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RESUMEN

Distribucion y movimiento del colesterol en la membra-
na de eritrocito de pacientes con hipertensién esencial.

El presente estudio se llevé a cabo con 36 personas que se
ofrecieron voluntarias, de las cuales 12 eran sujetos sanos, 12
pacientes hipertensos normocolesterolémicos y 12 pacientes
hipertensos hipercolesterolémicos. Mediante puncién en la vena
antecubital, se recogieron muestras de sangre en citrato sédico
al 0,38%. La distribucion del colesterol y su velocidad de trans-
porte en la membrana de eritrocito se midieron segun la técnica
de la colesterol oxidasa. La medida de la velocidad méxima del
contratransporte Na+—Li+ en eritrocito se efectué segun el eflujo
de Li* en presencia o ausencia de Nat+. El estudio estadistico se
determind segun el andlisis de varianza (ANOVA) para datos
pareados con distribuciéon normal. Para las correlaciones se
empled el test de regresion lineal de Pearson.

Los resultados indican que existe una distribucién asimétrica
del colesterol en la membrana de eritrocito humano (mas coles-
terol en la monocapa interna que en la externa), aunque la
monocapa interna del eritrocito de pacientes hipertensos es aun
mas rica en colesterol que la de sujetos sanos. Esta alteracion
es concomitante con una reduccién de la velocidad de transpor-
te del colesterol en la bicapa lipidica del eritrocito, que contribu-
ye a la asimetria transmembrana y lateral del propio colesterol.
Estos parametros se correlacionan con la actividad en el eritro-
cito del contratransporte Na*—Li+, considerado como un indica-
dor genético de la hipertension esencial.

Puede afirmarse que la distribucion del colesterol y su velo-
cidad de transporte entre monocapas pueden desempefiar un
papel especifico en el proceso hipertensivo. Y, por extensién, en
otras enfermedades asociadas con alteraciones en el metabolis-
mo lipidico.

PALABRAS-CLAVE: Colesterol (distribucion) — Colesterol
(movimiento) — Hipertension esencial — Membrana de eritrocito
humano.

SUMMARY

Distribution and transbilayer movement of membrane
cholesterol in erythrocyte of patients with essential
hypertension.

The participants were 12 healthy subjects, 12
normocholesterolaemic hypertensive and 12 hypercholesterolaemic
hypertensive patients. Venous blood samples were collected in
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0.38% sodium citrate. Erythrocyte membrane cholesterol distribution
and transbilayer movement were measured according to the
continuous cholesterol oxidase treatment. Erythrocyte Na*-Lit
countertransport activity was determined by measurements of Li*
efflux in the presence or absence of Na+. The statistical analysis was
conducted for significance by using ANOVA for paired data and
correlations were carried out by linear regression analysis using
Pearson’s correlation coefficient.

Our findings are consistent with the presence of cholesterol-
rich domains randomly distributed in the human erythrocyte.
Cholesterol appeared to be similarly enriched in the cytofacial
monolayer but the size of such structural cholesterol pool was
greater in erythrocytes of hypertensive patients than in those of
healthy subjetcs. There was also a decrease in the movement rate
of erythrocyte membrane cholesterol, which contributed to keep
impaired the asymmetric distribution of cholesterol in hypertensive
patients. In addition, there was a strong correlation between the
half-time for membrane cholesterol distribution or transbilayer
movement and erythrocyte Nat-Li+ countertransport activity, a well
known marker of inherited predisposition to essential hypertension.

Our data indicate that the steady-state distribution of
membrane cholesterol and cell cholesterol exchange may be
intimately linked to the etiology of essential hypertension, and to
other diseases which are associated to alterations in the lipid
metabolism.

KEY-WORDS: Cholesterol (distribution) — Cholesterol (trans-
bilayer movement) — Essential hypertension — Membrane of
human erythrocyte.

1. PROLOGO

El presente trabajo constituye el estudio preliminar
del efecto de dietas enriquecidas con aceite de oliva
virgen sobre distintos parametros relacionados con la
hipertensiéon esencial humana, como principal factor
de riesgo que afecta a la Patologia Cardiovascular. La
estrategia experimental consiste en la busqueda de
nuevos caminos sobre las alteraciones estructurales o
cinéticas en las membranas biolégicas que puedan
contribuir al mejor entendimiento del metabolismo lipi-
dico frente a la ingesta de alimentos ricos en grasas
monoinsaturadas. El objetivo final es determinar si con
la dieta (aceite de oliva virgen) se pueden normalizar
aquellas modificaciones y definir los mecanismos
celulares o moleculares que inducen la re-configura-
cién de las membranas tras una dieta rica en acidos
grasos monoinsaturados.
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En su conjunto, estos estudios pretenden contribuir
a un mejor conocimiento del aceite de oliva virgen y su
normalizacién basada en la composiciéon de compo-
nentes con una actividad bioldgica de interés. De este
modo, se puede mejorar la calidad del aceite de oliva
virgen mediante la seleccién de variedades enriqueci-
das en alguno(s) de estos componentes. Ello propor-
cionaria nuevas expectativas para un mayor consumo
del aceite de oliva virgen, y un estimulo para el sector
productivo e industrial.

2. INTRODUCCION

Distintos componentes de membrana, como son
los sistemas de transporte del ion sodio (Figura 1),
presentan una funcién anormal en los eritrocitos de
pacientes con hipertension esencial: aumento de la
actividad del intercambiador Na+H+ (Canessa ef al.,
1991) y del contratransporte Na+-Li+ (Canessa ef al.,
1980; Muriana et al., 1996a), y disminucion de la acti-
vidad enzimatica ATPasa Na+K+ (Poston, 1987) y del
cotransporte Na+-K+ (Saitta et al,, 1988). Estas ano-
malias en el metabolismo iénico celular conducen a un
incremento de la concentracién intracelular del sodio,
cuya difusion pasiva también estd aumentada en la
hipertension esencial (Garay et al., 1981). En su con-
junto, unido a la mayor sensibilidad de los receptores
adrenérgicos a, plaquetarios (Insel y Motulsky, 1984;
Postnov, 1990), se produciria un aumento del tono
vascular (por aumento del calcio intracelular) y con
ello una elevacién de las cifras de tensién arterial
(Cooper et al., 1987; David-Dufilho et al., 1992).

Cotransporte Nat/K*

lATPasa Na*/K*|
Na*

K+
QOuabaina Bumetanida

. Difusién
pasiva ‘

Contratransporte Na*/Li*

La ouabaina y bumetanida actian como inhibidores de la actividad ATPasa Nat/K* y
del cotransporte Na*/K*, respectivamente

Figura 1
llustracion de los distintos sistemas de transporte del i6n Na+
en eritrocito humano
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Estas proteinas reguladoras del potencial electrico
de membrana y del gradiente ionico intra-/extracelular
se encuentran insertadas en la bicapa lipidica, que
constituye la base estructural de toda membrana bio-
logica (Figura 2). Parece ser que los lipidos de la
membrana celular modulan la actividad de tales prote-
inas, si bien el mecanismo de esta interaccion auin se
desconoce. Asi, las actividades del contratransporte
Na+-Li+, del cotransporte Na+-K+ y de la ATPasa Na+*-
K+ se correlacionan negativamente con el contenido
de colesterol y fosfolipidos de la membrana de eritro-
citos de humanos sanos (Lijnen et al., 1992; Lijnen et
al., 1994).

=09
-
LT

Obsérvese la disposicién de |a bicapa lipidica formada esencialmente por fosfolipidos

Figura 2
llustracion de un modelo de membrana celular

Las actividades del intercambiador Na+H+ en linfo-
citos y del cotransporte Na+K+ en eritrocitos también
se correlacionan de manera positiva con las concen-
traciones plasmaticas de colesterol y triglicéridos, res-
pectivamente (Carr et al.,, 1993; Lijnen et al., 1994),
mientras que la actividad del contratransporte Na+-Li*
se asocia al aumento plasmatico tanto de colesterol,
de triglicéridos, como de fosfolipidos (Carr et al., 1990;
Lijnen et al., 1994). Este ultimo sistema de transporte
también es sensible a los niveles de insulina en san-
gre (Doria et al., 1991; Mattiason ef al., 1991). Tal
observacion es de extrema importancia, puesto que
en la hipertensién esencial humana generalmente
coinciden las alteraciones del metabolismo lipidico
con una resistencia a la insulina e hiperinsulinemia
(Villar et al., 1994).

La composicién de los lipidos plasmaticos (coles-
terol y fosfolipidos) también influyen sobre la fluidez de
membrana, que se encuentra alterada en pacientes
hipertensos. En efecto, estudios de polarizacion (ani-
sotropia) de fluorescencia con eritrocitos y plaquetas
de pacientes con hipertension esencial demuestran un
incremento de la microviscosidad (disminucion de la
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fluidez) de sus membranas (Sandhagen et al., 1990;
Dominiczak y Bohr, 1991; Ronquist et al., 1992). Mas
importante, la anisotropia de fluorescencia en linfoci-
tos se correlaciona negativamente con la actividad del
intercambiador Na+-H+ (Carr et al., 1993), que intervie-
ne en la regulacién del volumen y pH intracelular, de la
respuesta humoral acusada por agentes vasoactivos,
de la reabsorcion renal de Na+, y de la proliferacién y
crecimiento celular. Esta interconexién entre microvis-
cosidad y transportadores iénicos puede depender, en
parte, del contenido y distribuciéon del colesterol y
esfingomielina en la bicapa lipidica, que constituyen
los componentes fisicos que confieren mayor o menor
rigidez a la membrana que los sustenta (Schroeder et
al., 1991a). Ambos, el esterol y el fosfolipido, tienen la
particularidad de ser afines entre si, es decir, el coles-
terol interacciona preferentemente con la esfingomieli-
na y en menor grado con el resto de fosfolipidos
(Barenholz, 1984).

Hasta ahora, todos los intentos de demostrar el
mecanismo de accién mediante el cual los lipidos
plasmaticos y de membrana pueden modular los sis-
temas de transporte iénico, y en particular el contra-
transporte Na+-Li+ que se considera como el marcador
genético de la hipertensién esencial (Canesa et al.,
1980; Carr et al, 1993), han sido infructuosos. La
mayoria de estos estudios se han basado en la modi-
ficacién cuantitativa de los lipidos de membrana
mediante intervenciones dietéticas en personas
sanas, tratando de asociar tales modificaciones con el
flujo idnico transmembrana (Heagerty et al., 1986;
Pagnan et al., 1989; Mclver et al., 1990), pero sin esta-
blecer un vinculo causal concreto. La extensién de
estas investigaciones en pacientes con hipertension
esencial demuestran que una dieta enriquecida con
aceite de oliva (Corrocher et al., 1992; Muriana et al.,
1996b) puede aumentar la actividad de la bomba Na+-
K+ y cotransporte Na+K+, y la permeabilidad pasiva
por el Na+, asi como reducir la actividad anormalmen-
te alta del contratransporte Na+-Li+. Estos resultados
son de suma importancia, por cuanto que constituyen
una pieza clave para normalizar el tratamiento dietéti-
co como coadyuvante al tratamiento farmacolégico de
ésta y otras enfermedades asociadas con el metabo-
lismo lipidico.

Sin embargo, la limitacion de los estudios llevados
a cabo hasta ahora radica en el concepto basico de
membrana biolégica, que se ha considerado simple-
mente como una estructura formada por lipidos y pro-
teinas, sin organizacion. Nada maés lejos de la reali-
dad. En efecto, existen en la actualidad datos suficien-
tes para afirmar que en las membranas biolégicas co-
existen dominios discretos de lipidos (Tocanne et al.,
1989; Schroeder et al., 1991a; Liscum and Faust,
1994). La distribucién asimétrica de los fosfolipidos ha
sido ampliamente estudiada en la membrana de eri-
trocitos humanos, observandose que en la monocapa
externa predominan la fosfatidilcolina y la esfingomie-
lina, mientras que en la monocapa interna abundan los
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aminofosfolipidos como son la fosfatidiletanolamina y
la fosfatidilserina (Figura 3). Estos dominios discretos
de fosfolipidos en la bicapa lipidica se relacionan con
procesos de difusibilidad a través de la membrana y
con la microviscosidad de ésta (Devaux, 1988). El
colesterol es, no obstante, el componente de la bicapa
lipidica que reviste mayor interés. Al igual que ocurre
con los fosfolipidos, el colesterol no se distribuye
homogéneamente en las membranas bioldgicas y se
reconocen tres tipos de dominios de colesterol en las
células (Tabla 1). El transporte intervesicular, la activi-
dad de proteinas citosdlicas de transferencia de lipi-
dos intracelular, o la actividad de proteinas unidas a
membrana que transfieren esteroles son entre otros,
los procesos que se relacionan con esta distribucion
asimétrica del colesterol (Schroeder et al., 1991a). En
humanos, el colesterol se localiza preferentemente en
la monocapa interna de las membranas (distribucién
asimétrica transmembrana), formando dominios ricos
y dominios pobres en cada monocapa (distribucion
asimétrica lateral) (Schroeder et al., 1991b; Liscum
and Faust, 1994; Muriana et al., 1994).

Monocapa
externa

Monocapa
interna

SM PC PS PE Pi PIP  PIP2 PA

Monocapa
externa

Monocapa
interna

SM PC PS PE Otros

Los valores expresan el porcentaje de cada fosfolipido (grafica superior) 6 el porcen-
taje del total de fosfolipidos (grafica inferior).

SM, esfingomielina; PC, fosfatidilcolina; PS, fosfatidilserina; PE, fosfatidiletanolamina;
PI, fosfatidilinositol; PIP, fosfatidilinositol 4-fosfato; PIP2, fosfatidilinositol 4,5-difosfato;
PA, &cido fosfatidico.

Figura 3
Distribucién asimétrica de los fosfolipidos en la membrana
de eritrocito humano
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Tabla 1
Distribucion asimétrica
del colesterol en las células

* |ntracelular
Membrana plasmatica > microsomas > mitocondria

¢ Transmembrana

* Lateral (monocapa): dominios ricos y pobres

Esta distribucién asimétrica del colesterol en mem-
branas es muy sensible a la incorporacién de acidos
grasos insaturados, a la presencia de esteroles oxida-
dos, a la exposicién crénica de etanol y a la expresion
de proteinas citosélicas portadoras de esteroles
(Schroeder et al., 1991a). La interpretacién de esta
localizacion fisica de multiples dominios de colesterol
es también dependiente de su velocidad de movimien-
to en la bicapa lipidica (Schroeder ‘et al., 1991b;
Liscum and Faust, 1994; Muriana et al., 1995).

El significado fisiolégico de la distribucion asimétri-
ca del colesterol en membranas no se conoce, pero el
hecho de que algunas proteinas se encuentren fisica-
mente localizadas en dominios ricos de colesterol, en
dominios pobres de colesterol, o incluso especifica-
mente asociadas con el colesterol (Schroeder et al.,
1991a), indica que tales dominios pudieran influir
sobre la actividad o funcién de estas proteinas. Parece
ser que el mecanismo de accion se basa en la capaci-
dad del colesterol para promover la agregacioén (sepa-
racion de fases) y subsiguiente activacion del trans-
portador idnico o cualquier otra proteina de membrana
(Shouffani et al., 1990; Schroeder et al., 1991a). Tal
hipétesis podria explicar la activacion del contratrans-
porte Na+-Li+ que se produce en la hipertensiéon esen-
cial, por cuanto que la modificacién de la distribucién
asimétrica del colesterol puede formar parte de las
anomalias patogénicas asociadas con la regulacion
de la presion arterial (Schroeder et al., 1991a; Engler
et al, 1992; Corrocher et al., 1992; Rothblat et al.,
1992; Straznicky et al., 1993; Ruiz-Gutiérrez et al.,
1996). En este sentido, cabe considerar la distribucion
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asimétrica del colesterol como el sustrato anatémico
de las alteraciones de los transportadores de mem-
brana.

Por lo tanto, el objeto de este estudio es determinar
si la forma de distribuirse el colesterol y su velocidad
de movimiento en la bicapa lipidica de eritrocito de
pacientes con hipertensién esencial se relacionan con
la etiologia de la enfermedad. Nuestros resultados
pueden abrir un nuevo horizonte para el tratamiento de
la hipertensién basado en el control de la estructura y
cinéticas de los dominios discretos de colesterol en las
membranas celulares del arbol vascular. Este tipo de
tratamiento puede ser farmacoldgico y/o dietético. En
este ultimo sentido, estudios preliminares en nuestro
laboratorio han puesto de manifiesto que tras la inges-
ta de aceite de oliva se producen cambios en la com-
posicién lipidica de la membrana de eritrocito de suje-
tos sanos y pacientes hipertensos que se correlacio-
nan con un efecto hipotensor. Ademas, tenemos datos
para afirmar que el aceite de oliva activa mecanismos
de homeostasis en la bicapa lipidica de las membra-
nas cuando éstas se encuentran alteradas en el pro-
ceso hipertensivo. Es decir, es muy probable que la
habilidad del aceite de oliva para reducir la tensién
arterial sea debido a su capacidad para modular la dis-
tribucién y el transporte del colesterol en las células.

3. PACIENTES Y METODOS

El estudio se llev6 a cabo con 12 pacientes hiper-
tensos-normocolesterolémicos, 12 pacientes hiperten-
sos-hipercolesterolémicos y 12 sujetos sanos. En los
tres grupos, la mitad fueron hombres y la otra midad
mujeres, con una media escasamente dispersa de 42
anos y 70 Kg de peso. El criterio de hipertension fue
una presion sistélica > 140 mm Hg y una presioén dias-
télica = 90 mm Hg medidas, al menos, en tres ocasio-
nes después de 10 min en posicién supina (Tabla 2).
El criterio de hipercolesterolemia fue una concentra-
cién en plasma de colesterol total > 6,22 mmol/L y
LDL-colesterol > 4,14 mmol/L después de 12 h de
ayuno (Tabla 3).

Tabla 2
Caracteristicas de los participantes en este estudio

. Sujetos Pacientes hipertensos  Pacientes hipertensos
Parametro P N P
controles normocolesterolémicos hipercolesterolémicos
Edad (afos) 54,2+3,7 56,2+4,8 56,8+3,5
Indice de masa corporal (kg/m2) 25,7+3,7 24,5+1,3 25,1£2,2
Presién sanguinea:
Diastélica (mm Hg) 71,8+4,0 94,9+5,0*** 92,0+3,1***
Sistélica (mm Hg) 122,5+8,9 161,2+14,4*** 163,9+4,3"**

Los valores expresan la mediatdesviacion estandar (n = 12

Valores significativamente diferentes del control: *P<0,1 **P<0,01***P<0,001.
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Tabla 3
Concentracion de los lipidos, lipoproteinas y apolipoproteinas (apo)
en plasma de los participantes en este estudio

Parametro Sujetos Pacientes hipertensos  Pacientes hipertensos
controles normocolesterolémicos hipercolesterolémicos

Colesterol total (mmol/L) 4,82+0,69 4,83+0,97 6,30+0,48***
HDL-colesterol (mmol/L) 1,26+0,23 1,21+0,42 1,19+0,42
HDL,-colesterol (mmol/L) 0,28+0,16 0,22+0,11 0,39+0,18
HDL;-colesterol (mmol/L) 0,96+0,19 0,99+0,38 0,79+0,25
LDL-colesterol (mmol/L) 3,43+0,48 3,48+0,14 4,41+0,32***
VLDL-colesterol (mmol/L) 0,13+0,07 0,14+0,05 0,62+0,32***
Fosfolipidos totales (mmol/L) 63,92+9,98 67,35+9,99 88,04+5,03***
HDL-fosfolipidos (mmol/L) 31,91+5,96 32,17+9,10 34,40+9,99
HDL,-fosfolipidos (mmol/L) 8,56+2,44 4,85+1,81*** 11,63+5,31
HDL;-fosfolipidos (mmol/L) 22,98+3,43 27,33+8,89 22,77+8,09
LDL-fosfolipidos (mmol/L) 28,72+5,76 31,65+7,95 43,12+4,45***
VLDL-fosfolipidos (mmol/L) 3,22+1,55 3,52+1,04 10,52+6,41***
Triglicéridos totales (mmol/L) 0,85+0,25 0,95+0,60 2,27+0,66***
HDL-triglicéridos (mmol/L) 0,18+0,05 0,16+0,05 0,24+0,08
LDL-triglicéridos (mmol/L) 0,24+0,09 0,30+0,15 0,45+0,03***
VLDL-triglicéridos (mmol/L) 0,42+0,16 0,48+0,21 1,34+0,85"**
Apo A-l (g/L) 1,60+0,23 1,8320,24 1,76+0,17
Apo B (g/L) 1,08+0,18 1,05+0,08 1,48+0,25"**
Colesterol total/HDL-colesterol 3,81+0,88 4,05+1,11 5,32+1,09**
LDL-colesterol/HDL-colesterol 2,70+0,34 2,85+0,61 3,76+0,97**

Los valores expresan la mediatdesviacion estandar (n = 12

Valores significativamente diferentes del control: **P<0,01***P<0,001.

Los experimentos sobre la distribucién del coleste-
rol y su velocidad de transporte transmembrana se
efectuaron segun el método de la colesterol oxidasa
(Brasaemle et al., 1998; Muriana et al., 1994; Muriana
et al., 1995). Brevemente, mediante puncién venosa
se obtuvo sangre en presencia de citrato sddico
0,38%. Tras someterse la sangre venosa a centrifuga-
cién (1750 x g) durante 5 min, a 4°C, los eritrocitos se
lavaron tres veces con solucién amortiguadora salina
(NaCl 145 mmol/L, KCI 5 mmol/L y fosfato sédico
5 mmol/L, pH 7,4) y tres veces con solucion amorti-
guadora de ensayo (sacarosa 310 mmol/L, MgSO,
1 mmol/L y fosfato sédico 5 mmol/L, pH 7,4), donde
se resuspendieron hasta un hematocrito del 3%
(aproximadamente 50 pg colesterol de eritrocito/ml| de
suspension de células). En todas las experiencias se
utilizaron eritrocitos obtenidos no mds de 6 h después
de la extraccién sanguinea. Alicuotas (3 mL) de la
suspension de eritrocitos se incubaron durante 5 min,
a 4°C, con 185 x 108 Bq de [3H]-colesterol (1.88 x 1012
Bag/mmol) en 50uL de etanol. Dependiendo del expe-
rimento, los eritrocitos marcados se preincubaron a
37°C (entre 0 y 100 min) y entonces se trataron bre-
vemente con colesterol oxidasa (Brevibacterium sp., 6
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U/mL) durante 20 s, o se preincubaron durante 15 s a
37°C y entonces se trataron de manera continua con
la enzima (entre 0 y 25 min). Se tomaron alicuotas
que se extrajeron con una mezcla de cloroformo-
metanol (2:1, v/v) y en la fase organica se determina-
ron inmediatamente la masa y la radioactividad de
colesterol y colestenona (resultado de la oxidacién del
colesterol).

Las masas de colesterol y colestenona se determi-
naron mediante cromatografia gaseosa, utilizando un
cromatégrafo de gases Hewlett-Packard 5790A equi-
pado con un integrador (modelo 3390a; Hewlett-
Packard Inc.). Las muestras orgénicas se evaporaron
con una corriente continua de nitrégeno gaseoso, se
redisolvieron en éter isopropilico frio (15 pL), y se
inyectaron en una columna Supelcoport 80/100 (3%
OV-17; Teknokroma 14280C; Supelco Inc.), utilizando
nitrégeno (20 cm3/min) como gas portador. La tempe-
ratura de columna fue de 325°C, y las temperaturas del
inyector y detector de 350 y 360°C, respectivamente.
La masa de cada esterol se calculé mediante compa-
racién del area de su pico cromatografico con el area
del pico correspondiente a concentraciones conocidas
de estigmasta-4,22-dienona (patrén interno).
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Las radioactividades de colesterol y colestenona
se determinaron mediante cromatrografia en capa
fina. Las muestras organicas se evaporaron con una
corriente continua de nitrégeno gaseoso, se redisol-
vieron en cloroformo (20 pL), y se colocaron en placas
de cromatrografia en capa fina de Silica-Gel 60. Los
desarrollos se efectuaron en una mezcla de
hexano:éter etilico:acido acético (80:25:1, v/iv/v). La
radiacién B se detecté con la ayuda de un analizador
lineal semi-automatico Berthold, conectado a un orde-
nador Apple lle provisto con un software de trabajo
individual. Las bandas radioactivas se rasparon de las
placas, se colocaron en viales de centelleo y, tras afia-
dir 10 mL de liquido de centelleo, se determinaron las
dpm en un contandor Beckman (Beckman Instruments
Inc.) convenientemente calibrado.

La medida de la velocidad méaxima del contratrans-
porte Na+Li+ se llevé a cabo segun el método de
Canessa et al. (1980). El flujo de Na+ dependiente de
este sistema se consider6 como el componente de la
salida neta de Na+ que, siendo resistente a la ouabai-
na y a la bumetanida, era estimulado por Li+. Tras
someterse la sangre venosa a centrifugacién (1750 x
g) durante 5 min, a 4°C, los eritrocitos se lavaron cua-
tro veces con una solucién de MgCl, 110 mmo/L y
resuspendieron con una soluciéon amortiguadora de
sobrecarga de Li+ (Li,CO; 75 mmol/L, glucosa 10
mmol/L, MOPS-Tris 75 mmol/L, pH 7,4) hasta un
hematocrito del 20%. En todas las experiencias se uti-
lizaron eritrocitos obtenidos no méas de 6 h después de
la extraccion sanguinea. Después de 60 min de incu-
bacién a 37°C, los eritrocitos se lavaron cuatro veces
con una solucién dé MgCl, 115 mmol/L, la ultima vez
centrifugando (3500 x g) durante 2 min, a 4°C. Se
tomaron cuatro alicuotas para determinar los eflujos
de Li+ en presencia o ausencia de Na+, la concentra-
cién de Li+ intracelular y el hematocrito.

Los eflujos de Li+ se determinaron a partir de la
incubacién de alicuotas (1 mL) de la suspensién celu-
lar con solucién amortiguadora de NaCl (NaCl 150
mmol/L, glucosa 10 mmol/L, ouabaina 0.1 mmol/L,
MOPS-Tris 10 mmol/L, pH 7,4) durante 60 min, a 4°C;
o bien con solucién amortiguadora carente de NaCl
(MgCl, 75 mmol/L, glucosa 10 mmol/L, ouabaina 0.1
mmol/L, sacarosa 85 mmol/L, MOPS-Tris 10 mmol/L,
pH 7,4) durante el mismo tiempo y temperatura. Los
eritrocitos se centrifugaron (3500 x g) durante 2 min, a
4°C, y la concentracion de Li+ se determind en los
sobrenadantes mediante espectrofotometria de absor-
cion atdmica (lg0¢ Perkin-Elmer 460). La velocidad
maxima del contratransporte Na+-Li+ se determin6 a
partir de la diferencia de concentracién de Li+ en los
sobrenadantes antes mencionados, considerando que
el sistema actua bajo condiciones de saturacion.

Para el analisis estadistico de los datos se calcula-
ron las medias con sus desviaciones estandares de
los distintos parametros. Las diferencias entre las
medias se compararon segun el andlisis de varianza
(ANOVA) para datos pareados con distribucién nor-
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mal. Las correlaciones se determinaron empleando el
test de regresion lineal de Pearson, calculando tam-
bién los intervalos con un 95% de confianza para los
coeficientes de regresion. Estos estudios se realizaron
con el paquete estadistico GraphPAD InStat
(GraphPAD Software).

4. RESULTADOS Y DISCUSION

4.1. Distribucion del colesterol en
la membrana de eritrocito

La Figura 4 ilustra los cromatogramas representa-
tivos del cambio de masa de colesterol y colestenona
de la membrana de eritrocito de sujetos sanos con
respecto al tiempo de tratamiento con colesterol oxi-
dasa [la enzima actua sobre el grupo hidroxilo en posi-
cién 3B del colesterol, para formar A4-colestenona
(Lange, 1992)]. Estas cinéticas de oxidacion del coles-
terol confirman estudios previos (Brasaemle et al.,
1988), y fueron similares a las encontradas en eritroci-
to de pacientes con hipertension esencial (normo- e
hipercolesterolémicos), aunque la velocidad del proce-
so fue significativamente mas lenta que la registrada
en el grupo control (Figuras 5 y 6). En pacientes hiper-
tensos, la subita oxidacion del colesterol (3-12% del
total) indica que el contenido de colesterol en la
monocapa externa del eritrocito oscila entre estos
valores (Tabla 4). En funcién de la velocidad de inter-
cambio del colesterol entre ambas monocapas, se
aprecia que el resto (colesterol en la monocapa inter-
na) se oxida con mayor lentitud dibujando una cinética
hiperbdlica (Figura 5). Como consecuencia, la oxida-
cion total del colesterol en eritrocito de pacientes con
hipertension esencial se retrasé 20 min con respecto
a los controles. Estos datos sugieren que el colesterol
de la membrana de eritrocito de humanos se encuen-
tra distribuido asimétricamente entre las monocapas
externa e interna (Brasaemle et al., 1988; Schroeder
et al., 1991b) y por primera vez se demuestra que la
monocapa interna del eritrocito de pacientes hiperten-
s0s es mas rica en colesterol que la de sujetos sanos,
indicando que la distribuciéon transmembrana del
colesterol puede desempenfar un papel especifico en
el proceso hipertensivo.

Los tiempos medios (50% del valor) para el des-
censo de la masa de colesterol en eritrocitos de suje-
tos sanos y pacientes con hipertension esencial se
expresan en la Tabla 4. Parece evidente que el coles-
terol difunde mas lentamente en la bicapa lipidica del
eritrocito de pacientes hipertensos, puesto que se
requiere mas tiempo para oxidar el 50% de colesterol
total que en los sujetos sanos. Esta dificultad al movi-
miento de lipidos (colesterol) en o entre cualquiera de
las monocapas de una membrana bioldgica ha sido
recientemente asociada a la presencia de dominios
ricos en colesterol (Schroeder et al.,, 1991a; Rothblat
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El % de oxidacion se calcula segun la relacién masa de colesterol/masa total de este-
roles (colesterol y colestenona) (n=12).

También se expresa en la gréfica el porcentaje de hemolisis durante el tratamiento
con la colesterol oxidasa (barras negras)

Figura 5
Disminucién del contenido (A) y oxidacién (B) del colesterol de
la membrana de eritrocito de sujetos sanos (trama y linea pun-
teadas), y de hipertensos normo- (gris y linea continua) e
hipercolesterolémicos (negro y linea discontinua)
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El % de oxidacién se calcula segun la relacion masa de colesterol/masa total de este-
roles (colesterol y colestenona) (n=12)

Figura 6
Representacion semilogaritmica de la oxidacién inicial del
colesterol de la membrana de eritrocito de sujetos sanos
(trama punteada), y de hipertensos normo- (gris)
e hipercolesterolémicos (negro)
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Tabla 4
Colesterol libre en las monocapas y t'/, para el descenso (por oxidacién continua)
de la masa de colesterol en la membrana de eritrocito

- Sujetos Pacientes hipertensos  Pacientes hipertensos
Parametro P ) P
controles normocolesterolémicos hipercolesterolémicos
Colesterol (segun tratamiento
continuo con colesterol oxidasa):
Monocapa externa 15-17% 10-12% 9-11%
Monocapa interna 85-83% 90-88% 91-89%
Colesterol (segun tratamiento
breve con colesterol oxidasa):
Monocapa externa 12-14% 5-6% 3-4%
Monocapa interna 88-86% 95-94% 97-96%
t'/, (min) 15,3+2,8 21,7£2,9*** 25,4+5,6***

Los valores expresan el intervalo o la mediatdesviacion estandar (n = 12)

Valores significativamente diferentes del control: ***P<0,001.

et al., 1992; Liscum y Faust, 1994). Los lipidos en un
dominio rico en colesterol estan fuertemente empa-
quetados, son menos proclives a la interaccion con
proteinas e incluso dificultan la translocacion de las
mismas. Por lo tanto, esta distribucién asimétrica late-
ral del colesterol en la membrana de eritrocito de
pacientes hipertensos puede afectar su fluidez y per-
meabilidad, asi como la funcién de las proteinas aso-
ciadas a esta membrana. En este sentido, es intere-
sante resaltar que la segregacion del colesterol de
membrana en dominios ricos y pobres resulta esencial
para la activaciéon de ciertas proteinas (Schroeder et
al., 1991a), en particular de aquellos sistemas de
transporte idénico que sufren un proceso de agregacion
(activacién) cuando residen en dominios ricos en
colesterol. Este pudiera ser el caso del contratranspor-
te Na+-Li+, cuya actividad se encuentra aumentada en
la hipertension esencial humana (Canessa et al.,
1980; Muriana et al., 1996a,b,c; Ruiz-Gutiérrez et al.,
1996).

4.2. Velocidad de movimiento transmembrana
del colesterol en el eritrocito

Cuando eritrocitos intactos se incuban con [3H]-
colesterol a 4°C se produce el marcaje isotopico de la
monocapa externa. La incubacién subsiguiente a 37°C
inicia el equilibrio del colesterol entre la monocapa
externa e interna mediante un movimiento transmem-
brana (Brasaemle et al., 1988). El tratamiento con
colesterol oxidasa de las células marcadas causa un
descenso en la radioactividad especifica (dpm [3H]-
esterol/ug esterol) de la colestenona con respecto al
tiempo, representando la mezcla del «pool» de coles-
terol radioactivo de la monocapa externa con el «pool»
de colesterol no radioactivo, presumiblemente, de la
monocapa interna. Es decir, representando la veloci-

(c) Consejo Superior de Investigaciones Cientificas
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Figura 7
Separacion de esteroles radioactivos (colesterol y colestenona)
de la membrana de eritrocito humano tratado breve (A) 6 conti-
nuamente (B) con colesterol oxidasa a distintos tiempos (080
min) de incubacion
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dad de movimiento transmembrana del colesterol. La
Figura 7 ilustra los cromatogramas caracteristicos del
cambio de radioactividad del colesterol y colestenona
tras el marcaje de eritrocito de sujetos sanos y poste-
rior tratamiento continuo con colesterol oxidasa. Estas
cinéticas de oxidacion del colesterol radioactivo confir-
man estudios previos (Brasaemle et al., 1988;
Schroeder et al., 1991b), y fueron similares a las
encontradas en eritrocito de pacientes con hiperten-
sién esencial (normo- e hipercolesterolémicos), aun-
que la velocidad del proceso fue significativamente
mas lenta que la registrada en el grupo control. Como
resultado, la radioactividad especifica de la colesteno-
na también decayo mas lentamente (Figuras 8 y 9). Los
tiempos medios (50% del valor) para el descenso de la

100

Actividad especifica relativa (%)

10 15 20 25
Tiempo (min)

Los valores se expresan como la radioactividad del «pool» de esteroles marcados con
tritio [3H)/mg de cada esterol, relativo a la radioactividad especifica inicial de la coles-
tenona (100%) (n=12)

Figura 8
Cambios en las radioactividades especificas de colesterol
(barras) y colestenona (lineas) de la membrana de eritrocito de
sujetos sanos (trama y linea punteada), y de hipertensos
normo- (gris y linea continua) e hipercolesterolémicos (negro y
linea discontinua), tratados brevemente con colesterol oxidasa
(025 min)
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radioactividad especifica de la colestenona en eritroci-
tos de sujetos sanos y pacientes hipertensos se mues-
tran en la Tabla 5. Esta importante reduccién en la velo-
cidad del transporte transmembrana del colesterol en
el eritrocito de pacientes con hipertensién esencial
puede contribuir ain mas a la asimetria transmembra-
na y lateral del colesterol, ya que la segregacion fisica
del colesterol en dominios ricos y pobres es muy
dependiente de su velocidad de intercambio en la bica-
pa lipidica (Schroeder et al., 1991a,b). En este sentido,
una velocidad de movimiento baja del colesterol desde
la monocapa externa hacia la interna, unido a su distri-
bucién asimétrica transmembrana, es indicativo de la
existencia de una estructura discreta del colesterol en
la membrana caracterizada por la presencia de domi-

100
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Los valores se expresan como la radioactividad del «pool» de esteroles marcados con
tritio [3H]/mg de cada esterol, relativo a la radioactividad especifica inicial de la coles-
tenona (100%) (n=12)

Figura 9
Cambios en las radioactividades especificas de colesterol
(barras) y colestenona (lineas) de la membrana de eritrocito de
sujetos sanos (trama y linea punteada), y de hipertensos
normo- (gris y linea continua) e hipercolesterolémicos (negro y
linea discontinua), tratados continuamente con colesterol oxi-
dasa (0—>100 min)

Tabla 5
Valores de t'/, para el descenso (por oxidaciéon continua)
de la radioactividad especifica de la colestenona en la membrana de eritrocito

Parametro Sujetos Pacientes hipertensos  Pacientes hipertensos
controles normocolesterolémicos hipercolesterolémicos
t'/, (min) 13,9+2,6 18,3+3,9** 20,3+6,8*

Los valores expresan la mediatdesviacion estandar (n = 12)
Valores significativamente diferentes del control: **P<0,05,*** P<0,005.
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nios ricos en colesterol en la monocapa interna
(Schroeder et al., 1991a; Rothblat et al., 1992).

Aunque la relacidon exacta entre los dominios
estructurales y cinéticos de colesterol en las membra-
nas bioldgicas no se conoce, parece que existen dife-
rentes «pools» cinéticos de colesterol que se denomi-
nan «pool de colesterol intercambiable» y «pool de
colesterol no-intercambiable» y se asocian a los domi-
nios pobres en colesterol y a los dominios ricos en
colesterol, respectivamente (Schroeder y Nemecz,
1990; Nemecz y Schroeder, 1988; Nemecz et al., 1988;
Schroeder et al., 1991a; Rothblat et al., 1992; Liscum y
Faust, 1994). Es decir, puede establecerse una sinoni-
mia entre dominios laterales de colesterol y «pools»
cinéticos de colesterol. Estos «pools» cinéticos son
generalmente el resultado de la segregacion del coles-
terol en la bicapa lipidica (Rothblat et al., 1992) y, por
lo tanto, no sorprende que ello se relacione directa-
mente con los mecanismos de deabsorcién del coles-
terol de la membrana y su intercambio espontaneo
(Schroeder et al., 1991a; 1991b; Rothblat ef al., 1992;
Liscum y Faust, 1994). Segun este modelo, puede con-
siderarse que el colesterol de la monocapa externa de
la membrana de eritrocito de pacientes hipertensos
estd constituido esencialmente por un «pool no-inter-
cambiable», puesto que el colesterol dificilmente difun-
de a través de esta monocapa a la interna, a pesar de
estar constituido por dominios pobres en colesterol.
Este posible defecto en el comportamiento cinético del
colesterol de membrana pudiera tener consecuencias
aun por determinar y no por ello poco interesantes,
basta mencionar que la capacidad de intercambio lipi-
dico de la monocapa externa modula directamente el
flujo intercelular y el transporte reverso del colesterol
(Rechl y Miller, 1989; Rothblat et al., 1992). Es, pues,
evidente que importantes implicaciones cardiovascula-
res pueden derivarse segun el tamafio del «pool inter-
cambiable y no-intercambiable» de colesterol en la
membrana, su velocidad de transferencia, o cualquier
combinacion de estos tres factores.

Este andlisis asume la existencia de un eflujo para-
lelo en la membrana entre los «pools» de colesterol
con cinética rapida («intercambiable») o lenta («no-
intercambiable») con el aceptor extracelular (Figura
10A). Sin embargo, no hay evidencia experimental que
elimine la posibilidad de un intercambio entre los domi-
nios laterales de colesterol (ricos y pobres), donde la
velocidad de transferencia del colesterol es relativa-
mente menor a la velocidad de eflujo desde cualquie-
ra de los dominios o «pools» cinéticos (Figura 10B), o
bien, donde después de la transferencia del colesterol
s6lo un dominio o «pool» cinético (el de cinética mas
rapida) es capaz de participar en el eflujo de coleste-
rol (Figura 10C). El estudio matematico de estos
modelos tedricos permite concluir que, en los dos Ulti-
mos casos (B y C), las cinéticas del eflujo de coleste-
rol son bi-exponenciales y mas lentas que las obteni-
das en el modelo (A), que no asume el intercambio
entre dominios (Rothblat et al., 1992).
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A Intercambiable
No-intercambiable '/

B Intercambiable

C

No-intercambiable

A, eflujo paralelo desde dominios intercambiables (de cinética rapida) y no-intercam-
biables (de cinética lenta) sin intercambio entre ambos dominios

B, eflujo paralelo con intercambio entre dominios

C, eflujo desde el dominio intercambiable sin intercambio entre dominios

Figura 10
Modelos posibles del movimiento del colesterol desde distintos
dominios o «pools» cinéticos de la membrana plasmatica hacia
aceptores extracelulares

Los valores derivados del tamafo de los «pools»
cinéticos y tipo de distribucion lateral del colesterol
tendran un impacto evidente sobre la interaccion de
sus aceptores naturales con la membrana celular vy,
por lo tanto, en la homeostasis del colesterol. En este
sentido, la apolipoproteina (apo) A-l de las lipoprotei-
nas de alta densidad (HDL), el mas eficiente aceptor
del colesterol celular, parece que interacciona de
manera especifica con los dominios pobres en coles-
terol de la membrana (Figura 11) (Rothblat et al.,
1992; Liscum y Faust, 1994). Apo A-l se une ligera y
transitoriamente mediante sus hélices anfipaticas a los
lipidos de membrana, dependiendo su eficiencia de la
composicion y disposicidn superficial de la propia apo-
lipoproteina.

4.3. Correlacion de la distribucion y velocidad
de movimiento transmembrana
del colesterol con el contratransporte
Na+-Li+ en el eritrocito

Distintos estudios sobre la asociacién entre los lipi-
dos plasmaticos, que se encuentran en equilibrio dina-
mico con los lipidos de membrana, y los distintos sis-
temas de transporte iénico indican que la cantidad de
colesterol de membrana se relaciona inversamente
con la actividad del contratransporte Na+-Li+ (Hajem et
al., 1990; Lijnen et al., 1992; Carr et al., 1993; Lijnen et
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MEMBRANA

Dominio rico
en colesterol

Dominio pobre
en colesterol

Las moléculas de colesterol se translocan facilmente desde los dominios pobres en
colesterol hacia las moléculas adyacentes de HDL (que contienen apo A-l) («pool» de
cinética rapida). Por el contrario, la alta densidad de empaquetamiento en los domi-
nios ricos en colesterol dificulta este tipo de interaccion («pool» de cinética lenta)

Figura 11
Modelo posible de la interaccién de la apolipoproteina (apo) A-
| con los dominios estructurales de la membrana plasmatica

al., 1994). Sin embargo, hoy dia se desconoce el
mecanismo mediante el cual los lipidos de membrana,
incluyendo el colesterol, afectan a este sistema que se
considera como marcador genético de la hipertensién
esencial (Canessa et al., 1988; Carr et al., 1993). En
este sentido, parece posible que el modelo de domi-
nios estructurales y «pools» cinéticos de colesterol en
la membrana pueda contribuir a tal comprensién (ver
apartados anteriores). Una relaciéon causal entre los
distintos parametros (distribuciéon transmembrana del
colesterol, distribucion lateral del colesterol, velocidad
de movimiento transmembrana del colesterol y activi-
dad del contratransporte Na+-Li+) debe considerarse
imprescindible para corroborar o no esta hipétesis.

En primer término, los valores medios de la veloci-
dad maxima del contratransporte Na+-Li+ en el eritroci-
to de sujetos sanos y pacientes con hipertension
esencial se expresan en la Tabla 6. En concordancia
con otros autores (Canessa et al., 1980; Rutherford et
al., 1992; Carr et al., 1993), un incremento en la activi-
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dad de este sistema de transporte del sodio se asocia
con el estado hipertensivo; a mayor actividad, peor
pronéstico de la enfermedad.

El andlisis de regresién simple demostré que exis-
te una significativa y positiva correlacién entre el con-
tratransporte Na+-Li+ y el tiempo medio para la oxida-
cion (relacionado con la distribucién) del colesterol de
la membrana de los eritrocitos tanto de los sujetos
sanos como de los pacientes con hipertension esen-
cial (Figura 12). A medida que aumenta el tiempo
medio que necesita la colesterol oxidasa para oxidar el
50% del colesterol a colestenona, entonces aumenta
la velocidad maxima del contratransporte Na+-Li+. Esta
resistencia a la oxidacién del colesterol en la membra-
na de eritrocito de pacientes hipertensos es caracte-
ristica de la presencia, ya confirmada, del escaso con-
tenido de colesterol en la monocapa externa y su dis-
tribucién lateral en dominios pobres (Brasaemle et al.,
1988; Schroeder et al., 1991b; Liscum y Faust, 1994,
Muriana et al., 1994). La maxima expresion de estos
hechos es la reduccién de fluidez (aumento de micro-
viscosidad) de la membrana, y la presencia de domi-
nios ricos en colesterol en la monocapa interna con la
subsiguiente activacion del transportador de sodio
(Schroeder et al., 1991a). En la Tabla 7 se indican los
coeficientes de correlacion de Pearson y los coeficien-
tes de regresion con los respectivos intervalos de con-
fianza (95% CI).

Por su parte, también se demostré una significativa
y negativa correlacion entre el contratransporte Na+-
Li+ y el tiempo medio para el descenso de la radioacti-
vidad especifica de la colestenona (relacionado con el
movimiento transmembrana del colesterol) (Figura
13). A medida que aumenta el tiempo medio que se
necesita para que el 50% del colesterol atraviese la
membrana del eritrocito, entonces disminuye la veloci-
dad maxima del contratransporte Na+-Li+. Esta lentitud
en el movimiento transmembrana del colesterol en el
eritrocito de pacientes hipertensos es caracteristica
del enriquecimiento en colesterol, ya confirmado, de la
monocapa interna y su distribucién lateral en dominios
ricos (Brasaemle et al., 1988; Schroeder et al., 1991b;
Liscum y Faust, 1994; Muriana et al, 1995).
Considerando los datos en su conjunto: una mayor
lentitud en el movimiento transmembrana del coleste-
rol en los grupos de pacientes con hipertension esen-
cial se asocia con un aumento de la velocidad maxima

Tabla 6
Valores de la velocidad maxima del contratransporte Na+-Li+ en el eritrocito

Parametro Sujetos Pacientes hipertensos  Pacientes hipertensos
controles normocolesterolémicos hipercolesterolémicos
Vmax (mmol/h/L de células) 0,262+0,081 0,304+0,037 0,410+0,094***

Los valores expresan la mediatdesviacién estandar (n = 12)
Valores significativamente diferentes del control: ***P<0,005.

(c) Consejo Superior de Investigaciones Cientificas
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Los valores de cada grupo (n=12) cumplen las ecuaciones lineales siguientes:
y=0,029x-0,198, r=0,94, P<0,0001, AP?=88,7% (sujetos sanos); y=0,015x-0,019,
r=0,93, P<0,0001, A2=87,5% (pacientes hipertensos normocolesterolémicos);
y=0,019x-0,069, r=0,93 P<0,0001, A2= 86,8% (pacientes hipertensos hipercolestero-
1émicos)

Figura 12
Relacion entre el contratransporte Na+-Li+ y t1/2 para el des-
censo del contenido de colesterol (por oxidacién continua) de
la membrana de eritrocito de sujetos sanos (A), y de hiperten-
sos normo- (B) e hipercolesterolémicos (C)
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Los valores de cada grupo (n=12) cumplen las ecuaciones lineales siguientes:
y=-0,015x+0,472, r=-0,90, P<0,0001, A?=80,7% (sujetos sanos); y=-0,008x+0,451,
r=-0,82, P<0,005, R2=67,1% (pacientes hipertensos normocolesterolémicos);
y=-0,010x+0,613,r=-0,77, P<0,005, R?= 58,7% (pacientes hipertensos hipercoleste-
rolémicos

Figura 13
Relacién entre el contratransporte Na+ -Li+ y t1/2 para el des-
censo (por oxidacion continua) de la radioactividad especifica
de la colestenona (velocidad de movimiento del colesterol) de
la membrana de eritrocito de sujetos sanos (A), y de hiperten-
sos normo- (B) e hipercolesterolémicos (C)

Tabla 7
Correlaciones lineales (P<0,001; n = 12) de la velocidad maxima del contratransporte
Na+-Li+ con los valores t'/, para el descenso (por oxidacién continua)
de la masa del colesterol en la membrana de eritrocito

< Sujetos Pacientes hipertensos Pacientes hipertensos
Parametro P . P
controles normocolesterolémicos hipercolesterolémicos
Coeficiente de correlacién (n) 0,9419 0,9352 0,9315
Coeficiente de regresion (b) 0,0298 0,0149 0,0189
95% Cl para b 0,0223 a 0,0372 0,0109 a 0,0189 0,0137 a 0,0240

Cl, intervalo de confianza

(c) Consejo Superior de Investigaciones Cientificas
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del contratransporte Na+-Li+ (Figura 14), es decir, exis-
te una correlacion positiva entre ambos parametros,
en concordancia con los resultados de distribucion del
colesterol. La interpretacion de esta aparente contra-
diccion puede hallarse en las condiciones preliminares
de la bicapa lipidica de los eritrocitos de las personas
que participaron en el presente estudio. Como se ha
demostrado, las alteraciones concomitantes o no de
los dominios estructurales y cinéticos de colesterol en
la membrana de eritrocito son inherentes a la propia
enfermedad. Por lo tanto, las diferencias encontradas
entre los valores de velocidad de movimiento trans-
membrana y de actividad del contratransporte Na*-Li*,
cuando se compara el grupo control con los grupos de
hipertensos, pueden explicarse en estos términos. Del
andlisis individual de los datos (es decir, de los com-
ponentes de cada grupo), la mayor lentitud en el movi-
miento transmembrana del colesterol puede significar
una disminucién de la capacidad de difusion lipidica
del colesterol en la monocapa interna, de agregacion
de las proteinas que se encuentran en la membrana vy,
por lo tanto, de la formacién de las especies activas
del contratransporte Na+*-Li+ (Schroeder et al., 1991a).

Los correspondientes coeficientes de correlacion,
de regresion y los intervalos de confianza se expresan
en la Tabla 8.

Estos resultados son concluyentes, existe una aso-
ciacién causal entre un indicador genético de la hiper-
tensién esencial (contratransporte Na*-Li+) y los para-
metros relacionados con la definicién de las caracte-
risticas estructurales y cinéticas del colesterol en la
membrana de eritrocito humano.

5. CONCLUSIONES

Por primera vez se han determinado la distribucion
transmembrana-lateral del colesterol y su velocidad de
movimiento transmembrana en eritrocito de pacientes
con hipertension esencial, y se ha comprobado que
estos parametros se encuentran alterados en la enfer-
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Figura 14

t1/2 para el descenso (por oxidacién continua) de la radioacti-
vidad especifica de la colestenona (A) y velocidad maxima del
contratransporte Na*-Li+ (B) en la membrana de eritrocito de
sujetos sanos (control), y de hipertensos normo- (HT/Ncol) e
hipercolesterolémicos (HT/Hcol). Correlacién entre ambos
parametros (C) [r=0,8913, P=0,29]

Tabla 8
Correlaciones lineales (P<0,005; n = 12) de la velocidad maxima del contratransporte
Na+-Li+ con los valores t'/, para el descenso (por oxidacién continua)
de la radioactividad especifica de la colestenona en la membrana de eritrocito

Para Sujetos Pacientes hipertensos  Pacientes hipertensos
arametro S 5 :
controles normocolesterolémicos hipercolesterolémicos
Coeficiente de correlacién (r) -0,8983 -0,8191 -0,7664
Coeficiente de regresion (b) -0,0152 -0,0081 -0,0102

95% Cl para b -0,0205 a -0,0099

-0,0119 a -0,0041 -0,0163 a -0,0042

Cl intervalo de confianza

(c) Consejo Superior de Investigaciones Cientificas
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medad. El resultado de estas modificaciones sugiere
la existencia de un «pool» cinético de colesterol «no-
intercambiable» en la monocapa externa de la mem-
brana de eritrocito de pacientes hipertensos, con un
efecto potencial sobre los procesos de intercambio
intercelular y transporte reverso del colesterol.

Otro hecho sin precedentes, que pudiera contribuir
al entendimiento de la patogénesis de la hipertension
esencial, ha sido la demostracién de una relacién cau-
sal de los dominios estructurales y cinéticos del coles-
terol de membrana con el contratransporte Na+-Li+. La
novedad de estos resultados también radica en el
modelo experimental que se propone para explicar la
activacion de este sistema de transporte.

Por lo tanto, es razonable afirmar que, en el caso
de comprobarse un papel patogénico «activo» en la
hipertension esencial de la distribuciéon y movimiento
transmembrana del colesterol, la regulacion de estos
parametros pudiera constituir el futuro de nuevas
generaciones de medicamentos para el tratamiento de
la hipertension y, en su caso, de las hiperlipidemias.
Mas importante, si la ingesta de aceite de oliva virgen
u otros aceites vegetales es suficiente para normalizar
la estructura y funcionalidad de las membranas celu-
lares (en pacientes con hipertensiéon esencial u otras
enfermedades modificables por la dieta y asociadas al
metabolismo lipidico), tendriamos la posibilidad de
estudiar los componentes de estos aceites con una
actividad bioldgica de interés. Seria posible una mas
profunda caracterizacion del aceite de oliva virgen
destinada a mejorar su calidad, produccién y uso en la
prevencién y/o tratamiento de ciertas enfermedades.
Por ultimo, también se potenciaria su consumo.
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