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ABREVIATURES

AA: acid araquidonic.

AGMI: acids grassos monoinsaturats.

AGPI: acids grassos poliinsaturats.

AGS: acids grassos saturats.

BH4: tetrahidrobiopterina.

BHT: 2, [6]-di-tert-butil-p-cresol.

CaM: calmodulina.

CEs: concentracio eficag 50.

CMC: concentraci6 micel-lar critica.

Cp: punt d’inflexi6 de la fluoresceéncia deguda a I’amplificacio en la RT/PCR.
DETC: acid dietilditiocarbamic.

DHA: acid docosahexanoic.

EDHEF: factor hiperopolaritzador derivat d’endoteli.
EPA: acid eicosapentanoic.

GAPDH: gliceraldehid fosfat deshidrogenasa.
GCs: guanilat ciclasa soluble.

GSHPX: glutatié-peroxidasa.

HDL: lipoproteines d’alta densitat.

HOCI: hipoclorit.

H,0,: peroxid d’hidrogen.

IDE: index de dobles enllagos.

IDE:AGS: index d’insaturacio.

IDL: lipoproteines de densitat intermedia.

IP: index de peroxids.

L-: radical lipidic centrat en carboni.

LDL.: lipoproteines de baixa densitat.
L-NAME: L-N-arginina-metilester.
L-NMMA: L-N-monometil-arginina.



L-NNA: L-N-nitro-arginina.

LO: lipoxigenasa.

LOO-: radical lipoperoxil.

LOOH: peroxid lipidic.

LT: leucotrie.

MDA: malondialdehid.

‘NO: oxid nitric 0 monoxid de nitrogen.

NOS: oxid nitric sintasa.

O™ anio radical superoxid

OB: oli de blat de moro.

OB-A: dieta suplementada amb oli de blat de moro i amb L-arginina.
-OH: radical hidroxil.

OP: oli de peix.

OP-A: dieta suplementada amb oli de peix i amb L-arginina.

QM: quilomicrons.

PG: prostaglandina.

PGI,: prostaglandina I, prostaciclina.

PKG: proteina cinasa G.

PLA,: fosfolipasa A,.

PMCho: 1-(pirenil)-metil-3-(9-octadecenoiloxi)-22,23-bisnor-5-colenat.
r.s.e.: ressonancia de spin electronic.

RT/PCR: reacci6 en cadena de la polimerasa amb pas previ de transcripcid reversa.
SDS-PAGE: gel d’electroforesi de poliacrilamida amb duodecil-sulfat de sodi.
SOD: superoxid dismutasa.

TX: tromboxa.

VLDL.: lipoproteines de molt baixa densitat.
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INTRODUCCIO

INTRODUCCIO

1. Estructura de la paret vascular

Dins el sistema circulatori, el sistema arterial €s el reservori de pressié que permet que
la sang circuli des del cor fins al sistema capilar. La sortida discontinua de sang des del
cor es transforma en el sistema arterial en un flux sanguini constant en els capilars.

La paret de les artéries es composa de tres capes:

e capa endotelial o tinica intima. Es la capa que es troba en contacte directe amb
la llum del vas. Esta constituida per una monocapa de cél-lules (endoteli). Sota
les cel-lules endotelials s’hi troba una lamina basal. A banda de les funcions
estructurals i de transport, també participa en la regulacié de les funcions
arterials 1 sanguinies.

e capa muscular o tanica mitjana. Es la que constitueix fonamentalment la paret
vascular. Hi trobem ce¢l-lules musculars llises i fibres elastiques. En els grans
vasos, el component elastic t¢ una gran importancia, i aquesta disminueix a
mesura que ho fa el diametre arterial.

e capa connectiva o tunica adventicia. Es la capa que limita la musculatura arterial,

1 que connecta I’artéria amb les estructures anatomiques veines.

2. L’aterogénesi

2. 1. L’aterogénesi i ’estreés oxidatiu

2.1.1. Els radicals lliures

Un radical lliure ¢és una especie quimica capag d’existéncia independent que conté un o

més orbitals ocupats per un sol electrd. Es diu que aquests electrons son desaparellats, i
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INTRODUCCIO

s’assenyalen en la notacid quimica amb un punt (-). Segons on es trobi I’electrd
desaparellat, hom parla de radicals centrats en carboni, centrats en oxigen, en nitrogen,
en sofre, en hidrogen, etc.

La tendéncia dels electrons desaparellats a formar enllagos covalents fa que els
radicals lliures siguin espécies quimiques en general molt reactives 1 de curta vida
mitjana. Quan dos radicals lliures reaccionen entre ells, els productes sén no-radicals,
degut a I’aparellament dels electrons. Quan, en canvi, un radical reacciona amb un no-
radical, entre els productes hi apareix una nova espécie radicalaria.

El terme d’espécies reactives d’oxigen inclou diferents espécies quimiques,
radicalaries 1 no-radicalaries. Entre les espécies reactives no-radicalaries, hi destaca el

peroxid d’hidrogen. Similarment, es parla d’espécies reactives de nitrogen.

Entre les fonts de radicals lliures i d’especies reactives d’oxigen a 1’organisme
destaca la generaci6 d’ani6-radical superoxid (O;") com a subproducte de la cadena
respiratoria mitocondrial. També en so6n una font, localitzada basicament a la pell, les
radiacions electromagneétiques ionitzants, que produeixen radicals lliures a través de la
fotolisi de 1’aigua. En altres casos, la sintesi d’espécies reactives es troba relacionada
amb funcions especifiques: antimicrobianes (O,-, peroxid d’hidrogen (H,0O,), oxid
nitric (‘NO) 1 hipoclorit (HOCI) per part de cel-lules immunitaries), reguladores (-NO
com a mediador vascular i com a neurotransmissor), etc. Determinades vies
metaboliques, com la dels eicosanoids, produeixen peroxids. La xantina deshidrogenasa,
quan es veu transformada en xantina oxidasa, esdevé un enzim generador de O,
Aquesta generacio de radicals lliures és compensada per tota una série de mecanismes

antioxidants.

Es considera antioxidant tot factor que eviti I’oxidacid6 d’una biomolécula. Les
substancies antioxidants son aquelles que, a petites concentracions, contraresten o
impedeixen 1’oxidacié d’un substracte. En aquest sentit, petita concentracio vol dir una
concentracié relativament menor al substracte damunt el qual s’exerceix [’efecte
antioxidant. La capacitat antioxidant no sols depén de la substancia antioxidant, sin

també del tipus de procés oxidatiu i del substrat oxidable.
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Hi ha antioxidants enzimatics i no-enzimatics. Aixi la major part del O, ™ que genera
I’organisme, és eliminat per la superoxid dismutasa (SOD), que el transforma en H,O,
que, al seu torn, és eliminat per la catalasa o per les peroxidases. D’altra banda, tot un
seguit de substancies, com el tocoferol, el retinol, I’ascorbic, tenen una actuacio
antioxidant en reaccionar amb substrats oxidats. Donada la importancia dels metalls de
transicio en la formacio del radical hidroxil (-OH), els mecanismes d’emmagatzematge i
de transport de ferro poden considerar-se també factors antioxidants.

A banda dels mecanismes antioxidants, hi ha tota una séric de mecanismes
reparadors que corregeixen el dany oxidatiu generat per |’atac radicalari a les

biomolécules.

Les SOD constitueixen un grup d’enzims. Als mitocondris trobem la MnSOD, i en el
citoplasma hi ha la CuZnSOD. A més en el teixit vascular s’hi troba una CuZnSOD
extracel-lular, associada a la matriu extracel-lular.

Entre les peroxidases hi ha les glutatio-peroxidases (GSHPX), enzims dependents de
seleni, 1 que empren ’oxidacid del glutati6. El sistema antioxidant del glutatié es
complementa amb les glutatio-reductases, que reciclen el glutatié oxidat amb consum de
NADPH.

Els tocoferols tenen importancia com a antioxidants lipofilics, i participen en el
control de la peroxidaci6 lipidica. Entre els antioxidants hidrofilics destaca 1’ascorbat.
El glutatié actua com a antioxidant no-enzimatic en eliminar espécies reactives com el

peroxinitrit (ONOO").

L’estrés oxidatiu consisteix doncs en el desequilibri entre la produccié d’espécies
reactives d’oxigen en relacié amb els mecanismes antioxidants. Aixo pot deure’s a una
mancanga del sistema de defensa antioxidant, o a un augment de la produccié d’espécies
reactives. Aquest estrés oxidatiu es manifesta en un dany oxidatiu en les biomolécules.
En I’ADN es produeix una acumulaci6 de bases modificades, potencialment
mutagéniques, com ara la 8-oxoguanosina. A les proteines hi apareixen aminoacids

modificats (com la 2-oxohistidina, nitrotirosines), i els lipids poden patir un procés de
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INTRODUCCIO

lipoperoxidaci6. El dany oxidatiu també es veu amplificat pel fet que estimula al seu
torn la generacié de nous radicals lliures (p.ex. per disfuncions mitocondrials).

A banda del dany oxidatiu, 1’estrés oxidatiu també desencadena tota una serie de
mecanismes compensadors, tant de caire antioxidant com reparador, o bé, quan aquests
son insuficients per revertir el dany, 1’apoptosi (mort programada de les cél-lules més
greument afectades) o la necrosi (mort cel-lular espontania deguda directament al propi
dany). El balang entre el dany oxidatiu i la resposta adaptativa determinara el grau de

dany tissular que s’hi produira (necrosi massiva, transformaci6 cel-lular, etc.).

El dany oxidatiu es troba implicat en nombroses malalties, bé com a causa, com a
factor que hi contribueix en el procés, o bé com a conseqiiéncia o un simptoma de la
propia malaltia. Per tal de conéixer la relevancia d’una espécie reactiva o d’un radical
concret en una determinada malaltia, cal comprovar que es produeix en els teixits
afectats abans del dany, i que es pot reproduir la malaltia o part d’ella, amb
I’administracié d’aquesta substancia. Si realment n’és un dels agents causals, la terapia

antioxidant hauria de ser efectiva contra la malaltia.

2.1.2. Factors implicats en les malalties cardiovasculars

Les malalties cardiovasculars inclouen tota una série de fenomens que tenen com a tret
comu la formacio en la paret arterial de I’estructura coneguda com a placa d’ateroma.
La placa d’ateroma consisteix en un engruiximent de la paret arterial format de teixit
muscular i fibrés. El procés de formacioé de la placa d’ateroma, dit aterogénesi, és un
procés cronic amb similituds amb processos de caire inflamatori. La placa d’ateroma
suposa una interrupcid de la superficie normal de la llum vascular i un punt de
generacio de coaguls. Aixi doncs s’hi combina un aspecte cronic (aterogénesi) amb un
aspecte agut (trombosi). Aquesta €s la base comuna de patologies com ara I’infart de

miocardi, I’infart cerebral o la malaltia arterial d’extremitats inferiors.

20



INTRODUCCIO

Els estudis epidemiologics indiquen la incidéncia de les malalties en la poblacio i
estableixen els factors de risc o de proteccio (sexe, edat, estils de vida, etc.). Aquests
estudis orienten les recomanacions sanitaries de caire preventiu i els tractaments medics,
tant individuals com socials, 1 també contribueixen al coneixement de les causes
darreres de la malaltia.

Un dels principals objectius ¢és identificar els factors que augmenten el risc de patir
una malaltia, ja siguin aquests factors congenits (geneétics o desenvolupats en el periode
fetal) o determinats per 1’estil de vida. Els factors de risc es poden expressar en xifres
absolutes (el nombre de casos del col-lectiu exposat a un factor) o en xifres relatives
(risc relatiu d’aquest col-lectiu en relacid a la poblacié absoluta).

En la prevencio també és important d’identificar els parametres biologics que es
relacionen més estretament amb I’aparicidé 1 1’evolucié de la malaltia. A través de
parametres biologics (pressid sanguinia, colesteroleémia, trigliceridémia, capacitat de
coagulacio6 sanguinia) actuen els factors de risc.

La hipertensio, 1’obesitat 1 la intolerancia a la glucosa, son factors estretament
associats a la morbilitat i mortalitat per malalties cardiovasculars i de la microcirculacio.
Els tres factors s’interrelacionen i sovint apareixen conjuntament. Armitage i Collins
(2000) han estudiat la relacid entre la colesterolémia i la diabetes en la incidéncia de
malalties vasculars, i constataren la importancia de davallar els nivells de colesterol

entre els diabétics.

Els registres historics mostren que la incidéncia de malalties vasculars i,
especialment, de la malaltia coronaria no ha sigut uniforme. En els paisos
industrialitzats més avancats (Gran Bretanya, Estats Units) la incidéncia augmenta de
manera constant a partir dels anys 1920, fins arribar a valors molt alts en els anys 1960.
Aquest augment d’incidéncia se centra en els homes. Després d’aquesta ¢poca, en
aquests paisos la incidéncia comenga a davallar, associada amb una millora del
tractament agut i preventiu. En canvi, la incidéncia en el mon subdesenvolupat tendeix a
augmentar. En aquest sentit, en els paisos industrialitzats s’observa una inversié en la
distribucié de la incidéncia entre els diferents estrats socials, de forma que ara les

malalties coronaries afecten més i més els estrats més desafavorits.
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El 1981, I’“estudi dels set paisos” (Seven Countries, 1981; Keys et al., 1986)
comprova la relacio entre la ingesta de greix i la colesterolémia mitjana de cada territori
amb la mortalitat deguda a malalties coronaries, perd quan s’analitzaven les dades dins
de cada territori aquesta relacido quedava menys clara. L’augment del risc per la ingesta
de greix es deu concretament a la ingesta de greixos saturats (d’origen carnic 1 lactic),
mentre que els greixos insaturats (d’origen vegetal i mari) tindrien un efecte protector.
Aquest estudi assenyalava que la dieta basada en 1’oli d’oliva, rica en acids grassos
monoinsaturats (AGMI), propia dels paisos de la Conca Mediterrania, s’associava amb
taxes inferiors de malalties cardiovasculars com 1’aterosclerosi. Estudis fets en paisos
amb un alt consum de peix, també han assenyalat una associaci6 entre el consum de
dietes riques en acids grassos poliinsaturats (AGPI) ®-3 amb riscs cardiovasculars
reduits (Bang i Dyerberg, 1972). Pero possiblement el factor de risc d’origen alimentari
més estretament associat amb aquestes malalties, a través de la hipertensio, és la ingesta

de sal.

Els estudis d’aquests riscs permeten el disseny d’una prevencié de les malalties
cardiovasculars. D’una banda hi ha la prevencidé primaria, destinada a la poblacié que
no ha patit cap episodi de la malaltia, i de I’altra, la prevencié secundaria que cerca
d’evitar-ne la recurréncia. Aquesta prevencid secundaria és la més efectiva, en
concentrar-se en un nombre més reduit de persones i en uns casos més ben estudiats, en
la reducci6 de la morbilitat-mortalitat cardiovascular.

La prevenci6 sol incloure determinades recomanacions de canvis en 1’estil de vida
(deixar de fumar, canvis alimentaris, activitat fisica), o un tractament farmacologic no
desprovist d’efectes secundaris, destinat a modificar parametres com la colesterolémia,

I’agregacio plaquetaria, etc.
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2. 2. Els acids grassos

2.2.1. Caracteristiques

Els acids grassos son cadenes hidrocarbonades que en un dels extrems presenten un

grup carboxil.

El carboni de I’extrem oposat al grup carboxil rep el nom d’omega (w), 1 a partir
d’aquest carboni poden nombrar-se els acids grassos (o-1, -2, ®-3, etc) segons la
posicio del primer doble enllag. La lletra n també s’empra sovint per comptes de la lletra

o, en la nomenclatura dels dobles enllagos (Taula 1).

Taula 1. Estructura i nomenclatura d’alguns acids grassos

Acid gras Extrem metil Extrem carboxil Saturacio Nomenclatura

Estearic 18:0 \/\/\/\/\/\/\MCOOH saturat 18:0
Oleic 18:1, 9 W/MCOOH monoé 18:149
Linoleic 18:2, ®6 \/V\—J\—J\/WCOOH polie 18:2A9,12

y-Linolénic 18:3, 3 W:\/:\/\/WCOOH polié 18:3A9,12,15

poli¢ 20:5A58,11,14,17

Eicosapentanoic 20:5, ®3

Docosahexanoic 22:6, ®3 o COOH poli¢ 22:6 A 4,7,10,13,16,19

La denominaci6 de “saturats” pels acids grassos sense dobles enllagos, ¢és deguda al
fet que les seves cadenes hidrocarbonades son “saturades” d’atoms d’hidrogen. Aixi
doncs, s’anomena “insaturacio” al doble enllag d’una molecula d’acid gras. La majoria
d’acids grassos saturats (AGS) son cadenes hidrocarbonades simples amb un nombre

parell d’atoms de carboni. Els acids grassos més habituals contenen de 12 a 22 atoms de

23



INTRODUCCIO

carboni. El més comu en les membranes biologiques és ’acid palmitic (16:0). L’acid
estearic (18:0) és important en membranes d’animals i de certs fongs, i menys important
a la majoria de vegetals. L’acid miristic (14:0), ben general, ocasionalment esdevé un
component majoritari. Els AGS de cadena més curta, amb 8-10 atoms de carboni es

troben en els triacilglicerols de la llet.

Els AGMI tenen un unic doble enllag, normalment en configuracié cis. Els més
habituals tenen una cadena de 16 a 22 atoms de carboni. Sovint 1’enllag cis es troba en
el carboni ®-9. Els isomers trans es poden produir durant el procés industrial
d’hidrogenacio dels olis insaturats i en el tracte gastrointestinal dels remugadors. La
preséncia d’un doble enllag provoca la restriccid6 en el moviment de la cadena
hidrocarbonada en aquell punt. La configuracio cis afecta la forma molecular i els acids
grassos cis son menys estables termodinamicament que les formes trans. Els acids
grassos cis tenen una temperatura de fusio inferior que els acids grassos trans o que els
equivalents saturats. L’acid oleic (18:1, ®-9) és 1’acid gras monoenoic més habitual en
les membranes biologiques, i €s especialment abundant en les olives. L’acid palmitoleic

(16:1, »-7) també es ben corrent i n’¢€s el principal en els olis d’algunes llavors.

Els AGPI presenten més d’un doble enllag a la molécula. El primer es pot trobar bé
en el carboni ®-3 (AGPI ®-3), bé en el carboni w-6 (AGPI ®-6) (Taula 1). Després
d’aquest primer doble enllag s’hi succeeixen tota una série d’insaturacions, espaiades
per un grup metilé. En les plantes, un dels principals AGPI és 1’acid linoleic (18:2, »-6)
(p.ex. I’oli de blat de moro). L’acid araquidonic (AA, 20:4, ®-6) és un dels principals
components dels fosfolipids animals i en algues, si bé gairebé no s’incorpora en la dieta.
L’acid a-linolénic (18:3, ®-3) es troba en algues i cormofits. L’acid eicosapentanoic
(EPA; 20:5, »-3) i I’acid docosahexanoic (DHA; 22:6, ®-3) son sintetitzats per diferents
organismes fitoplanctonics i, a través de la xarxa trofica, abunden en el peix i arriben
també als mamifers terrestres, on s’hi acumulen fonamentalment en teixit nervios
(cervell, retina) i reproductiu (testicles) (Taula 2).

Sota el nom d’acids grassos essencials s’hi agrupen els AGPI que no poden

sintetitzar els animals i que per tant els han d’incorporar de la dieta. En el cas huma els
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requeriments d’acids grassos essencials s’evaluen en un 2% del consum energetic en
forma d’acid linoleic 1 d’un 1% del consum energetic en forma d’acid y-linolénic. Pel
que fa als AGPI ®-3 el consum recomanat es troba entre 0,2 i 2% del consum energetic,
mentre que el rang pels AGPI -6 va de 1 a 7,5%. En el cas dels AGPI ®-3, el consum
d’EPA i DHA hauria de superar 500 mg diaris. Certes recomanacions terapeutiques
assenyalen una quantitat de 1250 mg d’EPA i de DHA diaries, que pot cobrir-se amb
suplementacions d’oli de peix de 3000-4000 mg diaris. En la Taula 2 es detalla la
composicio en acids grassos dels fosfolipids del greix corporal de diferents animals
(Brockerhoft et al., 1966). La principal diferéncia que es troba entre I’oli de peix i els
greixos de vertebrats terrestres és 1’abundancia en els primers (al voltant del 16%)

d’AGPI ©-3 (Taula 2).

Taula 2. Composicio en acids grassos de diversos greixos i olis d’origen animal en

% (mol/mol)

Porc Bou Pollastre  Anec Truita  Arengada Barat

14:0 2 5 1 1 3 7 6
16:0 24 27 21 21 11 12 16
16:1 -7 3 6 10 6 10 9 8
18:0 12 17 5 6 5 1 2
18:1 ®-9 40 33 37 49 28 11 18
18:2 -6 14 5 5 16 7 2 2
18:3 »-3 - - 3 2 - - -

20:1 ®-9 - - - - 10 17 9
20:4 ©-6 4 6 9 3 2 1 2
20:5 »-3 - - - - 5 8 8

22:1 - - - - 7 23 15
22:5 -3 - - - - - 2 1

22:6 »-3 - - - - 4 5 7
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Els acids grassos de cadena curta (menys de 9 atoms de carboni) son poc solubles.
Els de cadena més llarga presenten una solubilitat més gran, i en un medi aquos formen
monocapes o micel-les. La formaciéo de micel-les depén de la concentracié molar dels
lipids, 1 s’hi formen a partir de la concentracié micel-lar critica (CMC). La CMC varia
de lipid a lipid, i es veu influida, a més, per la preséncia d’ions, de soluts neutres,

d’agents emulsionants com les sals biliars, etc.

El punt de fusié dels acids grassos depén de [D’estructura de la cadena
hidrocarbonada. Aixi, la preséncia de dobles enllagos en configuracid cis 1 les
ramificacions davalla el punt de fusié dels acids grassos. En el cas d’acids grassos amb
un nombre senar d’atoms de carboni la temperatura de fusio és més elevada. En general,

doncs, els acids grassos insaturats tenen una temperatura de fusid més baixa que els

AGS.

Els AGPI son susceptibles a 1’oxidacio, mentre que els AGS i els AGMI sén molt
més estables. Per aixo ’oli d’oliva es més resistent al refregit que no ’oli de girasol.
Aquesta susceptibilitat a 1’oxidacié depén directament del nombre de dobles enllagos.
També depen, és clar, de la preséncia de factors oxidants 1 de compostos generadors de

radicals lliures, a banda de la preseéncia d’antioxidants.

2.2.2. Funcions

Els acids grassos compleixen un seguit de funcions en els éssers vius:

a) metaboliques. So6n substrats del metabolisme oxidatiu (B-oxidacio,
mitocondrial 1 peroxisomica). Integrats en triacilglicerols constitueixen una de
les principals formes de reserva (teixit adipds) i de transport (lipoproteines
plasmatiques). Per tal d’entrar en reaccions metaboliques (oxidacio,

esterificacio) cal que I’acid gras s’esterifiqui mitjangant un enllag tiol-ester
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amb el nucleotid-coenzim A (CoA), que permet la solubilitat de 1’acid gras, i
el reconeixement per part d’enzims.

b) estructurals. Integrats en fosfolipids (components de la bicapa lipidica de les
membranes biologiques).

c) reguladores (senyalitzacid cel-lular, control de I’expressio geénica). Els AGPI
son els precursors dels eicosanoids, un dels principals autacoids de
I’organisme. Els eicosanoids son produits, entre d’altres tipus cel-lulars, per
les plaquetes i1 els leucocits. L’acil-lacié de proteines amb acid estearic,
palmitic (palmitilacid) o miristic (miristilacié) esta implicada en I’anclatge
d’aquestes en les membranes. Hi ha receptors nuclears que s’activen
mitjangant acids grassos o derivats, com ¢€s el cas de la familia de receptors
PPAR. Es el cas del receptor PPARy, que té com a lligam la prostaciclina
(PGI,), 1 que media bona part de les accions d’aquest eicosanoid en el teixit
adipos. Aquesta i altres accions sobre 1’expressid genica, explica I’efecte dels
AGPI en la proliferacio 1 1’apoptosi de leucocits. També hi ha d’altres
derivats, com el factor hiperpolaritzant derivat d’endoteli (EDHF), que és un

metabolit de la monoxigenasa P4so de I’AA, amb funcions vasoconstrictores.

La posicié 2 dels fosfolipids de membrana és ocupada per una molécula d’AGPI.
Aquesta molécula és la precursora dels eicosanoids (Figura 1), en ser alliberada per la
fosfolipasa A, (PLA;). Entre els eicosanoids hi trobem leucotriens (LT), prostaglandines

(PG), tromboxans (TX), PGI, lipoxines (LO) i hidroxiacids grassos.
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Fosfolipid

Fosfolipasa A,

Diacilglicerol

AA (EPA)

S-lipoxigenasa

12-lipoxigenasa

Ciclooxigenasa

Leucotri¢ LTA,(LTA,) Acids 12-OH
Endoperoxids ciclics
PGE,(PGEj;)
LTC4(LTGCs) LTB4(LTB:s) PGIL(PGI;)

LTD,(LTD)

LTE,(LTEs)

Figura 1. Esquema de [l'origen dels principals eicosanoids (leucotriens, LT;
prostaglandines, PG), derivats de 1’acid araquidonic (AA). Entre paréntesi hi figura la
forma derivada d’AGPI -3 (per exemple, acid eicosapentanoic (EPA), en general

biologicament menys activa).

Els eicosanoids son autacoids que participen en la regulacid de fenomens plaquetaris
(agregaci?), leucocitaris (quimiotaxi, creixement cel-lular) i vascular (tonus vascular). En el
sistema vascular, els TX i la PGI son produits fonamentalment per les plaquetes i per

I’endoteli (Taula 3).
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Taula 3. Sintesi i efectes d’alguns eicosanoids

Acid gras AA EPA AA EPA AA EPA
Enzim ——  Ciclooxigenasa——————— Lipoxigenasa
I I
Tipus cel- lular | Plaquetes | | C¢l-lules endotelials | | Leucocits |
Eicosanoids TXA, TXA, PGI, PGI, LTB, LTB;

Efecte biologic

Agregacio +H+ +

Antiagregacio ++ T+

Vasoconstriccid HH

Vasodilatacio H +H

Quimiotaxi =+ +

2.2.3. Els acids grassos poliinsaturats ®-3 i els olis de peix

Els AGPI no els sintetizen els animals, i per aixo aquests els han d’incorporar mitjangant la
dieta a partir dels organismes que els sintetitzen (vegetals, tant plantes terrestres com

fitoplancton). Aix0 els converteix en nutrients essencials.

Els AGPI ®-3 1 ®-6 no son muatuament interconvertibles, perdo poden patir altres
transformacions metaboliques en I’organisme animal. Aquestes transformacions poden
consistir en 1’addicié d’atoms de carboni (allargament) o en 1’extraccié d’atoms d’hidrogen
(desaturacio). Aquesta darrera modificacio €s catalitzada per diferents desaturases, que

actuen entre el darrer doble enllag i el grup carboxil (Figura 2).

29



INTRODUCCIO

acids grassos ®-6 enzims acids grassos ®-3

Linoleic 18:2 a-linolénic 18:3

v,
r

A 6-desaturasa

v-linolénic 18:3 Octadecatetranoic 18:4

elongasa

vy
3

Dihomo-y-linolénic 20:3 Eicosatetranoic 20:4

A 5-desaturasa

v,
a

Araquidonic 20:4 Eicosapentanoic 20:5

elongasa
Adreénic 22:4 Docosapentanoic 22:5

elongasa

WA
'y

Tetracosatetranoic 24:4 Tetracosapentanoic 24:5

A 6-desaturasa

W,
v

Tetracosapentanoic 24:5 Tetracosapentanoic 24:6

B-oxidacio

y
'

Docosapentanoic 22:5 Docosahexanoic 22:6

Figura 2. Transformacions metaboliques dels AGPI -6 1 ®-3.

Val a dir, que els diferents acids grassos tenen afinitats diferents pels enzims que
participen en el metabolisme lipidic. Aquestes afinitats diferencials suposen canvis en la
incorporacio dels diferents acids grassos als lipids de 1’organisme.

Els AGPI -6 1 ®-3 donen lloc a dues scries diferents d’eicosanoids. La diferent
distribuci6 dels dobles enllagos a totes dues series afecta I’afinitat de cada eicosanoid pels
respectius receptors. En linies generals, els eicosanoids de la serie 3 (derivats dels AGPI o-
3) sén menys potents des del punt de vista de 1’acci6 biologica que els de la serie 2
(derivats dels AGPI w-6) i, en certs casos, no presenten les activitats biologiques dels seus
homolegs (Taula 3). Per exemple, el TXAj3 no té ’activitat vasoconstrictora que presenta el

TXA; (Grimminger et al., 1993).

El peix, i concretament el seu oli, és la principal font d’AGPI ®-3 de cadena llarga a la
dieta humana. Una dieta rica en OP t¢ tota una serie d’efectes (Connor i Connor, 1997), ja
que substitueix I’AA per EPA 1 DHA en els fosfolipids de les membranes cel-lulars
(Rodriguez et al., 1996; Sanigorski et al., 1996), altera 1’alliberament de radicals Iliures per
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diferents tipus de cél-lules i provoca canvis en els metabolits dels eicosanoids (Carbonell et
al., 1997; Nardini et al., 1995; Scaccini et al., 1992; Boutard et al., 1994; Yaqoob i Calder,
1995; Moreno et al., 2001).

La introduccié d’ AGPI en les membranes biologiques augmenta la fluidesa i disminueix
el punt de fusio. Per exemple, hi ha un augment de la flexibilitat dels eritrocits en el cas
d’animals sotmesos a una suplementaci6 d’oli de peix. A més de 1’efecte no tan sols en la
bicapa lipidica sin6 també en la funcionalitat de les proteines de membrana. Aixi, per
exemple, el DHA ha de trobar-se en unes concentracions suficients en la
fosfatidiletanolamina i en la fosfatidilserina de les membranes dels fotorreceptors de la

retina, per tal de garantir la funcionalitat de la rodopsina (Jeffrey et al., 2001).

2.3. Les lipoproteines

2.3.1. Caracteristiques generals

Les lipoproteines son complexos organitzats de lipids i de proteines que constitueixen la
gairebé totalitat de la fraccid lipidica de la sang. Son responsables del transport dels
lipids 1 de les substancies lipofiles en el sistema circulatori. Tan sols una petita fraccio
d’acids grassos sense esterificar es troba fora de les lipoproteines, fonamentalment
associada a albumina.

El nucli de les lipoproteines és la regié més hidrofoba, amb presencia de lipids
apolars (triglicérids, esters de colesterol). La zona periférica de la lipoproteines és
formada pels fosfolipids que li donen I’estructura. També hi ha present colesterol no
esterificat. Les proteines de les lipoproteines, dites apolipoproteines s’hi troben en
aquesta zona.

Les caracteristiques dels quilomicrons (QM) i dels diferents tipus de lipoproteines
s’indiquen en la Taula 4.

Cal tenir present que dins de cada grup hi ha diferents subgrups, i que, entre les
lipoproteines de molt baixa densitat (VLDL) i les lipoproteines de baixa densitat (LDL)

hi ha una fase intermedia, que rep el nom de lipoproteines de densitat intermédia (IDL).
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Els enterocits sintetitzen QM a partir dels lipids que han captat de la llum intestinal, 1
arriben al corrent sanguini després de passar pel sistema limfatic. Una vegada arriben
als capilars, I’endoteli vascular en capta lipids (mitjangant la lipoprotein-lipasa), i els
QM perden progressivament contingut, es redueixen de tamany. Els QM romanents, son
captats finalment pel fetge.

El fetge i, en menor grau, I’intesti sintetitzen les VLDL. Aquestes son secretades
directament al sistema sanguini. Les VLDL s6n metabolitzades pels teixits periférics de
forma similar als QM. Progressivament les VLDL disminueixen de tamany i es fan més
denses (IDL) i riques en colesterol. Les LDL que en resulten son finalment captades pel
fetge o per altres teixits. Per tant, tenen gran importancia en el transport de colesterol als
teixits periferics.

El fetge també sintetitza les lipoproteines d’alta densitat (HDL). Aquestes
lipoproteines tenen la capacitat de captar colesterol de teixits. El colesterol captat és
finalment transportat al fetge o traspassat a les VLDL i LDL. Aixi les HDL tenen un
important paper regulador dels nivells tissulars de colesterol i, en cas d’exces, permeten

un transport retrograd cap al fetge que en permeti I’excrecio.

Taula 4. Caracteristiques dels grups principals de lipoproteines

QM VLDL LDL HDL
Diametre (nm) 80-500 30-70 21-22 7,5-10
Densitat (g/mL) 0,93 0,94-1,006 1,006-1,063 1,063-1,21
Coeficient de sedimentacio >400 20-400 0-20 <0
Lloc de sintesi Intesti Fetge (intesti)  Sang (a partir Fetge

de VLDL) (intesti)

Vida mitjana (hores) 1 1-3 70 140
% Proteines 2 5-12 22 50
% Fosfolipids 2-10 13-20 20 24
% Triglicerids 85-95 50-60 12 4
% Colesterol 1-5 13-18 46 22
Apolipoproteines Al, A2, B100, C, E B26, B74, Al, A2, C,
principals B48,C, E B100, C D, E
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2.3.2. Les lipoproteines en el procés aterogénic

La teoria oxidativa de I’aterogenesi (Ross, 1993; Witzum i Steinberg, 1991; Esterbauer
et al., 1992) postula que la lesié de I’endoteli €s el primer pas d’aquest procés. Aquesta
lesié provoca un augment de la permeabilitat, i de la interaccid entre els leucocits
circulants i I’endoteli vascular. Hi ha una entrada de lipoproteines circulants a 1’espai
subendotelial, i els monocits que s’hi desplacen es diferencien en macrofags. Aquests

leucocits, activats, alliberen al medi radicals lliures i espécies reactives.

Els AGPI de les lipoproteines, que es troben en forma de fosfolipids i d’esters de
colesterol, son la diana de 1’atac oxidatiu. Aquest s’iniciaria en els fosfolipids de la
superficie 1 avangaria fins als esters de colesterol i triglicerids del nucli lipofilic,
exhaurint alhora els antioxidants de la lipoproteina. Les apolipoproteines resultarien
modificades en reaccionar amb els aldehids formats en el procés de lipoperoxidacio.

L’acumulacié de lipids oxidats en la paret vascular suggereix que el dany tissular
mediat per radicals lliures pot ésser un punt focal en la formaci6o de lesions
aterosclerotiques (Haberland et al., 1988; Mowri et al., 1986). Aquesta oxidacio s’estén,
a més, a les proteines. Les LDL modificades per aquesta oxidacié ja no poden ser
metabolitzades normalment, i tan sols soén eliminades pels macrofags de 1’espai
subendotelial. Els macrofags, plens de LDL oxidades, esdevenen cel-lules escumoses, i
aixo assenyala el punt de partida del procés aterogeénic. Aquest mecanisme es reforga
pel fet que la fagocitosi de LDL oxidades estimula al seu torn I’explosio oxidativa de les
cel-lules. Alhora, la preséncia de productes d’oxidacié també estimula la migracid
cel-lular a I’espai subendotelial, i I’apoptosi i la necrosi d’aquestes cél-lules escumoses
constitueix una font d’alliberament d’enzims proteolitics i de metalls de transicid6 com
ferro (Wang et al., 1998) o coure (Volker et al., 1997; Evans et al., 1995). Aquesta
primera fase d’iniciacid es correspon a estries grasses 1 a taps fibrosos en la paret

vascular.

33



INTRODUCCIO

La formaciéo de la placa d’ateroma requereix la migracié de nous leucocits i,
particularment, de cél-lules musculars llises. A més, s’hi produeix una sintesi de
col-lagena. Aquesta placa d’ateroma ofereix una superficie estimuladora de la
coagulacio i, en creixer, també pot ocasionar problemes obstructius a la circulacié del

vas afectat.

S’accepta ampliament que els olis de peix prevenen 1’aterosclerosi (Goodnight, 1993;
Israel i Gorlin, 1992) i milloren significativament la funcié endotelial en subjectes

hipercolesterolémics (Zhu i Parmley, 1990).

L’a-tocoferol és el principal protector antioxidant de les lipoproteines plasmatiques.
Ja en el moment de la captacio6 intestinal, I’a-tocoferol passa als QM. A banda de la
fraccid que circula associada a una proteina transportadora especifica d’origen hepatic,
la resta forma part de VLDL i LDL. Les HDL contribueixen a la captacié d’a-tocoferol
ialacessio cap ales VLDL i LDL.

2.3.3. L’oxidacié lipidica

Diverses espécies radicalaries, com ara ‘-OH poden atacar els lipids, i generar radicals
lipidics centrats en carboni (L-), després d’abstreure’n un electro. Aquest atac es
produeix basicament en els dobles enllagos de les cadenes hidrocarbonades.

Els L-, quan reaccionen amb O,, donen lloc a un radical lipoperoxil (LOO-). Aquests
LOO: poden continuar la reacci6 de lipoperoxidacio, en generar nous L- 1 hidroperoxids
lipidics (LOOH) (Figura 3). Entre els productes finals caracteristics de la
lipoperoxidacio hi apareix el malondialdehid (MDA).
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Figura 3. Reaccions de la lipoperoxidacio lipidica.

A més de la concentracio de les LDL, que és un factor que contribueix al risc
aterogénic, les HDL també tenen un paper en el control de 1’oxidacié de les LDL. Les
HDL s6n responsables del transport retrograd de colesterol (Eisenberg, 1984) i de la
captaci6 i I’eliminacié de peroxids lipidics de les LDL (Mackness i Durrington, 1995).

Els factors extrinsecs a les LDL que influeixen la susceptibilitat a 1’oxidacié son els
antioxidants que hi ha en el medi circundant, i els radicals lliures que s’hi generen.

Aixi els AGPI »-3 afecten els sistemes endogens antioxidants. Es per aixo que els
requeriments d’a-tocoferol augmenten (Cho i Choi, 1994). Contrariament, 1’oli de peix

augmenta els nivells de B-carote a les plaquetes 1 al plasma (Nair et al., 1993).
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Un altre factor extrinsec és 1’estreés oxidatiu, especialment degut a la generaci6 de

radicals lliures per part de leucocits i de cél-lules endotelials de la paret vascular.

3. La regulacio del to vascular

La modulacié del to de la musculatura llisa vascular implica ’alliberament de potents
vasorelaxants com ‘NO (Palmer et al., 1998) i la PGI, (Pearson et al., 1983), que
contraresten les propietats vasoconstrictores del TXA, (Vane et al., 1990) i de O,

(Katusic 1 Vanhoutte, 1989) entre altres agents.

3. 1. E1 -NO en el sistema vascular

El -NO (monoxid de nitrogen) €s un autacoid que té importancia en la regulacio de tota
una serie de funcions biologiques. En el sistema circulatori té un paper vasorelaxant i

participa en la regulaci6 del tonus vascular.

El -NO ¢és sintetitzat per la familia d’enzims de les oxid nitric sintases (NOS), que
catalitzen una reaccid de conversacié de L-arginina en L-citrul-lina. Hi ha tres isoformes
basiques de la NOS (Alderton et al., 2001):

e nNOS o NOS-1. Aquesta isoforma es localitza en un principi en neurones,
perd més tard s’ha trobat en molts altres tipus cellulars. Es una isoforma
constitutiva i és dependent de Ca®".

e iNOS o0 NOS-2. Aquesta isoforma es localitza en cél-lules inflamatories. Es un
enzim induible (és a dir, que se sintetitza davant estimuls determinats) i
independent de Ca*".

e ¢eNOS o NOS-3. Aquesta isoforma es localitza originalment en 1’endoteli

, . . . .y 2+
vascular. Es una isoforma constitutiva i és dependent de Ca”™".
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Aquestes tres isoformes mostren una gran homologia estructural, la qual cosa
dificulta I’aparicié d’inhibidors especifics. Son proteines homodimeériques. Cada cadena
esta constituida per dos dominis:

e un domini oxigenasa, en I’extrem N-terminal. Presenta llocs d’unié a grups
hem (Cys184, en el cas de la eNOS), a tetrahidrobiopterina (BH4) i a L-
arginina. La BHy4 és important per la dimeritzacio de I’enzim i per la catalisi.

e un domini reductasa, en I’extrem C-terminal. Presenta llocs d’uni6 als
nucleotids NAPDH, FNM i FAD.

En el domini reductasa hi ha un lloc d’uni6 a la Ca**-calmodulina (CaM), on també
s’hi poden unir altres proteines, com la caveolina-1 o I’Hsp90. En I’homodimer de
NOS, el centre actiu es disposa com un canal allargat entre les dues cadenes. En el cas
de la eNOS, la L-arginina interacciona amb el residu Glu361.

Com es pot veure en la Figura 4 totes tres presenten els dos dominis reductasa i
oxigenasa, i els mateixos llocs d’unié a cofactors i a substrats. La nNOS presenta un
fragment addicional en I’extrem N-terminal. La iNOS manca d’una seqiiéncia
reguladora del domini reductasa, la qual cosa el converteix en un enzim independent de

2+
Ca™.

oxigenasa reductasa
[ I I
1 E;H4 Helm L-IArg CaM FI\I/IN FAID NA]I)PH 1295
I I I I I I
N B ] | ¢ eNOs
1 E;H4 Helm L-IArg CaM FI\I/IN FAID NA]I)PH 1429
I I I I I I
N | B ] | c nNoS
1 BIH4 Helm L—IArg CaM FI\:IN FA|D NA]IDPH 1144
N| T T T - T T T | C iNOS

Figura 4. Estructura de les isoformes de NOS.
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El domini reductasa realiza una transferéncia de ferro a través dels cofactors NADPH
(donador inicial d’electrons), FAD i FMN. Els electrons del FMN s6n donats al grup
hem, del domini oxigenasa. El grup hem amb el ferro reduit, és capa¢ d’unir-se a
I’oxigen i d’activar-lo. L’oxigen actiu s’uneix a la L-arginina per formar N“-hidroxi-L-

arginina, que donara lloc a L-citrul-lina i a -NO (Figura 5).

" NOS . . Q}OS }/4 . .
L-arginina Ne-hidroxi-L-arg / p L-citrul-lina
NADPH NADPH w

NADP NADP

Figura 5. Reaccio catalitzada per la NOS, de conversio de la L-arginina en L-citrul-lina,

amb alliberament de -NO.

Per 1’acoblament dels dominis reductasa i oxigenasa, €¢s a dir per la transferéncia
d’electrons entre el FMN 1 el grup hem, és essencial el lloc d’uni6 a la Ca-CaM. Aixi la
Ca-CaM facilita aquest transport i permet I’activitat NOS. Tot i que totes les isoformes
de la NOS necessiten de Ca-CaM per dur a terme la seva activitat hi ha diferéncies
d’afinitat. En el cas de la iNOS, degut a 1’abséncia d’una seqii¢ncia reguladora, aquesta
afinitat és molt alta i, a la practica, 1’enzim esdevé independent de Ca*". En canvi la
dependéncia dels nivells de Ca®" és clara per les isoformes constitutives, nNOS i eNOS.

L’activitat catalitica de la NOS té un efecte autoinhibitori, de forma que cal un
recanvi proteic prou accelerat per mantindre la produccié de-NO. En el promotor de la
eNOS trobem una serie de llocs d’unié a factors de transcripcid, com ara la regio de la
posicio -100, on s’hi uneix el Sp-1. El Sp-1, que es veu activat, entre d’altres, per la
lisofosfatidilcolina seria important en 1’estimulaci6 de I’expressid6 d’eNOS en
determinades circumstancies (exercici cronic, alts nivells d’estrogens). En abséncia

relativa de L-arginina, I’enzim actiu pot transferir els electrons per la generaci6 de O,
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La eNOS té com a caracteristica diferencial el fet que pot unir-se a la membrana
plasmatica i, concretament, acumular-se a les caveoles (Garcia-Cadena et al., 1996). Les
caveoles son unes invaginacions de la membrana amb recoberta proteica a la cara
intracel-lular. La eNOS s’hi uneix a través de les caveolines 1 i 3 pel lloc d’unié a CaM
(Michel et al., 1997). Aixo suposa que la fraccid enzimatica unida a la caveolina és
inactiva. S’activa normalment en preséncia de Ca’’, el qual provoca que la CaM

desplaci la caveolina del lloc d’unio.

La principal diana del -NO ¢s la guanilat ciclasa soluble (GCs). La GCs catalitza la
conversi6 de GTP en GMPc. Es una hemoproteina heterodimérica, i quan s’uneix el
‘NO al grup hem, es forma un complex ferro-nitros, i I’enzim s’activa. El GMPc actua
fonamentalment mitjangant 1’activacié de la proteina-cinasa G (PKG).

Aixi doncs, el GMPc ¢és el segon missatger responsable de la major part de les
accions biologiques del -NO. Ara bé, si el ‘NO assoleix concentracions més altes, pot
interaccionar amb altres hemoproteines. També pot actuar a través d’altres reaccions de
nitrosilacio, damunt proteines i acids nucleics. A més, el -NO, en reaccionar amb el O,
forma ONOQO’, una espécie altament reactiva i de forta toxicitat, que és responsable de
gran part dels efectes toxics del -NO, i que redueix el seu efecte relaxant (Wambi-Kiésse
1 Katusic, 1999). Altres especies reactives de nitrogen son el radical NO,-, el NO,Cl i el
N,O,. La toxicitat d’aquestes especies es deguda a les reaccions d’oxidacio i1 de nitracid

que produeixen en les molecules biologiques.

La biodisponibilitat del -NO no sols depén de la sintesi, sin6 també de les reaccions
que D’eliminen. El -NO pot reaccionar amb el glutatié i 1’hemoglobina (Schechter 1
Gladwin, 2003) i el nitrosoglutatio i la nitrosohemoglobina resultant poden actuar com a
reservoris de ‘NO. En el cas de I’hemoglobina, el -NO pot interaccionar amb el grup
hem (amb formacio de nitrosomethemoglobina) o amb residus com ara la Cys93 (amb
formacié de nitrosohemoglobina que conserva el grup hem en estat reduit. Aquesta
nitrosohemoglobina pot actuar com a reservori de ‘NO 1 participar en [’homeostasi

vascular (Crawford et al., 2003).
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S’ha mostrat que el -NO té propietats antiaterogéniques tan in vitro com in vivo

(Matthys 1 Bult, 1997).

Amb tot, el -NO ha sigut descrit com a factor essencial en la regulacid del to vascular
1 de I’hemodinamica, (Ignarro et al., 1999) i també mostra propietats antiaterogéniques

tan in vivo (Patel et al., 2000) com in vitro (Matthys i Bult, 1997).

4. Efectes beneficiosos de 1’oli de peix a nivell cardiovascular

Els olis de peix son la principal font d’acids grassos -3 de cadena llarga a la dieta
humana. Una dieta rica en oli de peix substitueix I’AA per 'EPA i el DHA en
lipoproteines plasmatiques i en membranes fosfolipidiques i afecta I’alliberament dels
radicals lliures en diferents tipus de cel-lules (Boulanger et al., 1990; Fischer et al.,
1990; Sirtori et al., 1992; Boutard et al., 1994; Chaet et al., 1994; Yaqoob i Calder,
1995; Moreno et al, 2001), directament o mitjangant canvis en metabolits dels
eicosanoids.

Hi ha una relacio entre la composicio en acids grassos de les lipoproteines i el risc
aterogenic. La composicio en acids grassos de les lipoproteines reflecteix la dieta. Aixi
els AGS augmenten el risc aterogenic i de malalties coronaries. Aquest també és el cas
dels acids grassos amb insaturacions en trans. Pel que fa als AGPI, aquests se suposa
que haurien d’augmentar la susceptibilitat a I’oxidacio de les lipoproteines (Suzukawa
et al., 1995; Turini et al., 2001), pero hi ha estudis que demostren que no hi ha un
increment d’aquesta (Brude et al., 1997; Higdon et al., 2001; Higgins et al., 2001). De

totes maneres els AGPI ®-3 no tenen efecte pro-aterogenic.

Una disminucié d’AGS en la dieta en favor d’acids grassos insaturats provoca uns
canvis en la colesterolémia: disminueix el colesterol total i el colesterol associat a les
LDL (Grundy, 1986; Grundy i Denke, 1990; George et al., 2000). La base d’aixo es

troba en I’estimulacié de la captacio hepatica de les LDL. Els AGPI tenen una acci6
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protectora en tota una série de trastorns: malaltia coronaria, hipertensio, insulino-
resisténcia. En general, els AGS afavoreixen un seguit de trastorns: malalties coronaries,
cerebro-vasculars, hipertensio, resisténcia a la insulina i la hiperlipidémia. Els AGMI

exerceixen una proteccid coronaria i front la hiperlipidémia.

Els AGPI ®-3 s’utilitzen en la prevenci6 de malalties cardiovasculars com
’aterosclerosi (Goodnight, 1993). S’han realitzat diversos estudis sobre I’efecte dels
AGPI ®-3 en I’alliberament de factors de relaxacio (Boulanger et al., 1990; Chin et al.,
1993; Schini et al., 1993; Shimokawa i Vanhoutte, 1989) i en la reduccio de la pressio
sanguinia en voluntaris sans (Singer, 1990) i en pacients amb hipertensio feble (Toft et
al., 1995). A més, la seva suplementaci6é augmenta la vasodilataci6 d’arteries coronaries

en resposta a la infusié d’acetilcolina en pacients amb cor transplantat (Fleischauer et

al., 1993).

Quan son absorbits, els AGPI w-3 davallen els nivells de QM, i redueixen 1’efecte de
la lipémia postprandial (Harris et al., 1988; Bergeron i Havel, 1997). Els olis de peix
redueixen els nivells de triglicerids, en davallar els nivells de VLDL. L’efecte en les
LDL no és tan pronunciat, ja que afavoreix la conversié6 de VLDL en LDL (Huff i
Telford, 1989).

En el cas de la hiperlipidémia de tipus V, les dietes basades en AGPI ®-3 son gairebé

imperatives (Phillipson et al., 1993; Schmidt et al., 1993).

5. Objectius del present estudi

No se sap gaire de la produccié de O, i de ‘NO, i de la seva interaccio, o de la
disminuci6 de I’activitat ciclooxigenasa en vasos degut a una dieta rica en oli de peix.
L’objectiu d’aquest estudi era comprovar 1’efecte d’una dieta rica en oli de peix en la

reactivitat de la musculatura llisa vascular, especialment a través de la produccié de Oy
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1 -NO 1 a través de I’estimulacid de la ciclooxigenasa mitjangant acetilcolina en anells

aortics de rata, i el possible efecte potenciador de la L-arginina.

Els olis s’empren en la prevencié de malalties cardiovascular com I’aterosclerosi.
Un altre objectiu d’aquest estudi era comprovar si la suplementacié amb oli de peix
afecta la susceptibilitat a la oxidaci6 de VLDL+LDL a través de canvis en la

composicid en acids grassos.
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MATERIALS I METODES

1. Animals i dietes

1.1. Procediment experimental

Després del deslletament, s’alimentaren dos grups de rates mascles de la soca Sprague-
Dawley (Harlan Interfauna Ibérica, Barcelona, Espanya) durant 8 setmanes amb dietes
semipurificades preparades en el nostre laboratori (Taula 5), que contenien un 5% de
lipids. Aquests lipids eren o bé oli de blat de moro (OB, corn oil, Sigma), ric en 18:2w-6
(acid linolenic), o oli de peix (OP, menhaden oil, Sigma), ric en 20:5w-3 (EPA) i 22:60-
3 (DHA) (Taula 6). Els olis aportaven uns 2 mg d’a-tocoferol per quilogram de dieta,
per la qual cosa els pinsos se suplementaren amb 100 mg/kg d’acetat d’a-tocoferol
racémic (60 Ul de vitamina E per quilogram de dieta). Les dietes es preparaven
setmanalment i es guardaven a -20°C per prevenir 1’oxidacid. El contingut de peroxids
dels pinsos era inferior a 10 meq/kg en el moment del consum. D’altra banda el
contingut d’acids grassos dels olis dels pinsos (Taula 6) fou analitzat d’acord amb la
técnica exposada en 1’apartat 3.5 de Materials 1 metodes.

A més d’aquests dos grups alimentaris, n’hi hagué dos d’addicionals que reberen una
suplementaci6 de L-arginina lliure: els grups OB-A (dieta amb un 5% d’oli de blat de
moro i suplementada amb L-arginina 0,66%) i OP-A (dieta amb un 5% d’oli de peix i
suplementada amb L-arginina 0,66%).

El pinso s’administrava diariament, i se’n retiraven les restes no menjades també

cada dia. El pes corporal es registrava setmanalment.

En finalitzar el periode d’alimentacid, les rates foren anestesiades amb ureta sodic
(1,5 g/kg i.p.), exsanguinades per puncid cardiaca 1 s’extragueren els organs d’interes.
Per a la sang (uns 6-10 mL per rata) s’emprava heparina com a anticoagulant en el

moment de I’extraccio. Els protocols i el manteniment de les rates seguiren la normativa
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europea, aplicada d’acord amb el Comité Etic d’Experimentaci6 Animal de la

Universitat de Barcelona.

Taula 5. Composicio dels pinsos (g/kg de pinso)

Component OB 0] OB-A OP-A
Caseina 225 224 225 224
Mido de patata 446 443 446 443
Sacarosa 223 222 223 222
a-Cel-lulosa 31 31 31 31
DL-Metionina 1 1 1 1
Barreja mineral* 14 14 14 14
Barreja de vitaminesT 10 10 10 10
Oli de blat de moro 50 - 50 -
Oli de peix - 50 - 50
FeSO,4 0,24

Acetat d’a-tocoferol 0,09 0,09 0,09 0,09
L-argininaj - 6,6 - 6,6

Els pinsos eren compactats amb uns 300 mL/kg d’aigua, i es deixaven assecar, abans de
la congelacio.

Els olis, la caseina, la sacarosa, la a-cel-lulosa, la DL-metionina, 1’acetat de tocoferol
racémic, I’hidroclorur de fenilefrina, el clorur d’acetilcolina i la L-arginina s’adquiriren
de Sigma (St. Louis, MO, Estats Units). El mid6 i el FeSOs - 2H,O, de Panreac
(Barcelona, Espanya). La barreja mineral (sense ferro) i la barreja vitaminica (sense
vitamina E) s’obtingueren d’ICN Biomedicals (Aurora, OH, Estats Units).

*La barreja mineral aportava a la dieta (en g/kg): 12,5 de carbonat calcic, 8,75 de fosfat
monopotassic, 2,59 de clorur sodic, 1,63 de sulfat potassic, 0,98 citrat potassic
monohidratat, 0,84 d’oxid de magnesi, 0,058 de carbonat de cinc, 0,022 de carbonat de
manganes, 0,011 de carbonat de coure, 0,0035 de iodur potassic, 0,00036 de selenat
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sodic anhidric, 0,00028 de molibdat amonic-4H,0, 0,051 de metasilicat sodic-9H,0,
0,000097 de sulfat potassic cromic-12H,0, 0,0029 d’acid boric, 0,0022 de fluorur sodic,
0,0011 de carbonat de niquel, 0,00061 de clorur de liti, i 0,00023 de vanadat amonic.
tLa barreja de vitamines aportava a la dieta (en g/kg): 0,03 de niacina, 0,016 de D-
pantotenat de calci, 0,007 de piridoxina-HCI, 0,006 de tiamina-HCI, 0,002 d’acid folic,
0,0002 de biotina, 0,025 de vitamina B-12, 0,016 de palmitat de vitamina A (250.000
U/g), 0,0025 de vitamina D3 (400.000 U/g), 1 0,00075 de menadiona.

1El contingut de L-arginina de la caseina era de d’un 1,33% (pes/pes), de forma que les
dietes no suplementades (OB, OP) tenien un contingut de L-arginina del 0,3%. Amb
I’addicié de L-arginina, les dietes suplementades (OB-A, OP-A) arribaven a un 0,96%

de L-arginina.

Taula 6. Composicié en acids grassos dels olis OB i OP en % (mol/mol)

OB 0]
C12:0 0,02 0,20
C14:0 0,19 11,89
Cl4:1o5 0,00 0,23
C15:0 0,01 0,73
Cl16:0 11,76 18,06
Cl6:1w7 10,62 14,78
C17:0 4,54 0,49
C18:0 2,18 3,01
Cl8:1w7 0,64 3,77
C18:1w9 trans 0,16 0,16
C18:109 cis 27,38 9,44
C18:2m6 55,10 1,27
C18:3w6 0,00 0,38
C18:3m-3 0,95 1,40
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C20:0 0,43 0,17
C20:1m-9 0,23 1,34
C20:20-6 0,08 0,20
C20:3w-6 0,03 0,26
C20:3m-9 0,00 0,09
C20:40-6 0,00 0,96
C20:5w-3 0,00 13,98
C22:0 0,30 0,14
C22:10-9 0,00 0,19
C22:4m»-6 0,00 0,83
C22:5w-6 0,00 0,39
C22:5w-3 0,00 2,80
C22:60-3 0,00 9,16
C23:0 0,00 0,20
C24:0 0,17 0,10
C24:10-9 0,00 0,24
Total 100,00 100,00
AGS 15,17 34,99
AGMI 28,69 32,95
AGPI 56,15 31,72
AGPI-0-6 55,13 4,29
AGPI-0-3 0,95 27,34
1P 57,14 125,58
IDE 152,33 187,45
IDE:AGS 10,04 5,36
AGS:AGPI 0,27 1,10

Els indexs de peroxidabilitat (IP), de dobles enllacos (IDE), d’insaturacio
(IDE:AGS) i de saturacio (AGS:AGPI) es calcularen d’acord amb 1’apartat

3.5 de Materials 1 métodes.
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1.2. Valoracio de I’index de peroxids en I’oli

La valoracié de I’index de peroxids dels olis amb els que es confeccionaven els pinsos
ens servia per evitar ’administracié als animals de dietes oxidades. Es controla
especialment 1’OP, que té¢ un index de peroxidabilitat més gran que I’OB.

En un matrau de 250 mL s’hi col-locaren successivament uns 0,3 g d’oli, 10 mL de
cloroform, 15 mL d’acid acétic glacial i I mL d’una solucid saturada de iodur potassic.
Es va agitar la barreja durant 1 minut i s’incuba a temperatura ambient, protegida de la
llum, durant 5 minuts. Després d’aixo s’hi afegiren 75 mL d’aigua i 2 mL d’una soluci6
de mido al 10%. La barreja adopta un color fosc, i es valora fins a perdre aquesta
coloracié amb una solucié 50 mmol/L de tiosulfat sodic, que es correspon a 0,1 eq/L.

L’index de peroxids se’n deriva de la quantitat de tiosulfat emprada en la valoracio:

Volum tiosulfat gastat - 0,1 eq /L

fndex de peroxids =
Pes de la mostra

2. Estudis en aorta

2.1. Preparacio de ’aorta

Després de D’extraccio, les aortes toracica i abdominal proximal de cada rata es
col-locaven en una solucié Krebs-Ringer bicarbonat a pH 7,4 1 a 37°C, que contenia (en
mmol/L) NaCl 118,07; KCl 4,70; CaCl,-2 H,O 1,77; KH,PO4 1,17; MgSO47 H,O 1,17;
NaHCOs3 24,04 1 glucosa 12,2. Les aortes es netejaven delicadament de teixit connectiu i

de sang, amb cura de no tocar la superficie luminal, i després se segmentaven en anells
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de diferent tamany, d’acord amb les proves. En uns quants anells s’elimina 1’endoteli
mecanicament rascant la superficie intima amb una pinsa d’acer inoxidable.
Les proves de vasoreactivitat en bany d’organs es realitzaren en fresc. Per la resta,

els anells eren congelats a -80°C 1 destinats a diferents assaigs.

2.2. Produccio de O, i de ONOO"

La produccio de O, es mesura en segments d’aorta per quimioluminisceéncia d’acord
amb el meétode de Pagano et al. (Pagano et al., 1995) amb modificacions (Lopez et al.,
2001). Aixi, en la valoraci6 de O,, la concentracié de la lucigenina és un parametre
critic que afecta la validesa de la mesura, ja que la lucigenina genera O, a 250 umol/L
pero no a 5 umol/L (Skatchkov et al., 1999).

Els anells amb endoteli intacte es col-locaren dins de tubs d’assaig amb tamp6 Krebs-
Ringer bicarbonat en un bany a 37°C durant 30 minuts (la solucio es gasifica amb una
barreja de 95% 0,-5% CO,). Després d’aquesta incubaci6 els anells es posaren en tubs
de propilée d’1,6 mL que contenien 1 mL de la solucié tampd amb 5 pumol/L de
lucigenina i s’introduiren en un luminometre (Bio Orbit; Turku, Finlandia) amb la
temperatura de cambra fixada a 37°C. El luminometre reportava les unitats arbitraries de
llum emesa. La quimioluminiscéncia de la lucigenina fou registrada en la condici6 basal
i després de 1’addici6 de 100 umol/L de NADPH.

Uns dos altres anells més de la mateixa rata foren valorats en les mateixes condicions
pero en presencia de 60 U/mL de Cu/Zn SOD (Sigma), que elimina el O, o 1 mmol/L
N°-monometil-L-arginina (L-NMMA, Sigma), inhibidor de la NOS. Per tots dos
inhibidors hi hagué un periode d’incubacié de 30 minuts. S’usa L-NMMA per comptes
de N nitro-L-arginina (L-NNA , Sigma) perqué no interfereix amb la reduccié d’hem
dependent de NADPH i per tant no genera O, (Mayer i Andrews, 1988).

Es va calcular la quimioluminiscencia a partir de la integracio dels valors obtinguts
durant 2,5 minuts (Pagano et al., 1995). Dels resultats en preséncia de lucigenina se’n
restaren els valors registrats en abseéncia de lucigenina. Després de [’assaig

luminométric, els anells foren oberts i estesos sobre una placa, i s’hi va fer una
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fotografia. Les imatges foren processades per calcular la superficie de ’area dels anells
d’aorta. Els resultats s’expressen en unitats arbitraries per milimetre quadrat i per minut.
La formacié de ONOO" fou monitoritzada per un protocol similar mitjangant una

soluci6 de luminol a 250 umol/L (Radi et al., 1993).

2.3. Vasoreactivitat d’anells aortics

Pels estudis de banys d’organs s’empraren anells d’aorta toracica, amb 1’endoteli intacte
o eliminat, que foren fixats en ganxos d’acer inoxidable, I’inferior connectat a 1’organ 1
el superior connectat a un transductor isomeétric per un fil de seda. Pel bany d’organs
s’utilitza el tampd Krebs-Ringer bicarbonat a 37 + 0,5°C. Els anells s’equilibraren, amb
una tensio inicial de 20 mN, durant 60 minuts, tot canviant la solucid cada 15 minuts,

que era bombollejada amb una barreja de 95% d’O, 1 5% de CO..

2.3.1. Resposta constrictora dels anells a la fenilefrina

La fenilefrina és un agonista oj-adrenérgic que produeix una contraccid depenent de
concentracié en les preparacions d’anells aortics en bany d’organs. Mitjangant el
bloqueig del O, alliberat per SOD exogena o la inhibicié de la sintesi de -NO per L-
NNA, podem modular la vasoconstriccio. Aixo ens permet d’evaluar indirectament la
produccid de -‘NO i O, en condicions basals.

Després del periode d’equilibri de 30 minuts, s’exposaren anells (triats
aleatoriament) a concentracions creixents de fenilefrina (de 9 a 4 —log mol/L, que
equivalen a concentracions d’l1 a 100 pumol/L, respectivament). Les contraccions
induides per la fenilefrina es feren en alguns anells en abséncia de SOD exogena i en
altres en preseéncia de 60 U/mL de SOD. La solucié del bany es canviava tres vegades
entre cada assaig, i després es deixava equilibrar I’0rgan com a minim uns 15 minuts o
fins que tornés a la tensid inicial. S’empraren uns altres anells per estudiar ’efecte de

I’addici6 simultania de 60 U/mL SOD i de 100 umol/L L-NNA. En el cas del L-NNA,
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aquest s’afegia 20 minuts abans de la primera addici6 de fenilefrina, per tal que tingués
temps de penetrar al medi intracel-lular. Els anells on s’hi havia eliminat 1’endoteli
també s’exposaren a les concentracions de fenilefrina esmentades.

Les contraccions induides per fenilefrina s’expressaren en miligrams de forga.
També és calcula la concentracié molar que produia el 50% de la resposta maxima

(CEsp) mitjancant la linearitzaci6 de les dades i s’expressa com a logaritme negatiu.

2.3.2. Vasorelaxacié induida per acetilcolina

Per veure Dl’efecte de la dieta en la vasorelaxaci6 mediada per acetilcolina, es
precontreien anells amb I’endoteli intacte amb 200 nmol/L. de fenilefrina (7,3 -log
mol/L) i es relaxaven amb concentracions creixents d’acetilcolina (de 8 a 4 —log mol/L,
que equival a de 10 a 100 pmol/L, respectivament). Aquest procés es repetia en quatre
condicions diferents:
1) en absencia de SOD.
2) en abséncia de SOD i en preséncia de 100 pumol/L L-NNA. La L-NNA s’afegia
20 minuts abans de la precontraccio.
3) en presencia de 60 U/ml SOD. La SOD s’afegia immediatament abans de la
precontraccio.

4) en presencia alhora de SOD i de L-NNA.

Per avaluar la implicacio de la via de la ciclooxigenasa en la vasorelaxacié induida
per acetilcolina, uns altres anells amb 1’endoteli intacte foren precontrets amb fenilefrina
1 relaxats amb acetilcolina tal i com s’ha descrit abans. Aquest procés es dugué a terme
de la segiient forma:

1) en presencia de 60 U/ml SOD, afegida immediatament abans de la
precontraccio.
2) en presencia alhora de 60 U/ml SOD i1 100 pmol/L L-NNA. La L-NNA

s’afegia 20 minuts abans de la precontraccio.
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3) en presencia de 60 U/ml SOD, 100 pmol/L L-NNA i 100 pmol/L
indometacina (Sigma). La L-NNA i la indometacina eren afegides 20 minuts

abans de la precontraccio.

La soluci6 del bany es canviava tres vegades després de cada assaig, i es deixava que
els anells s’equilibressin fins recuperar la linia de base, com a minim durant 15 minuts.
Les relaxacions induides per acetilcolina s’expressen com a percentatge del nivell de
precontraccid. Es calcula també la CEsy d’acetilcolina per cada corba de concentracio-

resposta mitjangant una linearitzacio, i se n’expressa 1’antilogaritme.

2.3.3. Vasorelaxacio induida per nitroprussiat sodic

L’eliminacié funcional de 1’endoteli es donava per bona si 1’anell no responia amb
relaxacio a I’exposicio a 100 umol/L d’acetilcolina (4 —log mol/L) després d’una
precontraccié amb 200 nmol/L de fenilefrina (7,3 —log mol/L). Després de canviar tres
vegades la solucio del bany, aquests anells s’exposaren a concentracions creixents de
fenilefrina, i un cop assolida la contracci6 maxima, s’hi afegien concentracions
creixents de nitroprussiat sodic (de 10 a 7 —log mol/L, equivalents a concentracions de
100 pmol/L a 100 nmol/L, respectivament; Sigma), un donador exogen de -NO. La
relaxacid induida per nitroprussiat s’estudia dues vegades en el mateix anell en abséncia
i preséncia de SOD, i amb ordres diferents en anells diferents. La solucié de bany
d’organs es canvia tres vegades després de cada assaig, i es deixava almenys 15 minuts
perque els anells recuperessin la linia de base.

Les relaxacions induides per nitroprussiat sodic s’expressen com a percentatge de la
precontraccié. La CEsy de nitroprussiat sodic es calculava per cada corba de

concentracio-resposta mitjangant una linearitzacié i s’expressa com a logaritme negatiu.
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2.4. Assaigs de la NOS

Els assaigs d’expressio i d’activitat de la NOS es realitzaren en segments aortics que
havien estat congelats en N, liquid.

En el cas de I’expressio de ARNm segments d’uns 25 mg eren homogenitzats en
Trizol® com es descriu en I’apartat segiient. Per la valoracio de I’expressio i ’activitat
de la proteina eNOS els segments aortics (d’uns 10 mg) s’homogenitzaven en 500 pL
d’un tampd de lisi que contenia detergent de Cayman (Ann Arbor, MI, Estats Units) en
un tampo6 a pH 7,4 (25 mmol/L Tris HCL, I mmol/L EDTA i 1 mmol/L EGTA). Els
homogenats se centrifugaren a 20.000 x g durant 5 minuts a 4°C. Es recupera el
sobrenedant per determinar les proteines d’acord amb el metode de Bradford (Bradford,

1976), i amb la y-globulina com a patro.

2.4.1. Expressio de PARNm de eNOS

L’ARN total s’extreia i es quantificava a partir de 1’absorbancia a 260 nm. Als
homogenitzats d’aorta en Trizol se’ls hi afegia 1:10 de cloroform, s’agitava fortament,
s’incubava 5 minuts a temperatura ambient i se centrifugava a 12.000 x g durant 15
minuts a 4°C. Es recuperava la fase aquosa i incolora superior (<300 uL), i s’hi afegia
isopropanol (1:1). Després de 10 minuts, es tornava a centrifugar a 12.000 x g durant 10
minuts a 4°C, 1 es recuperava el pellet, que es resuspenia en 500 pL d’etanol al 75%.
Aleshores se centrifuga a 7.500 x g durant 5 minuts a 4°C, i el pellet fou resuspes
finalment en 40 pL d’aigua. Per redissoldre el pellet, s’escalfa a 55°C durant 10 minuts.
Per quantificar I’ARN es diluiren 20 pL d’aquesta solucié en 280 pL d’aigua destilada
apirogena, i s’hi mesura 1’absorbancia a 260 nm. La puresa s’avalua a partir de la

relacio entre les absorbancies a 260 i a 280 nm (Axg0/Azg0 >1.6).
Per mesurar I’expressio s’utilitza la reaccié de la transcriptasa reversa i de la

polimerasa (RT/PCR) mitjancant un parell de sondes d’hibridaci6 per detectar la diana 1

I’amplicé de referéncia de 1’extracte aortic d’ARN. S’empra ’ARNm del gen de la
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gliceraldehid-fosfat-deshidrogenasa (GAPDH) com a control intern per corregir la
inhomogeneitat de les mostres. L’amplificacié mitjancant un instrument Light Cycler
(Roche, Mannheim, Alemanya) es realitzava com s’ha descrit (Orta et al., 2002). A cada
reaccid s’afegia uns 150-300 ng de mostra d’ARN i s’ajustava la concentracio de MgCl,
fins a 6 mmol/L. La concentracié final dels primers era de 0,5 umol/L i la de totes dues
sondes (la d’anclatge i1 la d’emissio) de 0,2 umol/L. Els primers per ’eNOS de rata
foren 5’TTCCGGCTGCCACCTGATCCTAA3’ i
5S’AACATGTGTCCTTGCTCGAGGCA3’. Els primers per la GAPDH de rata foren
5’TCCCTCCAGATTGTCAGCAA3’ 1 5S’AGATCCACAACGGATACATT3’. En el
tub de reaccio s’hi afegia un anticoés bloquejador de ’enzim per evitar I’accio de la
polimerasa Taq a temperatures inferiors a 70°C. Després de 30 minuts a 55°C per la
retrotranscripcié es feien 45 cicles d’amplificaci6 a 90°C (5 segons, per la
desnaturalitzacid), 64°C (15 segons, per 1’anellament dels primers) 1 72°C (15 segons,
per ’elongacio). Es monitoritza la fluorescéncia emesa per les sondes, al llarg dels 45
cicles.

La quantificacio relativa es realitzava a partir del punt d’inflexié (Cp) (el cicle en el
qual la fluorescéncia inicia el seu creixement exponencial) per a cada reacci6 i la

diferéncia entre eNOS i GAPDH (AACp) es calculava i I’expressem com a 2724P.

2.4.2. Expressio de la proteina de eNOS

Les mostres d’homogenats aodrtics per a evaluar I’expressid de proteina eNOS es
carregaven (100 pg de proteina per pou) en gels de poliacrilamida (SDS-PAGE) (Bio-
Rad, Hercules, CA, Estats Units) al 4%-25% de dodecilsulfat sodic. Es realitzava una
electroforesi a una corrent de 100 V durant 2,5 hores. Com a control positiu s’empraren
2 ng per pou d’una eNOS bovina purificada (Cayman) i un patr6 pretenyit de proteines
(Bio-Rad) per comprovar I’eficiéncia de transferéncia i tenir un patr6 de pes molecular.
Un cop finalitzada I’electroforesi, les proteines del gel es transferien a una membrana
de nitrocel-lulosa, mitjancant I’aplicacié d’una corrent de 100 V durant 1 hora (sistema

Miniprotean II de Western blot de Bio-Rad).
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Amb I’objectiu de bloquejar els llocs d’uni6 inespecifica de la membrana, aquesta
s’incuba amb llet desnatada en pols al 5% en un tamp6 (20 mmol/L Tris, 500 mmol/L
NaCl 1 0,1% de Tween 20) a pH 7.5 durant 1 hora. Després de diversos rentats, les
membranes eren exposades a un anticds policlonal huma contra eNOS (Cayman, 1:5000
en el tampo anterior) durant 1 hora. La deteccid de I’anticos primari es realitzava
mitjancant el kit Immun-Star Anti-Rabbit Detection (Bio-Rad). A continuacié s’eixuga
la membrana i s’exposa immediatament a una pel-licula fotografica especifica (BioMax
Light-2, Sigma). La pel-licula es revela i, per 1’analisi semiquantitativa, les imatges de
Western blot s’exportaven com a arxius “.tif”, i per a la quantificacio se seleccionaven
els rectangles corresponents a bandes especifiques; les intensitats es calculaven com la
intensitat integrada de tots els pixels que hi ha dins dels rectangles i el corregia amb
rectangles del fons, mitjancant el sistema de Scion Imaging software (Scion
Corporation, Las Vegas, NV, Estats Units).

Els resultats s’expressen en unitats relatives de densitometria en relaci6 a la eNOS

bovina, de forma que cada unitat es correspon a 2 pg de eNOS bovina.

2.4.3. Activitat de la NOS

S’empraren mostres dels homogenats de I’apartat anterior per mesurar-hi 1’activitat de
la NOS mitjancant la conversiéo de la [3 H]-L-arginina en [3H]—L—citru1-1ina. Es va
utilitzar un kit de Cayman, que contenia tots els components de les reaccions.

La reacci6 tingué lloc durant 30 minuts a 37°C, en preséncia de NADPH 1 mmol/L,
BH4 3,33 umol/L, FAD 1,11 pmol/L, FMN 1,11 umol/L, 3H-L-arginina (activitat: 22,22
pnCi/mL). Per cada mostra es realitza un experiment en preseéncia de 0,11 mmol/L de L-
NAME, per tal de destriar la conversi6 de L-arginina a L-citrul-lina deguda a 1’activitat
enzimatica. Per valorar la participacié de 1’endoteli en ’activitat NOS, es denuda la
superficie luminal d’alguns segments aortics amb una pinsa d’acer inoxidable, com ja

s’ha explicat a I’apartat 2.1.
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Els resultats s’expressen com a picomols de citrul-lina per miligram de proteina i per
hora. També es normalitzaven d’acord amb la quantitat de proteina eNOS, com ja s’ha

descrit anteriorment.

2.5. Produccié endotelial de ‘NO mitjancant ressonancia de spin

electronic (r.s.e.)

La deteccido de ‘NO es va fer d’acord amb la técnica de Vanin (Vanin, 1999). Tres
segments aortics (5-10 mg) de la mateixa rata foren oberts longitudinalment; dos d’ells
foren deixats intactes i del tercer s’elimina I’endoteli, per tal de verificar si el -NO que
valoravem procedia de I’endoteli (eNOS). Es preincubaren a 37°C durant 20 minuts en
tampo6 Krebs-Ringer bicarbonat (pH 7,4) i després exposats als agents fixadors de spin
acid dietilditiocarbamic (DETC, 5 mmol/L concentracié final) i FeSO47H,O (50
umol/L concentracid final) durant 30 minuts. Després d’eixugar els segments amb paper
de filtre, es pesaren i es guardaren en eppendorfs a -80°C fins el moment de 1’analisi. Un
dels segments intactes fou preincubat durant 30 minuts en preséncia de L-NNA, un
inhibidor de la NOS.

El complex paramagnetic detectable per ressonancia s’evaluava en un Bruker 300E
espectrometre (Bruker Instruments, Billerica, MA, Estats Units), col-locant la mostra en
tubs de 4 mm de diametre. Les condicions d’analisi foren: (poténcia microones: 10 mW;
modulacio d’amplitud: 31,985 G; freqiiencia de les microones: 9,77 kHz; freqliéncia de
modulacio: 100 kHz; temperatura: 77 K).

La senyal deguda al complex es corresponia a la diferéncia d’intensitat entre un
maxim al voltant de 3.440 G i un minim al voltant de 3.470 G. Es genera una corba
patré de Fe--NO-DETC a partir del -NO generat per NONOat de dietilamina (Cayman).
S’utilitzaren concentracions de NONOat de 10 nmol/L a 100 umol/L, que s’incubaven
en preséncia de Fe*" i de DETC durant 10 minuts, prou temps com perqué, a 37°C,
s’alliberés la major part del -NO (vida mitjana de 2 minuts, cada molécula de NONOat

de dietilamina genera 1,5 molécules de NO). La corba aconseguida d’aquesta forma
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s’utilitza per identificar la senyal de Fe--NO-DETC i per estimar la linealitat de 1’assaig.

Els resultats s’expressen com a unitats d’intensitat relatives per miligram de teixit.

2.6. El contingut vascular de GMPc

Per determinar els nivells de GMPc en els segments d’aorta s’empra el kit de “Cyclic
GMP Enzyme Immunoassay” (Cayman) i es procedi d’acord amb el protocol descrit en
el full d’instruccions. S’homogenitzaren segments aortics d’uns 10 mg en 500 pL en
tampo6 Krebs-Ringer bicarbonat (pH 7,4), en preséncia d’acid tricloroacétic al 10%.

Una vegada valorada la concentracid de proteines de ’homogenat, per la técnica de
Bradford, es procedi a 1’analisi, que es basa en una reaccié de competéncia entre el
GMPc de la mostra i el GMPc marcador del kit pels anticossos de rata presents en els
pouets de la placa. Préviament les mostres foren acetilades per augmentar 1’afinitat de
’anticés primari pel GMPc.

Els resultats s’expressen com a picomols de GMPc per gram de proteina.

2.7. Mesura de la L-arginina i de la L-citrul'lina en la paret de ’aorta

Per determinar els nivells de L-arginina 1 L-citrul-lina Iliures en la paret de 1’aorta es
realitza una analisi d’aminoacids en homogenats d’aorta (25 mg de teixit) mitjangant un
cromatograf de bescanvi ionic (Alpha Plus Two, Pharmacia LKB Biotechnology AB,
Uppsala, Suécia) i un autoanalitzador (Chromaspeck-Rank Hilger, Hilger Analytical,
Westwood Monget Kent, Regne Unit), dotat d’una columna de 300 mm de longitud i 3
mm de calibre de reina Dionex DC 6 (Dionex Corporation, Sunnyvale, CA, Estats
Units).

S’empraren els tampons de citrat de liti recomanats pel fabricant (Hilger Analytical).
La derivatitzacid posterior amb ortoftaldialdehid produia derivats fluorescents, que eren
detectats amb un fluorimetre (395 nm d’excitaci6-475 nm d’emissiod) (Kontron SFM-25,

Rotkreuz, Switzerland). L’eficiéncia de recuperacié de la norleucina, emprada com a
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patrd intern, servi per corregir els valors corresponents a 1’arginina i la citrul-lina. Els

resultats s’expressaren en picomols per miligram de teixit.

2.8. Activitat SOD i catalasa en aorta

S’homogenitzaren en un Polytron (Kinematica AG, Littau, Suissa) segments d’aorta
amb endoteli intacte (3-5 mg) en 2 mL de tampd fosfat (50 mmol/L, pH 7,0), al qual
s’havien afegit 3,2 uL de Triton X-100 al 2,5%. Se centrifuga a 13.500 x g durant 15

minuts a 4°C, i es recupera el sobrenedant.

2.8.1. Activitat SOD

L’activitat de la SOD s’assajava per la inhibici6 de l’autooxidaci6 del pirogal-lol
(Marklund, 1985). D’aquest assaig en deriva la definicié d’unitat internacional (UI) de
SOD, que és la que indueix una inhibicio del 50% de 1’autooxidaci6 del pirogal-lol.

A uns 0,75 mL del sobrenedant (veure apartat anterior) s’hi afegien 1,2 mL
d’etanol:cloroform fred (5:3 v/v). Després d’agitar durant 30 segons, se centrifuga a
1.770 x g a 4°C, durant 5 minuts, 1 es recupera el sobrenedant.

S’assaja cada mostra a diferents dilucions en preséncia de pirogal-lol a temperatura
ambient. Per a cada dilucio6 s’hi seguia I’oxidacio del pirogal-lol a partir de la mesura de
I’absorbancia a 414 nm durant 5 minuts a intervals de 30 segons. A partir de les dades
d’absorbancia es calculava la taxa d’autooxidacié del pirogal-lol per cada dilucid, i
d’aqui s’inferia la quantitat de mostra que provoca una inhibicié del 50% en la taxa
d’autooxidacié del pirogal-lol, és a dir el volum d’homogenat que contenia 1 UI de

SOD. Finalment, els resultats s’expressaren com a Ul per miligram de teixit.
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2.8.2. Activitat catalasa

L’activitat de la catalasa s’assaja pel consum de H,O,, mesurat durant 15 segons per
espectrofotometria d’acord amb la técnica d’Aebi (1984) modificada per Pieper et al.
(1995).

Els sobrenedants dels homogenats aortics de 1’apartat anterior foren diluits 1/1000
amb etanol absolut. Aquesta diluci6 fou incubada a 4°C durant 30 minuts. En cubetes de
quars es col-locaren, successivament, 250 uL d’una solucié de H,O, 30 mmol/L en
tampo fosfat, i 500 uL de cada mostra. Per cada mostra s’empra un blanc on la solucié
de H,O, era substituida per tamp6 fosfat. Es realitzaven lectures en I’espectrofotometre,
cada 5 segons durant 35 segons a 240 nm.

La taxa de reaccidé de primer ordre (k) de consum d’H,O, per catalasa es calcula
mitjancant la férmula:

k=0,153 x log (A1/A»)
On A, ¢és I’absorbancia 5 segons després d’afegir la mostra, i A;
I’absorbancia a 20 segons.

L’activitat de la mostra s’expressa en k per miligram de teixit.

2.9. Nivells d’a-tocoferol en aorta

Els nivells d’a-tocoferol en aorta de rata es valoraren mitjangant la técnica de
saponificacio de Shapiro et al. (1984).

S’homogenitza un segment d’aorta de rata (20 mg) en 1,5 mL de KCI 1,15%, en
presencia de 0,5 mL d’acid ascorbic al 25%. A I’homogenat se 1i afegi 2 mL d’etanol i
50 uL de retinol 0,1 mmol/L com a estandar intern. S’incubaren 5 minuts a 70°C, i
després s’hi afegi 1 mL de KOH 10 N, i després es deixa, a 70°C, durant 30 minuts. Un
cop refredat, s’hi afegien 4 mL d’hexa, s’agitava i se centrifugava a 800 x g durant 15
minuts. S’extreien 3 mL del sobrenedant que eren evaporats en nitrogen, i a continuacio

es resuspenien en 250 uLL de metanol i s’injectaven a I’HPLC.
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La separacio i deteccio de I’a-tocoferol es du a terme per HPLC seguint la técnica de
Bieri et al. (1979). S’utilitza una columna LiChrospher 100 RP-18 (5 um) (Merck,
Alemanya), insertada en un aparell Merck-Hitachi (Tokio, Japd) amb una bomba L-
6200, detector visible-ultraviolat L-4250 i un integrador cromatografic D-2500. Les
mostres s’elueixen en metanol a un flux de 1,5 mL/minut i es registra I’absorbancia a
290 nm per la vitamina E mentre que per al retinol el maxim d’absorbancia és a 325 nm.

Els resultats que s’obtenen s’expressen en nanomols per miligram de teixit.

3. Lipoproteines

3.1. Obtencio de lipoproteines del plasma

Es tria com a fraccio d’interés el conjunt de les VLDL i1 LDL, ja que en rates la fraccio
de les LDL ¢és molt petita. A més, com que les VLDL son les precursores directes de les
LDL poden considerar-se conjuntament pel que fa a la protecci6 antioxidant.

El plasma s’obtenia després de centrifugar la sang a 1.770 x g a 4°C durant 15
minuts. Es congela una aliquota de plasma a -80°C, crioprotegida mitjangant sacarosa
(60 mg/mL).

Per aillar les lipoproteines (VLDL+LDL) s’ajusta la densitat de les mostres de
plasma (3 mL) a 1,063 g/mL amb I’addici6é de NaBr, mitjangant la formula:

g NaBr a afegir = (Volum mostra X (pfinal - Piniciat)) / (1 - (0,32 X pfinal))

Aquestes mostres es cobrien amb 2 mL d’una solucio de NaCl al 0,9% que contenia
0,01% de Na,EDTA, pH 7,4 i d’una densitat de 1,063 g/mL. La centrifugacié fou
realitzada a 100.000 x g a 4°C durant 18 hores (Rotor 70.1 Ti, Beckman Instruments,
Fullerton, CA, Estats Units) en tubs de policarbonat de 10,4 mL. Es recupera la capa
superior (vora 1 mL), on es trobaven les VLDL+LDL.

L’excés de sals i d’EDTA fou eliminat per passatge a través de columnes PD-10 de

Sephadex G-25 M (Amersham Pharmacia Biotech, Barcelona, Espanya), préviament
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activades amb 25 mL de tamp6 fosfat sali (K,HPO4 8,09 mmol/L, NaH,PO42H,0 2,94
mmol/L, NaCl 150,24 mmol/L; pH 7,4). Després de carregar 1| mL de mostra, i de rentar
amb 1,7 mL de tamp¢ fosfat sali, la mostra es recupera per elucié6 amb 2 mL addicionals
de tamp¢ fosfat sali.

Es quantifica les proteines de 1’eluat mitjangant el métode de Bradford (1976), amb
la referéncia d’una recta-patrd realitzada amb y-globulina.

Pels estudis d’oxidacid, les lipoproteines s’utilitzaren immediatament després de la
seva purificacio. Pels estudis bioquimics, 1 mL de VLDL+LDL es congela amb 20 pL
de 2, [6]-di-tert-butil-p-cresol (BHT) 10 mmol/L a excepcido de les mostres per

determinar el contingut d’a-tocoferol i de retinol, i la capacitat antioxidant total.

3.2. Mobilitat electroforetica de les lipoproteines

3.2.1. Mobilitat electroforética de lipoproteines intactes

La separaci6é de les lipoproteines plasmatiques es realitza en gels de poliacrilamida
Lipofilm (Sebia Electrophoresis, Norcross, GA, Estats Units), d’acord amb les
instruccions del kit. A les mostres (5 puL) s’hi afegi negre Suda (5 pL), per tenyir els
lipids.

Després de submergir el gel d’electroforesi en tampo6 durant 2 hores, es carregaren
les mostres (8 uL de plasma per pou, en preseéncia de negre Suda 1:2) en I’extrem
corresponent a 1’anode. L’electroforesi es desenvolupa a un amperatge de 0,01 A,
durant un minim de 45 minuts per tal d’aconseguir una bona separaci6 de les bandes.

Després de 1’electroforesi, els gels es deixaren en solucié de rentat (acid acetic 5%
v/v i glicerol 0,5% v/v) durant 1 hora, tot seguit s’assecaren en una estufa a 80°C durant

tota la nit.
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3.2.2. Mobilitat electroforética d’apolipoproteines de VLDL+LDL

Una aliquota de la fraccié de VLDL+LDL es barreja amb un tampd que contenia (v:v)
15,76 g/L Tris HCI, 60% glicerol, 60 g/L SDS, i foren separades en un SDS-PAGE. Les
bandes de proteines eren tenyides amb blau de Coomassie.

Els gels eren equilibrats durant 2 hores a 120 V, abans de carregar-hi les mostres.
Aquestes havien sigut préviament escalfades durant 15 minuts a 80°C. A cada pou s’hi
col-locaven 30 pL de mostra (que corresponien a uns 2 pg de proteina). L’electroforesi
es realitza sota una corrent de 120 V durant 2 hores.

Finalitzada 1’electroforesi, els gels eren fixats (tampd de fixacio, constituit per 10%
d’acid acetic 1 25% d’isopropanol) durant 10 minuts, i després tenyits amb blau de
Coomassie, durant 1 hora. Després d’aixo els gels eren assecats.

En alguns gels es carregaren lipoproteines completament oxidades, que havien sigut
exposades a una solucid 62,5 umol/L de CuCl, durant 24 hores. Aixo induia un canvi en

la mobilitat electroforética de les apolipoproteines.

3.3. Susceptibilitat de les lipoproteines a I’oxidacié per CuCl,

S’incubaren aliquotes de lipoproteines (fraccio6 VLDL+LDL, 50 pg/mL de concentracio
final de proteines) en PBS oxigenat amb CuCl, a 1,25 umol/L a 30°C. Es va utilitzar
aquesta concentraci6 final de CuCl, donat que a concentracions superiors es feia dificil
calcular el temps de laténcia en la fracci6 de VLDL+LDL procedent de rates
alimentades amb OP. La formacié de DC fou monitoritzada per I’absorbancia a 234 nm
cada 10 minuts durant 5 hores, en un espectrofotometre que permetia la lectura
simultania de fins a 8 cubetes (Spectronic Genesys 2, Milton Roy Company, Ivyland, P,
Estats Units).

A baixes concentracions de Cu”" la formacié de DC segueix una grafica sigmoidea,
amb una fase de laténcia, seguida d’una produccié exponencial (fase de propagacid) fins
a arribar a un maxim. La fase de laténcia, la velocitat d’oxidacié 1 els nivells maxims de

DC es calcula segons Esterbauer (Esterbauer et al., 1992).
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Per calcular la durada de la fase de laténcia (en minuts), s’obtenen les rectes
d’augment de 1’absorbancia que es corresponen a la fase de laténcia i a la fase
d’augment exponencial. La interseccido de totes dues rectes es correspon al temps de
durada de la fase de laténcia.

Per calcular la velocitat d’oxidaci6 (en nmols/minut) i els nivells maxims de DC (en
nmols/L) es tingué en compte el coeficient d’extincid molar (29,5 L/mol/cm), i1 la
concentracié de proteines de la mostra, dels quals resulta un factor de conversio de 22,8.
Aixi doncs, en el cas de la velocitat d’oxidacio es multiplicava la pendent de la recta de
la fase d’augment exponencial amb aquest factor, i pels nivells maxims de DC s’hi

multiplicaven les unitats d’absorbancia.

3.4. Capacitat antioxidant de les lipoproteines

3.4.1. Contingut d’a-tocoferol en lipoproteines

L’a-tocoferol es mesura en extractes de lipoproteines per HPLC després de 1’extraccio
en hexa de la solucié de lipoproteines. Es barrejaren 100 pL de solucid de lipoproteines
amb una solucié metanolica de 50 uL de BHT com a antioxidant, 100 pL de solucio
aquosa d’acetat d’a-tocoferol (com a patr6 intern), 850 uLL de metanol, 3 mL d’hexa i
900 pL d’aigua destilada. Després d’agitar, se centrifuga a 1.700 x g durant 10 minuts a
4°C. La fase hexanica fou evaporada en corrent de nitrogen fins a la sequetat i el residu
fou resuspes en 250 puL. de metanol.

La detecci6 es realitza mitjancant HPLC (Merck-Hitachi, Tokio, Japo), dotat d’una
bomba L-6200, un detector Vis/UV L-4250 i un integrador D-2500 en una columna
LiChrospher (100 RP-18 (25 x 0.4 cm, 5 pm) (Merck). Com a fase mobil s’empra
metanol a un flux de 1,5 mL/minut (gradient isocratic, pressié de columna de 1.600
bars). S’injectaren 200 pL de cada extracte. La deteccid es feia a 325 nm (0 - 4,5

minuts) i a 290 nm (4,5 - 10 minuts).
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Gracies a I’acetat de tocoferol (utilitzat com a patr6 intern) es podia controlar el
percentatge de recuperacioé per cada mostra.
Les formules emprades per relacionar I’area del cromatograma (amb una sensibilitat
de 0,004 AUFS i una velocitat del paper de 5 mm/minut) foren:
area (mm?) = 21250 nmol acetat d’a-tocoferol + 0,2133.
area (mm?) = 50838 nmol a-tocoferol - 0,01891.
area (mm?) = 373673 nmol retinol - 0,003152.

Els resultats s’expressaven en pmols d’a-tocoferol per micrograms de proteina.

3.4.2. Capacitat antioxidant total de les lipoproteines

Per determinar la capacitat antioxidant total, s’utilitza el kit de capacitat antioxidant
total (Randox Laboratories Ltd., Antrim, Regne Unit). El principi del kit es basa en
I’oxidacié del ABTS®"". Aquest radical té una coloraci6 verda relativament estable. La
preséncia d’antioxidants en la mostra produeix una reducci6 de la coloracio
proporcional a la concentraci6 d’aquests. Es procedi d’acord amb el full d’instruccions
del kit. L’absorbancia a una longitud d’ona de 620 nm es mesura en un lector iEMS
(LabSystems, Cheshire, Regne Unit). Els resultats s’expressen en mmol/pg de

proteines.

3.5. Composicio en acids grassos de les lipoproteines

La composicié en acids grassos de les lipoproteines s’evalua per cromatografia de
gasos, d’acord amb el métode de Lepage i Roy (1986), modificat per Matorras et al.
(1998).

S’afegiren 2 mL de tolu¢:metanol (1:4 vol/vol), que contenien 10 pg d’acid n-
heptadecanoic com a patr6 intern, a uns 100 uLL de mostra. Després de barrejar-ho, s hi
afegiren 200 uL de clorur d’acetil, i el tub s’incuba durant tota la nit (16-18 hores) a

60°C. Aleshores s’hi afegien 500 pL de n-hepta, que contenien 250 pg de BHT, i 3 mL
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de carbonat potassic al 10%, i se centrifugava per separar les fases i la fase superior era
transferida a un vial de vidre. El solvent era evaporat sota una corrent de nitrogen en un
bany de sorra a 35°C, i el residu es dissolgué en 50 pL. de n-hepta.

Els metilesters d’acids grassos eren separats per cromatografia de gasos capilar en
una columna de 30 mm SP-2330 (diametre intern de 0,32 mm, gruix del film de 0,2
mm). El cromatograf era de Hewlett-Packard (model 5890 s¢rie II, Palo Alto, CA,
Estats Units). El flux del gas transportador (He) era de 0,95 mL/minut. La temperatura
de la cambra es programa de forma que passava de 80°C a 140°C, a una velocitat de
50°C/minut, i de 140°C a 190°C a una velocitat de 5°C/minut. Després de 5 minuts a
190°C, la temperatura augmenta de nou a 215°C a 5°C/minut i es mantingué a 215°C
durant 8 minuts. Les temperatures de I’injector i el detector eren de 250°C.

L’IDE es calculava a partir de la férmula:

IDE = Sumatori [ %(mol/mol) - (nimero de dobles enllacos) |

L’IP es calculava a partir de la formula:

IP = Sumatori [ %(mol/mol) - (nimero de dobles enllagos - 1) ]

L’index d’insaturacié es calcula a partir de la divisi6 de I'IDE pel total d’AGS.

L’index de saturaci6 es calcula a partir de la divisio6 del total d’AGS pels AGPI.

3.6. Difusié de ‘NO al nucli lipidic de les lipoproteines

Els estudis de difusiéo de -NO al nucli lipidic d’aquestes lipoproteines fou realitzat en
VLDL+LDL i VLDL d’acord amb Denicola et al. (2002) amb certes modificacions. La
fracci6 VLDL+LDL fou aillada segons el procediment de ’apartat 3.1 de Materials i
metodes.

Les lipoproteines s’incubaren durant tota la nit a 4°C sota una atmosfera d’arg6 amb

una soluci6 etanolica que contenia 0,35 mmol/L de la sonda fluorescent 1-(pirenil)-
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metil-3-(9-octadecenoiloxi)-22,23-bisnor-5-colenat (PMCho), de forma que la
concentraci6 final de PMCho era de 2 umol/L. Després d’aixo, I’excés de PMCho i de
sals fou eliminat per passatge a través d’una columna de PD-10, préviament equilibrada
amb tampo fosfat 0,1 M a pH 7,4. L’eluat fou desgasificat sota arg6 durant 20 minuts.
Es determina préviament la concentracié de -NO d’una solucié aquosa mitjangant el
metode de I’oxihemoglobina. Es desgasifica el tamp6 (0,1 M de fosfat de sodi, pH 7,4)
en cubetes de fluorimetre segellades amb goma mitjangant barboteig amb nitrogen
durant 20 minuts. S’hi afegi LDL+VLDL incubada preéviament amb la sonda i
desgasificada suaument, a través del septe amb una xeringa gastight. La concentracio
final de LDL+VLDL de blat de moro fou de 15 ug/mL, mentre que la de peix fou 10
png/mL. La concentracid de proteines fou determinada per acid bicinconinic (Denicola et
al., 2002).

Després d’aixo, la solucié de -NO s’injecta progressivament i es monitoritza la
fluorescéncia (Aexe = 347; Aem = 396 nm) a cada nova addici6. Per cada mostra es
registra la senyal del blanc, i es feren controls de diluci6é (s’agrega aigua destilada
barbotejada 20 minuts amb argo, per comptes de -NO, en tubs segellats amb septes de
goma que contenen igual concentracid de lipoproteines, 1 es registra la intensitat de
fluoresceéncia). Els resultats es normalitzaren respecte d’un blanc (aigua destil-lada per
comptes de soluci6 de ‘NO) i les constants de segon ordre de “quenching” (kNO) entre
I’estat excitat de la sonda i el ‘NO es calcularen a partir de la pendent de les

representacions d’ Stern-Volmer, Ksv.

4. Analisi estadistica

Les dades s’expressen com a mitjanes + EE; n es refereix al nombre d’individus. Quan
es comparaven dos grups, les dades s’analitzaven per la prova ¢ d’Student per
observacions aparellades o desaparellades segons els casos. Si es comparaven més de
dos grups, es realitzava una analisi de la variancga unifactorial, amb el text de Student-
Newman-Keuls per a comparacions multiples. Les diferéncies significatives

s’assenyalen amb *P < 0,05, **P < 0,01 1 ***P <0,001.
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1. Consum de pinso i evolucio del creixement de les rates

No s’observaren diferéncies significatives en el consum diari de pinso, a partir del dia
21 de vida, entre les quatre dietes (Figura 6), que s’estabilitza al voltant dels 25-30 g
d’ingesta per dia.

L’augment en el pes corporal durant el periode de 8 setmanes de dieta fou similar en
les rates suplementades amb OB o OP (Figura 7), i no hi hagué diferéncies
significatives en el pes corporal final dels quatre grups alimentaris (Taula 7), que se

situa en 325 g.
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Figura 6. Evolucio del consum diari de pinso durant el periode experimental de les
rates suplementades amb oli de blat de moro (OB) o oli de peix (OP), o amb aquests olis
més L-arginina (OB-A i OP-A). Els valors s’expressen com a mitjana; n = 8 rates. No hi

hagué diferéncies significatives entre els grups OB i els grups OP.

71



RESULTATS
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Figura 7. Evolucié del pes corporal durant el periode experimental de les rates

suplementades amb oli de blat de moro (OB) o oli de peix (OP), o amb aquests olis més

L-arginina (OB-A i OP-A). Els valors s’expressen com a mitjana; n = 8 rates. No hi

hagué diferéncies significatives entre els grups.
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Taula 7. Pesos a la fi del periode experimental de les rates

suplementades amb dietes OB, OB-A, OP o0 OP-A

OB  OB-A OP OP-A
Pes final (g) 328+6 323+9 32349 32147

Els valors s’expressen com a mitjana = EE; n = 8 rates. No hi

hagué diferéncies significatives.
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2. Estudis en aorta

2.1. Produccio de O, i de ONOO®

La produccio de O, es va mesurar per quimioluminiscéncia mediada per lucigenina.
Els segments d’aorta de les rates suplementades amb OB o OP produien un nivell basal
similar de O,". Els valors augmentaven fins a 80 unitats arbitraries per milimetre
quadrat de superficie després d’estimular-los amb 100 umol/L de NADPH (Taula 8). La
SOD (60 U/mL) reduia la produccio de O, en un 60% en totes les condicions.
L’addici6 de 1 mmol/L de L-NMMA augmentava significativament la produccié basal
de O fins a 120 unitats arbitraries per milimetre quadrat de superficie. En cap moment

s’observen diferéncies degudes a la dieta.

Taula 8. Produccio de O, (unitats aribtraries per milimetre
quadrat de superficie aortica) en anells amb endoteli intacte

procedents de rates suplementades amb OB o OP

OB OP
Basal 38405 2,7+0.2
Basal + SOD 1,5+02% 1,140,
Basal + L-NMMA 54+07%  44+04%
Basal + NADPH 79.8+6,1  80,1+4,7
Basal + NADPH + SOD 32,0+£24% 32,0+ 1,9%

Basal + NADPH + L-NMMA  119,7+9,1* 120,1 +£7,0*

Els valors s’expressen com a mitjanes + EE; n = 4-6 rates. SOD,
superoxid dismutasa; L-NMMA, N°-monometil-L-arginina. *P
< 0,05 indica diferéncies significatives respecte al basal o al

basal + NADPH.
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La quimioluminiscéncia mediada per luminol mostrava que la formacié de ONOO
amb prou feines era detectable en condicidé basal ni tampoc després de 1’addicié de

NADPH.

2.2. Vasoreactivitat dels anells aortics

2.2.1. Resposta constrictora dels anells a la fenilefrina

La fenilefrina indui contraccions dependents de la concentracio en anells aortics amb
I’endoteli intacte de rates suplementades amb OB (Figura 84) o OP (Figura 8B). La
incubaci6 amb 60 U/mL de SOD reduia de forma significativa I’eficacia de la
fenilefrina a baixes concentracions (de 8,3 a 7,7 — log M, equivalent a de 5 a 20 nmol/L,
respectivament) a tots dos grups de rates (Figura 84). La CEsy en abséncia de SOD
(Taula 9) era similar en anells aortics control de rates suplementades amb OB i OP.
L’addicié6 de SOD I’augmentava la CEsp en un 154% (expressada en nmol/L), en tots
dos grups alimentaris (P < 0,05), 1 el L-NNA reduia la CEs en preséncia de SOD. La
contraccio a una sola concentracio de fenilefrina (200 nmol/L) en anells amb 1’endoteli
intacte de tots dos grups de rates donava la mateixa resposta (Taula 10) en totes les
condicions estudiades, llevat dels anells procedents de rates sotmeses a la dieta rica en
OP incubats en preséncia de SOD i L-NNA en totes les condicions estudiades. Les
respostes induides per la fenilefrina en anells amb ’endoteli denudat en absencia de
SOD (Taula 11) no eren significativament diferents de les respostes dels anells intactes
procedents de rates alimentades amb OB (Taula 9). La SOD va reduir un 18% (P <
0,05) la contraccié maxima induida per fenilefrina en els anells de rates alimentades

amb la dieta rica en OP (Taula 9).
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Figura 8.  Contracci6 acumulativa induida per fenilefrina en anells
aortics, amb endoteli intacte, de rates suplementades amb oli de blat de
moro (A) o oli de peix (B). Els anells s’incubaren en preséncia o abséncia
de superoxid dismutasa (SOD; 60 U/ml) en preséncia o abséncia de N°-
nitro-L-arginina (L-NNA; 100 pmol/L). La L-NNA s’afegia 20 minuts
abans de la primera concentraci6 de fenilefrina. Els valors s’expressen

com a mitjana + EE; n = 8-16 rates. Ctrl, control.
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Taula 9. Contraccions induides per concentracions acumulatives de fenilefrina

en anells aortics amb I’endoteli intacte de rates suplementades amb dietes OB o

op
Contraccidé maxima, mN CEso, nmol/L
OB opP OB oP
Control 130£16 160+13 204 +44 19,1 +3.9
Control + SOD 125+11 131 +£11%* 51,8 +9,6% 48,6=+7,7*

Control + SOD + L-NNA 12712 181 +15% 152+27 18,7439

Els valors s’expressen com a mitjana £ EE; n = 8-16 rates. SOD, superoxid
dismutasa; L-NNA, NG-nitro-L-arginina. *P < 0,05 indica diferéncies
significatives respecte el control; P < 0,05 indica diferéncies significatives del

grup OP en relacio al grup OB.

Taula 10. Contracciéo induida (mN) per fenilefrina (200
nmol/L) en anells aortics amb I’endoteli intacte de rates

suplementades amb OB o OP

OB OP
Control 119+11 120+ 7
Control + SOD 94 +£10 95+5
Control + L-NNA 135+ 12 155+9
Control + SOD + L-NNA 135+13 158 + 8*

Els valors s’expressen com a mitjana + EE; n = 8-10 rates.
SOD, superoxid dismutasa; L-NNA, NG-nitro-L-arginina. *P <

0,05 indica diferéncies significatives respecte el control.
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Taula 11. Contraccions induides per concentracions acumulatives de
fenilefrina en anells aortics amb I’endoteli denudat de rates

suplementades amb dietes OB o OP

Contraccidé maxima, mN CEso, nmol/L

OB 0] OB 0]
Control 148+ 10 183 £ 137 251+2,6 30,3+34
Control+ SOD 144+12 178+16 23,0+1,7 224+3,1

Els valors s’expressen com a mitjana £ EE; n = 8 rates. SOD, superoxid
dismutasa. TP < 0,05 indica diferéncies significatives del grup OP en

relaci6 al grup OB.

2.2.2. Vasorelaxacio6 induida per acetilcolina

Els estudis de relaxacid es realitzaren amb anells aortics (amb I’endoteli intacte),
préviament contrets amb 200 nmol/L. de fenilefrina (6,6 —log mol/L). L’acetilcolina
induia relaxacions dependents de concentracid en els anells precontrets. Tot i que no hi
hagué cap diferéncia significativa en la relaxacié maxima, en abséncia de SOD exogena
(Taula 12), entre els dos grups alimentaris, la CEsy en abséncia de L-NNA era inferior
(48%, P <0,05) en les rates suplementades amb OP, la qual cosa assenyalava una major
eficacia en la resposta a I’acetilcolina. L’addici6 de L-NNA eliminava aquesta
diferéncia i reduia significativament la relaxacié maxima en rates tractades amb OB 1

OP (Taula 12) (P < 0,05).

La corba de relaxacid induida per acetilcolina en preséncia de 60 U/mL de SOD
exogena es desplacava cap a I’esquerra en les rates suplementades amb OP (Figura 9), i
la relaxacid maxima assolida era de 68,5% 1 85,9% per rates suplementades amb OB i
OP, respectivament (Taula 13). Aquests valors representen un augment del 48% i del
66%, respectivament, quan se’ls compara amb els valors d’anells incubats en absencia
de SOD exogena. El bloqueig de la sintesi endotelial de -NO amb 100 pmol/L L-NNA

(Taula 13) redui la relaxacié maxima aproximadament fins a un 25% en anells en tots
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dos grups de rates. D’aix0 es deduia que la relaxacié dependent de -NO era responsable
del 40% i del 63% de la relaxaci6 maxima dels anells de rates suplementades amb OB 1
OP, respectivament (Taula 14), obtinguda per la diferéncia entre la relaxaci6 total i la
relaxacié en preseéncia de L-NNA. El bloqueig de la sintesi endogena de prostanoids
amb 10 pmol/L d’indometacina dona reduccions de la relaxacié de 39,1% i 61,3% en
els anells de rates suplementades amb OB i1 OP, respectivament. Per tant, la relaxacio
dependent de prostanoids era responsable del 26% de la relaxacié maxima dels anells de
tots dos grups alimentaris (Taula 13), obtinguda per la diferéncia entre la relaxacio total
i la relaxacid en preséncia d’indometacina. La suplementacié en OP augmentava la CEs
(-log M) en anells aortics, que era del 68% (P < 0,05) quan s’expressava en nmol/L
(Taula 12), en relaci6 als anells de les rates suplementades amb OB. L’efecte inhibidor
del L-NNA es revertia amb 100 umol/L de L-arginina (més del 85% de la relaxacid

original).

Taula 12. Relaxacié induida, en abséncia de SOD exogena, per
concentracions acumulades d’acetilcolina en anells aortics amb ’endoteli

intacte de rates suplementades amb OB o OP

Relaxacié maxima, % CEsp, nmol/L
OB OP OB 0]
Control 46,4 +£3,9 51,9+4,0 283 +£48 148 £ 25+

Control + L-NNA 26,1 £3,6** 20,2 +£2,0** 218+43 124+29

Els valors s’expressen com a mitjana + EE; n = 8-12 rates. **P < 0,01 indica
una diferéncia significativa respecte el control; L-NNA, N®-nitro-L-arginina.

1P < 0,05 indica diferéncies significatives del grup OP en relacio al grup OB.
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Figura 9. Relaxaci6 acumulativa induida per acetilcolina en anells
aortics, amb endoteli intacte, de rates suplementades amb oli de blat
de moro (OB; A) o oli de peix (OP; B). Els anells s’incubaren en
presencia de superoxid dismutasa (SOD; 60 U/ml), en preséncia o
abséncia de de NG-nitro-L-arginina (L-NNA; 100 umol/L) o
d’indometacina (100 pmol/L). La L-NNA i la indometacina
s’afegien 20 minuts abans de la precontraccid6 amb fenilefrina. Els

valors s’expressen com a mitjana + EE; n = 8-15 rates. Ctrl, control.
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Taula 13. Relaxacié induida, en preseéncia de SOD exogena, per concentracions
acumulades d’acetilcolina en anells aortics amb I’endoteli intacte de rates

suplementades amb OB o OP

Relaxacié maxima, % CEso, nmol/L
OB OP OB opP
Control + SOD 685+44 859+3,1f 129+14 43 +£57
Control + SOD + L-NNA 28,3+2,9* 233+3,0%* 179+42 206+51*

Control + SOD + Indometacina 39,1 £1,8* 61,3 +3,3*7 173+23 102+ 97*

Els valors s’expressen com a mitjana + EE; n = 8-15 rates. SOD, superoxid
dismutasa; L-NNA, NG-nitro-L-arginina. *P < 0,05 indica diferéncies significatives
respecte el control +SOD; TP < 0,05 indica diferéncies significatives del grup OP

en relaciod al grup OB.

Taula 14. Components de la relaxaci6 induida per acetilcolina en
anells d’aorta procedents de rates suplementades amb OB o OP

en presencia de SOD exogena (60 U/mL)

OB 0]
Relaxacio total (%) 64,7+ 2,8 84,8 £ 2,27F7
Relaxacio mediada per NOS (%) 40,2+4,9 62,6 £3,67FT
Relaxacié mediada per COX (%) 29,4+ 2,6 24,6 £1,5

Els valors s’expressen com a mitjana = EE; n = 8-23 rates. NOS,
oxid nitric sintasa; COX, ciclooxigenasa. TP < 0,001 indica

diferéncies significatives del grup OP en relacio al grup OB.
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2.2.3. Vasorelaxacié induida per nitroprussiat sodic

La vasorelaxacié induida per nitroprussiat sodic es realiza en anells aodrtics denudats
després de precontraure’ls amb 200 nmol/L fenilefrina en abséncia o preséncia de 60
U/ml SOD exodgena. La relaxacio era dependent de concentracio (Figura 10), que era
potenciada amb SOD sols a baixes concentracions (3-10 umol/L, equivalent a 5,5-5 —
log mol/L) de nitroprussiat sodic. La relaxacié maxima assolida era aproximadament
d’un 100% 1 les CEsy (-log M) eren similars per als dos grups (Figura 10), amb una
reduccid significativa (P < 0,01) en preséncia de SOD.

Els estudis de vasorelaxacido també es realitzaren en anells aortics amb 1’endoteli
intacte. En aquest cas, no hi havia tampoc diferéncies entre els dos grups alimentaris
(Taula 11) 1 s’observava que els anells aortics procedents de rates suplementades amb
OP responien amb més efectivitat al nitroprussiat quan se’ls exposava a SOD exogena

(Taula 15).
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Figura 10. Relaxacié acumulativa induida per nitroprussiat sodic en anells
aortics, amb 1’endoteli denudat, de rates suplementades amb oli de blat de moro
(OB) o oli de peix (OP). Els anells s’incubaren en preséncia o abséncia de
superoxid dismutasa (SOD). Els valors s’expressen com a mitjana + EE; n = 7

rates. Ctrl, control. No hi hagueren diferéncies significatives entre els dos grups.
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Figura 11. Relaxaci6 acumulativa induida per nitroprussiat sodic en anells
aortics, amb 1’endoteli intacte, de rates suplementades amb oli de blat de moro

(OB) o oli de peix (OP). Els valors son mitjana + EE; n = 7 rates.

Taula 15. CEsp (nmol/L) de la resposta al nitroprussiat
sodic per anells aortics amb I’endoteli intacte procedents

de rates suplementades amb OB o OP

OB OP
Control 9,5+2,0 6,9+1,1
Control + SOD 3,2 +£0,5%* 2,7+0,5%*

Els valors s’expressen com a mitjana = EE; n = 8-12 rates.
*#P < 0,01 indica diferencies significatives respecte el

control.
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2.3 Assaigs de la NOS

2.3.1. Expressio de P’ARNm de eNOS

L’expressio d’ARNm d’eNOS (0,0209 + 0,0010 i 0,0273 + 0,0006 pels grups OB i OP,

-AAC
2 p

respectivament) augmentava en un 31% (P < 0,01), expressats en en ’aorta de

les rates suplementades amb OP en relaci6 a les OB (Figura 12).
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Figura 12. Expressi6 de I’ARNm de 1’0xid nitric sintasa endotelial
(eNOS) en aortes de rates suplementades amb oli de blat de moro (OB) o
oli de peix (OP). Les mesures s’obtingueren mitjangant RT/PCR a partir
d’un extracte total d’ARN de segments aortics. Es mostren els valors

individuals (punts) i la relacid entre les mitjanes (linia).
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2.3.2. Expressio de la proteina de eNOS

A la Figura 13A s’hi mostra un Western blot representatiu de la proteina d’eNOS
d’homogenats d’aorta toracica de rates suplementades amb OB i OP. Els histogrames
que s’acompanyen (Figura 13B) il-lustren la mitjana de I’expressio de la proteina eNOS
(unitats densitometriques relatives) per cada grup. L’expressi6 de proteina eNOS en
aorta augmenta un 70% (P < 0,001) en les rates suplementades amb OP respecte de les

suplementades amb OB.
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Figura 13. (A) Exemple de Western blot de 1’0xid nitric sintasa endotelial
(eNOS) realitzat amb: a) un patr6 de eNOS bovina; b) homogenat aortic d’una
rata suplementada amb oli de blat de moro (OB); ¢) homogenat aortic d’una
rata suplementada amb 1’oli de peix (OP). Per a la deteccié s’empra un anticés
policlonal contra eNOS humana. (B) Nivells de proteina eNOS (en unitats
relatives de densitometria), estimats a partir dels Western blots. Els valors
s’expressen com a mitjana = EE; n = 4 rates. **P < 0,01 indica diferéncia del

grup OP en relaci6 al grup OB.
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2.3.3. Activitat de la NOS

L’activitat NOS (Figura 14) era un 102% més gran (P < 0,01) en homogenats d’aorta
toracica amb endoteli funcional de les rates suplementades amb OP respecte a les rates
suplementades amb OB. Amb tot, quan I’activitat NOS es normalitzava respecte la
quantitat de proteina eNOS no hi havia diferéncies significatives entre els dos grups de
dietes (33,6 = 4,7 i 28,4 + 3,2 picomols per microgram de proteina per hora,
respectivament). La formaci6 de [*H]-L-citrul-lina per homogenats d’aorta de tots dos
grups es bloquejava gairebé completament amb 1’addicié de 1 mmol/L L-NAME (3,1 +
0,2 and 2,5 + 0,2 picomols per miligram de proteina per hora pels grups OB i OP,
respectivament). L activitat NOS dels segments amb I’endoteli denudat era indetectable,
la qual cosa indica que 1’augment observat de I’activitat NOS en segments intactes €s

deguda a la eNOS.
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Figura 14. Activitat oxid nitric sintasa (NOS) en homogenats d’aorta de
rates suplementades amb oli de blat de moro (OB) o oli de peix (OP). Els
valors s’expressen com a mitjana + EE; n = 6 rates. **P < 0,01 indica

difereéncia del grup OP en relacio al grup OB.
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2.4. Produccié endotelial de ‘NO mitjancant ressonancia de spin

electronic (r.s.e.)

Incubat en presencia de DETC i1 FeSO,4 un segment aortic obert longitudinalment amb
I’endoteli intacte procedent d’una rata alimentada amb un pinso estandar d’estabulari
dona lloc a un espectre (Figura 15A) que es pot superimposar a les senyals que
s’obtenen emprant 100 pmol/L NONOat com a donador de ‘NO (Figura 15B). La
incubacio dels segments aortics amb endoteli funcional de rates suplementades amb OB
0 OP en preséncia del complex DETC-Fe donen respectivament els espectres mostrats a
la Figura 15C 1 15D. L’aparici6 de la senyal corresponent al DETC-Fe--NO era
practicament abolida amb 1 mmol/L L-NNA (Figura 15E). L’administracio d’OP a la
dieta durant 8 setmanes augmenta significativament (90%, P < 0,001) Ia
biodisponibilitat de -NO en teixit vascular (Figura 16). Aixi i tot, quan la producci6 de
‘NO es normalitzava d’acord amb la proteina de eNOS no s’hi trobava cap diferéncia
entre els dos grups alimentaris. La incubacié amb L-NNA reduia la senyal en 92,8 + 3,7
1 95,1 + 4,6% en rates suplementades amb OB i OP, respectivament. Els segments
denudats donaven una senyal molt petita per miligram de teixit en tots dos grups
alimentaris (124 = 6 1 117 £ 7 unitats/mg per OB 1 OP, respectivament), cosa que
indicava que I’endoteli era la principal font de -NO.

D’altra banda, la suplementaci6 de les dietes amb L-arginina (OB-A 1 OP-A)
provocava un augment significatiu de la producci6 aortica de -NO tant pel que fa a I’OB

(37%) com a I’OP (24%) (Figura 16).
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Figura 15. Exemples d’espectres de ressonancia de spin
electronic corresponents al complex Fe--NO-acid
dietilditocarbamic: (A) d’un segment aortic procedent d’una rata
alimentada amb pinso estandar d’estabulari; (B) generat per
incubaci6 de 100 pmol/L de dietilamina NONOat; (C) d’un
segment aortic d’una rata suplementada amb oli de blat de moro;
(D), d’un segment aortic d’una rata suplementada amb oli de
peix; (E) d’un segment aortic d’una rata suplementada amb oli
de peix i incubat en preséncia d’l mmol/L de N%nitro-L-

arginina.
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Figura 16. Produccio d’oxid nitric (-NO) per segments aortics de rates suplementades
d’oli de blat de moro (OB) o oli de peix (OP) o, a més, amb L-arginina (OB-A i OP-A).
Les mesures s’obtingueren mitjangant ressonancia de spin electronic. Els valors
s’expressen com a mitjana £ EE; n = 6 rates. Les diferéncies entre grups alimentaris

s’indiquen amb lletres diferents.

2.5. El contingut vascular de GMPc

Les aortes toraciques de rates suplementades amb OP acumulaven un 112% més de
GMPc (Figura 17) que les aortes de rates suplementades amb OB. La suplementaci6
amb L-arginina també augmenta significativament en tots dos casos el contingut de
GMPc (95% en el cas de les rates suplementades amb OB i 52% en el cas de les rates

suplementades amb OP).
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Figura 17. Contingut de GMPc en segments aortics de rates suplementades amb oli
de blat de moro (OB) o oli de peix (OP) o, a més, amb L-arginina (OB-A i OP-A).
Els valors s’expressen com a mitjana + EE; n = 6 rates. Les diferéncies entre grups

alimentaris s’indiquen amb lletres diferents.

2.6. Mesura de la L-arginina i de la L-citrullina en aorta

La relacié L-arginina/L-citrul-lina en homogenats aortics de rates suplementades amb
OP (Figura 18C) era inferior respecte de les rates suplementades amb OB (6,4 £ 1,2 1
13,1 + 1,6, respectivament). Aixo era degut a una disminuci6 en el contingut de L-
arginina (534 + 41 i 357 £+ 41, per OB 1 OP, respectivament) (Figura 184) i a un
augment en el contingut de L-citrul-lina (42 + 3 1 60 = 7, CO 1 MO respectivament) en

les rates alimentades amb OP (Figura 18B).
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Figura 18. Contingut d’arginina (4), de citrul-lina (B), i relacio entre elles (C), en
segments aortics de rates suplementades amb oli de blat de moro (OB) o d’oli de peix
(OP). Els valors s’expressen com a mitjana + EE; n = 6 rates. *P < 0,05, **P < 0,01

indiquen diferéncies del grup OP en relaci6 al grup OB.

2.7. Activitat SOD i catalasa en aorta

Les activitats de la SOD (Figura 19) i de la catalasa (Figura 20) foren similars tant en
els homogenats d’aorta de les rates suplementades amb OB com en els de les rates

suplementades amb OP. La suplementacié amb L-arginina tampoc no altera aquestes

dues activitats enzimatiques.
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Figura 19. Activitat superoxid dismutasa (SOD) en segments aortics de rates
suplementades amb oli de blat de moro (OB) o d’oli de peix (OP) o, a més, amb L-
arginina (OB-A 1 OP-A). Els valors s’expressen com a mitjana = EE; n = 6 rates. No hi

hagué diferéncies estadistiques entre els grups alimentaris.
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Figura 20. Activitat catalasa en segments aortics de rates suplementades amb oli de blat
de moro (OB) o oli de peix (OP) o, a més, amb L-arginina (OB-A i OP-A). Els valors
s’expressen com a mitjana = EE; n = 6 rates. No hi hagué diferéncies estadistiques

entre els grups alimentaris.

2.8. Nivells d’a-tocoferol en aorta

El nivell d’a-tocoferol en aorta augmentava un 70% amb 1’administracio de la dieta rica
en OP. L’addicié de L-arginina a les dietes no modificava els nivells d’a-tocoferol en

cap dels grups de rates (Figura 21).
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Figura 21. Contingut d’a-tocoferol en homogenats d’aorta de rates
suplementades amb oli de blat de moro (OB) o oli de peix (OP) o, a
més, amb L-arginina (OB-A 1 OP-A). Els valors s’expressen com a
mitjana £ EE; n = 7 rates. Les diferéncies entre grups alimentaris

s’indiquen amb lletres diferents.

3. Lipoproteines

3.1. Nivells plasmatics de lipoproteines

La valoraci6 de la quantitat de proteines de la fraccio6 de VLDL+LDL, aillada segons
I’apartat 3.1 de Materials i métodes, mostra que no hi havia diferéncies significatives
entre els diferents grups alimentaris, ni pel que feia al tipus d’oli ni a la suplementacio

amb L-arginina (Figura 22).
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Figura 22. Nivells plasmatics de VLDL+LDL de rates suplementades amb oli de blat
de moro (OB) o oli de peix (OP) o, a més, amb L-arginina (OB-A i OP-A). Els valors
s’expressen com a mitjana + EE; n = 7 rates. No hi hagué diferéncies significatives entre

els diferents grups de rates.

3.2. Mobilitat electroforetica de les lipoproteines

3.2.1. Mobilitat electroforética de lipoproteines intactes

La separacio de les lipoproteines plasmatiques per electroforesi no va mostrar cap

diferéncia en la seva migracio.
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3.2.2. Mobilitat electroforética d’apolipoproteines de VLDL+LDL

El tractament de lipoproteines d’una rata amb una solucié que contenia 62,5 pmol/L de
CuCl, durant 24 hores induia un augment de la velocitat de migracio de
I’apolipoproteina B (Figura 23).

Les lipoproteines dels dos grups de dieta no mostraren cap diferéncia en la mobilitat

electroforética de les apolipoproteines (Figura 23).

B

Figura 23. Imatge d’un gel d’electroforesi, tenyit amb blau de
Coomassie. Les bandes es corresponen a les diferents
apolipoproteines. Els canals 8 1 9 es corresponen a estandars
d’ApoB 1 d’Apo C-III, respectivament, i els canals 2, 4 1 6 es
corresponen a apolipoproteines nadiues de les rates suplementdes
amb OB i els canals 3, 5 1 7 es correspon a rates suplementades
amb OP. En els canals 1 i 10 s’hi troben apoplipoproteines

completament oxidades.
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3.3. Susceptibilitat de les lipoproteines a I’oxidacio per CuCl,

Les lipoproteines aillades per ultracentrifugacié dels dos grups alimentaris mostraven un
patré diferenciat de formacio de diens conjugats quan se les exposava a 1,25 pmol/L de
CuCl, durant 5 hores (Taula 16). El temps de laténcia s’escurcava significativament per
les lipoproteines de rates suplementades amb OP (89,4 + 3,8 1 60,2 + 4,9 minuts per OB
i OP, respectivament). La velocitat d’oxidacio de les lipoproteines era superior en les
rates suplementades amb OP (152 + 12 i 289 £ 10 nmol/L/minut per OP i OB
respectivament), i similarment fou també superior la concentracido final de diens

conjugats (27,0 £ 1,11 19,8 £ 0,7 nmol/L, per OP i OB, respectivament).

Taula 16. Susceptibilitat de les lipoproteines a ’oxidacié per Cu**

OB opP
Temps de laténcia (minuts) 89,4 +3,8 60,2 £ 4,9%**
Velocitat d’oxidacié (nmol/L/minut) 289 £ 10 152 £ 12%**
Oxidacié maxima (nmol/L) 27,0+ 1,1 19,8 £ (Q,7%**

Els valors s’expressen com a mitjanes £ EE (n = 7). ***P < 0,001 indica

diferéncies significatives del grup OP respecte el grup OB.

3.4. Capacitat antioxidant de les lipoproteines

3.4.1. Contingut d’a-tocoferol en lipoproteines

Hi hagué una disminuci6 del 22% en el contingut d’a-tocoferol en lipoproteines de rates

suplementades amb OP en relacid a rates suplementades amb OB (Taula 17).
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Taula 17. Contingut d’a-tocoferol de les VLDL+LDL

OB opP

a-tocoferol (pmol/ug proteina) 12,67 +0,34 9,84 + 0,89*

Les dades s’expressen com a mitjana = EE; n = 6-7 rates. *P < 0,05

indica diferéncia significativa d’OP respecte OB.

3.4.2. Capacitat antioxidant total de les lipoproteines

La capacitat antioxidant total de les lipoproteines, mesurada per la capacitat d’evitar

I’oxidacié induida per ABTS:", no es veié¢ afectada pel tipus de dieta (Taula 18).

Taula 18. Capacitat antioxidant total de les VLDL+LDL
OB oP
Capacitat antioxidant total (mmol/L) 0,32+ 0,02 0,27 + 0,01

No hi hagué diferéncies estadistiques entre els dos grups alimentaris.

3.5. Composicio en acids grassos de les lipoproteines

A la Taula 19 es mostra la composicid en acids grassos de les lipoproteines
VLDL+LDL, i els indexs que en resulten. Les diferéncies més destacades es troben en
els acids grassos poliinsaturats ®-6 i ®-3, que predominen, respectivament, en les

lipoproteines procedents del grup OP i del grup OB.
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Taula 19. Composicio d’acids grassos de les lipoproteines VLDL+LDL en % (mol/mol)

OB OB-A OP OP-A
C12:0 0,05+0,02(a  0,11+0,03 (a) 0,11+0,04 (@ 0,01 0,01 (a)
C14:0 0,52+0,04 (@) 0,60+ 0,07 (a) 0,99 +0,10 (@) 0,91 +0,10 (a)
Cl4:105 0,03+0,03 (@)  0,02+0,01 (a) 0,11+0,05()  0,05+0,02 (a)
C15:0 0,30+0,03 (@)  0,32+0,03 (a) 0,44 £0,05(a) 0,42+ 0,05 (a)
C16:0 1948 +1,25(a) 19,27 + 0,96 (a) 24,56 +2,75 () 24,19 222 (a)
Cl6:107 135+0,24(b)  1,18+0,12 (b) 6,88+0,80 (a)  6,57+0,71 (a)
C17:0 0,95 + 0,08 (a) 1,06 % 0,16 (a) 1,7140,13 (@) 1,51 +0,09 (a)
Cl7:105 0,11+0,06 (@) 0,09+ 0,03 (a) 0,05+0,02 (@)  0,03+0,01 (a)
C18:0 7,63+0,65()  8,69+0,71 (a) 9,34+0,88 (a) 9,51 +0,89 (a)
C18:109 trans 0,11+0,03(a) 0,04+ 0,01 (a) 0,08+0,03 (@) 0,03 +0,02 (a)
Ci8:1w9cis 13,42+ 1,10 (a) 1,60 % 1,76 (a) 18,09+2,53 (a) 18,19+ 1,77 (a)
Cl18:107 2,23+0,27(a)  2,05+0,16 (a) 2,55+0,09 (@) 2,60 +0,30 (a)
C18:206 2586+ 1,51 (a) 2529+ 1,91 (a) 2,21+0,04 (b)  3,31+047 (b)
C18:306 0,64 +0,07 (@) 0,55+ 0,04 (a) 0,25+0,02(b) 0,27 +0,03 (b)
C20:0 0,13+0,02 (@)  0,15+0,01 (a) 0,16+0,01 (@) 0,17 +0,03 (a)
C18:3w-3 0,25+0,02(b) 0,27 +0,02 (b) 0,53 + 0,06 (ab) 0,50 + 0,05 (a)
C20:10-9 0,13+£0,02 (@)  0,12+0,01 (a) 0,14+0,02 (@) 0,14 +0,02 (a)
C20:20-6 0,27+0,04 (@)  0,25+0,02 (a) 0,09+0,01 () 0,10+ 0,02 (a)
C20:30-9 0,57 +0,05 (ab) 0,56 = 0,03 (a) 0,85+0,08 (b) 0,87+ 0,07 (ab)
C20:30-6 0,27+0,04 (@)  0,25+0,02 (a) 0,09 +0,01 (@) 0,10+ 0,02 (a)
C22:0 0,24+0,03(a) 0,27 +0,03 (a) 0,26 0,02 (a) 0,26+ 0,03 (a)
C20:40-6 20,67 +239 (a) 22,46+ 2,08 (a) 6,32+0,56 (b) 6,81 +0,71 (b)
C22:10-9 0,03+0,01 (ab) 0,06 = 0,01 (a) 0,06+ 0,01 (ab) 0,01 + 0,01 (b)
C23:0 0,29+0,04 ()  0,31+0,04 (a) 0,47+0,04 (@) 0,50+ 0,06 (a)
C20:50-3 0,410,090 (b) 0,39 +0,07 (b) 12,52+ 1,51 (a) 12,11+ 1,73 (a)
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C24:0 0,61 +0,08 (@) 0,72+ 0,09 (a) 0,63+0,06 (@) 0,66+ 0,09 (a)
C22:40-6 0,86+0,12 (@) 0,69 + 0,06 (a) 0,31+0,04 (b)  0,35+0,06 (b)
C24:10-9 0,33+0,05() 0,36+ 0,05 (a) 0,60 = 0,06 (a) 0,59+ 0,09 (a)
C22:50-6 0,81+0,12(@) 0,74 = 0,05 (a) 0,18 0,02 (b)  0,30+0,15 (b)
C22:50-3 0,31+0,03(b) 0,30+ 0,02 (b) 2,20+0,11(a)  2,00+0,20 (a)
C22:60-3 1,I5+0,15()  1,21+0,12 (b) 7,12+ 1,02 (@) 6,83+0,71 (a)
AGS 30,19+2,08 (a) 31,53 + 1,66 (a) 38,66 +3,96 (a) 38,15 + 3,46 (a)
AGMI 975 + 168 (a) 872 + 106 (a) 1175+ 153 (a) 1388 + 142 (a)
AGPI 2006 + 216 (a) 1972 + 206 (a) 1347+ 149 (b) 1366 + 192 (b)
AGPI o-6 2969+ 187 (a) 2837+ 197 (a) 419 + 36 (b) 592 + 64 (b)
AGPI ©-3 211 + 29 (b) 122 10 (b) 920+ 115 (a) 1055+ 131 (a)
P 133 + 4 (b) 140 = 4 (b) 179 + 4 (a) 176 + 4 ()
IDE 175 + 3 (a) 178 + 3 (a) 182 + 3 (a) 181 +3 (a)
IDE:AGS 58+0,2 (a) 57402 (a) 4,7+0,1 (b) 4,7+ 0,1 (b)
AGS:AGPI 0,58+ 0,01 (b) 0,60 = 0,02 (b) 1,19+0,03(a) 1,15+0,03 (a)

Els indexs de peroxidabilitat (IP), de dobles enllagos (IDE), d’insaturacié (IDE:AGS) i de
saturacié es calcularen d’acord amb I’apartat 3.5 de Materials 1 metodes. Els valors s’expressen
com a mitjana = EE; n = 7 rates. Les diferéncies entre grups alimentaris s’indiquen amb lletres

diferents.

3.6. Difusié de ‘NO a lipoproteines

La difusiéo de -NO al nucli lipidic de les lipoproteines, mesurada per la constant de
Stern-Volmer (Ksv) era similar en tots dos grups (Taula 20), tant en el cas de la fraccid

de VLDL+LDL (Taula 20) com de la fraccio de LDL.
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Taula 20. Capacitat de difusi6 de ‘NO a
lipoproteines (VLDL+LDL)

OB OP
Ksv (mmol-L™) 2,0£0,3 1,7+0,3

Els valors s’expressen com a mitjana £+ EE; n = 7
rates. No hi hagu¢ diferéncies significatives entre els

grups alimentaris.
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Diferents estudis in vivo (Connor i Connor, 1997; Goodnight, 1993; Whitman et al.,
1994) indiquen que I’OP o els AGPI ®-3 poden prevenir el desenvolupament de
malalties coronaries. Les primeres evidéncies poblacionals d’aquest efecte preventiu
s’obtingueren entre els inuit de Groenlandia (Bang i Dyerberg, 1972), on hi ha un elevat
consum de peix. Perd cal no oblidar la importancia del peix blau en la dieta
mediterrania, que historicament solia constituir una de les principals fonts nutricionals
no vegetals.

En aquest sentit, en un estudi epidemiologic recent (Ruiz de Gordoa et al., 2002)
s’observa com els individus que seguien una alimentaci6 amb un contingut més elevat
d’AGPI -6 presentaven una susceptibilitat a 1’oxidaci6 de les lipoproteines més gran
(relacionat amb 1’augment d’index d’insaturacié dels lipids plasmatics), mentre que el
resultat s’invertia en el cas dels AGPI ®-3 (tot i que aquests també augmentaven 1’index
d’insaturaci6 de les lipoproteines). L oxidacio de les lipoproteines €és un dels aspectes
que contribueixen a la iniciacié i manteniment de la placa d’ateroma. Altres aspectes de
I’aterosclerosi, relacionats amb la funcid endotelial i amb la preséncia de cel-lules
inflamatories (leucocits polimorfonuclears 1 macrofags) en la paret vascular, son

paral-lels als que actuen en la inflamacio.

S’han proposat diversos mecanismes d’accid per explicar els efectes biologics dels
AGPI ®-3 en el sistema cardiovascular (Connor i Connor, 1997; Moreno i Mitjavila,
2003). Sovint hom en destaca la davallada del colesterol i del triacilglicerol plasmatics
(Mensink 1 Katan, 1989) o els efectes antitrombotics (Malle i Kostner, 1993). A més de
tot aixo0, un seguit d’observacions indiquen que la manipulacio6 de la dieta amb AGPI -
3 augmenta la relaxacio dependent d’endoteli, tant en artéries coronaries (Shimokawa 1
Vanhoutte, 1989; Tagawa et al., 1999) com cerebrals (Kim et al., 1992). En aquest

estudi (Lopez et al., 2001) també observarem que la vasorelaxaci6 mediada per -NO en
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aortes de rates suplementades amb OP era més gran que en les rates suplementades amb
OB.

Aixi doncs la relaxacié vascular és també una de les dianes d’accié potencials dels
AGPI ®-3 en la protecci6 front malalties cardiovasculars. El to vascular és subjecte
d’un control complex on hi participen, entre d’altres, radicals lliures i productes de la
via de la ciclooxigenasa (Katusic i Vanhoutte, 1989; Palmer et al., 1998; Pearson et al.,
1983; Vane et al., 1990), generats per diferents tipus cel-lulars i diferents sistemes
enzimatics presents en la paret vascular. D’una banda, hi ha una produccié basal de -NO
que exerceix una acci6 dilatadora tonica que juga un important paper en el control local
de la circulacié (Knowles i Moncada, 1994) i en altres processos fisiologics, com la
modulacio de I’activitat plaquetaria. La produccié basal de -NO ¢és, a més, estimulada
per substancies vasoactives, com ara |’acetilcolina i la bradicinina (Furchgott i
Zawadzki, 1980; Chaigneau et al., 1999; Vanhoutte, 1999), i per també per fenomens
mecanics, com per exemple, I’augment de la tensi6 vascular.

En el present treball, ’analisi de la relaxacié induida per acetilcolina, mitjancant 1’us
d’inhibidors de la NOS i de la ciclooxigenasa demostrava que les diferéncies entre els
dos grups eren mediades pel ‘NO, ja que en rates suplementades amb OP, la relaxacio
mediada per -NO augmentava un 58%, mentre que en la fraccid de la relaxaciéo mediada
per prostanoids no s’hi observaven diferéncies estadisticament significatives. Tot i que
la manipulacié de la dieta tingués efectes en la composici6 lipidica de les membranes
cél-lulars del vas i, de retruc, en el perfil dels eicosanoids, I’oposicid de 1’accio
vasodilatora i de 1’accid vasconstrictora d’uns i d’altres (com ara la PGL/PGI; o el
TXA,/TXAj3, respectivament) podia ser la responsable que, finalment, no s’observessin
diferéncies en la relaxacid induida per acetilcolina i mediada per derivats de la

ciclooxigenasa.

En el manteniment del to vascular hi intervenen molécules amb accions
contraposades. Aixi hi ha agents vasorelaxants, com el ‘NO i la PGI, (Pearson et al.,
1983), 1 agents vasoconstrictors com 1’endotelina-1, el TXA; (Vane et al., 1990) o el
O, (Figura 24). Cal recordar que la generacié d’aquesta especie quimica ¢és una de les

principals limitadores de la biodisponibilitat del -NO, ja que reacciona amb ell per
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formar ONOO", que tot i que també té una certa activitat vasorelaxant, és un potent
agent oxidant i de vida mitjana molt curta. En definitiva, qualsevol alteracié en la
produccié de O (activacio de cel-lules inflamatories, de la xantina oxidasa del teixit
vascular, desacoblament de la NOS) o en ’activitat de la SOD, poden provocar canvis
en les accions del -NO (Miigge et al., 1991). Una de les fonts de O, en la paret vascular
¢s la NAD(P)H oxidasa (Mohazzab et al., 1994; Pagano et al., 1995; Wei et al., 1985),
enzim que es troba a la membrana dels leucocits, i que és modulat pel metabolisme de
I’AA (Cherny et al., 2001). La produccié de O, per vasos que hem trobat en el nostre
estudi s’adiu amb les observacions de Pagano et al. (1995), que van descriure un
augment del seu alliberament quan s’exposaven els vasos a NADPH exogena (substrat
limitant de la NADPH oxidasa). L’augment de la produccido de O, que resulta de
I’addici6 al medi d’un inhibidor de la NOS ens pot servir per estimar 1’alliberament de
‘NO. El fet que I’OP de la dieta provoqués un desajust entre la produccié de O, 1 de
‘NO (amb estimulacio del ‘NO sense alteracié del O, ") pot afavorir una tendéncia a la
disminucio del to vascular. D’altra banda, ni les activitats de la SOD ni de la catalasa
presentaven variacions en les aortes degudes a la suplementacid6 amb OP, i aix0
corroboraria que la dieta rica en OP no genera un estrés oxidatiu més gran en els vasos
que una dieta rica en OB (tot i la tendeéncia més gran a la peroxidacid). Contrariament,
un augment de la produccio de O i, en conseqiiencia una reduccid de la vasodilatacid
dependent de ‘NO, és un dels mecanismes de disfunci6 endotelial que participen en
situacions patologiques com la hipertensi6 (Harrison, 1997). Un exemple de la
interacci6 entre O, i -NO, ’il-lustra el fet que I’accié de la ceramida com a inhibidora
de la via del ‘NO-GMPc vascular és mediada, fonamentalment, per I’estimulacié que

produeix en la produccid intracel-lular de O,-" (Zieman et al., 2001).
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Figura 24. Regulaciod del to vascular per diversos mediadors.

El caracter efimer del ‘NO i del Oy, que assoleixen petites concentracions en el
teixit vascular (submicromolar), dins ’equilibri que hi ha entre les diverses fonts
enzimatiques i no-enzimatiques, i els mecanismes d’eliminacid (inclosa la reacci6 entre
ells, que genera ONOOQO") fa complicada la tria dels métodes de mesura (Tarpey i
Fridovich, 2001). En el cas del -NO s’escolli la ressonancia de spin electronic. La petita
produccid de -NO era més dificil de detectar per altres técniques, com ara 1’oxidacié de
I’hemoglobina o la reaccio de Griess (que permet de valorar els nitrits, com a producte
final i acumulable de -NO), les quals, a més, exigien treballar en homogenats de teixit.
La generacio de O, " fou analitzada per la quimioluminiscéncia de la lucigenina, ja que
permetia mesurar-la en unes condicions d’integritat del teixit aortic, a diferéncia d’altres

tecniques com la reduccié del ferricitocrom c o la interferéncia en 1’activitat aconitasa.
L’alliberament de ‘NO en condicions basals, o induida per agonistes, es pot estimar

indirectament en bany d’organs a través de I’efecte de I’addicié de SOD exogena

(Abrahamsson et al., 1992; Mian i Martin, 1995). En el nostre treball, 1’acci6 de la SOD
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exogena en la vasoreactivitat vascular indica que l’efecte vasoconstrictor del O,
consisteix basicament en la reduccid de la biodisponibilitat de ‘NO (Katusic i
Vanhoutte, 1989), ja que no s’observa cap efecte de la SOD en anells desprovistos
d’endoteli, on no hi ha produccio de -NO. En el cas dels anells amb I’endoteli intacte,
I’ts de la SOD exogena ens permetia, a més, d’aconseguir respostes Optimes mediades
per -NO 1 poder estimar més acuradament I’accid vascular d’aquest. La potenciacioé que
el L-NNA realitza en la contraccié induida per fenilefrina és un indicador de la sintesi
basal de -NO. Precisament, aquesta potenciacid era més gran en les rates suplementades
amb OP que no en les rates suplementades amb OB.

L’augment de les relaxacions dependents de -NO no necessariament ha de ser el
resultat d’una major sintesi de -NO, sind que també es podria deure a una major
sensibilitat del vas al ‘NO, com ara per un augment de I’expressi6 de la GCs. No
sembla, pero, que sigui el cas en el nostre estudi, ja que no hi hagué variacions entre els
dos grups alimentaris en la resposta de I’aorta al nitroprussiat sodic. Aixi I’augment de
la relaxaci6 induida per acetilcolina en anells d’aorta procedents de rates alimenades
amb la dieta rica en OP no era degut a que s’incrementés la susceptibilitat de la
musculatura arterial a 1’accid vasodilatora del ‘NO. Com hem vist, tampoc no era
deguda a un allargament de la vida mitjana del ‘NO com a conseqiiencia d’una
disminucié de O, i més aviat seria la darrera conseqiiéncia d’un augment de
I’expressi6 del ARNm de la eNOS, com vam poder comprovar i s’explica més
endavant.

Tot i que les valoracions indirectes esmentades indicaven una modulacié de la
produccié de ‘NO i de Oy a nivell de la paret aortica per I’OP, vam realitzar un estudi
amb técniques més directes. Aixi la mesura de la produccio basal de -NO per r.s.e. en
les aortes de rates alimentades amb OP indicava un augment en la biodisponibilitat de
‘NO (90%) que comportava tamb¢é un augment del contingut de GMPc aortic (100%), 1
una disminucio6 de la relaci6é de L-arginina/L-citrul-lina lliures, els aminoacids que son,
respectivament, substrat 1 producte de la sintesi de -NO catalitzada per la NOS. Aquests
canvis es relacionen amb augments en I’ARNm de eNOS (31%) i en la proteina (72%) 1
son deguts, doncs, al reforgcament de 1’expressio de la eNOS 1 no tant a una estimulacio

de T’activitat de la NOS, ja que els canvis en I’activitat de la NOS i de la
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biodisponibilitat del ‘NO eren abolits quan els resultats es referien a micrograms de
proteina eNOS, per comptes de miligrams de teixit total. L’augment en la
biodisponibilitat de ‘NO en segments aortics amb endoteli intacte, conjuntament amb la
petita senyal de r.s.e. que mostraven els segments aortics amb 1’endoteli denudat,
indiquen que el -NO generat en ’artéria aorta procedeix basicament de 1’endoteli. Aixi,
tot i que en el vas s’han caracteritzat, en diferents tipus cel-lulars (com ara les cel-lules
musculars llises de la tinica mitjana), una o més de les tres isoformes de NOS, (Boje i
Fung, 1990; Marletta et al., 1988; Boulanger et al., 1998), I’endoteli seria doncs gairebé
I’tnic responsable de la sintesi de -NO, en una situacid on hi hagi desenvolupament de
la placa d’ateroma.

En relaci6 als grups suplementats amb L-arginina, tant amb dietes riques en OB com
en OP, es registraren augments en la produccio de -NO (37% en el cas del grup OB-A
respecte del grup OB, 1 24% en el cas del grup OP-A respecte del grup OP) i de GMPc.
Es a dir, que un reforcament del substracte de la eNOS es tradueix en un augment
addicional de la relaxacio vascular en els dos grups, degut possiblement a que el nivells

de L-arginina son limitants.

La incorporaci6 d’AGPI ®-3 en els fosfolipids de les membranes cel-lulars
(Rodriguez et al, 1996) pot afectar la NOS a través dels canvis que pateixen els
eicosanoids: disminueix la sintesi dels eicosanoids de les seéries 2 i 4 (derivats dels
AGPI ®-6), 1 augmenta la sintesi dels de les series 3 1 5. Amb tot, Fischer i Weber
(1984) observaren que la PGI; mostrava uns efectes similars als de la seva homologa
PGI,, si bé com a norma general les serie 3 1 5 tenen una activitat bioldgica inferior en
ser menys afins pels receptors corresponents.

La regulacio de D’activitat de la eNOS es realitza per mecanismes diversos
(Flemming i Busse, 2003). D’una banda és un enzim dependent de Ca®", i necessita que
s’hi uneixi la Ca-CaM. Aquesta uni6 s’inhibeix quan el lloc corresponent de la eNOS
I’ocupen altres proteines, com la caveolina-1. La eNOS també pot regular la seva
activitat mitjancant la fosforilacié de determinats residus (Ser1177, Thr495), per cinases
com la PKC. A banda del control de I’activitat, també es pot modular I’expressio a

diferents nivells. Aixi, per exemple, en rates s’ha observat un augment de la via de
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senyalitzaci6 eNOS-GMPc en el cor amb ’edat (Zieman et al., 2001), que es basa en un
augment de la quantitat de proteina eNOS. Li et al. (1998) demostraren que 1’activacio
de les isoformes PKCa i PKCe augmenta la transcripcid del gen huma eNOS. En aquest
treball no hem valorat ’activitat de la PKC ja que treballem amb vas sencer, pero seria
probable que aquest enzim estigués implicat en [’augment d’expressi6 de la eNOS per la
dieta rica en OP.

La dislipidémia afecta la funcié endotelial de diverses formes (Lind, 2002): hi ha un
augment de la sintesi de O, 1 d’endotelina-1, 1 I’activitat eNOS es veu disminuida; tot
plegat condueix a una elevaci6 del to vascular. Les LDL oxidades, en prendre colesterol
de les caveoles, provoquen la dissociacié de la caveolina i de la eNOS que es troba
unida a aquesta, de forma que ’activitat NOS i la biodisponibilitat del -NO s’hi veuen
afectades negativament (Blair et al., 1999). A més, la hipercolesterolémia també
produeix un augment de caveolina, que té un efecte inhibidor de la eNOS (Feron et al.,
1999) en interferir la unié d’aquesta amb la Ca-CaM. Similarment, les LDL no
oxidades, quan s’acumulen en 1’espai subendotelial, afecten la funcié de 1’endoteli: la
caveolina-1 desplaga I’Hsp90 del lloc d’uni6 a la CaM de la eNOS 1 aix0 afavoreix el
desacoblament de la NOS, i que aquest enzim produeixi O,-~ (Pritchard et al., 2002). Els
estudis del domini caveolar i de la interacci6 entre la eNOS 1 la caveolina se solen fer en
cel-lules endotelials en cultiu o en artéries prou grans com per aillar un nombre suficient
de cel-lules endotelials, per aixo se’ns feu dificil estudiar aquest aspecte en el nostre

estudi.

L’oxidaci6 de les LDL és un dels primers esdeveniments del desenvolupament de les
lesions aterosclerotiques. La produccid relativa de “NO 1 O, es critica per determinar el
resultat de 1’oxidacio biologica (Rodenas et al., 1998). Es, doncs, improbable que en
unes condicions d’augment del -NO sense modificaciéo de O, (mesurat indirectament
en bany d’organs i, directament, per luminometria), la produccié de ONOO' en el teixit
vascular pugui contrarestar els efectes del -NO. En aquest cas, els nivells de ONOO™ no
s’alterarien 1 restaria més -NO lliure (Liochev i Fridovich, 2002).

També cal tenir en compte les alteracions que la suplementacié d’OP pugui provocar

en el perfil lipidic de les lipoproteines i, en conseqiiencia, en la seva tendeéncia a
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I’oxidacié. La lipoperoxidacié mediada per Cu®* és una de les técniques que s’empren
en I’estimacio d’aquesta susceptibilitat a 1’oxidaci6 de les lipoproteines (Cominacini et
al., 1991; Jialal et al., 1991). A diferéncia d’altres agents (com I’ABTS*"), el Cu*" hi
actua de forma especifica, en unir-se a la superficie de les LDL, i no externament per la
generacio de ‘OH o altres espécies reactives. Tot i que una serie d’estudis indiquen que
els greixos insaturats tenen efectes potencialment beneficiosos en la lipidemia (Mensink
i Katan, 1992; Mattson i Grundy, 1985), cal no oblidar que la susceptibilitat a 1’atac
oxidatiu es relaciona directament amb el grau d’insaturacio, que en el cas d’OP és més
gran pel que fa a la quantitat d’acids grassos amb més de tres dobles enllacos.

Les lipoproteines de les rates suplementades amb OP, exposades a Cu”’, eren més
resistents a la progressio de I’oxidacio, tot i que el temps de laténcia es reduia en relacio
a les lipoproteines de rates suplementades amb OB. Aquest escurgament de la fase de
latéencia de I’oxidacio pot deure’s a la produccidé de ONOO", agent extremadament
prooxidant (Darley-Usmar et al., 1992), a la incorporacié d’AGPI ®-3 a les LDL
(Maziere et al., 1998; Nardini et al., 1995; Whitman et al., 1994), o a la reducci6 de
nivells antioxidants liposolubles com ara 1’a-tocoferol (Esterbauer et al., 1990). Ens
decantem en el nostre cas per a aix0 darrer ja que dels resultats sobre producci6 de Oy 1
de ‘NO deduim una reduccio en la generacio de ONOO' i, d’altra banda, el contingut de
vitamina E en lipoproteines de rates suplementades amb OP disminuia lleugerament
(22%), com també han observat altres investigadors (Higdon et al., 2001; Higgins et al.,
2001).

Els nostres resultats, com els d’altres estudis, (Suzukawa et al., 1995; Wander et al.,
1996; Higdon et al., 2001; Hau et al., 1996; Wander et al., 1998) assenyalen, doncs, que
els AGPI -3 produeixen una modificaciéo en la susceptibilitat a 1’oxidacié de les
lipoproteines: s’escurca la fase inicial de laténcia i disminueix la taxa de propagacio6 de
la fase posterior. Per explicar aquestes dues observacions, aparentment contraposades,
s’ha remarcat (Brude et al., 1997) que els AGPI ®-3 adopten una conformacié espaial
que fa que les seves insaturacions s’exposin molt menys a I’atac de radicals, la qual
cosa desacceleraria la taxa de propagacio, un cop encetat el procés. També s’ha recordat
que els radicals lipidics derivats d’AGPI ®-3 sén més polars i difonen menys cap al

nucli lipidic (Frankel, 1998). El temps de laténcia, al seu torn, es relaciona estretament
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amb el nivell d’antioxidants i, més especialment, amb el nivell d’a-tocoferol
(Esterbauer et al., 1989). Tot i que la dieta rica en OP produia una davallada en els
nivells d’a-tocoferol en les lipoproteines, els nivells en aorta pujaven.

La causa de les diferéncies en el temps de laténcia de les lipoproteines cal cercar-la
principalment en la composicido d’acids grassos d’aquestes. La composicié de les
lipoproteines, en linies generals, reflectia forca la dels olis que suplementaven les dietes
experimentals. Es a dir, que les rates suplementades amb OP mostraven un contingut
molt més gran d’AGPI »-3, i inferior d’AGPI w-6. Globalment, aixo produia que el
nombre de dobles enllacos fos practicament igual. No obstant, com que els AGPI -3
presenten un grau d’insaturacid més gran, les lipoproteines del grup OP tenien un index
de peroxidabilitat teoric d’un 35% superior al grup OB.

La suplementacié amb L-arginina de les dietes refor¢ava, com ja hem assenyalat, la
via de senyalitzacio del -NO-GMPc pero no tenia efectes estadisticament significatius ni
en els nivells d’a-tocoferol de I’aorta, ni en els parametres de susceptibilitat a I’oxidacio

de les lipoproteines.

El -NO ¢és un potent antioxidant, ja que, pel seu coeficient de particio (que indica una
lipofilia relativa), reacciona facilment amb radicals lipoperoxil i alcoxil, de forma que
actua com a finalitzador de les reaccions en cadena de la lipoperoxidacié (Rubbo et al.,
2000). S’ha observat que el -NO és un fort inhibidor de 1’oxidacié de les LDL in vitro
induides per Cu®" o per agents del grup azo (Hogg i Kalyanaraman, 1998), i també de
I’oxidacié generada per cultius de cel-lules endotelials (Malo-Ranta et al., 1994). A
banda de l’actuaci6 del ‘NO com agent interruptor de la reaccid en cadena de la
lipoperoxidacio, també pot jugar un paper antioxidant per la inhibici6 de la lipoxigenasa
(Rubbo et al., 1995). S’ha proposat que la reaccid de finalitzacié catalitzada pel NO
implica la participacié de dues molécules, de les quals la primera reacciona amb un
radical lipoperoxil, i la segona amb el radical alcoxil que resulta de la primera reaccid
(O’Donnell et al., 1997). Aquesta actuacié com a agent finalitzador seria un mecanisme
plausible per explicar la seva actuacid com a factor antiaterogenic (Matthys 1 Bult,
1997) in vivo, perd ¢és de dificil demostracido ex vivo. Aixi, durant I’estudi de la

susceptibilitat de les lipoproteines a 1’oxidacid no ¢és possible simular en el nostre cas
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les condicions que es donen in vivo, i per tant I’efecte del -NO addicional del grup d’OP
o ’observat amb la suplementacié de L-arginina no s’hi considera directament (pero si a

través de les alteracions en els lipids i en la capacitat antioxidant de les lipoproteines).

L’augment en la produccié de ‘NO degut a ’OP de la dieta pot explicar tant el seu
efecte preventiu front el desenvolupament de la malaltia cardiovascular (Goodnight,
1993) com la millora de les funcions endotelials en subjectes hipercolesterolémics (Zhu
1 Parmley, 1990). Aquest augment en -NO pot comportar diferents fenomens en
plaquetes i en vasos, perod en remarcarem Unicament dos. Primer, que hem observat que
I’OP augmenta la relaxaci6 de vasos sanguinis, ja per relaxacions induides per
acetilcolina (Lopez et al., 2001) o mitjancant ’augment de la producci6 basal de -NO.
En segon lloc, el -NO també pot actuar com un potent antioxidant en la interrupcié de la
reacci6 en cadena de la lipoperoxidacié de les lipoproteines (Rubbo et al., 1995) i per
tant interferir en 1’aterogénesi (Matthys i Bult, 1997). La propietat antioxidant del -NO
sols es pot manifestar quan no predominen les reaccions prooxidatives, ja que el
ONOO' que es genera en la reacci6 del -NO amb el O, és una espécie més reactiva, que
interfereix en la vasorelaxacio (Denicola et al., 2002) i que afavorireix 1’oxidacié de les
LDL (O’Donnell i Freeman, 2001).

Un estudi que també comparava 1’efecte d’una dieta rica en OP en un model
inflamatori de rata, assenyalava que la dieta produia una disminucié de la producci6 de
0, 1 no modificava la de -NO (Carbonell et al.) en leucocits polimorfonuclears. Tot i
que el resultat és diferent del nostre (augment de -NO 1 manteniment dels nivells de O,"’;
comprensible si es té present que actuen diferents enzims en els dos sistemes), també
se’n dedueix un mecanisme de proteccio de I’OP a través de la modulacié de la
produccié de radicals lliures. Tammateix, en altres cel-lules, com macrofags, ’OP
estimula la producci6 de O, sense afectar la del -NO (Moreno et al., 2001), i en
conseqiiéncia en aquesta situacid no augmentaria la produccié de ONOO". L’accio que
el OP produeix en les cel-lules inflamatories també cal considerar-la en la fisiologia
vascular pel paper que aquestes cel-lules tenen en la generacio de la placa d’ateroma

com a font de radicals lliures.
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Els estudis realitzats ex vivo constitueixen una prova més convincent que els estudis
que empraven cel-lules endotelials en cultiu (Boulanger et al., 1990) ja que els estimuls
quimics 1 mecanics de la vasculatura sistémica, que també modulen I’expressio de
proteina eNOS, son absents en els sistemes de cultiu. No obstant, caldria comprovar si
els efectes beneficiosos de I’OP a nivell vascular observats en aquest treball en animals
sans es manifesten també en animals amb una predisposici6 a I’aterosclerosi, o en
animals que presenten el procés ja en curs. L’aterosclerosi comporta un augment de la
produccié de O, i una disminucié de ‘NO (Ohara et al, 1993; White et al., 1994). Pot
resultar interessant fer un estudi amb ratolins deficients en apolipoproteina E (i, en
conseqiiencia en HDL) per confimar o refusar el paper de mecanismes que expliquin

I’efecte beneficids de 1’oli de peix en la prevencid i tractament de 1’aterosclerosi.
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La suplementacié d’oli de peix en la dieta de rates mascle Sprague-Dawley, en
relacio amb una dieta suplementada amb oli de blat de moro produia:

1.- No modificava la vasoconstriccié induida per fenilefrina, perd potenciava
la vasodilatacié induida per acetilcolina en bany d’organs i que no era
deguda a una resposta facilitadora de la musculatura llisa vascular.

2.- L’increment de la vasorelaxacié era mediat per -NO i no per eicosanoids.

3.- Tota la via del -NO-GMPc es troba implicada en aquest increment, que té
com a punt clau una quantitat superior d’ARNm i de proteina d’eNOS.

4.- Els acids grassos de la dieta s’incorporen a les lipoproteines. Tot i que el
temps de laténcia en I’estudi de susceptibilitat a 1’oxidacid ex vivo es
redueix, la velocitat de propagacié de I’oxidacid de les lipoproteines i el
nivell maxim de diens conjugats minva.

5.- La difusid del -NO en el nucli lipidic de les lipoproteines no es modifica i
podria estar involucrat en un paper protector del -NO en les lipoproteines.

6.- La vasorelaxacio i la menor susceptibilitat de les lipoproteines a 1’oxidacio
1 la difusio del NO en aquestes contribueixen a explicar el paper protector

de I’oli de peix en la prevencio de I’aterosclerosi.
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