Originales

Las alteraciones en la funcién del
tiroides originan importantes cambios
en la respuesta cardiovascular, en los
que estan implicados modificaciones
en el sistema renina-angiotensina
circulante (SRA) y otros péptidos
vasoactivos. Las actividades
aminopeptidasas (AP), a través del
control de la hormona liberadora de la
tirotropina (TRH), el SRA y otros
péptidos vasoactivos como la
vasopresina desempenan un
importante papel en el control de la
funcion del tiroides y de la presion
arterial. Con el fin de evaluar el papel
de distintas aminopeptidasas
plasmaticas en la funcion tiroidea,
determinamos las actividades alanina
(AlaAP), cistina (CysAP),
piroglutamato (pGluAP), glutamato
(GIuAP) y aspartato (AspAP)
aminopeptidasa, utilizando derivados
de la naftilamida como sustratos en
animales eu hipo e hipertiroideos. Los
resultados demuestran que el
hipertiroidismo disminuye
significativamente las actividades
pGIUuAP y CysAP, mientras que
aumenta la actividad AlaAP. Sin
embargo, no se observaron
diferencias para las actividades AspAP
y GIUAP. El hipotirodismo incrementd
significativamente los valores de
AlaAP, no observandose diferencias
en el resto de las actividades. Los
presentes resultados apuntan a un
papel preponderante de la actividad
AlaAP (AP M) en lugar de la GIUAP (AP
A) en la regulacién del SRA circulante,
en modelos animales de hiper e
hipotiroidismo.

Palabras clave: Aminopeptidasa. TRH. Sistema re-
nina-angiotensina. Hipotiroidismo. Hipertiroidismo.
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AMINOPEPTIDASE ACTIVITY AND THYROID FUNCTION IN RATS

Alterations in thyroid function imply important changes in
cardiovascular response, in which are also involved
modifications in the renin angiotensin system (SRA) and other
vasoactive peptides. Aminopeptidase (AP) activity, through the
control of thyrotrophin releasing hormone, the SRA and other
vasoactive peptides such as vasopressin, plays an important role
in thyroid function and blood pressure control. To evaluate the
role of AP activities in thyroid function, we determined alanyl-
(AlaAP), cystinyl- (CysAP), glutamyl- (GIuAP), aspartyl- (AspAP)
and pyroglutamyl- (pGluAP) activities using naphthylamide
derivatives as substrates in euthyroid, hypothyroid
and hyperthyroid animals. Results demonstrated that
hyperthyroidism decreased significantly pGluAP and CysAP, and
increased significantly AlaAP. However, no differences were
observed for AspAP and GIuAP. Hypothyroidism increased
significantly AlaAP but no differences were observed in the rest
of activities. These results suggest a major role for AlaAP (APM)
instead of GIuAP (APA) in the regulation of the circulating SRA in
animal models of hiper- and hypothyroidism.

Key words: Aminopeptidase. TRH. Renin-angiotensin-aldosterone system. Hypothyroidisnn.
Hiperthyroidisnn.

Aunque el significado funcional de las aminopeptidasas (AP) atin no es
del todo conocido, su actividad hidrolitica cumple un papel importante en la
inactivacion y regulacién hormonal de péptidos activos circulantes o a nivel
local tisular'. La relacién entre las AP y las hormonas tiroideas se ha esta-
blecido en varios sentidos. En primer lugar, alteraciones en el estado tiroi-
deo afectan a distintos péptidos vasoactivos y diversas AP han demostrado
actuar catalizando la biotransformacién de estos péptidos. En segundo lu-
gar, la piroglutamato aminopeptidasa (pGIuAP) es una de las principales
vias para la inactivacion del factor liberador de la tirotropina (TRH)?.

El papel de las AP en el control de la presion arterial se ha estudiado
esencialmente en relacién con su actuacién sobre componentes activos
del sistema renina-angiotensina (SRA)? y sobre otros péptidos como la
vasopresina, cuya funcion reguladora de la presion arterial y del balance
acuoso es ampliamente conocida.

Las AP desempefian un papel prominente en el metabolismo de las an-
giotensinas (Ang). Las conversiones hidroliticas de Ang Il a Ang Il y de
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Fig. 1. Enzimas implicadas en la cas-
cada enzimdtica del sistema renina-
angiotensia. Se indica la secuencia de
aminodcidos del extremo N-terminal
del angiotensindgeno, asi como la se-
cuencia completa de las angiotensinas
LILIIylV.

Otros metabolitos

Ang IIT a Ang IV destacan la importancia del papel regula-
dor de estas enzimas. Asi, la actividad de AP A —aspartato
aminopeptidasa (AspAP) y glutamato aminopeptidasa
(GluAP)- es la causante de la rotura del dcido aspartico a
partir de la molécula de Ang II, y la AP M —alanina amino-
peptidasa (AlaAP)—, junto a la AP B —arginina aminopepti-
dasa (ArgAP)—, de la transformacién metabdlica de Ang III
en Ang IV* (fig. 1).

Las disfunciones en la gldndula tiroides dan lugar a im-
portantes respuestas cardiovasculares en las que se ha de-
mostrado que estd implicado el SRA®’. El hipertiroidismo
activa dicho sistema plasmatico aumentando los valores de
angiotensindgeno, concentracién y actividad de renina vy,
fundamentalmente, cifras de Ang II. El hipotiroidismo, por
el contrario, reduce los niveles de angiotensinégeno, Ang II
y actividad de renina plasmadtica, pero sin modificar su con-
centracion®.

Los titulos plasméticos de aldosterona se reducen tanto en
el hipertiroidismo como en el hipotiroidismo, aunque mu-
cho mas notablemente en este tltimo caso. Asi mismo, la
densidad de receptores para la Ang II en las glandulas adre-
nales disminuye con el hipertiroidismo y aumenta de forma
acentuada con el hipotiroidismo’.

Por otro lado, se ha sefialado una posible accién intrahi-
potaldmica de la Ang II sobre la liberacién de hormonas
hipotaldmicas, bloqueando de esta forma la liberacién de la
hormona estimulante del tiroides (TSH)®. Por tanto, la rela-
cién entre las angiotensinas y las hormonas tiroideas se es-
tablece mediante diversos mecanismos.
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La actividad CysAP también se ha implicado en el con-
trol de la presion arterial al actuar sobre la vasopresina,
cuya funcién vasopresora y de retencién de agua por el ri-
fién es bien conocida. Algunos autores han observado una
relacion entre la vasopresina y el funcionamiento del tiroi-
des. Por ejemplo, se ha demostrado que la vasopresina pue-
de actuar como factor liberador de la tirotropina®. La vaso-
presina actia modulando el funcionamiento del sistema
hipofisis-tiroides, siendo esta neurohormona posiblemente
un estimulador fisiolégico de la secrecién de TSH y hormo-
nas tiroideas'®!!.

Como deciamos al inicio, la TRH se inactiva en parte por
accion de la piroglutamato aminopeptidasa (pGluAP)? de la
que se diferencian una forma soluble (pGIuAP I) y una uni-
da a membrana (pGIuAP II)!. La actividad pGIuAP I se ha
comprobado que es capaz de hidrolizar residuos pirogluta-
micos N-terminales de varios péptidos, como la TRH,
GnRH, neurotensina, bombesina, péptido anorexigénico y
sustratos artificiales como la pGlu-B-naftilamida (pGlu-f-
NA)" (fig. 2).

La actividad pGIuAP II adenohipofisaria de rata estd es-
trechamente controlada por hormonas del tiroides, cosa que
no ocurre con la actividad pGIuAP II cerebral'>'*. Esta re-
gulacidén “especifica de tejido” por hormonas tiroideas hace
pensar que la pGluAP II podria regular la extensién y dura-
cién de la actividad endocrina de la TRH.

Se ha descrito un tercer tipo de actividad pGIuAP en sue-
ro de mamiferos con caracteristicas similares a la pGluAP II
de membrana y con especificidad de sustrato restringida a la
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Fig. 2. Vias para la inactivacion de la hormona liberadora de la ti-
rotropina (TRH). A: piroglutamato aminopeptidasa; B: prolina en-
dopeptidasa; C: dipeptidil aminopetidasa A; D: imidopeptidasa.
(Modificada de Browne y O’Cuinn'>.)

TRH. Es por ello que a esta actividad sérica se la ha deno-
minado “tiroliberinasa”>'°, La degradacién de TRH por la
tiroliberinasa del suero durante su transporte por la vena
porta hipofisaria hasta la hipdfisis anterior podria represen-
tar un elemento de control en la regulacién de la unién de
TRH a sus receptores en las células diana. La actividad de
esta enzima también es controlada por hormonas del tiroi-
des'’; asi, cambios en el desarrollo, que coinciden con im-
portantes cambios en la fisiologia del tiroides, alteran la ac-
tividad tiroliberinasa'®!.

El objetivo del presente trabajo ha sido establecer el po-
sible efecto que cambios en el estado tiroideo del animal,
bien por inyeccién de T, o por tratamiento con metimazol,
podrian ejercer sobre distintas AP relacionadas directamen-
te con las hormonas tiroideas (pGluAP) o con péptidos va-
soactivos que sufren alteraciones relacionadas con el fun-
cionamiento del tiroides (AlaAP, GIuAP, AspAP vy
CysAP).

MATERIAL Y METODOS

Se utilizaron 20 ratas macho de la raza Wistar con pesos com-
prendidos entre 180 y 200 g, las cuales fueron divididas en tres
grupos: eutiroideas (n = 7), hipotiroideas (n = 7) e hipertiroideas (n
= 6). Los animales fueron mantenidos en condiciones estindar de
luz, humedad y temperatura, y con libre acceso tanto a la comida
como al agua.

El hipertiroidismo fue inducido por tratamiento con tiroxina
(T,, Sigma), inyectada por via subcutinea a una dosis de 300
ung/kg/dia. La hormona se disolvié en una mezcla de suero salino
isoténico y NaOH 0,5 N (100: 1 v/v) hasta una concentracion de 1
pg/ W, Al grupo de ratas eutiroideas (utilizadas como controles)
se le inyect6é la misma solucién, pero sin T,. El hipotiroidismo se
indujo por administracién de metimazol (Sigma) en el agua de be-
bida al 0,03%*'.

Todos los tratamientos se llevaron a cabo durante 6 semanas.
Pasado este periodo de tiempo, los animales se anestesiaron con
equitensin (2 ml/kg de peso corporal) y se procedi6 a la extraccién
de las muestras de sangre por puncién en el ventriculo izquierdo.
El cuidado de los animales y su uso experimental en todo momento
se cifieron a las directivas del Consejo de la Comunidad Econémi-
ca Europea (86/609/EEC).

Fig. 3. valores medios * error estandar de actividad AlaAP, Cy-
SAP, pGIuAP, GIuAP y AspAP en plasma, expresados como pmol
de la Aa-3-NA correspondiente, hidrolizados por min 'y por mg de
proteina. ; **p < 0,01; ***p < 0,001.

Las muestras de sangre se centrifugaron a 5.000 g durante 30
min para obtener el plasma, en el que se determinaron los valores
de proteina y las distintas actividades aminopeptiddsicas.

Para la determinacion de las proteinas se utilizé el método Brad-
ford?, basado en la afinidad de un colorante (Coomasie azul bri-
llante) por las proteinas.

Las actividades enzimdticas de AlaAP y CysAP se midieron
fluorimétricamente (espectrofluorimetro LS 50, Perkin-Elmer) uti-
lizando como sustratos L-Ala-B-NA y L-Cys-B-NA (Sigma), de
acuerdo con el método de Greenberg? modificado por Alba et al**.

La determinacion de las actividades GIuAP, AspAP y pGIluAP se
llevé a cabo fluorimétricamente usando L-Glu-B-NA, L-Asp-B-NA y
L-pGlu-B-NA (Sigma) como sustratos segtin los métodos de Tobe et
al® (para GluAP), Cheung y Cushman® (para AspAP) y Schwabe y
McDonald? (para pGluAP), modificados por Ramirez et al (1997)%.

Previamente se comprobd que todas las actividades enzimadticas
fueran lineales frente al tiempo de hidr6lisis y al contenido en pro-
tefnas de las muestras. La B-naftilamina, liberada en cada caso
como resultado de la actividad enzimadtica, se cuantificé fluorimé-
tricamente a 412 nm de emisién con una excitacion de 345 nm.

Los valores de fluorescencia obtenidos se transformaron en
nmoles de B-naftilamina liberada, mediante la extrapolacién a una
recta previamente obtenida tras la determinacién de concentracio-
nes decrecientes de B-naftilamina. Las actividades AlaAP, CysAP,
GIuAP, AspAP y pGluAP se expresaron como pmoles de L-Ala-B3-
NA, L-Cys-B-NA, L-Glu-B-NA, L-Asp-B-NA o L-pGlu-B-NA, hi-
drolizados por min y por mg de proteina.

El estudio de las variaciones en la concentracién de proteinas y
de actividades aminopeptidasas entre los tres grupos de animales
se llevo a cabo estableciendo un modelo de andlisis de la variancia
de una via (ANOVA 1), considerandose como significativos los va-
lores de p inferiores a 0,05. Para las posteriores comparaciones en-
tre medias se utilizé el test de Tukey. Todos los andlisis estadisti-
cos de los resultados se efectuaron con el paquete estadistico
Stadistical Graphics System (STATGRAPHICS).

RESULTADOS

No se observaron variaciones en el contenido de protei-
nas plasmaéticas en los animales hiper (4,34 + 0,024 mg/100
ul) o hipotiroideos (4,27 £ 0,012 mg/100 pl) frente a los eu-
tiroideos (4,31 £ 0,016 mg/100 pl), pero si se detect6 un li-
gero aumento (p < 0,05) en los animales hipertiroideos fren-
te a los hipotiroideos.
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En la figura 3 se presentan los distintos valores plasmati-
cos medios y sus correspondientes errores estandar obteni-
dos para las actividades pGluAP, AlaAP, GIluAP, AspAP y
CysAP, tanto en los animales utilizados como controles (eu-
tiroideos) como en los sometidos a tratamiento con T, (hi-
pertiroideos) o metilmazol (hipotiroideos).

El tratamiento con tiroxina dio lugar a una disminucién
estadisticamente significativa (p < 0,001) del 23% en la
actividad pGluAP (6,5 + 0,28 frente a 8,4 + 0,26 pmol/mg
prot/min). El desarrollo del hipotiroidismo no afecté a la
actividad degradativa de TRH (7,9 £ 0,29 frente a 8,4 +
0,26 pmol/mg prot/min), pero al compararse los animales
hipertiroideos con los hipotiroideos el descenso fue del
17% (p < 0,01) (6,5 + 0,28 frente a 7,9 = 0,29 pmol/mg
prot/min).

De las diversas actividades determinadas por su participa-
cioén dentro del SRA, sélo la AlaAP sufrié variaciones. En-
contramos un incremento estadisticamente significativo (p <
0,001) del 36% en los animales hipotiroideos (716 + 27,60
frente a 525 + 14,42 pmol/mg prot/min) y del 32% en los
hipertiroideos (692 + 34,96 frente a 525 + 14,42 pmol/mg
prot/min). Ni la actividad GluAP (5,8 + 0,24, 6,0 £ 0,35 y
5,1 £ 0,29 pmol/mg prot/min en los animales eu, hipo e hi-
pertiroideos, respectivamente) ni la actividad AspAP (15,8
+ 0,79, 15,4 £ 0,46 y 13,6 = 0,88 pmol/mg prot/min en los
animales eu, hipo e hipertiroideos, respectivamente) sufrie-
ron modificaciones tras los tratamientos.

Por ultimo, la actividad CysAP experimenté un descenso
del 17% (p < 0,001) relacionado con el desarrollo del hiper-
tiroidismo (32,4 + 0,69 frente a 39,0 £ 1,05 pmol/mg
prot/min), descenso que alcanzé el 23% (p < 0,001) cuando
estos animales se comparaban con los hipotiroideos (32,4 +
0,69 frente a 41,9 + 1,86 pmol/mg prot/min).

DISCUSION

La actividad degradativa de pGlu-B-NA ha demostrado
ser activa sobre la TRH y la enzima sérica es controlada por
las hormonas tiroideas”. También se ha demostrado que
esta actividad en ratas machos se reduce significativamente
tras el tratamiento con propiltiouracilo (un agente bocidge-
no), y que dicha actividad se recupera tras la inyeccién de
hormonas tiroideas®. Nuestros resultados demuestran que la
actividad hidrolitica plasmadtica de pGlu-B-naftilamida dis-
minuye en los animales hipertiroideos cuando se comparan
con los eutiroideos o con los hipotiroideos. Sin embargo, el
tratamiento con metimazol (un agente bocidgeno al igual
que el propiltiouracilo) no produce cambios en la actividad
frente a los controles.

Es necesario destacar que en los resultados encontrados
en la bibliografia se determiné especificamente la actividad
pGIuAP II, no la pGIuAP I, que es la enzima sérica mayori-
taria, lo que podria explicar el contraste de estos resultados
con los anteriormente citados. Ademads, la pGluAP I no sélo
es activa sobre la TRH, sino también sobre la GnRH!, y tra-
bajos realizados anteriormente en nuestro laboratorio ponen
de manifiesto que la actividad sérica hidrolitica de pGlu-f-
naftilamida parece estar mds relacionada con la regulacion
de este péptido que con la de la hormona liberadora de tiro-
tropina®'.

Por otro lado, se cree que la actividad AlaAP en suero
proviene del higado y estd muy aumentada en las enferme-
dades hepatobiliares. En quimica clinica su determinacién
se usa para detectar o confirmar una obstruccién biliar®. Sin
embargo, ademds de su papel diagndstico, esta enzima de-
sempefia un papel importante en la regulacién de hormonas
circulantes vasoactivas>>¥. En los resultados obtenidos en
el presente trabajo es interesante resaltar que el efecto tanto
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del hipotiroidismo como del hipertiroidismo es el mismo
sobre la actividad AlaAP en plasma: un aumento muy signi-
ficativo de dicha actividad.

Es conocido que las disfunciones de la glandula tiroides
dan lugar a importantes respuestas cardiovasculares en las
que estd implicado el SRA®’. El hipertiroidismo activa el
sistema renina-angiotensina plasmatico aumentando los va-
lores de angiotensindgeno, concentracién y actividad de
renina y, fundamentalmente, cifras de Ang II. El hipotiroi-
dismo, por el contrario, reduce los titulos de angiotensind-
geno, Ang Il y actividad de renina plasmadtica, pero sin mo-
dificar su concentracin®.

Se ha descrito que la AlaAP presenta actividad de amino-
peptidasa M (EC 3.4.11.14), una enzima con capacidad an-
giotensinasa’; en concreto, hidroliza la Ang III en Ang IV*.
Por tanto, los valores aumentados de AlaAP en plasma po-
drian hacer pensar en una alta actividad angiotensinasa que
se corresponderia con una modificacién de las angiotensi-
nas circulantes.

Por su parte, la actividad GIuAP también se ha descrito
como angiotensinasa, e intervendria dentro de la cascada re-
nina-angiotensina llevando a cabo la hidrdlisis de la Ang II
para transformarla en Ang III, péptido biolégicamente acti-
vo*. En nuestros resultados no encontramos variaciones sig-
nificativas en los titulos de angiotensinasa A (GluAP). Esto,
junto con el aumento paralelo de la actividad AlaAP (ami-
nopeptidasa M), podria dar lugar a un descenso de los titu-
los del péptido Ang III, junto a un desequilibrio en el SRA
que podria estar en el origen de los cambios en los valores
de PA que aparecen en estos animales. Al mismo tiempo, en
los animales hipertiroideos aparecerfa un aumento en los
valores plasmaticos de Ang II° sin que aumentasen los ni-
veles de actividad encargados de su hidrdlisis, lo que contri-
buiria a potenciar sus efectos.

La actividad AspAP, junto con la GluAP, también ha sido
definida como angiotensinasa A, ya que su rdpida accién
sobre los residuos de acido aspdrtico N-terminales de los
péptidos apunta a una posible funcion fisioldgica en la de-
gradacion de la Ang II'y su conversion en Ang IIT (des-Asp-
angiotensina II)*. Esta actividad también interviene a otro
nivel del SRA, ya que es capaz de actuar sobre la Ang I
dando lugar al péptido des-Asp-Ang I'.

En plasma, los resultados obtenidos en el presente trabajo
demuestran que no hay variaciones en la actividad AspAP,
al igual que tampoco las encontrdbamos para la GluAP, lo
que no apoyaria un papel predominante de la angiotensinasa
A en los cambios de la presion arterial que suelen aparecer
en los animales hiper e hipotiroideos, y estaria también de
acuerdo con la falta de efecto encontrada, en trabajos pre-
vios, en distintos modelos de hipertensién®***. Sin embargo,
como se ha indicado, si observamos cambios en la actividad
AlaAP, lo que indicaria que en estas condiciones existe un
papel preponderante de la actividad aminopeptidasa M en la
regulacion del SRA circulante.

Finalmente, nuestros resultados demuestran cambios en
la actividad de CysAP, la cual actda sobre los sustratos oxi-
tocina y vasopresina®. La Ang II es un agente estimulador
para la secrecion de vasopresina!®!!; por tanto, el aumento
de Ang II en animales hipertiroideos podria significar un in-
cremento en los valores de vasopresina®, lo que estaria de
acuerdo con la disminucién de la actividad CysAP que se
describe en el presente trabajo.

En resumen, nuestros resultados indican que el estado
hormonal del animal, por lo que se refiere a las hormonas
de la gldndula del tiroides, puede determinar cambios en di-
versas actividades AP que han demostrado actuar como fac-
tores de regulacion de distintos péptidos, a su vez con ca-
rdcter hormonal.
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