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RESUMEN

Numerosos estudios realizados en los tdltimos afios, han puesto de manifiesto
que los niveles elevados de grasa en la dieta estdn directamente relacionados con
el desarrollo de diversas patologias, entre las que destacan enfermedades cardio-
vasculares, diabetes o incluso diversos tipos de canceres. Estudios epidemiolégicos
también han demostrado que no sélo es importante la cantidad, sino también el tipo
de grasa de la dieta.

Son especialmente conocidos los efectos beneficiosos de la dieta mediterra-
nea, caracterizada entre otros aspectos, por un consumo elevado de acidos grasos
monoinsaturados como el oleico. En cualquier caso, no se conoce con exactitud las
relaciones existentes entre el tipo de grasa de la dieta y el desarrollo de las distintas
patologias.

Las aminopeptidasas son enzimas proteoliticos implicados en una amplia varie-
dad de procesos biolégicos, destacando su papel en el control de la presién arterial
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a través del sistema renina-angiotensina. En esta revision se estudia la influencia
de una dieta enriquecida en aceite de oliva sobre la actividad aminopeptidasica
sérica y de tejidos periféricos, analizando su influencia en la regulacién del sistema
renina-angiotensina para el control de la presién arterial y el balance de liquidos y
electrolitos.

Palabras clave: Aceite de oliva, aminopeptidasas, presion sanguinea, sistema renina-
angiotensina.

ABSTRACT

The intake of high fat dietary levels is related to the development of several
pathologies such as cardiovascular diseases, diabetes and cancer. However, epide-
miological studies have demonstrated that not only the amount but also the type of
dietary fat participates in the origin of the diseases. In fact, several important beneficts
have been attributed to the Mediterranean diet, characterized by the high intake of
monoinsaturated fatty acids such as oleic acid preferently. In any case, the relation-
ship between the type of dietary fat an the development of diseases are unknown.
Aminopeptidases are proteolytic enzymes involved in several biological proccesses,
regulating blood pressure through the renin-angiotensin system. In this review, the
influence of an olive oil-enriched diet is presented, analyzing their role in the regu-
lation of blood pressure, local blood flow and fluid and electrolytic balance among
other functions.

Key Words: Aminopeptidase, blood pressure, olive oil, renin-angiotensin system

1. INTRODUCCION

Diversos estudios realizados en los tiltimos afios, han demostrado que las dietas
elevadas en grasa estan asociadas con el desarrollo de enfermedades cardiovasculares
de distinto tipo, diabetes mellitus insulina-independiente y algunos tipos de cancer
(1). Es evidente, que los niveles elevados de lipidos en sangre son los responsables
del incremento de los depésitos de tejido adiposo por encima de la cantidad normal
generando obesidad y, mediante mecanismos muchas veces desconocidos, del de-
sarrollo de distintos tipos de patologias. Sin embargo, no es sélo la cantidad de grasa
consumida en la dieta el factor desencadenante de dichas enfermedades, sino también
el tipo de grasa consumida, en funcién de su contenido en dcidos grasos saturados,
monoinsaturados o poliinsaturados.
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Numerosos estudios epidemiolégicos han demostrado que la poblacién de los
paises mediterrdneos, a pesar de ingerir una gran cantidad de grasa (el 40% aproxima-
damente del valor cal6rico total), tienen menor porcentaje de enfermedades cardiovas-
culares que la poblacién del norte de Europa o de Estados Unidos (2, 3, 4). En los paises
mediterrdneos, la dieta habitual contiene una gran proporcién de aceite de oliva, rico
en dcidos grasos monoinsaturados, mientras que en los paises mds industrializados,
el componente graso estd constituido principalmente por grasas saturadas. Se supone,
que el consumo de grasas saturadas incrementa el riesgo de enfermedad cardiovascular,
mientras que el consumo de grasas ricas en dcidos grasos poliinsaturados y monoinsa-
turados presenta un menor riesgo de enfermedad cardiovascular (5).

Aunque no se conoce exactamente el tipo de relacion que existe entre el desarrollo
de los distintos tipos de patologias y el tipo de dcido graso preferentemente consu-
mido, es evidente que los dcidos grasos deben influir sobre el metabolismo celular
en alguna o varias de sus mdltiples rutas y sobre los mecanismos de regulacién y
sefializacidn, tanto intracelular como intercelular.

Las aminopeptidasas son enzimas proteoliticos distribuidos ubicuamente por
tejidos y fluidos corporales, capaces de separar por hidrdlisis aminodcidos cercanos al
terminal amino de pequefios péptidos y polipéptidos, asi como de hidrolizar sustratos
artificiales del tipo de las arilamidas, nitroanilidas u otros. Debido a su accién catalitica,
pueden actuar inactivando péptidos o bien cambiando su actividad biolégica, dando
lugar a un nuevo péptido con propiedades diferentes a su precursor. Existe un elevado
ntmero de mensajeros hormonales autocrinos y paracrinos de naturaleza peptidica
y proteica implicados en muchos aspectos de la regulacion y sefalizacién inter e
intracelular, que son controlados por la actividad de estos enzimas proteoliticos.

En la presente revisién nos centraremos brevemente en la descripcion de las
caracteristicas bioquimicas y fisiolégicas de algunas aminopeptidasas con funciones
reguladoras sobre diversos péptidos bioactivos, para continuar con el andlisis de la
influencia de una dieta enriquecida en aceite de oliva, sobre diversos aspectos de la
regulacién de estos enzimas a nivel sérico y tisular, basdndonos esencialmente en
investigaciones con animales llevadas a cabo en nuestro laboratorio.

2. ENZIMAS PROTEOLITICOS

Los enzimas proteoliticos son aquellos que catalizan la hidrélisis de los enlaces
peptidicos, el término es basicamente sinénimo a los de proteasas, proteinasas y pep-
tidasas. Aunque éste tltimo se refiere preferentemente a aquellos enzimas que utilizan
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péptidos como sustratos; cldsicamente estos enzimas se han dividido en exopeptidasas
y endopeptidasas. Los primeros hidrolizan enlaces préximos (uno o dos residuos) a
los extremos de la cadena polipeptidica, mientras que las endopeptidasas acttian en el
interior de la proteina, sobre enlaces distantes a los extremos de la cadena (6). Debido
ala amplia especificidad de sustrato de muchos de estos enzimas y a la aparicion de
proteinasas que forman parte de complejos multicataliticos (proteosomas) (7), debe-
mos referirnos mds bien a actividades que a la accién de un enzima concreto, ya que
un mismo enzima puede actuar sobre diferentes sustratos.

Las exopeptidasas que requieren un grupo a-amino libre se denominan amino-
peptidasas (AP) si liberan aminodcidos individualmente, dipeptidil aminopeptidasas
si liberan dipéptidos intactos, y tripeptidil aminopeptidasas si liberan tripéptidos
enteros. Las exopeptidasas que requieren un grupo carboxilico terminal no sustitui-
do de los péptidos, se denominan carboxipeptidasas si liberan aminodcidos libres, y
dipeptidil carboxipeptidasas si liberan dipéptidos intactos.

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

Los nombres dados a la mayoria de las aminopeptidasas se basan frecuentemente
en sus preferencias o requerimientos por un particular aminodcido N-terminal. Por
ejemplo, un enzima que muestre su mds alta tasa de hidroélisis sobre enlaces alanina
N-terminal se denominard alanina aminopeptidasa. Del mismo modo, los nombres
aplicados a las carboxipeptidasas que liberan aminodcidos simples sirven para iden-
tificar sus requerimientos o preferencias por un residuo C-terminal (6).

A continuacién nos vamos a centrar brevemente, en la descripcién de algunas
aminopeptidasas con funciones reguladoras sobre diversos péptidos circulantes y
que ademds se les ha implicado en diversas patologias.

3. AMINOPEPTIDASAS
Alanina Aminopeptidasa

La alanina aminopeptidasa (AlaAP) (EC 3.4.11.14.) (aminopeptidasa M) cataliza
la liberacion de aminodcidos N-terminales, dipéptidos, tripéptidos, oligopéptidos y
diferentes aminoacil-8-naftilamidas (arilamidas), con preferencia por derivados de la
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alanina, metionina, fenilalanina y en menor medida, otros aminodcidos. Se encuentra
en gran cantidad de tejidos y fluidos del cuerpo. Varios isoenzimas érgano-especificos
se localizan en el suero (8). La mayoria de la actividad circulante se cree que procede
del higado, mientras que la actividad encontrada en orina, parece que tiene su ori-
gen en el rifién. Sus niveles séricos estan elevados en ciertas patologias, como en el
adenocarcinoma de colon y pdncreas, en el sindrome nefrético y en el embarazo (6).
Su actividad aumenta significativamente en enfermedades hepato-biliares (9). En
quimica clinica la determinacién de AlaAP en suero, se usa para detectar o confirmar
una obstruccién hepato-biliar (10). Ademds, la AlaAP puede hidrolizar bradicinina
(8), encefalinas (11) y también se ha descrito como actividad angiotensinasa (12). Se
confunde fdcilmente con la leucina aminopeptidasa (LeuAP), sobre todo cuando
se utiliza leucina-f-naftilamida como sustrato, aunque es conocido que son dos
enzimas diferentes. Puede también confundirse con la AlaAP unida a membrana,
con la que posee muchas propiedades en comdn. La AlaAP estd elevada durante la
infancia y disminuye después de la pubertad. Sus valores son mayores en hombres
que en mujeres y se ha descrito que aumenta con el consumo de alcohol y drogas, y
en fumadores (8).

Arginina Aminopeptidasa

La arginina aminopeptidasa (ArgAP) (EC 3.4.11.6.) (aminopeptidasa B) estd
ampliamente distribuida en células y tejidos de mamiferos. Cataliza especificamente
la hidrolisis de residuos N-terminales arginina y lisina de péptidos y derivados de la
B-naftilamida (2). Debido a su actividad exopeptidasa se ha implicado en el metabo-
lismo de la Metionina-encefalina (13) y angiotensina III (Amg III) (12). Sin embargo,
la ArgAP también posee actividad endopeptiddsica, habiéndose implicado en el
metabolismo de la neurotensina (14).

Cisteina Aminopeptidasa

La cisteina aminopeptidasa (CysAP) (EC 3.4.11.3.) hidroliza los enlaces peptidicos
entre una cisteina N-terminal y el residuo adyacente. En el caso de la oxitocina, su
presunto sustrato fisioldgico, el residuo adyacente es tirosina. Por la accién de este
enzima se destruye la actividad biolégica de esta hormona neurohipofisaria. Exhibe
una amplia especificidad sobre diferentes aminoacil-8-naftilamidas. Se ha localizado
exclusivamente en el plasma de mujeres embarazadas y en la placenta humana y de
otros primates. Sin embargo, el suero fetal y el fluido amniético estdn libres de esta
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actividad enzimadtica. La placenta es una fuente rica de enzimas, pero la CysAP es una
de las pocas relativamente especifica de este tejido. También ha demostrado poseer
actividad angiotensinasa, habiéndose detectado niveles relativamente elevados en
casos de preeclampsia y niveles bajos en el dltimo estadio de preeclampsia grave.
Asimismo se ha descrito que aumenta en el suero de mujeres con adenocarcinoma
ovdrico, aunque estd por confirmar (8). Igualmente se ha descrito la actuacién de la
CysAP sobre la vasopresina neurohipofisaria (15), aunque también se podria sugerir
su actuacion sobre otro péptido cuyo residuo N-terminal es la cisteina, como es el
caso de las endotelinas.

Aspartato Aminopeptidasa

La aspartato aminopeptidasa (AspAP) (EC 3.4.11.21) (angiotensinasa), cataliza la
hidrélisis del aminodcido N-terminal de péptidos y arilamidas, siempre que éste sea
un aminodcido dicarboxilico. Los restos aspartilos son hidrolizados mds rapidamente
que los restos glutamilos y no afecta a otros aminodcidos. La AspAP parece ser un
enzima fundamentalmente unido a membrana y muy abundante a nivel renal (16). Su
rdpida actuacién sobre los residuos de dcido aspdrtico N-terminales de los péptidos
sugiere una posible funcion fisiolégica en la degradacién de la angiotensina IT (Ang II)
y su conversién en Ang III (17). Pero ademds, la AspAP tiene la capacidad de actuar
sobre residuos de aspdrtico amino-terminales de péptidos diferentes ala Ang II, como
podrian ser el octapéptido colecistocinina (26-33) o el tetrapéptido colecistocinina (26-
29). La AspAP muestra un descenso significativo en casos de preeclampsia (8).

Glutamato-Aminopeptidasa

La glutamato aminopeptidasa (GluAP) (EC 3.4.11.7.) (aminopeptidasa A, an-
giotensinasa A), cataliza especificamente la hidrélisis de residuos no sustituidos de
glutamil- y aspartil-3-naftilamidas y de péptidos. Es tipico que los residuos glutamilos
sean mas facilmente hidrolizados que los aspartilos. Tanto el grupo a-amino como
el y-carboxilo deben estar libres, lo que se demuestra por la falta de actividad sobre
residuos piroglutamilos, y-glutamilos o de glutamina. Se encuentra en el suero y
diferentes érganos de animales y es probablemente, la aminopeptidasa responsable
de la rdpida destruccién de Ang II. El incremento de la angiotensinasa observado
durante el embarazo puede atribuirse probablemente al aumento de la sintesis de
este enzima por la placenta (6). La aminopeptidasa A (GluAP y AspAP), parece estar
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fundamentalmente unida a membrana, y muy distribuida en tejidos corporales pero
es especialmente abundante a nivel renal (18). La tinica aminopeptidasa descrita como
especifica para aminodcidos dicarboxilicos es la GluAP, ya que no hidroliza derivados
arilamidas que contengan aminodcidos diferentes al glutdmico o al aspdrtico, siendo
esta actividad extensible a las angiotensinasas naturales (17).

Piroglutamato Aminopeptidasa

La piroglutamato aminopeptidasa (pGluAP) (EC 3.4.19.3.), es una w-peptidasa
que cataliza la liberacién hidrolitica de grupos piroglutamilos (pGlu-) N-terminales de
arilamidas y de pequefios péptidos y polipéptidos. Este enzima se distribuye amplia-
mente en los tejidos y fluidos corporales y actda sobre diversos péptidos biolégicamen-
te activos, como son fundamentalmente la hormona liberadora de tirotropina (TRH)
y la hormona liberadora de gonadotropina (GnRH). Potenciales sustratos naturales
pueden ser también la neurotensina, bombesina o el péptido anorexogénico. Ademds,
actda sobre sustratos artificiales del tipo de las aminoacil-8-naftilamidas (19, 20).

4. INFLUENCIA DE UNA DIETA ENRIQUECIDA EN ACEITE DE OLIVA VIRGEN
SOBRE LA ACTIVIDAD AMINOPEPTIDASICA

Aminopeptidasas Séricas

Las aminopeptidasas séricas han sido utilizadas, fundamentalmente en bio-
quimica clinica, como marcadores para diversas patologias, como ya hemos podido
comprobar anteriormente. Debido a su escasa especificidad, sobre todo de la AlaAP,
su determinacién se ha relegado a un segundo plano. Esta inespecificidad se refiere
tanto a que refleja la existencia de diversas patologias, como a que acttia sobre diversos
substratos. Sin embargo, en el suero no sélo esta presente la AlaAP, sino que existen
otras aminopeptidasas como la aminopeptidasa A, la oxitocinasa y otras, que son
mucho mds especificas y que probablemente acttian sobre un nimero mds limitado
de sustratos enddgenos. Ademas, las aminopeptidasas séricas no sélo son un reflejo
de la existencia de diversas patologfas, sino que también juegan un papel fisiolégico
en la regulacién de hormonas peptidicas circulantes. Por lo que cabe esperar que los
cambios fisiolégicos hormonales, se reflejen de alguna manera en ésta actividad hi-
drolitica. Sin embargo, a pesar de su papel regulador, se han realizado pocos estudios
sobre la actividad aminopeptiddsica del suero para comprobar su participacién en
procesos fisioldgicos y para tratar de relacionarla con el estado hormonal del sujeto.
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Tenemos que indicar que, en condiciones fisiolégicas, el origen de las aminopeptidasas
séricas es hasta ahora desconocido y no hay evidencias de que exista una secrecién
activa desde uno o diversos tejidos. La aminopeptidasa A o de actividad similar,
parece estar fundamentalmente unida a la membrana, se encuentra muy distribuida
en tejidos corporales y es especialmente abundante a nivel renal (18). No obstante,
esta actividad esta presente a nivel plasmético aunque su origen es adn incierto. Se
ha sugerido que mediante la autolisis del enzima unido a la membrana, éste puede
llegar a ser soluble en plasma, como también ocurre con el enzima convertidor de
angiotensina, que aparece en plasma tras autolisis del enzima unido al endotelio
vascular (21). Por otro lado, la mayor parte de la actividad circulante de AlaAP se cree
que procede del higado (6), probablemente también por autolisis del enzima unido a
la membrana. Del mismo modo, podemos incluir el resto de aminopeptidasas plas-
madticas cuyo origen todavia es desconocido. En cualquier caso, no parece probable
que la regulacién fundamental de la actividad de las aminopeptidasas plasmaticas
se lleve a cabo a través de una sintesis y una secrecién activa, mds bien podriamos
pensar en una regulacién pasiva, dependiendo del entorno bioquimico existente ante
determinadas condiciones fisioldgicas o patoldgicas.

La administracién a ratones macho de una dieta enriquecida en aceite de oliva
(20%) no provocé modificaciones en las actividades AlaAP, CysAP, AspAPy pGluAP
séricas. Sin embargo, en las actividades ArgAP y especialmente GIuAP si aparecen
cambios significativos (Fig. 1).

Estos dos enzimas estdn implicados en el metabolismo de los péptidos de la
cascada renina-angiotensina. Como ya se ha indicado anteriormente, la actividad
GIuAP participa activamente en el metabolismo de la Ang II, péptido tradicional-
mente considerado como efector de este sistema. Sin embargo, la Ang III (obtenido
de la degradacion de la Ang II) también tiene actividad presora, y es precisamente
degradada por la ArgAP (22). La ArgAP en el grupo de animales alimentados con
aceite de oliva se incrementa ligeramente, lo que hace pensar que el metabolismo de
la Ang III estd aumentado. Sin embargo, los niveles de Ang III deben ser elevados
puesto que la actividad GluAP sérica estd disminuida. Dicha disminucién de los
niveles séricos de la actividad GIluAP, también podria poner de manifiesto una dis-
minucién de la autolisis de la fraccién de la membrana de la que derivan, ya que se
han descrito cambios en las propiedades de la membrana celular como consecuencia
de suplementos de grasa en la dieta (23, 24). Todos estos datos, finalmente indican la
existencia de niveles méds elevados de Ang Il en animales alimentados con aceite de
oliva que en los grupos control; estos resultados no explican el efecto antihipertensor

144



ACEITE DE OLIVA VIRGEN Y REGULACION HORMONAL DE LA PRESION ARTERIAL

ampliamente descrito en humanos para el aceite de oliva, por lo que debe tenerse en
cuenta la existencia de diferencias interespecificas (25, 26).

Aminopeptidasas Tisulares.
Aminopeptidasas cerebrales.

El enzima AlaAP es muy activo sobre las encefalinas, por lo que podria ser un
posible inactivador fisiolégico de estos péptidos. Sin embargo, al ser su localizaciéon
predominantemente citosdlica, se considera con pocas posibilidades de acceder a los
neuropéptidos sindpticamente liberados, y a no ser que exista un proceso de recap-
tacién peptidica, su importancia fisiolégica estd atin poco clara. La existencia de una
concentracién especialmente alta a nivel de las terminales nerviosas, sugiere la par-
ticipacion de estos enzimas en el metabolismo de péptidos o protefnas involucradas
en la funcién sindptica. Ademds se ha comprobado que péptidos con un aminoécido
N-terminal neutro como las encefalinas, resultan rdpidamente hidrolizados (27). En
diferentes trabajos también se describe la hidrélisis secuencial de Ang Iy Ang II. Un
elevado nimero de investigaciones confirmaron posteriormente, la degradacion de
las encefalinas por efecto de aminopeptidasas solubles (28, 29, 30, 31, 32), asi como la
capacidad de los extractos de membrana cerebrales de degradar también las encefali-
nas por su extremo amino-terminal (32, 33, 34, 35, 36). La AlaAP soluble no sélo tiene
capacidad para hidrolizar las encefalinas, sino que es también capaz de degradar otros
neuropéptidos, tanto opidceos como no opidceos. Hersh en 1985 (11) demostré que
los homogeneizados de cerebro de rata poseifan actividad aminopeptidésica capaz
de hidrolizar, ademds de las encefalinas, las o, f y y-endorfinas. Asimismo, en 1984
Berg y Marks (37) indicaron la capacidad de este enzima para degradar distintas di-
norfinas (familia de neuropéptidos que comienzan por la secuencia del pentapéptido
Leu-encefalina) en cerebro de rata. Otros péptidos que pueden ser degradados por
AlaAP soluble son las cininas 10 y 11 para rendir cinina 9 (bradicinina) (38). Aunque
generalmente se asume que la inactivacién de los neuropéptidos estd mediada por
las peptidasas unidas a la membrana, existen otras alternativas adicionales que estos
autores resaltan en su trabajo y que plantean la posibilidad de que las peptidasas
citosélicas tengan un papel en la degradacién de estos péptidos. En primer lugar, los
neuropéptidos pueden ser internalizados como parte del complejo péptido-receptor,
como se ha demostrado para algunas hormonas peptidicas (39); por otra parte, existe
la posibilidad de que las peptidasas solubles puedan ser liberadas en el espacio ex-
tracelular. La primera referencia sobre la existencia de una aminopeptidasa especifica
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para aminodcidos bésicos en el SNC (Arginil Aminopeptidasa soluble; EC 3.4.11.6) la
proporciond Ellys y Perry en 1966 en hipéfisis bovinas (40). Se ha estudiado también
la actividad de este enzima, en relacién a su posible participacién en el metabolismo
del sistema renina-angiotensina cerebral. La ArgAP soluble posee ademds actividad
endopeptiddsica capaz de hidrolizar varios péptidos biolégicamente activos, entre
los que se encuentran la neurotensina, bradicinina, angiotensina I, sustancia P, LHRH
y somatostatina.

La actividad de aminopeptidasas unida a la membrana detectada en el cerebro,
ha merecido una especial atencién por parte de los investigadores ya que por su lo-
calizacién, pueden participar en el proceso de degradacién de los neurotransmisores
de naturaleza polipeptidica liberados al espacio extracelular.

La administracién de una dieta enriquecida en aceite de oliva incrementa muy
significativamente la actividad de las fracciones solubles AlaAP y ArgAp en la cor-
teza fontal de ratones (Fig. 2). Es dificil establecer algtin significado funcional para
estos cambios. Las encefalinasas, sustrato endégeno de estos enzimas, desempefian
un importante papel neuromodulador en el cerebro; estos resultados podrian poner
de manifiesto que los dcidos grasos de la dieta pueden modificar los mecanismos de
regulacién central (25).

El cerebro es especialmente sensible a la hipertensién que provoca una gran
variedad de cambios vasculares y celulares (41). Ademds del cldsico sistema renina-
angiotensina, Ganong en 1995 (42) describi6 otros sistemas renina-angiotensina
locales por lo que se ha considerado la posibilidad de una sintesis local de Ang Il en
el cerebro (43, 44). En nuestro laboratorio, se han realizado estudios in vivo e in vitro
para conocer los efectos de los dcidos grasos de la dieta sobre mecanismos enzima-
ticos encargados de degradar los péptidos del sistema renina-angiotensina cerebral.
Se ha analizado la influencia de una dieta enriquecida en un 20 % en aceite de oliva
sobre la actividad AspAP y GluAP (ambas con actividad angiotensinasa como se ha
comentado anteriormente) en la corteza frontal de ratones. No se observaron varia-
ciones en ninguna de estas actividades (45).

Aunque las neuronas contienen Ang Il y probablemente renina en el cerebro de
la rata (46), practicamente la totalidad del angiotensinégeno y el enzima convertidor
de angiotensina se producen localmente por los astrocitos (44, 46, 47). Esta sintesis
también se produce en cultivos celulares (44, 48). En nuestro laboratorio, y de forma
paralela a los estudios in vivo comentados anteriormente, se realizaron estudios in
vitro en los que se analiz6 la influencia de los dcidos grasos oleico (principal dcido
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graso del aceite de oliva) y linoleico a diferentes concentraciones. Nuestros resultados
mostraron descensos significativos para la actividad GluAP después de la incubacién
con oleico y linoleico. La actividad AspAP también descendié después de la incubacién
con oleico. Esto puede indicar la existencia de elevados niveles de Ang Il y por tanto
un incremento en la presién arterial. Sin embargo la Ang III, producida por la accién
de las angiotensinasas sobre la Ang II, presenta un mayor efecto presor que la Ang II
en el cerebro debido probablemente a su accién sobre los receptores AT, (49). Estos
receptores AT, también se han descrito en los astrocitos (50). Se sugiere, que la inhibi-
cién de las angiotensinasas podria producir un descenso en el metabolismo de la Ang
I, y que niveles bajos de Ang Il podrian detectarse en el sistema renina-angiotensina
cerebral (26). Probablemente estos cambios no estdn tinicamente relacionados con la
regulacién de la presién arterial sino también con el control del flujo sanguineo local
o con el equilibrio hidrico y electrolitico (51). En este dltimo caso hay que considerar
que los modelos in vitro son mucho mds simplificados e intervienen menos factores
que en un organismo completo. Esto junto a las diferencias entre especies (los estudios
in vivo se llevaron a cabo en ratén y los in vitro en rata) podrian explicar los diferentes
resultados obtenidos.

Aminopeptidasas en pulmon.

Hopsu-Haun y Ekfors en 1969 (52) purificaron parcialmente la fracciéon soluble
de AlaAP pulmonar, ya que la actividad de AlaAP de la membrana a nivel pulmonar
posee propiedades similares a las de otros tejidos (53). En la fraccién soluble pulmonar
de conejo se han podido separar distintas aminopeptidasas como AlaAP y aminopep-
tidasa B (54). También se le ha prestado una atencién especial a las aminopeptidasas
localizadas en el endotelio vascular, debido a que estas enzimas se encuentran en
estrecho contacto con los péptidos plasmaticos, lo que podria alterar la composicién
peptidica sanguinea a su paso por el pulmén. Al menos se han descubierto dos ami-
nopeptidasas a este nivel: una es la aminopeptidasa A pulmonar, capaz de hidrolizar
ala Ang I por su extremo amino terminal y que puede ser liberada desde el pulmén
a la sangre y otra es la aminopeptidasa M. Esta tiltima es una aminopeptidsa de la
membrana localizada en el lecho vascular pulmonar, que también puede ser liberada
a la circulacién sanguinea (55). Tanto si actian a nivel del lecho vascular pulmonar
como si se vierten a la circulacién periférica, estos enzimas tienen una importante
funcién fisiolégica dada la amplitud del lecho vascular pulmonar y la gran cantidad
de péptidos susceptibles de ser hidrolizados por dichos enzimas (encefalinas, angio-
tensina, bradicininas, cininas, etc.).
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La ingestiéon de una dieta enriquecida en aceite de oliva provoca muy pocas
variaciones en la actividad aminopeptidasa del pulmén (Fig. 3). Se ha encontrado
tnicamente un descenso significativo de la actividad AspAP tanto en su fraccién
soluble como en la unida a la membrana, sin embargo la GluAP no sufre ninguna
variacion. Estos dos enzimas tradicionalmente se han considerado como aminopep-
tidasa A con accién sobre los péptidos del sistema renina-angiotensina. Sin embargo,
cada vez son més las evidencias que ponen de manifiesto que se trata de dos enzimas
diferentes aunque comparten algunos sustratos. Los resultados obtenidos en el pul-
mon vienen a confirmar esta hipétesis, y ademds podrian indicar que en este caso
y en esta localizacién, la AspAP podria estar implicada en el metabolismo de otros
péptidos diferentes a los del sistema renina-angiotensina.

Aminopeptidasas en testiculo.

Los testiculos son uno de los principales 6rganos de regulacién hormonal, donde
las aminopeptidasas desempefian un importante papel en todos los mecanismos de
procesamiento de péptidos, durante la diferenciacién de las células germinales.

Los primeros trabajos en los que se analiza la actividad aminopeptidasa des-
criben la existencia de una actividad LeuAP testicular en diferentes vertebrados
(56). Un estudio histolégico mas detallado en el testiculo demostré la existencia de
diferencias segtin el grado de madurez del animal. En animales inmaduros, aparece
una actividad LeuAP ligera mientras que en animales adultos la actividad LeuAP fue
mucho mayor. Estos resultados indicaron una correlacién directa entre la actividad
del enzima LeuAP y la maduracién sexual (57).

Por técnicas inmunohistolégicas se demostré la existencia de actividad AlaAP
en los conductos eferentes de los testiculos (58). La actividad aminopeptidasa B (Ar-
gAP) también se aisl6 en el testiculo de ratas. Por técnicas inmunohistoquimicas se
comprobé6 que esta actividad es especialmente importante en los tubos seminiferos
y en los ultimos estadios de la espermatogénesis. Este hecho, junto a su localizacién
subcelular, apoya la hipétesis de que esta amnopeptidasa estd implicada en multiples
mecanismos de procesamiento de los propéptidos y proproteinas en el curso de la
diferenciacién espermatica (59).

La presencia de receptores de Ang Il en las células de Leydig en los testiculos de
rata y primates, asi como otros datos que afirman la presencia de otros componentes
del sistema renina-angiotensina en este érgano, sugieren un importante papel de este
sistema en la funcién testicular (60).
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Tras la ingesta de una dieta enriquecida en aceite de oliva (Fig. 4) se observa-
ron niveles superiores de actividad AspAP soluble en este tejido, hecho que sugiere
un papel local para este enzima en la regulacién de las angiotensinas. La Ang I1I es
producida a partir de Ang II por la accién de la GluAP, pero también puede produ-
cirse a partir de Ang I a través de un intermediario des-Asp'-Ang I (43). La Ang III
posteriormente se convierte en Ang IV por la aminopeptidasa B (ArgAP) o la amino-
peptidasa M (AlaAP). Nuestros resultados muestran un incremento de la actividad
AspAP, un descenso en la actividad GluAP (26) y un incremento en la actividad
ArgAPy AlaAP (25). Estos resultados, junto con la via de degradacién anteriormente
descrita, sugieren que el metabolismo de la Ang Il a Ang III es lento, mientras que el
metabolismo de Ang I a des-Asp'-Ang Iy de Ang Il a Ang IV es rdpido. Por tanto,
la accién de des-Asp'-Ang I, Ang Il y Ang IV puede predominar en el testiculo de
animales alimentados con aceite de oliva.

Aminopeptidasas en las gldndulas adrenales

En las glandulas adrenales se sugirié un alto grado de actividad aminopepti-
dasica, especialmente la de aquellos enzimas implicados en el control de la presiéon
arterial. Aunque en un principio se pensé que dichas actividades se localizaban prin-
cipalmente en la corteza adrenal, posteriormente se comprobd que se encontraban
tanto en la corteza como en la médula adrenal (61, 62, 63).

En el sistema renina-angiotensina adrenal, la Ang Il juega un importante papel en
la regulacién de la produccién de aldosterona (64). Goodfriend y col. (65) demostraron
que el 4cido oleico y el araquidénico son inhibidores especificos de los receptores AT,
delas células glomerulares de las glandulas adrenales. Estos autores sugirieron que la
secrecion de aldosterona estimulada por la angiotensina es particularmente sensible a
la inhibicién por los dcidos grasos. En esta localizaciéon aunque la actividad GluAP no
varia (Fig. 5), la actividad AspAP soluble fue un 50 % menor en el grupo de animales
alimentados con aceite de oliva que en los grupos control (45). Las actividades ArgAP
y AlaAP también se incrementaron significativamente en las glandulas adrenales de
los animales alimentados con la dieta rica en aceite de oliva (25), lo que sugirié un
descenso en la produccién de des-Asp'-Ang I y un rdpido metabolismo de Ang III
a Ang IV. Aunque se demostré la existencia de receptores especificos de Ang IV en
la corteza adrenal, su funcién atin es desconocida (66). Estos resultados confirman
que el sistema renina-angiotensina adrenal se modifica en ratones alimentados con
una elevada concentracién de aceite de oliva, y esta modificacién podria, en parte,
afectar a la regulacién del metabolismo del agua y la sal (65).
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También se ha encontrado un descenso significativo en la actividad pGluAP (67) y
aunque se han propuesto numerosos péptidos como posibles sustratos de este enzima
(23), el sustrato end6égeno mds importante parece ser la TRH. Esta hormona desem-
pefa un importante papel en la regulacién cardiovascular a nivel central, por medio
de la activacién de diferentes sistemas neurotransmisores en diversas localizaciones
extrahipotaldmicas. Existe un eje hipotdlamo-hipdfisis-adrenal, con lo cual los cambios
en el comportamiento de las glandulas adrenales afectan ala TRH de forma paralela a
laliberacién de hormona liberadora de corticotropina (68). Ademds, también hay que
tener en cuenta la accién de la pGluAP sobre los residuos pGlu amino terminales de
otros sustratos diferentes de la TRH, por lo que su accién en el metabolismo de otros
péptidos también puede ser modificada por la ingesta de grasa de la dieta.

Aminopeptidasas en rifion.

El rifién contiene al menos tres aminopeptidasas: la cldsica leucina aminopepti-
dasa, la aminopeptidasa M y la aminopeptidasa A. Estos enzimas forman en el rifién
ectoenzimas unidas a la membrana mediante una cadena peptidica de naturaleza
hidrofébica, mientras que la mayor parte de los enzimas se localizan en la luz tubular
renal, donde al parecer ejerce su actividad. Dichos enzimas se encuentran polarizados
en las células puesto que la mayoria de ellos se detectan s6lo a nivel apical del polo
proximal tubular renal (69). La aminopeptidasa M, ademds de localizarse en el borde
apical tubular proximal renal, es también detectable, aunque en menor grado, tanto en
las mitocondrias como en el citoplasma de las mismas células. A nivel renal, la investi-
gacion sobre las aminopeptidasas también se ha orientado, hacia los lugares donde se
produce la reabsorcién de nutrientes procedentes del filtrado glomerular. Este proceso
ocurre fundamentalmente en del tdbulo proximal, que posee un borde en cepillo en
el polo apical de sus células superficiales, lo que incrementa enormemente el drea de
contacto con la luz tubular. En esta region suele encontrarse abundante cantidad de
enzimas, entre los que se encuentran la aminopeptidasa A y M entre otras (70). La
aminopeptidasa M constituye una gran proporcion de las protefnas encontradas en
este borde en cepillo, (71). La aminopeptidasa A también se concentra en el borde
en cepillo tubular renal (72). Un estudio de las aminopeptidasas en la nefrona del
rifién de rata, demostré que la mayor concentracion de las mismas estdn en el ttibulo
proximal, mientras que prdcticamente no se encuentran en los segmentos distales de
la nefrona (73). Una de las posibilidades funcionales de estos enzimas pudiera ser la
inactivacién de péptidos fisiolégicamente activos tales como Ang II y bradicinina.

150



ACEITE DE OLIVA VIRGEN Y REGULACION HORMONAL DE LA PRESION ARTERIAL

La ingestion de una dieta enriquecida en aceite de oliva no produjo variaciones
significativas en ninguna de las aminopeptidasas estudiadas a nivel renal (Fig. 6).

Aminopeptidasas de higado.

Hopsu y colaboradores demostraron la existencia de aminopeptidasa B en higado
(74, 75, 76). La mayor parte del enzima estd asociado a las membranas celulares. Este
mismo enzima fue purificado mds tarde por Starnes (77) demostrandose definitiva-
mente que el mismo enzima se distribuye en ambas fracciones subcelulares. En cual-
quier caso el enzima es capaz de catalizar la hidrélisis de metionil- lisil-bradiquinina
para sintetizar el nanopéptido bradiquinina, resistente al enzima. Actda, por tanto,
como un enzima convertidor de las cinasas. También se ha purificado en higado el
enzima AlaAP y se ha comunicado que los tejidos hepdticos poseen actividad de
aminopeptidasa A (78).

El aceite de oliva tinicamente incrementé ligeramente la actividad unida a
membrana de la CysAP (Fig. 7).

Aminopeptidasas en miisculo cardiaco.

Se conoce poco sobre la actividad aminopeptidédsica en musculo cardiaco. Dife-
rentes autores han encontrado aminopeptidasa B y N en la fraccién soluble, pero no
se ha descrito ninguna funcién especifica para ellas en este tejido (79).

Tras la ingesta de la dieta enriquecida en aceite de oliva, en la auricula de nues-
tros animales se observé un incremento significativo de la actividad AspAP unida
a membrana. El resto de actividades estudiadas no sufrié variaciéon alguna ni en la
auricula ni en el ventriculo (Figs. 8 y 9).

CONCLUSIONES

En vista de los resultados aqui expuestos, parece ser que la manipulacién de la
cantidad asi como del tipo de grasa de la dieta puede inducir modificaciones fun-
cionales en la actividad de las aminopeptidasas sobre sus sustratos endégenos, por
lo que las funciones reguladas por estos sustratos podrian verse modificadas. Las
aminopeptidasas que muestran mayor variacién son aquellas relacionadas con los me-
canismos de control de la presién arterial, y mds concretamente con el sistema renina-
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angiotensina. En vista de nuestros resultados y considerando siempre la existencia
de diferencias en la respuesta de animales en los que se han llevado a cabo nuestro
estudio y en humanos, se puede concluir que el aceite de oliva puede modificar la
presién arterial por su accién sobre las aminopeptidasas implicadas en la regulaciéon
del sistema renina-angiotensina. Sin embargo, no son descartables otras influencias del
aceite de oliva sobre diversos mecanismos de regulacién neuroendocrina, actuando a
través de los mecanismos degradativos de las diversas hormonas peptidicas.
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Figura 1
Valores de actividad especifica (Media + ESM) de AlaAP, ArgAP, CysAP, AspAP, GIuAP y
pGIuAP del suero de animales controles y alimentados con una dieta enriquecida en aceite
de oliva virgen (*p<0.05; **p<0.01).
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Corteza Prefrontal
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Figura 2
Actividad especifica soluble y unida a membrana (Media + ESM) de AlaAP, ArgAP, CysAP,
AspAP, GluAP y pGIuAP en corteza prefrontal de animales controles y alimentados con una
dieta enriquecida en aceite de oliva virgen (**p<0.01).
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Figura 3
Actividad especifica soluble y unida a membrana (Media + ESM) de AlaAP, ArgAP, CysAP,
AspAP, GIuAP y pGIuAP en pulmén de animales controles y alimentados con una dieta
enriquecida en aceite de oliva virgen (*p<0.05; **p<0.01).
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Testiculo
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Figura 4
Actividad especifica soluble y unida a membrana (Media + ESM) de AlaAP, ArgAP, CysAP,
AspAP, GluAP y pGIuAP en testiculo de animales controles y alimentados con una dieta
enriquecida en aceite de oliva virgen (*p<0.05; **p<0.01).
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Figura 5

Actividad especifica soluble y unida a membrana (Media + ESM) de AlaAP, ArgAP, CysAP,
AspAP, GluAP y pGluAP en glandulas adrenales de animales controles y alimentados con
una dieta enriquecida en aceite de oliva virgen (*p<0.05; **p<0.01).
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Figura 6

Actividad especifica soluble y unida a membrana (Media + ESM) de AlaAP, ArgAP, CysAP,
AspAP, GIuAP y pGIuAP en rifién de animales controles y alimentados con una dieta enri-
quecida en aceite de oliva virgen.
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Figura 7
Actividad especifica soluble y unida a membrana (Media + ESM) de AlaAP, ArgAP, CysAP,
AspAP, GluAP y pGluAP en higado de animales controles y alimentados con una dieta enri-

quecida en aceite de oliva virgen (*p<0.05)
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Figura 8
Actividad especifica soluble y unida a membrana (Media + ESM) de AlaAP, ArgAP, CysAP,
AspAP, GIuAP y pGIuAP en auricula de animales controles y alimentados con una dieta
enriquecida en aceite de oliva virgen (**p<0.01).
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Figura 9
Actividad especifica soluble y unida a membrana (Media + ESM) de AlaAP, ArgAP, CysAP,
AspAP, GIuAP y pGIuAP en ventriculo de animales controles y alimentados con una dieta
enriquecida en aceite de oliva virgen.
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