectos que pueden ser evitados por el btodel SRA tanto con inhibidores del
ECA como con los bloqueantes del AT1 (De Nicolaakt 1992; Jover y Mimran,
2001). En este sentido, el bloqueante del recepibt Losartan, previene la
disminucion en la reabsorcion tubular ocasionadapb-NAME.
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El bloqueo farmacologico del SRA previene las altemes renales inducidas
por la inhibicién de la sintesis del NO s6lo cuatadoniveles enddgenos de Angll estan
elevados, lo que sugiere que el NO tiene un efeasodilatador protector en aquellos

estados en los que hay un incremento cronico Aadél (Jover y Mimran, 2001).

En los animales SHR, parte de los efectos debidizs activacion del SRA
podrian estar amortiguados por una mayor produa@NO, lo que explicaria que la
administracion de L-NAME agudice la hipertensiém & rifion, el menor nivel de
actividad de las aminopeptidasas que participataerascada del SRA, podria estar
relacionado con una menor transformacion de la lRemglAnglll y AnglV, y por tanto,
una mayor vida media para la Ang Il y consecuentgenen incremento en sus efectos

hipertensores.

Estos resultados también podrian sugerir una malygponibilidad de la
hormona antidiurética a este nivel, lo cual impi@ain aumento en la reabsorcion de
agua que podria contribuir a los altos valoresAlel@sarollados por los animales tras el
tratamiento con L-NAME.

Estos resultados son similares a los obtenidos @lagratamiento con
propranolol, y estarian de acuerdo con la exiséedeiuna inhibicidon simpatica en las
ratas tratadas con L-NAME (Liu et al., 1998)
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5.4. ESTUDIO DEL EFECTO DE UNA DIETA ENRIQUECIDA EN ACEITE DE
OLIVA VIRGEN EXTRA SOBRE LAS ACTIVIDADES AMINOPEPTI DASAS.

5.4.1. EFECTOS SOBRE EL SISTEMA RENINA ANGIOTENSINNSTEMICO DE
UNA DIETA ENRIQUECIDA EN ACEITE DE OLIVA VIRGEN EXTRA.

En las gréficas 71 y 72 se muestran los valoreactieidades Ala, Cys, Glu y
AspAP para los grupos Estandar y Aceite de Oliv@éfi Extra. Los resultados indican
gue la administracion de la dieta durante el periegperimental de tres meses no
produjo ninguna modificacion sobre las cuatro adéges estudiadas.
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Grafica 71. Valores medios + error estandar de las actividgdesmaticas Alanina (ALA) y Cisteina
(CYS) Aminopeptidasa para los grupos Estandar (y=83eite de Oliva Virgen Extra (n=8), expresados
como pmoles de Al§-NA 6 Cys$-NA hidrolizados/ml muestra/min.
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Gréfica 72. Valores medios + error estandar de las actividatiEssnaticas Glutamico (GLU) y Aspartico
(ASP) Aminopeptidasa para los grupos Estandar (g#8)eite de Oliva Virgen Extra (n=8), expresados
como pmoles de GIA-NA 6 Asp-NA hidrolizados/ml muestra/min.

Es muy poco lo que se conoce, hasta el momentoe smbefectos del aceite de
oliva virgen extra sobre el SRA sistémico. En utudis realizado previamente por
nuestro grupo de investigacion (Arechaga et aD12@e demostré que las actividades
Glu y AspAP en plasma se incrementaban con el goel®aturacion de la grasa
dietética, si bien hay que tener en cuenta queodiektudios fueron llevados a cabo en
ratones normotensos y con unos niveles de gralsadeeta mucho menores (10%).

Sin embargo, si que esta bien establecida la oelaantre las dietas altas en
grasa y el RAS, siempre y cuando éstas vayan asoeida obesidad, ya que en los
animales obesos existe una sobreestimulacion delss®émico (Mathai et al., 2011;
Santos et al.,, 2012; Kalupahana y Moustaid-Mou2642). Por lo tanto, nuestros
resultados son consistentes con el hecho de giiettaenriquecida con aceite de oliva
virgen extra no produjo aumento en los valoresas® gorporal (Grafica 25), a pesar de
ser una dieta alta en grasa.

238



5.4.2. EFECTOS SOBRE EL SISTEMA RENINA ANGIOTENSIN2EREBRAL DE
UNA DIETA ENRIQUECIDA EN ACEITE DE OLIVA VIRGEN EXTRA.

En las graficas 73 y 74 se muestran los valoresaseate actividad Ala, Cys,
Glu y AspAP en la fraccién soluble del hipotalan®lds animales pertenecientes a los
grupos Estandar y Oliva Virgen. En las graficay/ 7% aparecen estos mismos valores
pero en la fraccibn de membrana. No encontramadscianes sobre ninguna de las

variables estudiadas.
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Grafica 73. Valores medios + error estandar de las actividddasina (ALA_sol) y Cisteina (CYS_sol)
Aminopeptidasa en la fraccion soluble de los homagelos de hipotdlamo para los grupos Estandar
(n=8) y Aceite de Oliva Virgen Extra (n=8), exprédsa como pmoles de ARNA 6 Cys$-NA
hidrolizados/mg. proteina/min.
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Gréafica 74. Valores medios * error estandar de las actividadkgamico (GLU_sol) y Aspartico
(ASP_sol) Aminopeptidasa en la fraccién solubldafehomogenizados de hipotalamo para los grupos
Estdndar(n=8) y Aceite de Oliva Virgen Extra (n=8presados como pmoles de BNA 6 Cys$-NA
hidrolizados/mg. proteina/min.
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Grafica 75. Valores medios + error estandar de las actividad@sina (ALA_mb) y Cisteina (CYS_mb)
Aminopeptidasa en la fracciéon unida a membranadébmogenizados de hipotalamo para los grupos
Estdndar (n=8) y Aceite de Oliva Virgen Extra (n=8&jpresados como pmoles de SNA 6 Cys$-NA
hidrolizados/mg. proteina/min.
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Gréfica 76. Valores medios + error estandar de las activida@kgamico (GLU_mb) y Aspartico
(ASP_mb) Aminopeptidasa en la fraccion unida a nramd de los homogenizados de hipotdlamo para
los grupos Estandar(n=8) y Aceite de Oliva Virgetr& (n=8), expresados como pmoles de BENA 6
Asp{-NA hidrolizados/mg. proteina/min.

El SRA cerebral se ha relacionado, entre otrasscasm la regulacion de la
presion arterial y con la homeostasis energéticagiw y Harding, 2011; Marc y
Llorens-Cortes, 2011). Se ha postulado una inlibidiel SRA cerebral en los animales
obesos, vinculada a una menor actividad simpatesponsable del menor gasto
energético en estos animales (de Kloet et al., 2Gt0be et al., 2012). La falta de
modificaciones en la actividad aminopeptidasa hidotica estaria de acuerdo, en

principio, con el mantenimiento del peso corporaéstos animales.
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5.4.3. EFECTOS SOBRE EL SISTEMA RENINA ANGIOTENSINNTRA-RENAL
DE UNA DIETA ENRIQUECIDA EN ACEITE DE OLIVA VIRGENEXTRA.

En las gréficas 77 y 78 se representan los vatoegos de las actividades Ala,
Cys, Glu y AspAP en fraccion soluble de cortezakedsn las graficas 79 y 80 aparecen
estas mismas actividades pero para la fracciéraumishembrana. Se observa como los
cambios en las actividades se localizan exclusinéenen la fraccion de membrana, con
mayores niveles de actividad Ala y AspAP en el grgpe consumio la dieta de aceite
de oliva virgen extra, aunque para esta Ultimavidetii no se alcanzé significacion
estadistica.
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Gréfica 77. Valores medios + error estandar de las actividddasina (ALA_sol) y Cisteina (CYS_sol)
Aminopeptidasa en la fraccion soluble de los homigelos de corteza renal para los grupos Estandar
(n=8) y Aceite de Oliva Virgen Extra (n=8), exprdsa como pmoles de ARNA 6 Cysf-NA
hidrolizados/mg. proteina/min.
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Gréfica 78. Valores medios * error estandar de las activida@dkgamico (GLU_sol) y Aspartico
(ASP_sol) Aminopeptidasa en la fraccion solubldatehomogenizados de corteza renal para los grupos
Estandar (n=8) y Aceite de Oliva Virgen Extra (n=8ypresados como pmoles de GINA 6 Aspf-

NA hidrolizados/mg. proteina/min.
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Grafica 79. Valores medios + error estandar de las actividad@sina (ALA_mb) y Cisteina (CYS_mb)
Aminopeptidasa en la fraccidn unida a membranasidddmogenizados de corteza renal para los grupos
Estandar (n=8) y Aceite de Oliva Virgen Extra (n=8®jpresados como pmoles de SNA 6 Cys$-NA
hidrolizados/mg. proteina/min. Se representanifasathcias estadisticamente significativas: * p§0,0
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Gréfica 80. Valores medios + error estandar de las activida@kgamico (GLU_mb) y Aspartico
(ASP_mb) Aminopeptidasa en la fraccion unida a nramd de los homogenizados de corteza renal para
los grupos Estandar (n=8) y Aceite de Oliva Virgetra (n=8), expresados como pmoles de [GNA 6
Asp-NA hidrolizados/mg. proteina/min. Se representdiferencias estadisticamente significativas:
* p<0,05.

En las Graficas 81 y 82 se muestran los valoresianguhra las actividades
aminopeptidasas en fraccion soluble de médula ,rgneh las gréficas 83 y 84 las
medias de estas mismas actividades pero en frace@nbrana. Al igual que en la
corteza, los cambios se localizan en las activisl@@gemembrana. De nuevo detectamos
un importante aumento de la actividad AlaAP de mamdy pero sin embargo las

actividades Glu y AspAP estan disminuidas en gbgriceite de Oliva Virgen Extra.
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Grafica 81. Valores medios + error estandar de las actividadasina (ALA_sol) y Cisteina (CYS_sol)
Aminopeptidasa en la fraccion soluble de los homagelos de médula renal para los grupos Estandar
(n=8) y Aceite de Oliva Virgen Extra (n=8), exprdsa como pmoles de ARNA 6 Cysf-NA
hidrolizados/mg. proteina/min.
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Grafica 82. Valores medios * error estandar de las actividadkgamico (GLU_sol) y Aspartico
(ASP_sol) Aminopeptidasa en la fraccidn solubldadehomogenizados de médula renal para los grupos
Estdndar (n=8) y Aceite de Oliva Virgen Extra (n=8ypresados como pmoles de GINA 6 Aspp-

NA hidrolizados/mg. proteina/min.
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Gréfica 83. Valores medios + error estandar de las actividad@sina (ALA_mb) y Cisteina (CYS_mb)
Aminopeptidasa en la fracciéon unida a membranasididmogenizados de médula renal para los grupos
Estandar (n=8) y Aceite de Oliva Virgen Extra (n=8&jpresados como pmoles de SNA 6 Cys$-NA
hidrolizados/mg. proteina/min. Se representanifasathcias estadisticamente significativas: ** @40,
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Gréfica 84. Valores medios + error estandar de las activida@kgamico (GLU_mb) y Aspartico
(ASP_mb) Aminopeptidasa en la fraccién unida a nramd de los homogenizados de médula renal para
los grupos Estandar (n=8) y Aceite de Oliva Virgetra (n=8), expresados como pmoles de [GNA 6
Asp$-NA hidrolizados/mg. proteina/min. Se represenndiferencias estadisticamente significativas:
*p<0,05; **p<0,01.
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Como ya hemos indicado anteriormente, el sistemeaeangiotensina intra-
renal es regulado de forma independiente al SRI&msiso y juega un papel relevante
en el mantenimiento de la hipertension. De heob®,niveles de angiotensinas en el
riion son superiores a los del plasma o cualqurerargano (Kobori et al. 2007, Velez
2009). La activacion de este sistema local en edocde distintas patologias puede
desembocar en fibrosis y dafio renal, y la activaaifra-renal de este sistema podria
ser en parte causa de la hipertensiéon SHR. Tandsié&onocida la relaciéon entre el
SRA renal y la nefropatia diabética (Anderson, }9@inque poco se sabe de la
relacion entre el SRA intra-renal y la obesidadui@het al., 2010).

Nuestros resultados indican una modificacion en lastividades
aminopeptidasas en el grupo que consumio el adeiteliva virgen extra, con un
aumento de la actividad AlaAP de membrana tantmédula como en corteza renal, y
una disminucion muy significativa de las actividad&u y AspAP unidas a membrana
en la médula. Si tenemos en cuenta que la hip@tei®HR podria estar relacionada
con una hiperactividad del SRA renal, los cambios estas actividades podrian
obedecer a modificaciones en las concentraciondasddistintas angiotensinas, y ser
reflejo de los menores niveles de presion artemakstos animales. En concreto, los
mayores niveles de actividad GIUAP en los animglas recibieron la dieta control
podian obedecer a una mayor concentracion de Argjlcionada con la exagerada
reaccion presora y el menor flujo renal medularcd&s en los animales SHR (Liu,
2009).

El aumento de las actividades AlaAP y AspAP enezartrenal podria sugerir un
mayor metabolismo de la Anglll a AnglV y una mayormacién de Ang2-10 en los
animales que recibieron la dieta enriquecida cosit@ade oliva virgen extra. La
conversion intraglomerular de Angl a Ang2-10 podséa critica para contrarestrar la
accion local de la Angll (Velez et al., 2009). Rotanto, la dieta enriquecida en aceite
de oliva virgen extra podria aumentar la formaayomerular de Ang2-10 y de esa

forma contrarestrar los efectos negativos de lalAng

En la médula renal, el aumento de la actividad RaA el descenso de las
actividades GIUAP y AspAP indicaria un mayor melisbm de la Anglll a AnglV, y
al mismo tiempo una menor transformacién de la Argl Anglll, prolongando el
tiempo de actuacion de dicho péptido. Se ha desqui en la médula la Angll aumenta

el transporte de la urea, contribuyendo al aumdstta reabsorcion de sodio y agua
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(Buns y Li, 2003) lo que estaria de acuerdo connmnores niveles de diuresis
observados en este grupo durante gran parte detipexxperimental, sin embargo, esta
argumentacion contrasta con los menores nivel@&Aden dicho grupo.

Los presentes resultados sugieren una respuesestapentre la médula y la
corteza renal: mientras que en la corteza los adfed¢ la Angll serian contrarestados
por la Ang2-10, en la médula estarian potenciade®iectos de la Angll. Por lo tanto,
los efectos beneficiosos del aceite de oliva virgetra sobre el control de la PA
podrian ser debidos a otros factores tales commddificacion en las resistencias

vasculares o en el gasto cardiaco.
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6. CONCLUSIONES

1. El tratamiento con Captopril (100 mg/Kg/dia), adistrado con el agua de
bebida durante cuatro semanas, provocod en los EEN8HR menores valores de
Presion Arterial Sistélica, peso total del coragdiel ventriculo izquierdo, asi como un
aumento en la diuresis. En comparacion con el gmrgurol, al final del periodo
experimental no se encontraron diferencias panaesd corporal total, la ingesta de
alimento y bebida, el peso del rifidn izquierdo,dascentraciones plasméticas de 6xido
nitrico, glucosa, triglicéridos, colesterol totafracciones HDL y LDL; asi como para

los niveles de 8-isoprostanos en orina.

2. El andlisis de las actividades AlaAP, CysAP, GIlufjPAspAP, tras el
tratamiento con Captopril, demostré que no existiatiferencias entre grupos para las
actividades plasmaticas. En hipotdlamo, se obsens disminucion en la actividad
AlaAP de membrana, pero no se encontraron difesisrgara el resto de las actividades,
tanto en la fraccion soluble como en la unida a brama. Este resultado podria sugerir
un aumento en la disponibilidad de la Anglll y lagdV. En la corteza y la médula
renal se obtuvo una disminucién generalizada dalisstas actividades enzimaticas

analizadas.

3. El tratamiento con Propranolol (100 mg/Kg/dia)ynadstrado con el agua de
bebida durante cuatro semanas, provoco en los ESEMEIR una disminucion en el
peso corporal total, la ingesta de alimento y lelyidos niveles de 8-isoprostanos en
orina; y un aumento de la concentracion de triglioés en plasma. Al final del periodo
experimental no se observaron diferencias con céspé grupo control para los valores
de Presion Arterial Sistélica, peso total del cébraaddel ventriculo izquierdo y del rifién
izquierdo; ni para los valores de diuresis y lascentraciones plasmaticas de Oxido

nitrico, glucosa, colesterol total y fracciones HPLDL.

4. El analisis de las actividades AlaAP, CysAP, GIugPAspAP, tras el
tratamiento con Propranolol, demostré al final giediodo experimental un aumento de
las actividades GIUAP y AspAP en plasma, sin questiekan cambios en las
actividades AlaAP y AspAP, lo que podria sugeriraumento en la formacién de

Anglll y AnglV. En la corteza renal, excepto paas lactividades GIUAP y AspAP, el
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resto de las actividades tanto solubles como urada®mbrana, disminuyeron tras el
tratamiento con Propranolol. En la médula renaloktivieron menores niveles de
actividad AspAP unida a membrana, pero el restdadeactividades no sufrieron

cambios.

5. El tratamiento con L-NAME (70 mg/Kg/dia), admimélo con el agua de
bebida durante cuatro semanas, provoco en los lEr8&lIR un aumento de los valores
de Presion Arterial Sistolica, del peso total dmiagon y del ventriculo izquierdo, del
peso del rifidn izquierdo, de los valores de disrgsde 8-isoprostanos en orina, asi
como de la concentracion de trigliceridos en plagmana disminucion de los niveles
de Oxido nitrico en sangre. Sin embargo, no sereasm diferencias para el peso
corporal total, la ingesta de alimento y bebidgyaria las concentraciones en plasma de

glucosa, colesterol total o fracciones HDL y LDL.

6. El andlisis de las actividades AlaAP, Cys, GIUARspAP tras el tratamiento
con L-NAME demostré al final del periodo experimantjue no existieron diferencias
en las actividades de aminopeptidasas en plasnigipBtalamo, mientras que hubo una
disminucién en las actividades AlaAP y AspAP unidamembrana, no se observaron
diferencias en el resto de las actividades estadjacsugiriendo una mayor
disponibilidad de Anglll y AnglV. En la corteza @n mientras que tuvo lugar una
disminucién generalizada de las actividades sodulvle se observaron diferencias en la
faccion de membrana. En la médula renal, las detiles CysAP y AsSpAP unidas a
membrana también disminuyeron tras el tratamieatolcNAME, no estableciéndose
diferencias para el resto de las actividades. BEstdtados podrian sugerir una mayor
disponibilidad de vasopresina en dichas condiciones

7. Las ratas SHR alimentadas tanto con una dietadsst&éomo con una dieta
enriguecida en Aceite de Oliva Virgen Extra (AOVR)straron un aumento progresivo
de los valores de Presion Arterial Sistélica dwast proceso experimental. Sin
embargo, en el grupo AOVE dicho aumento no comdresia la sexta semana de
periodo experimental, y durante todo el desarrddb mismo los valores de Presion
Arterial Sistdlica fueron siempre menores en epgrdOVE que en el estandar. Los
valores de peso corporal también mostraron un alnpgagresivo, sin que aparecieran

diferencias entre ambos grupos. No existié6 un patiaro de ingesta de alimento,
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siendo los valores medios similares en las dosgliestudiadas. Excepto para las tres
primeras semanas, durante la mayor parte del mereoghberimental no existieron
diferencias en la ingesta de bebida de los dosogrigin embargo, la excrecidén de orina
fue menor en el grupo AOVE. En el punto medio detpso experimental, los valores
de Oxido nitrico en orina fueron menores en el gré®OVE, sin que existieran

diferencias ni al inicio ni al final del experiment

8. El grupo experimental que recibio la dieta enraig@ en AOVE mostro, tras
las doce semanas de periodo experimental, mayomseigtraciones plasmaticas de
glucosa, triglicéridos, colesterol total y fraccibbBL. El peso del rifidn izquierdo y la
concentracion de 8-isoprostanos en orina fue menaticho grupo. No se encontraron
diferencias entre los dos grupos experimentales @lgpeso del corazén y el ventriculo
izquierdo, ni para las concentraciones en plasmaxa nitrico y HDL-colesterol. El
test de tolerancia a la glucosa en ayunas, y trasobrecarga intraperitoneal, demostré
gue era necesario mayor tiempo para la recuperaeidos valores basales en el grupo
AOVE.

9. El andlisis de las actividades de aminopeptiddeasostré que no existieron
diferencias al final del periodo experimental plasaactividades en plasma, hipotalamo
y fraccién soluble de corteza y médula renal. Snbargo, las actividades AlaAP y
AspAP en la fraccion membrana de la corteza reslafjdipo AOVE fueron superiores
a sus controles, lo que podria sugerir una mayondoiéon de Ang2-10. En la médula
renal, mientras que la actividad AlaAP unida a memé también aumento, las
actividades GIUAP y AspAP unidas a membrana disyaran, lo que podria sugerir
una mayor disponibilidad de la Angll.
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8. ABREVIATURAS

A

Ala AP Alanil Aminopeptidasa

Ang Angiotensina

AP Aminopeptidasa

APs Aminopeptidasas

ArgAP Arginil Aminopeptidasa

Asp AP Aspartil Aminopeptidasa

ADP Adenosina — 5 — difosfato

AG Acidos Grasos

ANOVA Andlisis de varianza (del inglés analysisvafiance)
ATP Adenin trifosfato

AChE Acetilcolinesterasa y acetilcolintransferasa
ADMA NG — dimetilarginina asimétrica

AP A Aminopeptidasa A (GIuAP)

AGT Angiotensindgeno

ACTH Hormona adrenocorticotropa

ARA Antagonistas de los receptores de la angiotensi
AMPc Adenosin monofosfato ciclico

ARNM Acido ribonucleico mensajero

AP M Aminopeptidasa M

AP N Aminopeptidasa N

Arg Arginina

ARC Nucleo Arcuato

AUC Area Bajo la Curva (del inglés Area Under CQrve
AOVE Aceite de Oliva Virgen Extra

B

BSA Albumina sérica bovina (del inglés Bovine seraliumin)
BH, Tetrahidrobiopterina

BH Balance Hidrico

bFGF Factor de crecimiento fibroblastico

C

Cys AP Cisteinil aminopeptidasa

CT Colesterol Total

CHE Colesterol esterasa

CHOD Colesterol oxidasa

CVvO Organos circunventriculares
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CD
CMLV
CE
CREB
CRH

DTT
DMSO
DPP
DT
DAP

ECV
EC

EDRF

ECA

EDHF
EDTA
EIA

ESH
ESC
EE

FR
FRCV
FAD
FDA
FMN
FTC

GC
Glu AP

Conductos colectores

Células musculares lisas vasculares
Células endoteliales

CcAMP response element-binding
Hormona liberadora de la corticotropina

D-L-Ditiotreitol (del inglés Ditiothreitol)
Dimetilsulfoxido (del inglés Dimethyl sulphaia)
Dipeptidilpeptidasa

Tabulos distales

Dihidroxiacetona fosfato

Enfermedades cardiovasculares

Enzyme commission numbers

Factor Relajante derivado del endotelio (del inglédothelium
derived relaxing factor)

Enzima convertidora de angiotensina (del inglésidtegsin-
converting enzyme)

Factor Hiperpolarizante Endotelial (del inglés Einaétium
derived hyperpolarizing factor)

Acido etilendiaminotetraacético

Inmunoensayo enzimatico en fase sdlida (del ingpéid-phase
enzyme immunoassay)

European Spciety of Hypertension

European Society of Cardiology

Error Estandar

Factor de Riesgo

Factor de Riesgo Cardiovascular

Flavin Adenin dinucleétido

Food and Drug Administration

Flavin Adenin Mononucleo6tido

Factores transcripcionales asociados con einciento

Gasto Cardiaco
Glutamico Aminopeptidasa
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GK
GOD
GPO
GTP
GMPc
GLUT
G3P

GLP-1

HTA
HVI
HDL
HCMV
HPLC
HCI
H>0,

IECA

ICV
IRAP
IUBMB

L-NAME
LCR

LH

LDL

LPL

Leu
L-NMMA

MUFA
mmHg

Glicerol Kinasa

Glucosa Oxidasa

Glicerol fosfato oxidasa

Guanosina trifosfato

Guanosina monofosfato ciclico

Transportador de Glucosa (del inglés Glucosesporter)
Glicerol — 3 — fosfato

Péptido similar al Glucagon tipo 1 (del inglés Gigon like
peptide-1)

Hipertension arterial

Hipertrofia ventricular izquierda

Lipoproteinas de alta densidad (del inglés Highsity lipoprotein)
Citomegalovirus humano

Cromatografia liquida de alta eficacia

Acido Clorhidrico

Peroxido de Hidrégeno

Inhibidor de la Enzima Convertidora de Angiotendiehl inglés
angiotensin-converting enzyme inhibitor)

Interleucina

Intracerebroventricular

Aminopeptidasa regulada por insulina (del inglésiim-regulated
aminopeptidase)

Union Internacional de Bioquimica y Biologiéolecular

N-nitro-L-arginina metil éster

Liquido cefalorraquideo

Hipotalamo Lateral

Lipoproteinas de baja densidad (inglés Lightsity lipoprotein)
Lipoproteinlipasa

Leucina

NG-monometil-L-arginina

Grasas monoinsaturadas

Milimetros de mercurio
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Na
NEP
NO
NOS

NOSnh
NOSi

NOSe

NADPH
NaCl
NF-«

OEA
OMS
OFS

P

PA
PAS
PAD
PDGF
POD
PV
PVN

PAI_1

PREDIMED
PT

RP

RCV
RPR
ROS

Naftilamida

endopeptidasa neutra

Oxido Nitrico

Oxido nitrico sintasa

Oxido nitrico sintasa neuronal (del inglés neuranitaic oxide

synthase)
Oxido nitrico sintasa inducible (del inglés indueibitric oxide
synthase)
Oxido nitrico sintasa endotelial (del inglés endataitric oxide
synthase)

Nicotinamida adenina dinucleétido fosfato
Cloruro Saédico
Factor nuclear Kappa

Oleoiletanolamida
Organizacion Mundial de la Salud
Organo subfornical

Presion arterial (del inglés blood pressure)
Presion Arterial Sistélica

Presion Arterial Diastolica

Factor de crecimiento derivado de las plagueta
Peroxidasa

Peso vivo

Nucleo Paraventricular

Inhibidor del activador del plasminégeno_ 1 (dellés
plasminogen activator inhibitor_1)

Prevencion con Dieta Mediterranea

Tabulos proximales

Resistencia Periférica

Riesgos cardiovascular
Pro-renina (del inglés prorenin)
Especies reactivas del oxigeno
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SHR

SRA
SRAA
SNC
SNS
SPSS
SMC

TA
TG
TGFB_1

VLDL

Val

WKY
WHO

Ratas genéticamente hipertensas (del inglés spEmialy
hypertensive rats)
Sistema renina angiotensina (del inglés Rengiedensin system)
Sistema renina angiotensina aldosterona
Sistema Nervioso Central
Sistema Nervioso Simpatico
Statistical Package for the Social Sciences
Células del musculo liso (del ingles smooth cteusells)

Tension Arterial

Triglicéridos

Factor de crecimiento transformaft@el inglés the transforming
growth factor beta)

Lipoproteinas de muy baja densidad (del inglésy low light
density lipoprotein)
Valina

Ratas normotensas (Wistar-Kyoto)
World Health Organization
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1. INTRODUCTION

Hypertension is one of the major cardiovascular risk factors
affecting around 10% of population. Treatment effectively reduces
cardiovascular morbidity and mortality. Current treatment of
hypertension involves diuretics, renin-angiotensin system (RAS)
inhibitors or antagonists (angiotensin-receptor blockers, ARB), central
or peripheral sympathicolytics, calcium channel blockers and
vasodilators (Ferdinand, 2001; Reams & Bauer, 1999). However, the
efficacy of these drugs is still not entirely satisfactory and new
approaches should be considered (Cogolludo et al., 2005).

Blood pressure (BP) control is the result of a balance of closely-
related factors acting at central or peripheral level, some of them
having opposite effect. Amongst these factors, the RAS plays an
important role. In this system, Ang I is not only converted to Ang II.
It is also the initial substrate for various enzymatic conversions
leading to multiple peptides with different functions even
counteracting each other. The inhibition of a single step of the RAS
such as with an angiotensin-converting enzyme inhibitor (ACEI), may
affect the whole system, thus conditioning its effect on BP (Ferrario,
2011). Until recently, Ang II was considered the main peptide of the
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RAS involved in the control of BP. However, other peptides of the
system, such as Ang III, Ang IV, Ang 1-9, Ang 1-7, or Ang 2-10, also
seem to play an important role in BP control (Elased et al., 2008;
Speth and Karamyan, 2008). For example, one of the angiotensin
metabolites, Ang 1-7, potentiates the vasodilatory effects of
bradykinin, stimulates nitric oxide and prostaglandin release and
antagonizes the actions of Ang II (Schindler et al., 2007). Moreover,
microinjection of Ang 1-7 into brainstem nuclei of the rat promotes
hypotension (Schiavone et al., 1990). Low dose of Ang II also
significantly increase the circulating levels of vasopressin and there
exists a relationship between the RAS and the antidiuretic hormone
(Bonjour and Malvin, 1970; Keil et al., 1975). Also, Ang III and Ang
IV affect vasopressin function in the inner medulla altering its
antidiuretic effect (Bankir, 2001; Zini et al., 1996, Albiston et al.,
2001). The formation and inactivation of these angiotensin-related
peptides is regulated by various aminopeptidases (AP), called
angiotensinases, and by the enzyme vasopressinase. For instance,
AspAP is responsible for the metabolism of Ang I to Ang 2-10, GIUAP
causes the formation of Ang III from Ang II whereas AlaAP is
accountable for Ang III metabolism to Ang IV and to Ang 4-8
(Scheme 1) (Table 1). CysAP, also called insulin-regulated
aminopeptidase (IRAP), oxytocinase or vasopressinase, was identified
to be the AT, receptor, binding site of Ang IV (Ramirez et al., 2008;
Ramirez-Sanchez et al., 2013; Vauquelin et al., 2003, Wallis et al.,
2007).

ANGIOTENSINOGEN

RENIN ]|

ANGIOTENSIN | |(1-10) | Asp!-Arg?-Val3-Tyr-lle5-His®-Pro’-Phe8-His®-Leul®

ACE, ASpAP
ACE ANG 1-9

ACE ANG 2-10
ANG Il | (1-8) [ ANG 17

GIuAP
ACE

ANG Il | (2-8)

ANG IV | (3-8)

Scheme 1. Partial representation of the RAS in which the peptides and
enzymes cited in the text are indicated (see text for abbreviations)
(Modified from Ramirez-Sanchez et al., 2013).
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Regarding the RAS, except if one blocks the cascade at its early
step by inhibiting renin with compounds such as Aliskiren (Zhenfeng
et al., 2011), the alteration of other steps using ACEI or ARB may
affect the rest of system. Furthermore, the use of other
antihypertensive agents, such as beta-blockers, may also influence
the RAS, promoting or inhibiting the formation of specific Ang
peptides. These possibilities however have not been systematically
considered. Currently, there are increasing evidences that the
beneficial effects of these drugs are not only the consequence of their
blockade of Ang II or sympathetic actions but also the result of the
increased formation of other Ang peptides that counteract the
detrimental actions of Ang II (Ramirez-Sanchez et al., 2013). In
addition, the interaction of RAS with other vasoactive agents, such as
nitric oxide (NO) is important in BP control (de Gasparo, 2002), being
its study necessary for the search of new therapeutic strategies.
Finally, the use appropriate diets that include particularly higher
percentages of monounsaturated fatty acids is becoming one of the
main tendencies for the study of the control of BP (Ramirez et al.,
2008). Therefore, the use of these vasoactive compounds, including
dietary factors, may produce their final effects by the interaction of
several parallel pathways, additional to the ones initially mainly
analyzed (Ramirez-Sanchez et al., 2013) (See global analysis
section). For example, it is assumed that the BP lowering effects of
ACE inhibitors are due to the peripheral blockade of the Ang II
formation. However, ACE is also involved in several steps of the RAS
cascade other than Ang II formation from Ang I. It catalyzes the
formation of Ang 1-7 from Ang 1-9 (produced by the action of ACE;
from Ang I) and Ang III from Ang 2-10 (scheme 1). Moreover, ACE
activates the degradation of the renal bradykinin. On the other hand,
in addition to the circulating RAS, there are local tissue RAS such as
in brain and kidney. ACE inhibitors can therefore also act locally in
these tissues (Paul et al., 2006). Furthermore, brain RAS is also
linked to vasopressin action (Xu and Johnson, 1998; Robinson et al.,
1999). ACE inhibition may therefore modify the whole cascade in
plasma as well as in tissues and so can contribute additionally to the
effect of ACE inhibitors on BP (Villarejo et al., 2012).

In addition, among the factors that interact with the RAS for the
BP control, norepinephrine plays a major role (Zucker and Liu, 2000)
and, as previously was indicated, the use of other antihypertensive
agents such as sympathetic beta receptor blockers, may also affect
the RAS, activating or inhibiting the formation of specific Ang
metabolites of the RAS. However, this possibility has been scarcely
investigated (Vilas-Boas et al., 2008).
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On the other hand, it is well known that the RAS interacts with
nitric oxide (NO) in the control of blood pressure at central and
peripheral level (de Gasparo, 2002; Raij, 2001). Currently it is
accepted that NO counteracts the hypertensive actions of RAS mainly
keeping a balance with Ang II in physiological conditions. An Ang II-
NO imbalance in favor of Ang II may therefore in part cause an
increase in BP. This increase might be also due to the modification of
other components of the RAS at central and/or peripheral level and
preliminary results have been already published (Segarra et al,
2010). However, this possibility has not yet been sufficiently
investigated.

Main name E.C. Other names Artificial Natural

number substrate substrate

Glutamyl- 3.4.11.7 AP A Glu-B-NNap | AngII

Aminopeptidase

(GIuAP)

Aspartyl- 3.4.11.21 Asp-B-NNap | Ang I

Aminopeptidase

(AspAP)

Alanyl- 3.4.11.2 AP M, AP N Ala-B-NNap | Ang III,

Aminopeptidase Ang IV

(AlaAP)

Cystinyl- 3.4.11.3 Oxytocinase Cys-B-NNap | Oxytocin

Aminopeptidase Vasopressinase Vasopressin

(CysAP) IRAP

Table 1. Summary of characteristics of the aminopeptidases studied in the
present research. B-Naphthylamide (B-NNap). (See text for abbreviations)
(Barret et al., 1998; Vauquelin et al., 2003; Wallis et al., 2007).

Finally, a diet rich in fruits, vegetables and low-fat dairy
products, and reduced in saturated fat, total fat and cholesterol (the
'DASH' diet) significantly lowers blood pressure (BP). This effect has
been suggested to be due in part to a counter-regulatory response of
the renin-angiotensin system (Chen et al., 2012). The reduction of
saturated fat in favor of mono and/or polyunsaturated fat attenuated
the development of hypertension. This effect being mediated, at least
in part, by interference with the renin-angiotensin-aldosterone
system, at the level of blockade of ANG II receptors (Engler et al.,
1998). Again, it is propose that this effect may be due in part to the
influence of other components of RAS than Ang II (Segarra et al.,
2008).

Therefore, to analyze the differences in the patterns of
response to the administration of some vasoactive compounds, we
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studied several physiologic and metabolic parameters, as well as
some aminopeptidase activities in plasma, hypothalamus and kidney
of hypertensive rats after the administration of captopril, propranolol
and L-NAME and after fed a diet enriched with extra virgin olive oil.
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2. HYPOTHESIS AND OBJECTIVES

Hypertension is one of the major cardiovascular risk factors.
Treatment effectively reduces cardiovascular morbidity and mortality
by reducing in part the deleterious effects of Ang II. However, the
efficacy of the current treatment of hypertension is still not entirely
satisfactory and new approaches should be considered.

The RAS plays a major role in the control of blood pressure, not
only through factors that increased it, such as Ang II, but also
through the action of other Ang peptides that counterbalance Ang II,
their functional status being controlled by several proteolytic enzymes
called angiotensinases.

Considering the RAS, the use of several vasoactive compounds
such as the drugs captopril and propranolol, the nitric oxide synthase
inhibitor L-NAME as well as dietary extra virgin olive oil, may produce
their physiologic consequences by parallel pathways other than the
ones initially established and also generate other pleiotropic actions
than the ones considered as major.

Therefore, in order to obtain new suggestions on other relevant
pathways involved in the mechanisms of action of several vasoactive
compounds and their consequences of administration on the RAS and
on other physiologic or metabolic parameters, we studied
fluorimetrically, using arylamide derivatives as substrates, the
behavior of several angiotensinase and vasopressinase activities in
plasma, hypothalamus and kidney of hypertensive adult male rats
(spontaneously hypertensive rats) after inhibition of ACE with
captopril, after the peripheral sympathetic blockade with the beta-
blocker propranolol, after the inhibition of the NO synthesis with L-
NAME, all of them administered in drinking water, and after fed a diet
highly enriched with extra virgin olive oil.
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3. MATERIALS AND METHODS

Forty eight male spontaneously hypertensive rats (SHR) aged
four to five weeks, weighing 100-150 g at the beginning of the study
were used for control and treated animals. All experimental
procedures were performed in accordance with the European
Communities Council Directive 86/609/EEC and reviewed and
approved by the bioethics committee of the University of Jaén.

The experimental protocol includes the following groups of SHR:

A) Control (n=8) and captopril (n=8) treated animals. Captopril (100
mg/kg/ day p.o.) was administered daily in drinking water chronically
for 4 weeks (Kline and Mercer, 1987).

B) Control (n=8) and propranolol (n=8) treated animals. Propranolol
(100 mg/kg/day p.o.) was administered daily in drinking water
chronically for 4 weeks (Priviero et al, 2007).

C) Control (n=8) and L-NAME (n=8) treated animals. L-NAME (70
mg/kg/day p.o.) was administered daily in drinking water chronically
for 4 weeks (Priviero et al, 2007).

D) Control (fed a standard diet) (h=8) and animals fed a diet
enriched with extra virgin olive oil (n=8) for 12 weeks (see
composition of diets in tables 2 and 3). The percentage of the main
fatty acids of unsaponifiable fraction is indicated in table 4.

COMPOSITION OF DIET PERCENTAGE
Protein 16,1%

Fat 3,1%
Carbohydrates 80,8%
Minerals 5,1%

Fiber 3,9%

Table 2. Composition of the standard diet.

COMPOSITION OF DIET PERCENTAGE
Protein 12,9%

Fat 23,1%
Carbohydrates 64,6%
Minerals 4,1%

Fiber 3,1%

Table 3. Composition of the experimental diet.
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FATTY ACID PERCENTAGE
Oleic Acid (C18:1) 75,5 %
Palmitic Acid (C16:0) 11,5 %
Linoleic Acid (C18:2) 7,5 %

Table 4. Composition of the unsaponifiable fraction of olive oil.

Systolic blood pressure was monitored by the plethysmographic
method as previously described (Banegas et al., 2009). Briefly, SBP
was measured by tail-cuff plethysmography in un-anesthetized
animals. The rats were placed in plastic holders and warmed to 37° C
for each recording session. At least seven determinations were made
in every session, and the mean of the stable values within a range of
5 mmHg was recorded as the SBP level. Measurements at the
beginning and end were discarded.

For A, B and C, SBP was measured at the beginning of the
experimental period, at 15 days and at the end of the experimental
period (30 days). Body weight was also measured with the same
intervals. In addition, twenty-four hours before sacrifice, animals
were housed in metabolic cages and food intake, water intake and
urine volume, were measured individually.

For D, SBP was measured at the beginning of the experimental
period and every week until the end of the experimental period (12
weeks). Body weight, food and water intake and urine volume, were
also measured with the same intervals.

At the end of the treatment period, after recording SBP, body
weight, food and water intake and urine volume, blood samples were
obtained from the left cardiac ventricle under equithensin anaesthesia
(2 ml/kg body weight) and plasma was isolated by centrifugation for
10 min. at 2000 g and stored at -20°C, then each rat was perfused
with saline through the left cardiac ventricle. Total heart, from which
the left ventricle was dissected, and left kidney were obtained and the
weight of all of them was measured. Finally, samples from the
hypothalamus, renal cortex and inner medulla were quickly removed
and frozen in dry ice. They were dissected as previously described
(Prieto et al., 2003, Segarra et al., 2006). Briefly, the hypothalamus
(pooled left and right) was dissected according to the stereotaxic
Paxinos and Watson atlas (1998). The selected area was between 7.7
mm and 3.7 mm anterior to the interaural line. Angiotensin
components such as some peptides and enzymes have been reported
to be differentially located in kidney (Grima et al., 1997, Segarra et
al., 2006), for example, angiotensinogen and renin are mainly located
in renal cortex and ACE is higher in renal medulla (Grima et al.,
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1997). Therefore, meticulous care was taken to cut fine strips of the
outer cortex and to restrict the medulla to its internal section to limit
the presence of juxtamedullar glomerules (Grima et al., 1997).

In plasma, the levels of nitric oxide, glucose, triglycerides, total
cholesterol, HDL, LDL, 8-isoprostane, creatinine and aminopeptidase
activities were determined as previously reported (Prieto et al, 2002,
Segarra et al, 2008, Banegas et al, 2009; Ramirez et al, 2011 and by
standard routine laboratory test).

To obtain the soluble fraction, tissue samples (hypothalamus,
renal cortex and inner medulla) were homogenized in 10 volumes of
10 mM HCI-Tris buffer (pH=7.4) and ultracentrifugated at 100 000xg
for 30 min (4 °C). The resulting supernatants were used to measure
soluble enzymatic activity and protein content, assayed in triplicate.
To solubilize membrane proteins, the pellets were rehomogenized in
HCI-Tris buffer (pH=7.4) plus 1% Triton X-100. After centrifugation
(100 000xg, 30 min, 4 °C), the supernatants were used to measure
membrane-bound activity and proteins in triplicate. To ensure the
complete recovery of activity, the detergent was removed from the
medium by adding to the samples adsorbent polymeric Biobeads SM-
2 (100 mg/ml) (Bio-Rad, Richmond, VA, USA) and shaking for 2 h at
4 °C (Ramirez et al, 2011).

Aminopeptidase (AP) activities (angiotensinases  and
vasopressinase) were measured fluorometrically using arylamide
derivatives as substrates as formerly described (Prieto et al., 2002,
Ramirez et al 2011). Briefly, AlaAP and CysAP were measured
fluorometrically using as substrates the aminoacyl-B-naphthylamides
(aaNNap): AlaNNap and CysNNap, Twenty microliters of each
supernatant and plasma was incubated during 30 min at 37 °C with
100 pl of the substrate solution: 2.14 mg/100 ml AlaNNap or 5.63
mg/100 ml CysNNap, 10 mg/100 ml bovine serum albumin (BSA),
and 10 mg/100 ml dithiothreitol (DTT) in 50 mM of phosphate buffer,
pH 7.4, for AlaAP and 50 mM HCI-Tris buffer, pH 6, for CysAP. GIUAP
was determined in a fluorometric assay using GIuNNap as the
substrate, 20 pl of each supernatant and plasma was incubated
during 30 min at 37 °C with 100 pl of the substrate solution (22.72
mg/100 ml GIuNNap, 10 mg/100 ml BSA, 10 mg/100 ml| DTT and
0.555 g/100 ml CaCl, in 50 mmol/l HCI-Tris, pH 7.4). AspAP was
determined fluorometrically with AspNNap as the substrate, 20 pl of
each supernatant and plasma was incubated for 30 min at 37 °C with
100 pl of the substrate solution (2.58 mg/100 ml AspNNap, 10
mg/100 ml BSA and 39.4 mg/100 ml MnCl; in 50 mmol/l HCI-Tris
buffer, pH 7.4.

The sensitivity of the method allows measurements of
aminopeptidases in the picomolar range (Ramirez et al., 2011). For
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the statistical analysis, we used one-way analysis of variance to
evaluate differences between groups. Post-hoc comparisons were
made with Tukey’s test. P-values below 0.05 were considered
significant.
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4. RESULTS AND DISCUSSION

4.1. INFLUENCE OF VASOACTIVE COMPOUNDS ON
PHYSIOLOGIC AND METABOLIC PARAMETERS

4.1.1. INFLUENCE OF THE ANTIHYPERTENSIVE DRUGS
CAPTOPRIL AND PROPRANOLOL

Results are represented in figures 1 to 11.

As previously was indicated, Captopril (100 mg/kg/ day p.o.)
and Propranolol (100 mg/kg/day p.o.) were administered daily in
drinking water chronically for 4 weeks.

Systolic blood pressure levels under captopril or propranolol
treatment are represented in Fig 1. Comparing with controls, SHR
treated with captopril demonstrated lower levels of SBP (by 20%). A
similar reduction was observed in WKY rats after captopril treatment
(Villarejo et al, 2011). However, propranolol treatment did not show
differences with control SHR in SBP (Segarra et al, 2012). Similar
results were observed in normotensive rats that did not demonstrate
differences after propranolol treatment in SBP compared with control
animals (Ramirez et al, 2009). Therefore, propranolol at the dose
used in this study did not affect at all SBP and similar negative results
were previously reported (deBlois et al, 1997).
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Figure 1: Mean values * standard error of systolic blood pressure (mmHg) in
Control (C), Captopril (CA) and Propranolol (P) groups, throughout the
experimental period. a: differences respect to C group, b: differences between CA
and P groups, c: differences respect 0 day in each group. **p<0.01, ***p<0.001.
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At the end of the period of treatment (30 days), the animals
treated with captopril did not differ from controls in their body
weights. However, BW was significantly lower (p<0.001) in
propranolol treated rats than controls (Fig 2). At 30 days of
treatment, controls and captopril-treated SHR increased their BW
similarly by 50 g comparing with the beginning of treatment (0 day).
However, propranolol-treated SHR reduced their BW by 5 g (Fig 3). A
significant decrease (p<0.05) in food intake could be observed in
propranolol-treated SHR (Fig 4) which, may explain the reduction in
BW determined in the same group.
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Figure 2: Mean values * standard error of body weight (g) in Control (C), Captopril
(CA) and Propranolol (P) groups, throughout the experimental period. a: differences
respect to C group, b: differences between CA and P groups, c: differences respect
0 day in each group. **p<0.01, ***p<0.001
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Figure 3: Mean values £ standard error of total body weight increase (g) in Control
(C), Captopril (CA) and Propranolol (P) groups at the end of the experimental
period. a: differences respect to C group, b: differences between CA and P groups.
***p<(0.001.
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Figure 4: Mean values * standard error of food intake (g/day/100g BW) in Control
(C), Captopril (CA) and Propranolol (P) groups. a: differences respect to C group, b:
differences between CA and P groups. *p<0.05.

The weight of heart, left ventricle and left kidney were also
measured (Fig 5). Captopril treatment reduced significantly the
weight of total heart and left ventricle (Segarra et al, 2013), but not
left kidney. Propranolol treatment, with the dosage used in the
present investigation, failed to reduce the previously described
increase in weight of heart, left ventricle and left kidney of SHR
(Weiss and Lundgren, 1978).
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Figure 5: Mean values * standard error of heart, ventricle and left kidney weights
(g/100g BW) in Control (C), Captopril (CA) and Propranolol (P) groups. a:
differences respect to C group, b: differences between CA and P groups.*p<0.05,
**p<0.01, ***p<0.001.

Water intake (Fig 6) did not change with captopril treatment

but decreased significantly (p<0.01) after propranolol treatment in
SHR. Diuresis increased significantly (p<0.05) in captopril group but
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did not change after propranolol treatment (Fig 7). In normotensive
animals (Villarejo et al, 2012) the results differed markedly from the
present ones in SHR for the captopril group: Water intake and urine
volume showed a highly significant increase (p<0.001) after captopril
treatment.
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Figure 6: Mean values % standard error of water intake (g/day/100g BW) in Control

(C), Captopril (CA) and Propranolol (P) groups. b: differences between CA and P
groups. **p<0.01.
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Figure 7: Mean values + standard error of diuresis (g/day/100g BW) in Control (C),
Captopril (CA) and Propranolol (P) groups. a: differences respect to C group, b:
differences between CA and P groups. *p<0.05, **p<0.01.

The levels of nitric oxide and glucose (Figs 8 and 9) in plasma
did not differ between groups. Compared with control SHR, the
analysis of lipids (total cholesterol, triglycerides, HDL, LDL) (Fig 10)
only demonstrated a significant increase (p<0.05) of triglycerides
after propranolol treatment which is in agreement with the literature
(Darga et al, 1991). However, the rest did not demonstrate
differences between groups.
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Figure 8: Mean values * standard error of plasma nitric oxide (pmol/l) in Control
(C), Captopril (CA) and Propranolol (P) groups.
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Figure 9: Mean values % standard error of plasma glucose (mg/dl) in Control (C),
Captopril (CA) and Propranolol (P) groups.
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Figure 10: Mean values = standard error of plasma triglycerides (TGL), total
cholesterol (CHO-T), HDL and LDL cholesterol (mg/dl) in Control (C), Captopril (CA)
and Propranolol (P) groups. a: differences respect to C group. *p<0.05.
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As reflect of oxidative stress, the quantity of 8-isoprostane was
measured in urine of the different groups analyzed. The results are
represented in Fig 11. Comparing with control SHR, captopril
treatment did not modify the levels of 8-isoprostanes in urine, which,
differs with other reports that describe a reduction of 8-isoprostanes
under the effect of ACE inhibitors (Yu et al, 2006). However,
propranolol reduced significantly (p<0.01) the levels of 8-
isoprostanes which, is indicative of a decrease of the oxidative stress
as also was suggested recently (Kramer et al, 2012).
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Figure 11: Mean values * standard error of urine 8-isoprostanes (ng/mg creatinine)
in Control (C), Captopril (CA) and Propranolol (P) groups. b: differences between
CA and P groups. **p<0.01.
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4.1.2. INFLUENCE OF THE INHIBITION OF NITRIC OXIDE
PRODUCTION BY L-NAME

Results are represented in figures 12 to 22.

As previously was indicated, L-NAME (70 mg/kg/day p.o.) was
administered daily in drinking water chronically for 4 weeks.

At the end of the treatment period, measurements of SBP (Fig
12) demonstrated significantly higher levels (p<0.05) in L-NAME
treated SHR than in controls (14% higher) (Vives et al, 2011),
smaller increase than the previously observed in normotensive
animals (42% from controls) (Segarra et al., 2010).
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Figure 12: Mean values £ standard error of systolic blood pressure (mmHg) in
Control (C) and L-Name groups throughout the experimental period. a: differences
respect to C group, c: differences respect 0 day in each group. *p<0.05,
***p<0.001.

No differences in body weight between control and L-NAME
groups were observed at the end of the treatment period (Figs 13
and 14). This is in agreement with the absence of differences in food
intake between control and L-NAME groups (Fig 15)

317



< Control 4EFL-Name
350

C)O()K)K
3k % K
¢ <&
300 1
k/i @
250
« 200
:
1
150
100
50
0
0 days 15 days 30 days

Figure 13: Mean values * standard error of body weight (g) in Control (C), and L-
Name groups, throughout the experimental period. c: differences respect 0 day in
each group. ***p<0.001.

60

gramos

20 +————

0

Control L-Name

Figure 14: Mean values + standard error of total body weight increase (g) in
Control (C) and L-Name groups at the end of the experimental period.
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Figure 15: Mean values * standard error of food intake (g/day/100g BW) in Control
(C) and L-Name groups.

Measurements of weight of heart and kidney (Fig 16)
demonstrated a significant increase in total heart (p<0.01), left
ventricle (p<0.01) and left kidney (p<0.05) after L-NAME treatment.
This is in agreement with previous reports which, described that L-
NAME treatment induced an increase in left ventricular mass in
genetically hypertensive rats but not in normotensive ones (Orange

et al, 2000) and also induced renal hypertrophy (Vaskonen et al,
1997).
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Figure 16: Mean values * standard error of heart, ventricle and left kidney weights
(g/100g BW) in Control (C) and L-Name groups. a: differences respect to C
group,.*p<0.5, **p<0.1.

Water intake did not differ between control and L-NAME groups
(Fig 17). This result, contrast with the significant increase (p<0.05) in
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urine volume observed in L-NAME group (Fig 18) and support that the

increase in SBP could be mainly due to increased vascular resistance
or cardiac output.
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Figure 17: Mean values % standard error of water intake (ml /day/100g BW) in
Control (C) and L-Name groups.
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Figure 18: Mean values * standard error of diuresis (ml / day / 100g BW) in
Control (C) and L-Name groups. a: differences respect to C group. *p<0.05.

At the dosage of L-NAME used, the levels of nitric oxide in
plasma were significantly lower (p<0.05) (50% lower) than control
SHR (Fig 19). In parallel, the levels of 8-isoprostanes in urine were
significantly higher (p<0.05) (50% higher) than control SHR (Fig 20).
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Figure 19: Mean values * standard error of plasma nitric oxide (umol/l) in Control
(C) and L-Name groups. a: differences respect to C group. *p<0.05.

h
(==}

~
wn

-~
o

[¥5)
L

[¥%)
(=]

[
(=]

ng / mg creatinine
[
Ln

—
L

—_
(=]
I

L

0
Control L-Name

Figure 20: Mean values *+ standard error of urine 8-isoprostanes (ng/mg creatinine)
in Control (C) and L-Name groups. a: differences respect to C group. *p<0.05.

With regard to the levels of glucose and lipids in plasma (Figs
21 and 22), as occurred with propranolol treatment, only the levels of
triglycerides differ from control group under L-NAME treatment, being
significantly higher (p<0.01) in L-NAME group. The increase in
triglycerides, contrast with previous reports describing no changes in
triglycerides after L-NAME treatment (Navarro et al, 1994).
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Figure 21: Mean values % standard error of plasma glucose (mg/dl) in Control (C)
and L-Name groups.
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Figure 22: Mean values = standard error of plasma triglycerides (TGL), total
cholesterol (CHO-T), HDL and LDL cholesterol (mg/dl) in Control (C) and L-Name
groups. a: differences respect to C group. **p<0.01.
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4.1.3. INFLUENCE OF A DIET ENRICHED IN EXTRA VIRGIN
OLIVE OIL

Results are represented in figures 23 to 40.

As previously was indicated, animals were fed a standard diet
or a diet enriched with extra virgin olive oil for 12 weeks.

Systolic blood pressure levels, monitored through the total
experimental period, from week 0 until week 12, in SHR fed a
standard (S) diet, considered as controls, and SHR fed a diet enriched
with extra virgin olive oil (EVOO), are represented in Fig 23. A
progressive significant increase (p<0.001) from the beginning of the
experiment was observed in S group. However, the levels of SBP in
VOO did not show differences from the beginning of the feeding
period (week 0) until week 6 in which increased progressively until
the end of the feeding period. In addition, except at the beginning of
the experiment in which the S group demonstrated lower SBP levels
(p<0.01) than VOO, in the rest of experimental period the levels of
SBP were always higher in S than VOO being by 20% higher during
the most part of the experiment. These results demonstrated clearly
an influence of dietary fatty acids on the regulation of blood pressure
as previously was also reported (Segarra et al, 2008).
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Figure 23: Mean values * standard error of systolic blood pressure (mmHg) in
Standard (S) and Virgin Olive Oil (VOO) groups, throughout the experimental
period. a: differences respect to S group, c: differences respect 0 week in each
group. **p<0.01, ***p<0.001

Body weight increased progressively, without differences

between groups, until the end of the experimental period (Fig 24).
Therefore, body weight increase was similar in both groups (Fig 25).
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In addition, there was no clear pattern for food intake through the
feeding period (Fig 26). Therefore, the mean values of food intake
were similar for both groups (Fig 27).
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Figure 24: Mean values * standard error of body weight (g) in Standard (S) and
Virgin Olive Oil (VOO) groups, throughout the experimental period. c: differences
respect 0 week in each group. ***p<0.001.
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Figure 25: Mean values £ standard error of total body weight increase (g) in

Standard (S) and Virgin Olive Oil (VOO) groups at the end of the experimental
period.
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Figure 26: Mean values £ standard error of food intake (g/day) in Standard (S) and
Virgin Olive Oil (VOO) groups, throughout the experimental period. a:differences
between S and VOO groups, c: differences respect 0 week in each group. *p<0.05,
**p<0.01,***p<0.001.
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Figure 27: Mean values + standard error of food intake (g/day/100g BW) in
Standard (S) and Virgin Olive Oil (VOO) groups.

The weight of total heart and left ventricle did not show
differences between S and VOO groups. However, the weight of left
kidney of SHR fed a diet enriched in VOO was significantly lower
(p<0.05) (by 15% lower) than animals fed a standard diet (Fig 28).
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Figure 28: Mean values * standard error of heart, ventricle and left kidney weights
(g/100g BW) in Standard (S) and Virgin Olive QOil (VOO) groups. a: differences
respect to S group.*p<0.05.

Except for the first two weeks of the feeding period in which the
VOO group demonstrated lower water intake levels than S group (Fig
29), in the rest of the period there were no remarkable differences
between groups. On the other hand, throughout the feeding period
the urine volume was mostly lower in the VOO group (Fig 30).
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Figure 29: Mean values % standard error of water intake (ml/day) in Standard (S)
and Virgin Olive Oil (VOO) groups throughout the experimental period. a:
differences between S and VOO groups, c: differences respect 0 week in each
group. *p<0.05, **p<0.01, ***p<0.001.

-4 Standard -1 Olive Oil

g
x Ex ] ok
c a c
ﬁ -
7
a** c* c
c* c*
4

*

Week 0 Weekl Week2 Week3 Weekd Week6 Week8 Weekll Weekl2

Figure 30: Mean values £ standard error of diuresis (ml/day) in Standard (S) and
Virgin Olive Oil (VOO) groups, throughout the experimental period. a: differences
between S and VOO groups, c: differences respect 0 week in each group.
*p<0.05,**p<0.01,***p<0.001.

Nitric oxide, at the end of the experimental period, did not show
differences between groups in plasma (Fig 31). However, in the
middle of the feeding period (week 6) urine levels of nitric oxide were

lower (p<0.05) in VOO group than in S (Fig 32).
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Figure 31: Mean values * standard error of plasma nitric oxide (pmol/l)) in
Standard (S) and Virgin Olive Oil (VOO) groups
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Figure 32: Mean values + standard error of urine NO (pmol/l) in Standard (S) and
Virgin Olive Oil (VOO) groups, throughout the experimental period. a:differences
between S and VOO groups, c: differences respect 0 week in each group.
*p<0.05,***p<0.001.

At the end of the experimental period, the VOO group
presented significant (p<0.01) higher levels of glucose in plasma than
S group (Fig 33). Glucose tolerance test (Fig 34) demonstrated that
plasma glucose levels were always significantly higher in VOO than S
in all of the analyzed intervals of time. Glucose levels in S group
returned to basal values 90 min after fasting intraperitoneal
administration of glucose. However, VOO group did not recuperate
the basal levels until 120 min. In addition, the area under curve was
significantly higher in VOO than S (p<0.001) (Fig 35) (see also global
analysis section).
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Figure 33: Mean values % standard error of fasting plasma glucose (mg/dl) in
Standard (S) and Virgin Olive Oil (VOO) groups. a: differences respect to S
group.**p<0.01.
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Figure 34: Fasting Glucose Tolerance Test. Mean values + standard error of glucose
(mg/dl) in Standard (S) and Virgin Olive Oil (VOO) groups after an intraperitoneal
glucose injection (1.5g/Kg BW). a: differences respect to S group, c: differences
respect basal levels in each group. *p<0.05, **p<0.01, ***p<0.001.
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Figure 35: Mean values £ standard error of AUC (area under curve) in Standard (S)
and Virgin Olive Oil (VOO) groups after an intraperitoneal glucose injection
(1.5g/Kg BW). a: differences respect to S group. ***p<0.001.

For lipids determinations in plasma (Figs 36 to 39), except HDL
cholesterol that, although exhibited a tendency to increase in VOO,
did not reach statistical significance (Fig 36), the rest of parameters
such as total cholesterol (p<0.01) (Fig 37), LDL cholesterol (p<0.01)
(Fig 38) and triglycerides (p<0.01) (Fig 39) were higher in VOO than
S.

Standard Virgin Olive Oil

Figure 36: Mean values * standard error of plasma HDL cholesterol (mg/dl) in
Standard (S) and Virgin Olive Oil (VOO) groups.
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Figure 37: Mean values + standard error of plasma total cholesterol (CHO-T, mg/dl)
in Standard (S) and Virgin Olive Oil (VOO) groups. a: differences respect to S
group. **p<0.01.

120

20 +

o Standard Virgin Olive Oil
Figure 38: Mean values * standard error of plasma LDL cholesterol (mg/dl) in

Standard (S) and Virgin Olive Oil (VOO) groups. a: differences respect to S group.
**p<0.01.
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Figure 39: Mean values * standard error of plasma Triglycerides (mg/dl) in

Standard (S) and Virgin Olive Oil (VOO) groups. a: differences respect to S group.
**p<0.01.
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Finally, the levels of 8-isoprostanes in urine were significantly
lower (p<0.001) (Fig 40) in VOO group than S.
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Figure 40: Mean values *+ standard error of urine 8-isoprostanes (ng/mg creatinine)
in Standard (S) and Virgin Olive Oil (VOO) groups. a: differences respect to S

group. ***p<0.001.
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4.2. INFLUENCE OF VASOACTIVE COMPOUNDS ON
AMINOPEPTIDASE ACTIVITIES IN PLASMA,
HYPOTHALAMUS AND KIDNEY

4.2.1. INFLUENCE OF THE ANTIHYPERTENSIVE DRUGS
CAPTOPRIL AND PROPRANOLOL

Results are represented in figures 41 to 54

In plasma (Figs 41 and 42), no differences were observed
between control and captopril groups for any of the enzymatic
activities analyzed. Therefore, these results suggested that there was
no predominance of any Ang metabolite in plasma after captopril
treatment (scheme 2). These results contrast with the previously
obtained in plasma of normotensive rats after captopril treatment in
which, while GIUAP was unaffected, AspAP decreased and AlaAP and
CysAP increased. This suggested an increased formation of Ang IV
together with increased vasopressinase activity (Villarejo et al, 2012).
With regard to propranolol treatment, no differences were observed
between control and propranolol groups for AlaAP and CysAP
activities. However, GIUAP (p<0.05) and AspAP (p<0.05) increased
significantly. In consequence, an increased formation of Ang III and
Ang 2-10 in plasma may be suggested after propranolol treatment in
SHR (scheme 3). These results are contrary to the obtained in plasma
of normotensive rats in which aminopeptidase activities decreased
after propranolol treatment (unpublished results).
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Figure 41: Mean values + standard error of plasma Alanyl (ALAAP) and Cystinyl
(CYSAP) aminopeptidase activities, expressed as pmoles of the corresponding
aminoacyl-B-naphtylamide hydrolyzed per ml per minute, in Control (C), Captopril
(CA) and Propranolol (P) groups.
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Figure 42: Mean values % standard error of plasma Glutamyl (GLUAP) and Aspartyl
(ASPAP) aminopeptidase activities, expressed as pmoles of the corresponding
aminoacyl-B-naphtylamide hydrolyzed per ml per minute, in Control (C), Captopril
(CA) and Propranolol (P) groups. a: differences respect to C group, b: differences
between CA and P groups. *p<0.05.

In hypothalamus (Figs 43 to 46), comparing with control
animals, except MB AlaAP that decreased significantly, suggesting
higher availability of Ang III and Ang IV (scheme 2), the rest of Sol or
MB activities did not differ after captopril treatment in SHR. These
results differed from the obtained in the hypothalamus of WKY rats
where GIuAP and AspAP increased, without significant changes in
either AlaAP or CysAP (Villarejo et al, 2012). After propranolol
treatment, in hypothalamus, membrane-bound AlaAP (p<0.001) and
AspAP (p<0.01) decreased significantly, suggesting, as occurred with
captopril, higher availability of Ang III and Ang IV (scheme 3). These
results contrast with normotensive rats that demonstrated increased
levels of aminopeptidase activities after propranolol treatment
(Ramirez et al, 2009).
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Figure 43: Mean values %+ standard error of soluble Alanyl (ALAAP) and Cystinyl
(CYSAP) aminopeptidase activities in hypothalamus, expressed as pmoles of the
corresponding aminoacyl-B-naphtylamide hydrolyzed per mg of protein per minute,
in Control (C), Captopril (CA) and Propranolol (P) groups.
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Figure 44: Mean values * standard error of soluble Glutamyl (GLUAP) and Aspartyl
(ASPAP) aminopeptidase activities in hypothalamus, expressed as pmoles of the
corresponding aminoacyl-B-naphtylamide hydrolyzed per mg of protein per minute,
in Control (C), Captopril (CA) and Propranolol (P) groups.
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Figure 45: Mean values % standard error of membrane-bound Alanyl (ALAAP) and
Cystinyl (CYSAP) aminopeptidase activities in hypothalamus, expressed as pmoles
of the corresponding aminoacyl-B-naphtylamide hydrolyzed per mg of protein per
minute, in Control (C), Captopril (CA) and Propranolol (P) groups. a: differences
respect to C group. *p<0.05, ***p<0.001.
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Figure 46: Mean values * standard error of membrane-bound Glutamyl (GLUAP)
and Aspartyl (ASPAP) aminopeptidase activities in hypothalamus, expressed as
pmoles of the corresponding aminoacyl-B-naphtylamide hydrolyzed per mg of
protein per minute, in Control (C), Captopril (CA) and Propranolol (P) groups. a:
differences respect to C group, b: differences between CA and P groups. **p<0.01.
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The present results, obtained in plasma and hypothalamus of
SHR, were contrary to the obtained in hypothalamus and plasma of
normotensive rats and suggested an inverse neuroendocrine
response of the renin-angiotensin system to propranolol treatment in
normotensive and hypertensive rats (Ramirez et al, 2011).

In renal cortex (Figs 47 to 50) and renal medulla (Figs 51 to
54) of SHR, there was almost a generalized significant decrease after
captopril treatment in the aminopeptidase activities investigated. This
suggests that there is not predominance of a particular Ang
metabolite in kidney, were we could expect a general RAS inhibition
after captopril treatment which, is in agreement with previous reports
(Hu et al., 1996) (scheme 2). However in normotensive animals
(Villarejo et al, 2012), although we could observe a tendency to
increase in renal cortex, this not reached statistical significance in any
enzymatic activities tested, but all of them, as observed in SHR,
significantly decrease in the inner medulla. After propranolol
treatment, in renal cortex of SHR, except for soluble GIuAP and
AspAP that did not change, the rest of soluble and membrane-bound
enzymatic activities analyzed decreased their levels (Figs 47 to 50).
These results suggested an inhibition of the RAS in renal cortex of
SHR under propranolol treatment (scheme 3). No data on the
influence of propranolol on kidney aminopeptidase activities in
normotensive animals have been yet reported. In renal medulla (Figs
51 to 54), only membrane-bound AspAP decreased significantly
(p<0.001) after propranolol treatment in SHR (scheme 3).
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Figure 47: Mean values * standard error of soluble Alanyl (ALAAP) and Cystinyl
(CYSAP) aminopeptidase activities in renal cortex, expressed as pmoles of the
corresponding aminoacyl-B-naphtylamide hydrolyzed per mg of protein per minute,
in Control (C), Captopril (CA) and Propranolol (P) groups. a: differences respect to
C group**p<0.01, ***p<0.001.
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Figure 48: Mean values £ standard error of soluble Glutamyl (GLUAP) and Aspartyl
(ASPAP) aminopeptidase activities in renal cortex, expressed as pmoles of the
corresponding aminoacyl-B-naphtylamide hydrolyzed per mg of protein per minute,
in Control (C), Captopril (CA) and Propranolol (P) groups. a: differences respect to
C group, b: differences between CA and P groups. ***p<0.001.
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Figure 49: Mean values % standard error of membrane-bound Alanyl (ALAAP) and
Cystinyl (CYSAP) aminopeptidase activities in renal cortex, expressed as pmoles of
the corresponding aminoacyl-B-naphtylamide hydrolyzed per mg of protein per
minute, in Control (C), Captopril (CA) and Propranolol (P) groups. a: differences
respect to C group. *p<0.05.
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Figure 50: Mean values * standard error of membrane-bound Glutamyl (GLUAP)
and Aspartyl (ASPAP) aminopeptidase activities in renal cortex, expressed as
pmoles of the corresponding aminoacyl-B-naphtylamide hydrolyzed per mg of
protein per minute, in Control (C), Captopril (CA) and Propranolol (P) groups. a:
differences respect to C group. *p<0.05.
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Figure 51: Mean values + standard error of soluble Alanyl (ALAAP) and Cystinyl
(CYSAP) aminopeptidase activities in renal medulla, expressed as pmoles of the
corresponding aminoacyl-B-naphtylamide hydrolyzed per mg of protein per minute,
in Control (C), Captopril (CA) and Propranolol (P) groups. a: differences respect to
C group, b: differences between CA and P groups. *p<0.05, **p<0.01.
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Figure 52: Mean values * standard error of soluble Glutamyl (GLUAP) and Aspartyl
(ASPAP) aminopeptidase activities in renal medulla, expressed as pmoles of the
corresponding aminoacyl-B-naphtylamide hydrolyzed per mg of protein per minute,
in Control (C), Captopril (CA) and Propranolol (P) groups.
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Figure 53: Mean values £ standard error of membrane-bound Alanyl (ALAAP) and
Cystinyl (CYSAP) aminopeptidase activities in renal medulla, expressed as pmoles
of the corresponding aminoacyl-B-naphtylamide hydrolyzed per mg of protein per
minute, in Control (C), Captopril (CA) and Propranolol (P) groups. a: differences
respect to C group. *p<0.05, **p<0.01.
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Figure 54: Mean values £ standard error of membrane-bound Glutamyl (GLUAP)
and Aspartyl (ASPAP) aminopeptidase activities in renal medulla, expressed as
pmoles of the corresponding aminoacyl-B-naphtylamide hydrolyzed per mg of
protein per minute, in Control (C), Captopril (CA) and Propranolol (P) groups. a:
differences respect to C group. ***p<0.001.

The present results clearly demonstrated a differential
response, mainly in plasma and hypothalamus, between both rat
strains: WKY and SHR. However, this difference did not influence in
the reduction of SBP observed in both strains after captopril
treatment: around 20% of reduction in both WKY (Villarejo et al,
2012) and SHR
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Scheme 2. Partial representation of the renin-angiotensin system after Captopril treatment in
plasma, hypothalamus, renal cortex and renal medulla. The increase or decrease of the
corresponding AP activity is indicated with arrows. The active Ang metabolites apparently
activated by Captopril in each location of hypertensive male rats are highlighted in bold. See
text for abbreviations.

338



PROPRANOLOL

PLASMA HYPOTHALAMUS
Ang | Ang |
{AspAP | AspAP

l ACE l ACE
Ang lI Ang 2-10 Ang Il Ang 2-10
lIGIuAP l e|uAP/
Ang Ill ACE Ang Ill ACE
l AlaAP llAlaAP
Ang IV Ang IV
|AlaAP

>

>

T
—]@

Ang 4-8
RENAL MEDULLA

py)
m
Z
>
—
(@]
o
py)
_'
m
X

Ang |
lAE

IACE
], ),
iGlu / u
ACE Ang Il ACE

{AspAP

(@)

Ang Il

[+Alanp | Alanp
Ang IV Ang IV

l AlaAP I AlaAP

Scheme 3. Partial representation of the renin-angiotensin system after Propranolol treatment
in plasma, hypothalamus, renal cortex and renal medulla. The increase or decrease of the
corresponding AP activity is indicated with arrows. The active Ang metabolites apparently
activated by Propranolol in each location of hypertensive male rats are highlighted in bold.

See text for abbreviations.
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4.2.2. INFLUENCE OF THE INHIBITION OF NITRIC OXIDE
PRODUCTION BY L-NAME

Results are represented in figures 55 to 68.

In plasma, due to decreased (p<0.001) levels of GIUAP after L-
NAME treatment, there was a prevalence of Ang II in normotensive
(unpublished results) but not in hypertensive rats where there were
no changes in aminopeptidase activities after L-NAME treatment (Figs
55 and 56) (scheme 4).
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Figure 55: Mean values = standard error of plasma Alanyl (ALAAP) and Cystinyl
(CYSAP) aminopeptidase activities, expressed as pmoles of the corresponding
aminoacyl-B-naphtylamide hydrolyzed per ml per minute, in Control (C) and L-
Name groups.
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Figure 56: Mean values * standard error of plasma Glutamyl (GLUAP) and Aspartyl
(ASPAP) aminopeptidase activities, expressed as pmoles of the corresponding
aminoacyl-B-naphtylamide hydrolyzed per ml per minute, in Control (C) and L-
Name groups.

In hypothalamus, while in normotensive rats the results
suggested a predominance of Ang IV formation in hypothalamus of L-
NAME treated rats (Segarra et al., 2010), in SHR (Figs 57 to 60),
since membrane-bound AlaAP and AspAP activities decreased
significantly (p<0.01), suggested a longer action of Ang III and Ang
IV (Vives et al, 2011) (scheme 4). These results, as was observed
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after propranolol treatment, suggested a different autonomic
response in Wistar and SHR rats under L-NAME treatment.
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Figure 57: Mean values * standard error of soluble Alanyl (ALAAP) and Cystinyl
(CYSAP) aminopeptidase activities in hypothalamus, expressed as pmoles of the
corresponding aminoacyl-B-naphtylamide hydrolyzed per mg of protein per minute,
in Control (C) and L-Name groups.
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Figure 58: Mean values £ standard error of soluble Glutamyl (GLUAP) and Aspartyl
(ASPAP) aminopeptidase activities in hypothalamus, expressed as pmoles of the
corresponding aminoacyl-B-naphtylamide hydrolyzed per mg of protein per minute,
in Control (C) and L-Name groups.
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Figure 59: Mean values % standard error of membrane-bound Alanyl (ALAAP) and
Cystinyl (CYSAP) aminopeptidase activities in hypothalamus, expressed as pmoles
of the corresponding aminoacyl-B-naphtylamide hydrolyzed per mg of protein per
minute, in Control (C) and L-Name groups. a: differences respect to C group.
**p<0.01.
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Figure 60: Mean values * standard error of membrane-bound Glutamyl (GLUAP)
and Aspartyl (ASPAP) aminopeptidase activities in hypothalamus, expressed as
pmoles of the corresponding aminoacyl-B-naphtylamide hydrolyzed per mg of
protein per minute, in Control (C) and L-Name groups.

In renal cortex (Figs 61 to 64), while soluble aminopeptidase
activities decreased significantly after L-NAME treatment, membrane-
bound did not change. In renal medulla (Figs 65 to 68), soluble
CysAP (p<0.01) and membrane-bound AspAP (p<0.001) decreased
significantly after L-NAME treatment. This suggested higher
availability of antidiuretic hormone at this level, which would imply an
increase in water reabsorption that may contribute to the high SBP
levels developed in these animals after L-NAME treatment. The rest of
enzymatic activities determined in renal medulla did not change
(scheme 4). These results are similar to the obtained after peripheral
sympathetic blockade with propranolol that was indicated previously.
This is in agreement with the existence of a sympathetic suppression
previously described for L-NAME treated rats (Liu et al, 1998).
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Figure 61: Mean values * standard error of soluble Alanyl (ALAAP) and Cystinyl
(CYSAP) aminopeptidase activities in renal cortex, expressed as pmoles of the
corresponding aminoacyl-B-naphtylamide hydrolyzed per mg of protein per minute,
in Control (C) and L-Name groups. a: differences respect to C group**p<0.01,
***p<0.001.
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Figure 62: Mean values £ standard error of soluble Glutamyl (GLUAP) and Aspartyl
(ASPAP) aminopeptidase activities in renal cortex, expressed as pmoles of the
corresponding aminoacyl-B-naphtylamide hydrolyzed per mg of protein per minute,
in Control (C) and L-Name groups. a: differences respect to C group. ***p<0.001.
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Figure 63: Mean values £ standard error of membrane-bound Alanyl (ALAAP) and
Cystinyl (CYSAP) aminopeptidase activities in renal cortex, expressed as pmoles of
the corresponding aminoacyl-B-naphtylamide hydrolyzed per mg of protein per
minute, in Control (C) and L-Name groups.
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Figure 64: Mean values % standard error of membrane-bound Glutamyl (GLUAP)
and Aspartyl (ASPAP) aminopeptidase activities in renal cortex, expressed as
pmoles of the corresponding aminoacyl-B-naphtylamide hydrolyzed per mg of
protein per minute, in Control (C) and L-Name groups
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Figure 65: Mean values + standard error of soluble Alanyl (ALAAP) and Cystinyl
(CYSAP) aminopeptidase activities in renal medulla, expressed as pmoles of the
corresponding aminoacyl-B-naphtylamide hydrolyzed per mg of protein per minute,
in Control (C) and L-Name groups. a: differences respect to C group. **p<0.01.
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Figure 66: Mean values * standard error of soluble Glutamyl (GLUAP) and Aspartyl
(ASPAP) aminopeptidase activities in renal medulla, expressed as pmoles of the
corresponding aminoacyl-B-naphtylamide hydrolyzed per mg of protein per minute,
in Control (C) and L-Name groups.
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Figure 67: Mean values £ standard error of membrane-bound Alanyl (ALAAP) and
Cystinyl (CYSAP) aminopeptidase activities in renal medulla, expressed as pmoles
of the corresponding aminoacyl-B-naphtylamide hydrolyzed per mg of protein per
minute, in Control (C) and L-Name groups
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Figure 68: Mean values £ standard error of membrane-bound Glutamyl (GLUAP)
and Aspartyl (ASPAP) aminopeptidase activities in renal medulla, expressed as
pmoles of the corresponding aminoacyl-B-naphtylamide hydrolyzed per mg of
protein per minute, in Control (C) and L-Name groups. a. ***p<0.001.
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Scheme 4. Partial representation of the renin-angiotensin system after L-NAME treatment in
plasma, hypothalamus, renal cortex and renal medulla. The increase or decrease of the
corresponding AP activity is indicated with arrows. The active Ang metabolites apparently
activated by L-NAME in each location of hypertensive male rats are highlighted in bold. The
possible increased action of AVP in renal medulla is also indicated. See text for abbreviations.
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4.2.3. INFLUENCE OF A DIET ENRICHED WITH EXTRA
VIRGIN OLIVE OIL

Results are represented in figures 69 to 82

No differences were observed between animals fed a standard
diet and fed a diet enriched with virgin olive oil in the aminopeptidase
activities assayed from plasma (Figs 69 and 70), hypothalamus (Figs
71 to 74) or the soluble activities determined in renal cortex (Figs 75
and 76) and renal medulla (Figs 79 and 80). However, remarkably,
only significant differences were observed in the renal cortex (Figs 77
and 78) and in the inner medulla (Figs 81 and 82) selectively for
membrane-bound activities. In renal cortex, AlaAP (p<0.05) and
AspAP (p<0.05) increased significantly, which may suggest a higher
metabolism of Ang III and Ang IV and higher formation of Ang 2-10
in this group (scheme 5). It was reported a noticeable intraglomerular
conversion of Ang I to Ang 2-10 which, may be critical to
counterbalance the local actions of Ang II (Velez et al, 2009).
Therefore, a diet enriched in VOO may increase the local production
of Ang 2-10 at glomerular level compensating the negative actions of
Ang II. In renal medulla, while AlaAP increased significantly (p<0.01),
GIUAP (p<0.05) and AspAP (p<0.01) decreased. These results
suggested an increased metabolism for Ang III and Ang IV but a
lower metabolism for Ang II that would exert a longer effect under
these conditions (scheme 5). It has been described that in the inner
medulla, urea transport is enhanced by Ang II, contributing to
increased sodium and water reabsorption (Burns and Li, 2003) which,
would be in agreement with the reduced levels of diuresis observed
during the most part of the feeding period (Fig 30). However this
argumentation contrast with the reduced BP observed during the
feeding period (Fig 23). Therefore, the present results suggest an
opposite response between renal cortex and medulla: while in renal
cortex Ang II may be counterbalanced, in renal medulla may be
potentiated. In consequence, to explain the beneficial influence on BP
of the diet enriched in VOO, other factors such as modifications in
vascular resistance or cardiac output may be involved.
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Figure 69: Mean values % standard error of plasma Alanyl (ALAAP) and Cystinyl
(CYSAP) aminopeptidase activities, expressed as pmoles of the corresponding
aminoacyl-B-naphtylamide hydrolyzed per ml per minute, in Standard and Virgin
Olive Oil groups.
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Figure 70: Mean values * standard error of plasma Glutamyl (GLUAP) and Aspartyl
(ASPAP) aminopeptidase activities, expressed as pmoles of the corresponding
aminoacyl-B-naphtylamide hydrolyzed per ml per minute, in Standard and Virgin
Olive Oil groups.
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Figure 71: Mean values + standard error of soluble Alanyl (ALAAP) and Cystinyl
(CYSAP) aminopeptidase activities in hypothalamus, expressed as pmoles of the
corresponding aminoacyl-B-naphtylamide hydrolyzed per mg of protein per minute,
in Standard and Virgin Olive Oil groups.
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Figure 72: Mean values * standard error of soluble Glutamyl (GLUAP) and Aspartyl
(ASPAP) aminopeptidase activities in hypothalamus, expressed as pmoles of the
corresponding aminoacyl-B-naphtylamide hydrolyzed per mg of protein per minute,
in Standard and Virgin Olive Qil groups.
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Figure 73: Mean values £ standard error of membrane-bound Alanyl (ALAAP) and
Cystinyl (CYSAP) aminopeptidase activities in hypothalamus, expressed as pmoles
of the corresponding aminoacyl-B-naphtylamide hydrolyzed per mg of protein per
minute, in Standard and Virgin Olive Qil groups.
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Figure 74: Mean values £ standard error of membrane-bound Glutamyl (GLUAP)
and Aspartyl (ASPAP) aminopeptidase activities in hypothalamus, expressed as
pmoles of the corresponding aminoacyl-B-naphtylamide hydrolyzed per mg of
protein per minute, in Standard and Virgin Olive Oil groups.
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Figure 75: Mean values + standard error of soluble Alanyl (ALAAP) and Cystinyl
(CYSAP) aminopeptidase activities in renal cortex, expressed as pmoles of the
corresponding aminoacyl-B-naphtylamide hydrolyzed per mg of protein per minute,
in Standard and Virgin Olive Qil groups.
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Figure 76: Mean values * standard error of soluble Glutamyl (GLUAP) and Aspartyl
(ASPAP) aminopeptidase activities in renal cortex, expressed as pmoles of the
corresponding aminoacyl-B-naphtylamide hydrolyzed per mg of protein per minute,
in Standard and Virgin Olive Qil groups.
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Figure 77: Mean values £ standard error of membrane-bound Alanyl (ALAAP) and
Cystinyl (CYSAP) aminopeptidase activities in renal cortex, expressed as pmoles of
the corresponding aminoacyl-B-naphtylamide hydrolyzed per mg of protein per
minute, in Standard and Virgin Olive Oil groups. a: differences respect to Standard
group. *p<0.05.
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Figure 78: Mean values £ standard error of membrane-bound Glutamyl (GLUAP)
and Aspartyl (ASPAP) aminopeptidase activities in renal cortex, expressed as
pmoles of the corresponding aminoacyl-B-naphtylamide hydrolyzed per mg of
protein per minute, in Standard and Virgin Olive Oil groups. a: differences respect
to Standard group. *p<0.05.
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Figure 79: Mean values * standard error of soluble Alanyl (ALAAP) and Cystinyl
(CYSAP) aminopeptidase activities in renal medulla, expressed as pmoles of the
corresponding aminoacyl-B-naphtylamide hydrolyzed per mg of protein per minute,
in Standard and Virgin Olive Qil groups.
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Figure 80: Mean values £ standard error of soluble Glutamyl (GLUAP) and Aspartyl
(ASPAP) aminopeptidase activities in renal medulla, expressed as pmoles of the
corresponding aminoacyl-B-naphtylamide hydrolyzed per mg of protein per minute,
in Standard and Virgin Olive Qil groups.
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Figure 81: Mean values £ standard error of membrane-bound Alanyl (ALAAP) and
Cystinyl (CYSAP) aminopeptidase activities in renal medulla, expressed as pmoles
of the corresponding aminoacyl-B-naphtylamide hydrolyzed per mg of protein per
minute, in Standard and Virgin Olive Oil groups. a: differences respect to Standard
group. **p<0.01.
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Figure 82: Mean values £ standard error of membrane-bound Glutamyl (GLUAP)
and Aspartyl (ASPAP) aminopeptidase activities in renal medulla, expressed as
pmoles of the corresponding aminoacyl-B-naphtylamide hydrolyzed per mg of
protein per minute, in Standard and Virgin Olive Oil groups. a: differences respect
to Standard group. *p<0.05, **p<0.01.
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Scheme 5. Partial representation of the renin-angiotensin system after fed a diet enriched in
VOO in plasma, hypothalamus, renal cortex and renal medulla. The increase or decrease of
the corresponding AP activity is indicated with arrows. The active Ang metabolites apparently
activated by the diet in each location of hypertensive male rats are highlighted in bold. See

text for abbreviations.
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5. GLOBAL ANALYSIS

A summary of the results obtained in the present research are
indicated in tables 5 and 6 and in schemes 2 to 5.

Regarding the influence of the different treatments on
physiologic and metabolic parameters, the pattern of response
differed depending on the treatment. In general terms, as expected,
the main deleterious effects were observed after L-NAME treatment
showing increased levels of 8-isoprostanes, SBP, cardiac and renal
hypertrophy. These effects, as well as the observed on AP activities
(see later), are presumably consequence of the great imbalance
between hypertensive and hypotensive agents that results after the
inhibition of the synthesis of one of the major vasodilators, such as
NO. However, it is particularly remarkable the increased levels of
glucose and lipids, as well as the anomalous glucose tolerance test
(GTT) with a higher area under curve (AUC), in animals fed a diet
enriched with VOO in comparison with rats fed a standard diet. Other
authors also found similar results. For example, Hoefel et al. (2011)
in @ research comparable to our present work studied four groups of
rats fed during 16 weeks with normocaloric, hypercaloric olive oil,
hypercaloric saturated fat and normocaloric saturated fat diets. These
authors found that rats with a diet enriched in olive oil had an altered
GTT with an AUC greater than the observed in the other groups. They
suggested a decreased insulin secretion after a chronic exposure to
high levels of oleic acid. In the same way, we could speculate that
since these animals were under a chronic high fat diet (consequently
low in carbohydrates) they adapted their metabolism to obtain energy
from the elevated fatty acids and not from glucose. Therefore, when
we administrated an acute overload of glucose for the GTT, the B-cell
response was anomalous and the return to the basal levels of glucose
was delayed. Further research should clarify these hypotheses.

Regarding the effects of drug treatments or diets on AP
activities, the pattern of response differed depending on the
treatment, the tissue analyzed and, according to other available data,
depending on the strain WKY or SHR used in the study. As was
previously pointed out in the introduction and as it is demonstrated
with the present results, the actions of vasoactive compounds on BP
may be the results of other effects than the ones initially established.
For example, the reduction of Ang II production by the administration
of ACE inhibitors such as captopril, the sympathetic blockade by
adrenergic antagonists such as propranolol or the blockade of the
formation of NO by the administration of L-NAME. These compounds
may modify in parallel different pathways of the RAS, resulting in the
activation or inhibition of several active Ang metabolites, which may
interact each other leading to a particular influence on BP. A deep
knowledge of the modifications of the different steps of the RAS
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under classic treatments or under diets that have demonstrated a
cardiovascular influence may be important in order to improve the
current therapeutic approaches for the treatment of hypertension.
Particularly, the use of ACE inhibitors might be enhanced by the
parallel use of strategies that favor the action of Ang metabolites that
counteract for example Ang II at systemic level or Ang III at central
level. In addition, as was already demonstrated, the use of inhibitors
of GIUAP (AP A) at central level is useful to reduce the formation of
Ang III and consequently the stimulation of the ADH release
(Bodineau et al., 2008). In this way, alternatively or in parallel, it
could be suggested the beneficial effect of the central activation of
AlaAP (metabolizing in consequence Ang III), or the systemic
inhibition of AlaAP that would increase the availability of Ang III that
may counteract Ang II in the periphery (Danziger, 2008). Therefore,
following this argumentation, our present results suggested for
example, higher availability of Ang III in hypothalamus of SHR
treated with captopril (due to decreased AlaAP activity). Since Ang III
has demonstrated to stimulate the release of AVP (Zini et al., 1996),
the concomitant use of central GIUAP inhibitors (Bodineau et al.,
2008) and/or the use of AlaAP (AP N) stimulators (Danziger, 2008)
might maximize the antihypertensive effect of captopril. Again, it is
necessary to take into account that the inhibition of the formation of
Ang III at central level by the use of a GIUAP inhibitor, may lead to
the modification of the rest of the system influencing in the activation
or inhibition of other Ang metabolites.

Regarding L-NAME treatment, as previously indicated, it
reduces NO formation, which results in an important disruption in the
physiologic balance between agents that increase or decrease blood
pressure. Therefore, it is interesting to analyze the consequences of
the selective inhibition in the formation of NO. According with the
present results, the deleterious effect of L-NAME treatment may be
due in part to the reduction of AlaAP activity in hypothalamus that
may results in higher availability of Ang III that in turn would
stimulate AVP release from the posterior pituitary. This hypothesis
does not agree with the increased levels of urine volume observed in
these animals but is in agreement with the induction of cardiac
hypertrophy by AVP (Yang et al., 2003).

Regarding the influence of a diet enriched in VOO on AP
activities, we could suggest a positive effect on renal cortex
increasing the formation of Ang 2-10 and a negative influence on
renal medulla leading to higher availability of Ang II as previously
discussed. Therefore, we could speculate that a hypertensive patient
may benefit from a diet rich in VOO along with a pharmacologic
treatment with captopril, which would maximize the final effect on
BP.
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Table 5. Physiologic and metabolic parameters in SHR after oral administration of captopril (CA), propranolol (P)
and L-NAME (LN) during four weeks, and after fed a diet enriched with virgin olive oil (VOO) during twelve weeks.
NO, nitric oxide; 8-I, 8-isoprostanes; SBP, systolic blood pressure; TC, total cholesterol; TG, triglycerides; LDL, low
density lipoproteins; HDL, high density lipoproteins; BW, body weight; THW, total heart weight; LVW, left ventricle
weight; LKW, left kidney weight; FI, food intake; WI, water intake; UV, urine volume.




Treatment CA P LN VOO
Strain/ SHR WKY SHR WKY SHR WKY SHR WKY
Tissue
PLASMA = LAspAP TGIuAP IAP? = LGIUAP =
TAlaAP TAspAP 1Ang II*
TCysAP* | tAng 2-10
TAng 111
HYPOTHALAMUS IMBAIaAP | TMBGIUAP | LMBAIaAP | TAP® | IMBAIaAP | TMBGIUAP =
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TAng 2-10
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Table 6. Soluble (Sol) or membrane-bound (MB) aminopeptidase activities in SHR after oral administration of
captopril (CA), propranolol (P) and L-NAME (LN) during four weeks, and after fed a diet enriched with virgin olive
oil (VOO) during twelve weeks in the different tissues analyzed. Proposed active Ang metabolites after treatments
are indicated in italics. Information of previous results obtained from WKY rats is indicated when available.
Willarejo et al., 2012; *Unpublished; *Ramirez et al., 2009; *Segarra et al., 2010.




6. CONCLUSIONS

1. Spontaneously hypertensive rats (SHR) treated with captopril
(100 mg/kg/day), administered daily in drinking water
chronically for 4 weeks, in comparison with control SHR,
demonstrated, at the end of the experimental period, lower
levels of SBP, weight of total heart and left ventricle and an
increase in urine volume. At the end of the experimental period,
no differences between groups were observed for body weight,
food intake, water intake, weight of left kidney, levels of nitric
oxide, glucose, total cholesterol, HDL-cholesterol, LDL-
cholesterol, and triglycerides in plasma, and 8-isoprostanes in
urine.

2. The analysis of AlaAP, CysAP, GIUAP and AspAP activities after
captopril treatment demonstrated, at the end of the
experimental period, no differences between groups in plasma
aminopeptidase activities. In hypothalamus, there was a
reduction in the activity of membrane-bound AlaAP, but no
differences were observed for the rest of soluble or membrane-
bound activities. This may suggest increased availability of Ang
III and Ang IV. In renal cortex and medulla, there was a
generalized reduction in the different enzymatic activities
analyzed.

3. Spontaneously hypertensive rats (SHR) treated with propranolol
(100 mg/kg/day), administered daily in drinking water
chronically for 4 weeks, in comparison with control SHR
demonstrated, at the end of the experimental period, a
reduction in body weight, food intake, water intake and 8-
isoprostanes in urine, and an increase of triglycerides in
plasma. At the end of the experimental period, no differences
between groups were observed for SBP, weight of total heart,
left ventricle and left kidney, levels of diuresis and levels of
nitric oxide, glucose, total cholesterol, HDL-cholesterol, and
LDL-cholesterol in plasma.

4. The analysis of AlaAP, CysAP, GIUAP and AspAP activities after
propranolol treatment demonstrated, at the end of the
experimental period, increased levels of GIUAP and AspAP
activities in plasma, without differences in AlaAP and CysAP
activities which may suggest increased formation of Ang III and
Ang 2-10. In hypothalamus, there was a reduction in
membrane-bound AlaAP and AspAP activities, but no
differences were observed for the rest of soluble or membrane-
bound activities suggesting higher availability of Ang III and
Ang IV. In renal cortex, except for soluble GIUAP and AspAP
activities, that did not change, the rest of soluble and
membrane-bound activities decreased after propranolol
treatment. In renal medulla, membrane-bound AspAP activity
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decreased, but the rest of soluble or membrane bound activities
did not change.

5. Spontaneously hypertensive rats (SHR), treated with L-NAME
(70 mg/kg/day), administered daily in drinking water
chronically for 4 weeks, in comparison with control SHR
demonstrated, at the end of the experimental period, an
increase of SBP, weight of total heart, left ventricle and left
kidney, level of diuresis and triglycerides in plasma and 8-
isoprostanes in urine; and a decrease of nitric oxide in plasma.
However, no differences were observed for body weight, food
and water intake, levels of glucose, total cholesterol, HDL-
cholesterol and LDL-cholesterol in plasma.

6. The analysis of AlaAP, CysAP, GIUAP and AspAP activities after
L-NAME treatment, demonstrated at the end of the
experimental period, no differences in plasma aminopeptidase
activities. In hypothalamus, while there was a reduction in
membrane-bound AlaAP and AspAP activities, no differences
were observed for the rest of soluble or membrane-bound
activities, suggesting higher availability of Ang III and Ang IV.
In renal cortex, whereas there was a general reduction of
soluble aminopeptidase activities, no differences were observed
for membrane-bound ones. In renal medulla, soluble CysAP and
membrane-bound AspAP decreased after L-NAME treatment,
but no differences were observed for the rest of activities. This
results suggested higher availability of AVP in these conditions.

7. Spontaneously hypertensive rats fed a standard diet (S) or a
diet enriched in virgin olive oil (VOO) during 12 weeks
demonstrated a progressive increase in SBP until the end of the
feeding period. However, this increase was delayed in the VOO
group until the week 6 and SBP was always lower in the VOO
group than in the S one. Body weight increased progressively
until the end of the feeding period, without differences between
both groups. There was no clear pattern for food intake during
the feeding period, being their mean values similar for both
groups. Except for the three first weeks, during the most part
of the feeding period, there were no remarkable differences
between groups in water intake. However, urine volume was
mostly lower in the VOO than in the S group. In the middle of
the feeding period, urine levels of nitric oxide were lower in
VOO than in S group with no differences at the beginning and
at the end of the feeding period.

8. Spontaneously hypertensive rats fed a diet enriched in virgin
olive oil during 12 weeks demonstrated at the end of the
feeding period, higher levels of glucose, total cholesterol,
triglycerides and LDL-cholesterol in plasma than in a group fed
with a Standard diet. Lower weight of left kidney and lower
levels of 8-isoprostanes in urine were observed in the VOO
group. No differences between groups were demonstrated for

358



weigh of total heart and left ventricle, nitric oxide and HDL-
cholesterol in plasma. Glucose tolerance test demonstrated a
delay in recovering basal levels of glucose in the VOO group
compared with the standard.

9. The analysis of AlaAP, CysAP, GIUAP and AspAP activities after
the feeding period demonstrated, no differences between
groups in the aminopeptidase activities assayed from plasma,
hypothalamus, or the soluble activities determined in renal
cortex and medulla. However, membrane-bound AlaAP and
AspAP activities increased in renal cortex of the VOO group
suggesting higher formation of Ang 2-10. In renal medulla,
while membrane-bound AlaAP also increased membrane-bound
GIuAP and AspAP activities decreased in the VOO group which
suggests higher availability of Ang II.
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