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[1. RESUMEN]
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Las dietas altas en grasas se asocian con un elevado riesgo de desordenes
metabdlicos, lo que provoca trastornos como el sobrepeso, la resistencia a la insulina, la
hipertension, la esteatosis hepatica y la disfuncion reproductiva entre otros. Sin embargo,
se ha sugerido que una alta ingesta de dietas ricas en acidos grasos monoinsaturados y
antioxidantes puede influir positivamente en el metabolismo energético y en la funcién
reproductora. Por el contrario, las dietas altas en grasa cuya composicion esté constituida
mayoritariamente por acidos grasos saturados y colesterol se asocian con alteraciones
endocrinas primarias (glandulas endocrinas periféricas), secundarias (hipofisis) o terciarias

(hipotdlamo) que afectarian a la normal regulacion de muchas funciones fisiolégicas.

En este trabajo proponemos, como hipotesis de partida, que la ingesta de una dieta
enriquecida con aceite de oliva virgen extra (EVOQO) podria actuar como factor protector
frente a las alteraciones metabdlicas y reproductoras, a diferencia de una dieta enriquecida
en mantequilla y colesterol, cuya ingesta propiciaria la aparicién de dichas alteraciones. Se
propone que distintos componentes del EVOO modularian sistemas enziméaticos, entre
ellos el Sistema Renina-Angiotensina (RAS), enzimas implicados en la regulacion del estrés

oxidativo, el control de la ingesta de alimento y la glucemia.

El objetivo principal del presente trabajo se dirigio al analisis de los efectos, tanto
de la cantidad como de la calidad de la grasa de la dieta, sobre un modelo animal (ratas
Wistar) al que se le administraron dietas altas en grasa enriquecidas con distintas fuentes
lipidicas al 20% (EVOO y mantequilla méas colesterol), en comparacion con una dieta
control. Se han estudiado distintas variables fisioldgicas (incremento de peso corporal,
ingesta de alimento y agua, valores de presion arterial sistélica (PAS), regulaciéon de la
glucemia, indicadores de estrés oxidativo y distintas hormonas en plasma), asi como los
cambios sobre actividades peptidasas implicadas en dichos procesos. Como objetivo
secundario se planted profundizar en los mecanismos fisiologicos que nos permitan
mejorar nuestros conocimientos sobre el efecto de la ingesta de EVOO, uno de los

principales componentes de la dieta mediterranea, sobre la salud.

Los resultados obtenidos al final de periodo experimental indicaron un aumento en
la concentracion de triglicéridos plasmaticos, colesterol total, LDL y VLDL exclusivamente
en el plasma de los animales que recibieron la dieta con mantequilla y colesterol. De igual
manera, la dieta suplementada con EVOO no supuso un aumento en los valores finales de
peso corporal, a diferencia de la mantequilla. Resultados similares se obtuvieron para los

valores de PAS. Aunque la dieta con EVOO aumento el tiempo necesario para volver a los
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valores basales tras la inyeccién de una sobrecarga de glucosa intraperitoneal, la relacion

insulina/glucosa en ayunas y el indice HOMA2-% B fueron mejores en estos animales.

No se alcanzaron diferencias estadisticamente significativas para las actividades
aminopeptidasas en el hipotdlamo, aunque si que se obtuvieron cambios significativos en

la hipofisis de los animales que recibieron la dieta con mantequilla y colesterol.

En las muestras hepaticas, la dieta enriqguecida con EVOO aument6 la actividad de
las aminopeptidasas relacionadas con el metabolismo de la glucosa (DPP4,
angiotensinasas e IRAP). Sin embargo, la dieta enriquecida con mantequilla y colesterol
aumento las actividades implicadas en el control de la ingesta de alimentos (Tyr-AP), las
gue se consideran marcadores de dafio hepatico (Leu-AP y GGT), la expresion de INOS y
la concentracién de NOx en plasma, resultados todos indicativos del dafio hepatico causado

por la dieta alta en grasas saturadas y colesterol.

En los testiculos, la dieta enriquecida en mantequilla y colesterol aumenté
significativamente las actividades Glutamil-AP (Glu-AP) y y-Glutamil-Transferasa (GGT).
Ademas, se establecieron correlaciones significativas y positivas entre estas actividades y
los triglicéridos y el colesterol total en plasma, apoyando el papel negativo de las dietas
ricas en grasas saturadas sobre la fisiologia de los testiculos. Por el contrario, la dieta rica
en EVOO aumentd la actividad DPP4, lo que respalda el beneficio de la grasa

monoinsaturada y los polifenoles sobre la funcion testicular.

Tomados en su conjunto, estos resultados apoyarian los efectos beneficiosos de la
dieta mediterranea, donde la ingesta de EVOO contribuiria a regular el metabolismo
energético y el peso corporal, asi como la glucemia, los niveles de estrés oxidativo y la
funcién reproductora. Dichos efectos estarian mediados, al menos en parte, por cambios
en distintas actividades aminopeptidasas que, a su vez, reflejarian modificaciones en las

concentraciones de los péptidos bioactivos a los que metabolizan.
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[2. INTRODUCCION]
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Las dietas altas en grasas (HFD) se relacionan con el desarrollo de obesidad y varias
patologias tales como la hipertension, la ateroesclerosis, la diabetes y la infertilidad
(Shalaby et al., 2004). La obesidad se considera actualmente una enfermedad cronica
grave, caracterizada por una acumulacion excesiva de tejido adiposo de suficiente magnitud
COMo para causar consecuencias adversas para la salud. La obesidad puede ser causada
por un desequilibrio entre la ingesta de energia y el gasto energético sostenido en el tiempo
(Guyenet & Schwartz, 2012). La prevalencia de obesidad en adultos ha aumentado
alarmantemente en las Ultimas décadas tanto en los paises desarrollados como en los que
estan en vias de desarrollo, y forma parte del conjunto de condiciones encuadradas en el
Sindrome Metabdlico (SM), asi como entre los factores que incrementan el riesgo de
desarrollar varias patologias relacionadas, como diabetes tipo 2, dislipidemia, hipertension,
accidente cerebrovascular, enfermedad cardiaca y cancer (Pi-Sunyer, 2002; Eckel et al.,
2005). Varios estudios han documentado la relacion entre la ingesta de dietas altas en grasa
y la obesidad (Hariri & Thibault, 2010). Por otro lado, la eficacia de las estrategias actuales
para el tratamiento de la obesidad y otras enfermedades relacionadas aun no es del todo
satisfactoria, y se estan considerando nuevos enfoques. Estudios previos han sugerido que
un aumento en el grado de saturacion de los 4cidos grasos en la dieta provoca un aumento
en las concentraciones de colesterol total en el plasma y de los valores de presioén arterial
sistélica (Segarra et al., 2008), y que estas alteraciones podrian estar relacionadas con

cambios en los Sistemas Renina Angiotensina (RAS) sistémico o locales.

En la activacién del RAS, la angiotensina Il (Ang Il) se consideraba hasta hace
relativamente poco el péptido principal del sistema que participa en los mecanismos
homeostéaticos que regulan la presion sanguinea, la concentracién de electrolitos y el
equilibrio hidrico. Sin embargo, algunos de sus derivados metabdlicos, como la
angiotensina Ill (Ang Ill), la angiotensina IV (Ang IV) y la angiotensina 2-10 (Ang 2-10), han
demostrado tener también importantes funciones fisiol6gicas (Barret et al., 2004) (figura 1).
Los principales péptidos activos del RAS (Angll y Anglll) se unen a los receptores ATl y
AT2 con una afinidad similar (de Gasparo et al., 1994; Garcia-Séainz et al., 1997). Por el
contrario, la capacidad de la Ang IV para unirse a los receptores AT1 y AT2 es muy baja
(de Gasparo et al., 1994), pero muestra una alta capacidad para la union al receptor AT4,
descrito también como la Aminopeptidasa Regulada por Insulina (IRAP) (Chai et al., 2004).
La unién de la Ang IV al receptor AT4 (figura 1) parece jugar un importante papel en la

regulacion del flujo sanguineo local (Coleman et al., 1998).
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Los distintos RAS locales podrian verse afectados por los cambios en el grado de
saturacion de la grasa que se consume con la dieta. Dentro de estos sistemas locales, los
péptidos de angiotensina son metabolizados por varias enzimas del tipo de las
Aminopeptidasas (angiotensinasas), y resultados previos de nuestro grupo de investigacion
han demostrado que las actividades de dichas peptidasas son afectadas por el tipo de

acidos grasos consumidos con la dieta (Segarra et al., 2008; 2011, Villarejo et al., 2015).

Angiotensinégeno

o000 000000000=
‘  menna
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NH, °°o°°°e°°° oo
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NOOO0O0O0O0="
e Ang Il

Ang Il
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Ang IV

T IRAPS
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AT,

NH, °°°°° CooH
€

Figura 1. Activacion de la via clasica del Sistema Renina-Angiotensina (RAS). AlaAP: alanil-

aminopeptidasa; Ang I: angiotensina I; Ang Il: angiotensina Il; Ang lll: angiotensina Ill; Ang IV: angiotensina
IV; ArgAP: arginil-aminopeptidasa; AspAP: aspartil-aminopeptidasa; ECA: enzima convertidora de la
angiotensina; GIUAP: glutamil-aminopeptidasa; IRAP / CysAP: aminopeptidasa regulada por insulina / cistinil-

aminopeptidasa.
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Las respuestas en los RAS a las dietas altas en grasas saturadas podrian
relacionarse con trastornos endocrinos primarios (en las glandulas endocrinas periféricas),
secundarios (en la hipofisis) o terciarios (en el hipotdlamo) que afectarian al desarrollo
normal de las funciones fisioldgicas (Rohrbasser et al., 2016), como (a) el crecimiento y el
desarrollo, (b) el metabolismo energético, (c) la distribucion del tejido muscular y el adiposo,
(d) el desarrollo sexual, (e) el equilibrio de liquidos y electrolitos, y (f) las respuestas

inflamatorias e inmunitaria (figura 2).
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Figura 2. Esquema del sistema neuroendocrino a través del eje hipotalamo-hipofisis-glandulas
endocrinas, siendo altamente sensible a condiciones metabdlicas adversas como la obesidad y la diabetes.
El hipotalamo y la hipofisis controlan la secrecion de hormonas a partir de otras glandulas endocrinas. La

glandula hipéfisis cuenta con dos componentes, un l6bulo posterior (neurohipdfisis), 0 componente neural, y
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un lébulo anterior (adenohipdfisis), o componente glandular. La adenohipéfisis sintetiza la hormona
adrenocorticotropa (ACTH), hormona estimulante del tiroides (TSH), hormona del crecimiento (GH), hormonas
gonadotropicas (hormona estimulante del foliculo [FSH] y hormona luteinizante [LH]) y prolactina (LTH). La
neurohipdfisis acumula (via hipotaldmica) y secreta las hormonas vasopresina (ADH) y oxitocina. Fuente:
Imagenes libres de derecho etiquetada para su reutilizacion (https://bit.ly/33nU8XL; https://bit.ly/2yrpamn;
https://bit.ly/3cOE40C).

Diferentes trabajos recogen resultados sobre cambios en las actividades
aminopeptidasa (AP) en diversas alteraciones hepaticas e insulinémicas como, por
ejemplo, aquellas vinculadas a problemas de esteatosis hepética (Cynis et al., 2013; Zhang
et al., 2008) y deposicion de lipidos ectopicos en el higado y la grasa marrén (Zhang et al.,
2008), inflamacion adiposa cronica renal (Wolke et al., 2017), sobrepeso (Hardtner et al.,
2013), hiperinsulinemia (Hardtner et al., 2013) y resistencia a la insulina (Hardtner et al.,
2013).

Hay resultados que demuestran que la hipercolesterolemia y los altos niveles
plasmaticos de triglicéridos estan asociados con una menor calidad del semeny con efectos
adversos sobre la funcion testicular que pueden conducir a la infertilidad masculina (Padron
et al., 1989). Las ratas hipercolesterolémicas tienen una marcada disminucion en el indice
de fertilidad, el peso testicular, el recuento de células esperméticas y los porcentajes de
movilidad y viabilidad espermaticas; asociadas con un aumento significativo de las
anormalidades de las células espermaticas (Shalaby et al., 2004). Las dietas ricas en acidos
grasos saturados y colesterol modifican la morfologia testicular, con menor altura del
epitelio seminifero, didmetro y proliferacién celular (Campos-Silva et al., 2015), junto con
una alteracion en la barrera hemato-testicular y una deposicion de lipidos en los tubulos
seminiferos (Morgan et al., 2014). Ademas, un 20% de suplementacion de grasa en la dieta
durante la maduracién sexual reduce notablemente la produccién diaria de esperma
durante la edad adulta en ratas Wistar (Reame et al., 2014). La aparicion de estas
comorbilidades debidas a la grasa de la dieta también podria afectar a las actividades AP
gue influyen en la activacion del eje RAS, asi como a otras peptidasas con funciones

metabdlicas y protectoras frente a los dafios por estrés oxidativo.

Por otro lado, también se ha sugerido que varias de las actividades AP implicadas
en el metabolismo de las angiotensinas en los tejidos renal y cardiovascular de rata, pueden
ser modificadas dependiendo de la cantidad y del tipo de grasa en la dieta (Dominguez-
Vias at al., 2008). Entre ellas se encuentran las actividades alanil-AP (Ala-AP; EC 3.4.11.2),
glutamil-AP (Glu-AP o aminopeptidasa A; EC 3.4.11.7), AP regulada por insulina o cistinil-
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AP (IRAP / Cys-AP; 3.4.11.3) y aspartil-AP (Asp-AP; EC 3.4.11.21), todas ellas relacionadas
directa o indirectamente con el metabolismo de la Ang Il, y con un importante papel en el
desarrollo de los trastornos cardiovasculares y renales. La disfuncidon testicular también
parece estar asociada a alteraciones del RAS local y a la composicion en acidos grasos de
la dieta (Arechaga et al., 2002; Prieto et al., 2002; Segarra et al, 2013). Se ha establecido
claramente en los testiculos un sistema RAS local que puede participar en las funciones
reproductivas masculinas (Prieto et al., 2002; Segarra et al., 2013; Alves-Pereira et al.,
2014). Se ha sugerido que la actividad metabolizadora de Ang Il (Glu-AP) puede verse
influida, durante el desarrollo temprano de los ratones, por la composicion de acidos grasos
en la dieta y por el contenido de colesterol (Arechaga et al., 2002). Esta suposicidon se basa
en varios estudios independientes (Martinez et al., 1998; Arechaga et al., 2001; Ramirez et
al., 2008). La composicion de acidos grasos en la dieta modifica los niveles de esteroides
sexuales e influye en la fertilidad de los mamiferos. Sin embargo, los resultados aliin no son
concluyentes, y los mecanismos involucrados no se conocen en profundidad (Hurtado de
Catalfo et al., 2009).

Por otro lado, el péptido similar al glucagon 1 (glucagon like peptide-1; GLP-1) es
una hormona incretina con accién antidiabética gracias a su capacidad para estimular la
secrecion de insulina (Nauck et al.,1986a; Nauck et al., 1986b), aumentar la neogénesis de
las células B e inhibir su apoptosis (Lovshin & Drucker, 2009), disminuir la secrecion de
glucagén (Hare et al., 2010), retrasar el vaciado gastrico e inducir la saciedad (Lovshin &
Drucker, 2009; Hare et al., 2010), lo que sugiere que la alteracién de la secrecion y/o
actividad de GLP-1 puede estar involucrada en la patogénesis de la obesidad (Lugari et al.,
2004). En pacientes prediabéticos tratados solo de forma puntual con aceite de oliva virgen,
se ha observado que la mejora de la glucemia postpandrial y el perfil lipidico esta
relacionada con un aumento de GLP-1 y una disminucion de la actividad dipeptidil-
peptidasa 4 (DPP4 / CD26; EC 3.4.14.5), el enzima encargado de la inactivacion de este
péptido (Carnevale et al., 2017; 2018). Otros estudios realizados en pacientes respaldan la
idea de que ciertos componentes presentes en las grasas de la dieta (Violi et al., 2015), en
especial del EVOO, parecen ser responsables del aumento en la liberacion del GLP-1
(Ceriello et al.,, 2014; Mandge et al., 2015). Uno de los objetivos de este trabajo fue
establecer, mediante un modelo crénico, cémo la calidad de la grasa de la dieta actia sobre
la DPP4, y por tanto sobre el GLP-1 y la regulacion glicémica. Estos resultados podrian ser
relevantes para la prevencion de enfermedades cronicas, 0 su posterior tratamiento con
GLP-1 o inhibidores de la DPP4.
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Otro aspecto novedoso, del que poco se conoce, es la implicacion de un grupo de
AP en el control anorexigeno (saciedad) y heddnico (placer) implicados en la regulacion de
la homeostasis de la energia y la pérdida de peso. Entre estas actividades estarian la
piroglutamil-AP (pGlu-AP; EC 3.4.11.8), que hidroliza la TRH en el higado convirtiéndola en
el dipéptido hipoglucemiante y antihiperlipidémico ciclo His-Pro (cHP) (Scharfmann et al.,
1990; Prasad et al., 2015; Jung et al., 2016) (figura 3), o histidil-prolina diketopiperazina, lo
gue convierte el higado en un potencial tejido diana para el restablecimiento de la glucemia
y el nivel de insulina en sangre (Hardtner et al., 2013). Ademas, la actividad pGlu-AP
también es conocida por degradar péptidos como la hormona liberadora de gonadotropina
(GnRH), la neurotensina y la bombesina (Mendez et al., 1990; Ramirez et al., 2001).
Resultados previos sugieren que el tipo de grasa utilizada en la dieta puede influir en la
actividad local de pGlu-AP y modificar sus funciones biolégicas (Arechaga et al., 2002;
Ramirez et al., 2008; Hardtner et al, 2013). Ademas, también hay estudios que indican la
implicacion de los opioides en el control hedonico y metabdlico de la alimentacion y el
desarrollo de la obesidad inducida por la dieta (Nauck et al., 1986a). Del mismo modo, se
ha demostrado que la concentracién de encefalinas (ENK) cambia en el higado y en el
plasma durante los trastornos hepéticos (Nauck et al.,1986b; Lovshin & Drucker, 2009), y
después de una comida rica en grasas, desencadenando una mayor propension a comer
en exceso (Hare et al., 2010) y un aumento de la presion arterial sistélica (Mentlein et al.,
1993). Las ENK se inactivan mediante enzimas especificas como la Tirosil-AP (Tyr-AP;
MEROPS ID S09.074) (Lugari et al., 2004). Por lo tanto, la actividad hepatica de la Tyr-AP
podria tener un papel crucial para evaluar el potencial de degradacion de las ENK y como

marcador biol6gico de cambios en el control heddnico asociado a la obesidad.

TRH

NH, PGlu His Pro COOH Figura 3. Accion metabdlica de la

actividad piroGlutamil-aminopeptidasa
(pGIUAP) sobre su sustrato hormona
‘ liberadora de tirotropina (TRH), dando lugar al
dipéptido  histidil-prolina  diketopiperazina,

cHP

conocido como ciclo-His-Pro (cHP).

Por ultimo, los lipidos se han asociado estrechamente con la generacion intracelular
de especies reactivas de oxigeno (ROS) (Valko et al., 2007) como sustratos para el atague
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oxidativo y como fuente de generacién de radicales libres. Las dietas altas en grasa y los
cambios en el perfil de lipidos en plasma son desencadenantes del estrés oxidativo,
provocando un aumento significativo de la actividad gamma-glutamil transferasa (GGT; EC
2.3.2.2) (Abbas & Sakr, 2013). Por el contrario, el éxido nitrico (NO) ejerce un efecto
protector en la prevencion de las enfermedades hepéticas y la hepatotoxicidad generada
como consecuencia de la ingesta de dietas altas en grasa (Taylor et al., 1998; Li & Billiar,
1999; Pan et al., 2015). La isoforma inducible hepatica de la NO (iNOS) funcionaria como
una respuesta adaptativa para minimizar la lesion inflamatoria provocada por el aumento

en los niveles de estrés oxidativo (Taylor et al., 1998; Chen et al., 2003; Pan et al., 2015).

En este estudio nos planteamos el analisis de estos marcadores de estrés oxidativo
GGT, NOx (NO2y NO3) e i-NOS, junto con la leucil-AP (Leu-AP, EC 3.4.11.1) y un posible
nuevo marcador funcional de caracter ubicuo, la Prolil-iminopeptidasa (PIP, EC 3.4.11.5)
(Walter, et al., 1980; Juillerat-Jeanneret & Gerber-Lemaire, 2009), que ayudarian a detectar
y prevenir los efectos de la peroxidacion lipidica, fundamentalmente por su posible
aplicacién al tratamiento de enfermedades fibrogénicas. Las AP especificas de prolilo
(prolina) incluyen la PIP, DPP4, DPP8, DPP9 Yy la proteasa alfa de activacion de fibroblastos
(FAP-alfa) / seprasa, capaces de liberar dipéptidos X-Pro del extremo amino de distintos
péptidos (figura 4). Los inhibidores de la DPP4, asi como del resto de familias dipeptidil
peptidasas y otras enzimas hidrolizadoras de residuos prolilo, se utilizan actualmente en
clinica para el tratamiento de la diabetes tipo 2, y son inhibidores selectivos de la proteina
de activacion de fibroblastos (Van der Veken et al., 2007; Tsai et al., 2010).

A
NH>* [ péptido ] . . NHA* O
Y + H0 ﬁ H—[péptido] 2 Y + g+
Péptido con una L-prolina N-terminal L-prolina
B Figura 4. (A) Prolil Iminopeptidasa (PIP) actlua

sobre la prolina para liberar la prolina N-terminal.
(B) En nuestro estudio, la actividad de PIP se

H
N ., L. .
19\( . HC) determiné en un ensayo fluorométrico utilizando
H o Pro-NNap como sustrato.

Junto con el conocido papel de la DPP4 como regulador metabdlico, esta enzima
también es conocida como una proteasa especifica de prolina que modula la bioactividad
de varias quimiocinas, siendo por tanto una proteina multifuncional involucrada en la

activacion de las células T por coestimulacion a través de su asociacién con adenosina
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desaminasa (ADA) y otras mas (Wagner et al., 2016). En concreto, la DPP4 y proteinas con
estructuras homologas similares a DPP4 desempefian papeles importantes en el sistema
inmune (Wagner et al., 2016) que implican inactividad (DPP2), proliferacion (DPP8 / DPP9),
presentacion de antigenos (DPP9), coestimulacion (DPP4), activacion de células T (DPP4),
transduccion de sefiales (DPP4, DPP8 y DPP9), diferenciacion (DPP4, DPP8) y
remodelacion de tejidos (DPP4, FAP-alfa). Por lo tanto, los enzimas de la familia DPP4
estan involucrados en muchos procesos fisiopatoldgicos y, por lo tanto, se han propuesto
para posibles biomarcadores, o incluso objetivos farmacologicos, en distintos tipos de
cancer (DPP4 y FAP), dafio hepatico y enfermedades inflamatorias (DPP4, DPP8 / DPP9)
(Chowdhury et al., 2013; Wagner et al., 2016).

Por lo tanto, una mejor comprension del efecto de la cantidad y calidad de la grasa
de la dieta sobre estos mecanismos moleculares es extraordinariamente relevante para
prevenir trastornos asociados, como la obesidad, infertilidad y otras patologias relacionadas
con el Sindrome Metabdlico, lo que contribuiria a aplicar tratamientos dietéticos mas

selectivos.

Gustafsson et al. (1981) propusieron una teoria de interaccion en el eje hipotalamo-
hipofisis-higado (HHH) para el control hormonal hepatico, en particular de esteroides y
farmacos (figura 5). Postularon la existencia de un factor hipotalamico, producido en la
region supradptica y area hipotalamica anterior, denominado “feminostatina”, capaz de
inhibir la secrecion hipofisaria de un “factor feminizante o de feminizacion (FF)” en las ratas
macho. En las hembras, la liberacion de FF por la hipdfisis produciria un tipo de
metabolismo hepatico caracteristico.
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Figura 5. En el hombre adulto (A), el centro activado de la feminostatina produce el factor inhibidor
del factor feminizante (FF), que actla sobre la hipofisis para evitar la liberacion FF. La falta de FF en el torrente
sanguineo de las ratas macho conduce a un tipo masculino de metabolismo de esteroides y farmacos en el
higado. En la hembra adulta (B) el centro de feminostatina esté inactivo; por lo tanto, FF se libera de la hipo&fisis
y actia directamente sobre el higado para producir un metabolismo de tipo femenino. La accion de los
andrégenos y los estrégenos en el periodo adulto se explica en el modelo propuesto hipotetizando que los

efectos de estos esteroides estan mediados por el eje hipotalamo-hipofisario. Fuente: llustracion propia.

De la misma forma, los autores también sugerian que el higado de la rata macho es
mas vulnerable a la accidon hepatocarcinogénica de ciertas drogas, trazando un paralelismo
con diferencias sexuales similares en la incidencia de cancer de higado en humanos. Por
tanto, el eje HHH es un sistema de control central endocrino de gran importancia en la
regulacion del metabolismo esteroideo hepatico, y la generacién de toxicidad en el higado
desencadena aspectos claves para la regulacion del eje hipotalamo-hipofisis y del propio
metabolismo del higado (Gustafsson et al., 1981).

Por otro lado, el diagnostico de la enfermedad del higado graso no alcohdlico
(NAFLD) esta asociada con la aparicion de Sindrome Metabdlico, incluyendo obesidad,

diabetes mellitus y dislipidemia. La NAFLD debe diferenciarse en higado graso no
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alcohdlico (NAFL) y esteatohepatitis no alcohdlica (NASH). Si bien NAFL se define por la
presencia de esteatosis hepatica sin lesidon hepatocelular, NASH incluye lesién de los
hepatocitos. La NAFLD es un espectro de dafio hepatico que progresa desde la
acumulacion de lipidos dentro de los hepatocitos, la inflamacién, hasta la cicatrizacién y la

cirrosis.

Esta bien documentado que los hombres con Sindrome Metabdlico (SM) tienen una
mayor prevalencia de hipogonadismo (Muraleedharan & Jones, 2010; Stal, 2015; Pivonello
et al., 2019). Sin embargo, la naturaleza bidireccional de la relacién entre alteraciones de
las gonadas (hipogonadismo) y el NAFLD es compleja y multifactorial (figura 6).

HIPOTALAMO - HIPOFISIS

Aromatizacion de testosterona a estradiol

Disminucion en SHBG
4 [

TNFa / Citoquinas

Acidos grasos libres
(resistencia a la insulina)

Leptina ( j/‘

TESTicULO ADIPOCITO HIGADO (esteatosis hepatica
[Testosterona] como alteraciéon hepatica)

w ‘[Receptores Andrégenos Hepaticos]

Acidos grasos libres

Figura 6. Mecanismo propuesto de la relacion bidireccional entre hipogonadismo y enfermedad del
higado graso no alcohdlico. El tejido adiposo puede desempefiar un papel central en la relacién bidireccional
entre el hipogonadismo y la enfermedad del higado graso no alcohdlico. El aumento de la secrecién de acidos
grasos libres da como resultado resistencia a la insulina y, posteriormente, disminuye la produccion de
testosterona (Segarra et al., 2008). La leptina también puede ser directamente toxica para los testiculos. La
regulacion a la baja de la produccion de testosterona puede conducir a una activacion reducida de los
receptores de andrégenos en los hepatocitos, aumentando alin mas la esteatosis hepatica. La produccion de
acidos grasos libres de los adipocitos también puede tener un efecto esteatogénico directo sobre el higado.

Los tejidos adiposos también pueden aumentar la produccion de citoquinas, lo que lleva a una regulacion
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descendente central del eje Hipotalamo-Hipofisis-Gonadas (HHG) y promueve la conversion periférica de
testosterona a estrogeno. Fuente: llustracion propia con imagenes libres de derecho etiquetada para su
reutilizacion. SHBG: globulina fijadora de hormonas sexuales; FSH: hormona estimuladora del foliculo; LH:

hormona luteinizante; TNFa: factor de necrosis tumoral alfa.

Una hipotesis sefiala que la obesidad es el impulsor predominante del
hipogonadismo en pacientes con NAFLD / SM (Lonardo et al., 2016; Benedict & Zhang,
2017). El exceso de leptina, una adipocina, en hombres obesos inhibe directamente la
androgénesis de las células de Leydig. Tanto el tejido adiposo subcutaneo como el visceral
pueden afectar directamente a la liberacion de gonadotropina por parte de la hipdfisis, ya
sea por una mayor secrecion de citokinas, como TNF-a o IL-2, o por una mayor conversion
de andrdgenos circulantes en estrogenos, lo que contribuye ain mas a la retroalimentacion
negativa. La aromatasa se expresa en los tejidos adiposos, y los pacientes obesos pueden
tener una mayor expresion de esta enzima. Ademas, la globulina fijadora de hormonas
sexuales (SHBG), una de las principales proteinas de transporte de testosterona, disminuye
en pacientes obesos, lo que contribuye a niveles bajos de testosterona total (Hammond,
2016; Castellano-Castillo et al., 2019). Otra idea es que el aumento del tejido adiposo
visceral, que se debe en parte a la deficiencia de testosterona, aumenta la exposicién
hepética a los acidos grasos libres, o que puede empeorar la resistencia a la insulina
hepatica y la resistencia a la insulina sistémica (Segarra et al., 2008; Castellano-Castillo et
al., 2019). La funcion de las células de Leydig también puede verse afectada directamente
en hombres con resistencia a la insulina (Pitteloud et al., 2005). Existe cierta evidencia de
gue el tratamiento con testosterona puede disminuir la adiposidad visceral y mejorar la
sensibilidad a la insulina (Muraleedharan & Jones, 2010). Se han realizado varios estudios
gue sugieren gue la deficiencia de andrégenos y los bajos niveles de SHBG en pacientes

con Sindrome Metabdlico pueden asociarse independientemente con esteatosis hepatica.

Por otro lado, los niveles bajos de SHBG se han asociado con la NAFLD, lo que
probablemente sea una de las principales razones para tener niveles bajos de testosterona.
Los niveles de SHBG son mas bajos con el aumento de la obesidad, la diabetes tipo 2 y el
desarrollo de Sindrome Metabdlico (Le et al., 2012; Mohammed et al., 2018; Pivonello et
al., 2019). Se ha demostrado que el aumento de TNFa e IL-1 en el Sindrome Metabdlico
reduce la expresion de SHBG en las células HepG2 al disminuir el HNF4a (factor nuclear
de hepatocitos 4-a), que es responsable de activar los promotores de multiples genes
expresados en el higado y que intervienen en el metabolismo lipidico (Simo et al., 2012).

Actualmente se esta desarrollando una creciente investigacion sobre la relacion entre la
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testosterona y los microARN (miARN) en el higado. Algunos estudios sugieren que la
regulacion negativa de los miARN en el higado puede conducir a enfermedades hepaticas,
y que la testosterona esta relacionada con la regulacion de miARN en el higado del raton
(Deli¢ et al., 2010; Hsu & Ghoshal, 2013). Especificamente, la testosterona parece afectar
la regulacion positiva de 6 miRNA: miR-22, miR-690, miR-122, let-7A, miR-30D y let-7D.

30



[3. HIPOTESIS Y OBJETIVOS]
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Hipotesis de partida:

Las dietas altas en grasa han demostrado ejercer un profundo efecto sobre el
funcionamiento de distintos sistemas fisiolégicos, cuyas alteraciones se relacionan con
patologias como el Sindrome Metabdlico y la infertilidad. Estas alteraciones podrian estar
relacionadas con cambios en la actividad de distintos enzimas proteoliticos que intervienen
en la regulacion de péptidos bioactivos. No obstante, el efecto sobre el desarrollo de dichas
patologias podria depender no solo de la cantidad de grasa en la dieta, sino también de su
calidad.

Objetivo general

Estudiar el efecto crénico, tanto de la cantidad como de la calidad de la grasa en la
dieta, sobre la actividad de distintas aminopeptidasas reguladoras de péptidos bioactivos
en hipotalamo, hipdfisis, higado y testiculos, y su relacion con cambios fisiolégicos

vinculados al Sindrome Metabdlico y la infertilidad.

Objetivos especificos

Objetivo#1. Efectos sobre ingesta de alimento y energia, el incremento de peso

corporal, y laregulacidon de la presion arterial sistélica (PAS)

Analizar la evolucioén del peso corporal, los valores de presién arterial sistélica (PAS),
y la conducta alimentaria (tasa de ingesta de alimentos y de energia), tras la administracion
a largo plazo (6 meses) de HFDs con distintos grados de saturacion de los acidos grasos y

distinta composicion.

Objetivo#2. Efectos a nivel metabdlico: cambios plasmaticos en el perfil glicémico,
lipidico, en factores hormonales (insulina y GLP-1) y en marcadores de estrés
oxidativo (NOx y NO total)

Mejorar nuestro conocimiento sobre los mecanismos subyacentes a los efectos
beneficiosos o nocivos de la dieta mediterranea sobre las funciones metabdlicas, mediante

el anadlisis de parametros bioquimicos. Ademas, se evaluara en plasma la capacidad
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antioxidante de las dietas a través de los valores de oxido nitrico (NO) total y NOx (nitratos

y nitritos).

Objetivo#3. Aminopeptidasas en hipotadlamo-hipéfisis: relacion con el control de la
glucemia, la regulacion de la ingesta de alimento, y la regulacién de los Sistemas
Renina-Angiotensina (RAS).

Estudiar el posible efecto de la composicion de las dietas enriquecida con aceite de
oliva virgen extra (EVOOQ) y enriquecida con mantequilla y colesterol (Bch) sobre la actividad
enzimatica cerebral de AP reguladores del RAS, del control metabdlico y del estrés

oxidativo.

Objetivo#4. Aminopeptidasas en higado: relacion con el control de la glucemia, la
regulacion de la ingesta de alimento, la regulacion del Sistema Renina-Angiotensina
(RAS) local, y con marcadores de estrés oxidativo.

Estudiar el posible efecto de la composicién de las dietas EVOO y Bch sobre la
actividad enzimatica hepatica de AP reguladores del RAS, del control metabdlico, y sobre

marcadores de estrés oxidativo y dafio funcional.

Objetivo#5. Aminopeptidasas en testiculo: relacion con los cambios en el perfil

lipidico en plasmay los niveles de estrés oxidativo.

Estudiar el posible efecto de la composicién de las dietas EVOO y Bch en las
gonadas masculinas sobre la actividad enzimatica de AP reguladores del RAS y AP

implicadas en el estrés oxidativo y la inmunomodulacion.
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[4. DISENO EXPERIMENTAL Y METODOS]
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Para el inicio de la fase experimental se cont6 con ratas macho de la raza Wistar, de
6 meses de edad, de un suministrador autorizado de la Universidad de Jaén (Centro de
Produccion y Experimentacion Animal (CPEA)). La manipulacion y el cuidado de los
animales se realizaron de acuerdo con las directrices del Consejo de la Unién Europea,
(86/609/UE) vy las regulaciones espafiolas (Ley 32/2007, de 7 de noviembre; RD 53/2013,
de 1 de febrero; Orden ECC/566/2015, de 20 de marzo; Ley 9/2003, de 25 de abril; RD
178/2004, de 31 de enero) sobre el uso y cuidado de animales de laboratorio y organismos
modificados genéticamente. El estudio se llevé a cabo tras la aprobacion por el Comité de
Etica en Experimentacion Animal (CEEA) de la Universidad de Jaén. Los animales se
alojaron en una habitacion con la temperatura y humedad controladas y con un ciclo
luz/oscuridad 12:12 h. El alimento y el agua estuvieron disponibles ad libitum durante 24
semanas hasta la finalizacion de los experimentos. El periodo experimental duré un total de
12 meses (6 + 6 meses). Desde el nacimiento de los animales, se espero a que alcanzasen
la edad adulta (seis meses). Durante este periodo todos los animales recibieron la dieta
estandar (E). A partir de los 6 meses, los animales se dividieron en tres grupos: Uno de
ellos siguié consumiendo la dieta estandar (E). Los otros dos grupos recibieron dos dietas
altas en grasa, en uno de ellos la dieta estandar se suplement6 con un 20% de EVOO, y la

segunda con un 20% de mantequilla mas 0,1% de colesterol.

A continuacion, se describe el procedimiento experimental y la metodologia en funcién de

los objetivos marcados en el apartado anterior:

Objetivo#l. Efectos sobre ingesta de alimento y energia, el incremento de peso

corporal, y laregulacién de la presion arterial sistélica (PAS)

Los animales fueron divididos en tres grupos. Al primero de ellos se le administré
una dieta estandar (E), al segundo una HFD (20%) enriquecida con aceite de oliva virgen
(EVOO), y al tercero una HFD (20%) pero enriquecida con mantequilla y colesterol (0,1%)
(Bch). Las dietas HFD fueron isocaloricas. El valor nutricional y el perfil lipidico de las dietas
utilizadas durante los periodos experimentales se muestran en la Tabla 2 (Anexo I:
Nutrients, 2020) y en la Tabla Suplementaria S1 (Anexo Il: IIMS, 2017). La dieta E era baja
en grasa (3%) y alta en carbohidratos en comparacion con las dietas EVOO y Bch. La dieta
EVOO se caracterizaba por su alto contenido en acidos grasos monoinsaturados (MUFA) y
polifenoles, y la dieta Bch por su alto contenido en acidos grasos saturados (SAFA) y
colesterol.
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Previo al periodo experimental se tomaron de cada animal medidas de peso corporal,
presion arterial sistdlica (PAS) y frecuencia cardiaca una vez por semana, con el fin de
distribuirlos en los grupos de manera homogénea, y evitar que los factores indicados con
anterioridad influyeran en los resultados. La medicion de la PAS se realiz6 con el medidor
Letica 5000, utilizando el método de pletismografia neumatica “tail-cuff’ por poseer un
manguito de cola. La técnica consistia en medir la presién y las pulsaciones con un
transductor aplicado sobre la arteria caudal dilatada de la cola, tras la introduccion de los
animales en habitaculos aclimatados con una temperatura de 37° C durante 15-20 minutos.
Se insuflaba aire al manguito oclusor hasta alcanzar los 250 mmHg, valor de referencia
para la oclusion de la arteria caudal. A continuacion, se desinflaba bruscamente el manguito
oclusor hasta el aviso de un testigo luminoso del medidor, correspondiendo con el valor de
la PAS e indicando la aparicién de un flujo sanguineo aumentado y turbulento como
resultado de la hiperemia. En cada sesion se llevé a cabo al menos siete mediciones de la
PAS, considerandose como valor de PAS la media de los tres valores menores dentro de

un rango de 5 mmHg (Prieto et al., 2001).

Los animales se alimentaron con las dietas experimentales seis meses, durante los
cuales se realizaron dos periodos de balance en jaulas de metabolismo individuales
(segundo y sexto mes), con el fin de obtener valores de ingesta de agua y alimento, asi

como muestras de heces y orina.

Objetivo#2. Efectos a nivel metabdlico: cambios plasmaticos en el perfil glicémico,
lipidico, en factores hormonales (insulina y GLP-1) y en marcadores de estrés
oxidativo (NOx y NO total)

Obtencion de las muestras

Al final del periodo experimental, concluidos los 6 meses de tratamiento dietético, se
les realiz6 una curva de tolerancia a la glucosa (GTT) a todos los animales. Para ello, a
cada animal se le determiné los niveles de glucosa basales en sangre antes de
suministrarles una sobrecarga de glucosa intraperitonealmente (ip). A los 20, 40, 60 y 90
minutos se les volvio a tomar muestras de sangre para determinar la evolucion en la

glucemia.
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Los animales se mantuvieron en ayuno 12 horas antes del sacrificio. Se anestesiaron
con equitensin (2 mL/kg peso corporal) y se procedié a la extraccion de las muestras de
sangre por puncion en el ventriculo izquierdo. Las muestras del resto de tejidos centrales
(hipotdlamo e hipdfisis) y periféricos (higado y testiculo) se obtuvieron por diseccion, previa
perfusion del animal con solucién salina (NaCl 9 %o.) a través del ventriculo cardiaco
izquierdo. Las muestras de tejido fueron rapidamente congeladas y mantenidas a -80°C
hasta su utilizacion. Las muestras de sangre se centrifugaron durante 10 minutos a 2000 g
para obtener el plasma y analizar los niveles plasmaticos de proteina, triglicéridos,
colesterol total y sus fracciones lipoproteicas (cHDL, cLDL, VLDL), GLP-1, insulina, NOx y

otros parametros bioguimicos.

Determinaciéon de colesterol v triglicéridos

Se determind el colesterol total y de las distintas fracciones lipoproteicas en plasma,
HDL y LDL, por separado, tras precipitacion con acido fosfotangstico y cloruro de magnesio.
Con este método precipitan las lipoproteinas que contienen apoB (quilomicrones, VLDL,
LDL) quedando en el sobrenadante las lipoproteinas HDL (constituidas por una poblacion
heterogénea de lipoparticulas que contienen apoA). Posteriormente se cuantificé el
colesterol total y el del sobrenadante (cHDL) por el método enziméatico CHOD-PAP
mediante un kit (Sigma, EE. UU.). El colesterol-LDL se calcul6 mediante la formula de
Friedewald:

Col LDL = col TOTAL - (TGL/5) - col HDL

Los triglicéridos del plasma se cuantificaron por un método enzimatico basado en la

reaccion de Bucolo y David (1973) mediante un kit (Sigma, EE.UU.).

Determinacién de insulina 'y GLP-1

Los niveles de insulina en plasma se determinaron usando un kit ELISA (Mercodia
Developing Diagnostics, EE.UU.). Las concentraciones plasmaticas de GLP-1 se
determinaron usando un kit ELISA (Cayman, EE. UU.).

Determinacion de la resistencia a la insulina (RI)

Se calcul6 un modelo de homeostasis de resistencia a la insulina (HOMA2-RI)
usando el software HOMA Calculator v.2.2.3 (www.dtu.ox.ac.uk), donde se establecié una
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relacion lineal entre la glucosa y la insulina. Con este programa, es posible calcular HOMA2-
% B, un indice de secrecion de insulina y valoracion de la utilidad de las células 8 (% de
secrecion de células ), y conocer HOMA2-% S, un indice para estimar la sensibilidad a la

insulina (% sensibilidad a la insulina).

Medicion indirecta de 6xido nitrico (NO): Niveles plasmaticos de nitrito y nitrato (NOXx)

Como indicador de los niveles de estrés oxidativo se estudiaron los niveles
plasmaticos de NOx, que fueron analizados mediante el método de Griess como la suma
de NO2 y NOsz, determinados mediante un kit de ensayo (Oxido Nitrico Total y
Nitrato/Nitrito) adquirido a R&D Systems (Minneapolis, EE.UU.).

Objetivo#3. Aminopeptidasas en hipotadlamo-hipéfisis: relacion con el control de la
glucemia, la regulacion de la ingesta de alimento, y la regulacién de los Sistemas

Renina-Angiotensina (RAS).

Se recogieron muestras de hipotdlamo e hipdfisis para determinar las actividades
AP/angiotensinasa que regulan el RAS, asi como otras AP involucradas en el control

metabdlico y en la regulacion de las ENK (encefalinasas) y TRH (tiroliberinasas).

Para obtener la fraccion soluble de las muestras de tejido, se homogeneizaron con
0,5 mL de tampon Tris-HCI 10 mM (pH 7,4) y se ultracentrifugaron a 100.000 g durante 30
minutos a 4°C. Los sobrenadantes resultantes se usaron para medir las actividades
enziméaticas de la fraccién soluble, y el contenido en proteinas. Para solubilizar las proteinas
de membrana, los sedimentos se rehomogeneizaron en tampon Tris-HCI 10 mM (pH 7,4)
con Triton-X-100 al 1%. Se mantuvieron durante al menos 4h a 4°C y en agitacién con bio-
beads SM-2, al objeto de retirar el detergente utilizado para solubilizar las proteinas de
membrana. Posteriormente se ultracentrifugaron (100.000 g, 30 minutos, 4°C). Las
muestras resultantes, tras la extraccion de los bio-beads SM-2 (Alba et al., 1995) se usaron
para medir las mismas actividades enzimaticas de la fraccion unida a membrana, y el

contenido en proteinas.

Este protocolo de extraccion de proteinas (solubles y unidas a membrana) es el

mismo independientemente del tejido que sea tratado.
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Determinaciones enziméticas

Las fracciones solubles y unida a membrana de las actividades enzimaticas de Ala-
AP, Arg-AP, Asp-AP, Cys-AP / IRAP, Glu-AP, GGT, Leu-AP, pGlu-AP, PIP, Tyr-AP, y DPP4,
se midieron por fluorimetria utilizando como sustratos las arilamidas L-Ala-B-NA, L-Arg- B-
NA, L-Asp-B-NA, L-Cys-B-NA, L-Glu-B-NA, L-yGlu-B-NA, L-Leu-B-NA, L-pGlu-B-NA, L-Pro-
B-NA, L-Tyr-B-NA y L-Gly-Pro-B-NA respectivamente, de acuerdo con los métodos de
Greenberg (1962), Tobe et al. (1980) y Cheung and Cushman (1971), modificados por
Prieto et al. (2001) y Ramirez et al. (2011). Se utilizaron placas negras de 96 pocillos, en
cada pocillo se pipetearon 10 yL de muestra sobrenadante que se incubaron durante 30
minutos a 37°C en 100 uL de las soluciones sustrato. A los 30 minutos de incubacion, la
reaccion enzimatica se detuvo mediante la adicién de 100 yL de tampdn acetato 0,1 M (pH
4,2). La B-NA liberada como resultado de la actividad enzimética, se cuantificO por
fluorimetria a 412 nm de emision con una excitacion de 345nm. Cada determinacion se
realizo por triplicado. Las actividades solubles y unidas a memebrana se expresaron como
pmoles de L-Ala-B-NA, L-Arg-B-NA, L-Asp-B-NA, L-Cys-B-NA, L-Glu-B-NA, L-yGlu-B-NA, L-
Leu-B-NA, L-pGlu-B-NA, L-Pro-B-NA, L-Tyr-B-NA y L-Gly-Pro-B-NA hidrolizados por minuto
y por mg de proteina (pmol aa-B-NA/min/mg prot).

Este protocolo de determinaciones enzimaticas es el mismo independientemente del

tejido que sea tratado.

Determinacion de proteinas

Para la determinacion de proteinas se utilizé el método de Bradford (1976), basado
en la emisién de luz a 595 nm. Para realizar la curva patrén se utiliz6 albamina de suero

bovino (BSA) como estandar.

Este protocolo de determinacion de concentracion de proteinas (solubles y unidas a

membrana) es el mismo independientemente del tejido que sea tratado.
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Objetivo#4. Aminopeptidasas en higado: relacion con el control de la glucemia, la
regulacion de la ingesta de alimento, la regulacion del Sistema Renina-Angiotensina

(RAS) local, y con marcadores de estrés oxidativo.

Se recogieron muestras de tejido hepatico para actividades de angiotensinasa,
encefalinasa y tiroliberinasa, marcadores de dafio hepatico, e inmunotransferencia para
INOS hepatico.

El nivel del estrés oxidativo, como efecto de la peroxidacién lipidica, fue estimado
mediante marcadores funcionales convencionales (GGT). Se midié también la PIP como
una nueva herramienta de diagnostico del estado funcional del higado.

Las distintas actividades aminopeptidasas objeto de estudio en el higado (Ala-AP,
Asp-AP, Cys-AP / IRAP, DPP4, GGT, Glu-AP, Leu-AP, PIP, pGlu-AP y Tyr-AP) se

determinaron siguiendo los mismos métodos que se indican en el apartado anterior.

Extraccion de proteinas y andlisis de la expresion de iNOS por Western Blot

Para la transferencia Western, se aislo la proteina total de las muestras de higado.
Las muestras de higado se homogeneizaron en un tampdn de extraccion de proteinas en
frio, suplementado con inhibidores de fosfatasas y proteasas (Tris-HCI, 0,1 M, pH 7,5;
aprotinina, 0,1 mg / mL; pirofosfato de sodio, 0,1 M; fluoruro de sodio, 0,1 M; EDTA (4cido
tetracético de etilendiamina), 0,01 M; ortovanadato de sodio, 0,01 M; y PMSF (fluoruro de
metil sulfonilo de fenilo), 0,002 M), mezclado con Triton X-100 al 10% y centrifugado (12.000
g durante 30 minutos a 4°C). Se recogieron los sobrenadantes y se analizaron los
contenidos de proteinas con una reaccion de micro Lowry (Ensayo de proteinas DCTM #
500-0116) (Bio-Rad Laboratories, Hercules, CA, EE.UU.). Se cargd la misma cantidad de
proteina extraida de cada muestra (30~40 ug) para el analisis de inmunoblotting con
electroforesis en gel de dodecilsulfato de sodio-poliacrilamida (SDS-PAGE). Las proteinas
separadas se transfirieron electroforéticamente a una membrana de nitrocelulosa
(Amersham), que luego se bloqued con BSA al 5% y Tween al 0,1% durante 60 minutos a
temperatura ambiente. Las membranas se incubaron, durante toda la noche a 4°C, con un
anticuerpo primario especifico dirigido contra iINOS (1:100; BD Biosciences, EE.UU.). Las
membranas se procesaron con un anticuerpo anti-a1-tubulina (1:4.000; Sigma) como
controles internos de la cantidad total de proteina cargada en cada carril. Las regiones que
contienen proteinas se visualizaron usando ECL (reactivo de deteccién de transferencia
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Western Amersham ECL # RPN2232) adquirido de GE Healthcare Life Sciences
(Buckinghamshire, Reino Unido). Cada banda se normalizé por el valor correspondiente de
a1-tubulina como control interno. El analisis densitométrico se llevo a cabo con el software
ImageJ 1.36b del National Institute of Health (NIH, EE.UU.). Los anticuerpos primarios y
secundarios contra las proteinas se enumeran en la Tabla S3 (Anexo |: Nutrients, 2020).

Objetivo#5. Aminopeptidasas en testiculo: relacién con los cambios en el perfil

lipidico en plasmay los niveles de estrés oxidativo.

Se recogieron muestras de tejido testicular para determinar si la influencia de la
cantidad y calidad de la grasa en la dieta sobre el RAS testicular y la fertilidad masculina
puede estar mediada en parte por actividades de AP/angiotensinasas, AP
inmunoreguladoras (DDP4), y AP de funcionalidad ante el dafio oxidativo (GGT). Las
distintas actividades aminopeptidasas objeto de estudio en el testiculo (Ala-AP, Asp-AP,
Cys-AP / IRAP, DPP4, GGT, GIlu-AP) se determinaron siguiendo los mismos métodos que

se indican en los apartados anteriores.

Andlisis estadistico

Se realiz6 un analisis estadistico mediante ANOVA unidireccional seguido de la
prueba post-hoc de Tukey para comparaciones mdultiples. Se realizé una comparacion
paramétrica entre dos grupos con una prueba t de Student no apareada. La relacion entre
variables se evalu6 mediante el coeficiente de correlacion de Pearson. La presencia de
diferencia significativa se estimé con el software Sigmaplot v11.0 (Systat Software, Inc.,
San José, CA, EE.UU.), y los valores de p-valor por debajo de 0,05 (p <0,05) se
consideraron estadisticamente significativos. Todos los datos se presentan como media +

error estadndar de la media (SEM).
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|5. RESUMEN GLOBAL DE LOS RESULTADOS]
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A continuacion, se resumen los principales resultados obtenidos en funcién de los

parametros que se definieron en los objetivos anteriores:

Objetivo#1. Efectos sobre ingesta de alimento y energia, el incremento de peso

corporal, y laregulacidon de la presion arterial sistélica (PAS)

5.1. Cambios en la ingesta de alimento y el peso corporal.
5.1.1. Peso corporal. (Informacién y figuras recogidas en el articulo del Anexo II:
Dominguez-Vias et al. Int. J. Mol. Sci. 2017).

Los animales alimentados con la dieta Bch mostraron un mayor peso corporal al final
del periodo experimental en comparacién con los grupos E y EVOO. Sin embargo, no se
observaron diferencias significativas entre las dietas E y EVOO durante todo el periodo

experimental (figura 1A).

Al final del periodo experimental, el aumento de peso corporal fue de 61,32 + 8,39
g/dia para la dieta E y 84,21 + 6,71 g/dia para la dieta EVOO (37,33% mayor que el grupo
E) sin diferencias significativas entre ellos. Sin embargo, el aumento medio de peso corporal
para Bch fue 140,08 £ 8,92 g/dia, que fue significativamente mayor en comparacion con los
grupos E y EVOO (128,44% mas que E y 65,56% mas que EVOO) (figura 1B).

5.1.2. Ingestas de alimento y energia. (Informacién y figuras recogidas en el articulo del

Anexo I: Dominguez-Vias et al. Nutrients 2020).

Se observo una diferencia significativa entre las dietas EVOO y Bch para la ingesta
diaria de alimentos (g/100g de peso corporal), con los valores mas bajos encontrados para
las ratas alimentadas con Bch (figura 1A: Bch, 1,6 £ 0,3 g; EVOO, 1,8 +0,2g; E, 2,6 £+ 0,3
g; p <0,05). Sin embargo, no se observaron diferencias significativas para la ingesta de
energia (kJ/dia) entre los grupos (figura 1B: E, 181,8 + 19,9; EVOO, 178,2 + 15,4; Bch,
171,4 £ 22,8).

5.2. Presion arterial sistolica (PAS).
Con la misma periodicidad que para el peso, una vez al mes, se realizaron medidas

de los valores de PAS de cada uno de los animales utilizando el método pletismogréfico.
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Los resultados obtenidos (figura 7) indicaron que, si bien durante los dos primeros meses
de experimento practicamente no se observaron diferencias entre los tres grupos de
animales, en el tercer mes se observo un incremento muy marcado para los animales que
estaban consumiendo la dieta Bch, valores superiores que se mantuvieron hasta el final del
periodo experimental (Mes 3: E, 127,0 + 3,5; EVOO, 129,4 + 5,4; Bch, 147,6 £ 6,2 mmHg;
Mes 4: E, 132,0 + 4,5; EVOO, 124,4 + 4,3; Bch, 147,6 + 7,6 mmHg; Mes 5: E, 127,1 + 5,4,
EVOO, 128,7 + 7,2; Bch, 144,1 £ 5,3 mmHg). Sin embargo, no hubo diferencias apreciables
para este valor entre los animales alimentados con la dieta E y la EVOO, aun cuando esta

Gltima contenia un porcentaje superior de grasa.
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Figura 7. Valores medios + errores estandar de la evolucion temporal de la presion arterial sistolica
(PAS) de los grupos que recibieron la dieta estandar (E), enriquecida en aceite de oliva virgen (EVOO) y
mantequilla méas colesterol (Bch). Los valores se han expresado como milimetros de mercurio (mmHg). * p
<0,05; muestra diferencias significativas de la dieta Bch con respecto a la dieta E. # p <0,05; muestra

diferencias significativas de la dieta Bch con respecto a la dieta EVOO.

Objetivo#2. Efectos a nivel metabdlico: cambios plasmaticos en el perfil glicémico,
lipidico, en factores hormonales (insulina y GLP-1) y en marcadores de estrés

oxidativo (NOx y NO total)

5.3. Analisis de los parametros bioquimicos: cambios plasmaticos en el perfil glicémico,

lipidico y en factores hormonales (insulina 'y GLP-1).
5.3.1. Prueba de tolerancia a la glucosa (GTT), cambios en el control glucémico y relacion

con la insulina. (Informacién y figuras recogidas en el articulo del Anexo |: Dominguez-Vias

et al. Nutrients 2020).
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No se encontraron diferencias significativas entre los grupos en la glucosa plasmatica
en ayunas (Figura 1E: E, 63,8 £ 7,6 mg/dL; EVOO, 83 + 13 mg/dL; Bch, 63 = 2,5 mg/dL) e
insulina (Figura 1C: E, 0,5 + 0,1 ng/mL; EVOO, 0,4 = 0,1 ng/mL; Bch, 0,5 + 0,1 ng/mL). Los
efectos de diferentes dietas sobre la tolerancia a la glucosa se establecieron al final del
periodo experimental mediante el uso de GTT (Figura 1D). Los niveles mas altos de glucosa
en plasma se alcanzaron después de 20 min de una inyeccion i.p. en los grupos E y Bch
(Figura 1E: E, 286,7 + 34,9 mg/dL; EVOO, 214,5 + 43,4 mg/dL; Bch, 214,8 £ 15,7 mg/dL).
Sin embargo, los animales EVOO alcanzaron los mayores valores de glucosa plasmatica a
los 60 minutos después de la inyeccion i.p. (E, 124,5 + 11,7 mg/dL; EVOO, 282,8 + 58,5

mg/dL; Bch, 135 + 12,3 mg/dL), y se mantuvieron elevados a los 90 min.

Con respecto al modelo de homeostasis de resistencia a la insulina (HOMA2-RI), en
ayunas no se encontraron diferencias significativas entre las dietas en la relacion de
insulina/glucosa (Figura 1D: E, 25,8 + 9,5 plU/mg; EVOO, 13,7 + 5,0 ylU/mg; Bch, 26,3 £
5,5 ulu/mg), HOMA2-RI (Figura 1F: E, 1,7 £ 0,4; EVOO, 1,3 £0,3; Bch, 1,9 £ 0,5), HOMA2-
% S (Figura 1G: E, 74,8 + 19,8; EVOO, 86,6 + 22,6; Bch, 60,7 + 19,1) o HOMA2-% B (Figura
1H: E, 286,5 £ 87,7; EVOO, 159,6 + 58,9; Bch, 317,2 + 31,6). De la misma forma, tampoco
se encontrd diferencias significativas en los niveles de GLP-1 con los tres tipos de dietas
(figura 1I: E, 4,3 £ 1,0 pmol/l; EVOO, 6,0 + 0,7 pmol/l; Bch, 7,4 £ 1,3 pmol/l).

5.3.2. Perfil de lipidos en plasma (Informacion y figuras recogidas en el articulo del Anexo
II: Dominguez-Vias et al. Int. J. Mol. Sci. 2017).

Se determinaron los valores plasmaticos de triglicéridos, colesterol total y sus
fracciones lipoproteicas HDL, LDL y VLDL en los animales alimentados con las dietas E,
EVOO y Bch (figura 2). Los resultados indicaron diferencias significativas en triglicéridos (p
<0,01), colesterol total (p <0,01), LDL (p <0,01) y colesterol VLDL (p <0,01).

Mientras que los niveles de triglicéridos fueron mayores en Bch en comparacion con
E, sin diferencias en comparacién con EVOO (E, 131,7 £ 10,8 mg/dl; EVOO, 171,2 + 25,2
mg/dl; Bch, 240,1 = 32,8 mg/dl), el colesterol total fue mayor en Bch que en E y EVOO
(figura 2A: E, 95,9 + 11,4 mg/dl; EVOO, 100,3 £ 8,9 mg/dl; Bch, 158,4 £ 14,9 mg/dl). La
fraccion HDL fue significativamente mayor en E en comparacion con EVOO y Bch (E, 21,6
+ 2,6 mg/dl; EVOO, 11,5 + 1,4 mg/dl; Bch, 11,2 £ 1,4 mg/dl), LDL fue mayor en Bch en
comparacién con EVOO vy E (E, 47,9 + 9,5 mg/dl; EVOO, 54,6 + 7,9 mg/dl; Bch, 99,2 + 12,3

45



mg/dl), y VLDL fue mayor en Bch solo en comparacioén con E (figura 2B: E, 26,3 + 2,2 mg/dl;
EVOO, 34,2 + 5,0 mg/dl; Bch, 48,0 + 6,6 mg/dl).

5.4. Determinacion de NOx en plasma. (Informacion y figuras recogidas en el articulo del
Anexo |: Dominguez-Vias et al. Nutrients 2020).

Las concentraciones plasmaticas de NO (NOx) se midieron mediante la conversion
de nitrato (NO3’) en nitrito (NO2") por nitrato reductasa (Figura 5C). La concentracion de
NOXx fue significativamente mayor en la dieta Bch en comparacion con las dietas E y EVOO.
Ademas, curiosamente, la dieta EVOO mostré niveles de NOx mas bajos que la dieta E
(figura 5C: E, 1,4 + 0,1 pmol/l; EVOO, 0,9 + 0,0 umol/l; Bch, 2,1 + 0,2 pymol/l).

Objetivo#3. Aminopeptidasas en hipotadlamo-hipéfisis: relacion con el control de la
glucemia, la regulacion de la ingesta de alimento, y la regulacion de los Sistemas
Renina-Angiotensina (RAS).

5.5. Aminopeptidasas relacionadas con el control de la glucemia (DPP4)
5.5.1. Hipotalamo

No se observaron diferencias en las fracciones soluble o unida a membrana para la
actividad DPP4, independientemente de la cantidad o calidad de la grasa suplementada en
la dieta (figura 8).
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Figura 8. Valores medios + errores estandar de las actividades dipeptidil-peptidasa 4 (DPP4) en las
fracciones soluble (SOL) y unidas a membrana (UM) en el hipotalamo de los grupos que recibieron la dieta
estandar (E), enriquecida en aceite de oliva virgen (EVOO) y mantequilla mas colesterol (Bch). Los valores

se han expresado como pmol de B-naftilamida hidrolizados por min y por mg de proteina.
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5.5.2. Hipdfisis

Al contrario de lo que ocurrié en el hipotalamo, en la hipofisis anterior si que se
advierte una posible alteracién secundaria por el aumento de la actividad DPP4 sol en la
dieta Bch con respecto a la dieta E (p <0,05) (figura 9: E, 533,0 £ 28,0 pmol/min/mg de
proteina; EVOO, 604,0 + 42,0 pmol/min/mg de proteina; Bch, 651,7 + 18,0 pmol/min/mg de

proteina).
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Figura 9. Valores medios + errores estandar de las actividades dipeptidil-peptidasa 4 (DPP4) en las
fracciones soluble (SOL) y unidas a membrana (UM) en la hipofisis de los grupos que recibieron la dieta
estandar (E), enriquecida en aceite de oliva virgen (EVOO) y mantequilla més colesterol (Bch). Los valores

se han expresado como pmol de B-naftilamida hidrolizados por min y por mg de proteina. * p <0,05; muestra

diferencias significativas entre las dietas Bch y E.

5.6. Piroglutamil-aminopeptidasa y Tirosil-aminopeptidasa

5.6.1. Hipotalamo

Tampoco se observdé que las HFDs causaran diferencias estadisticamente

significativas en las actividades hipotaldmicas de las AP degradantes de TRH / GnRH

(pGlu-AP) y ENK (Tyr-AP) (figura 10).
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Figura 10. Valores medios + errores estandar de las actividades piroglutamil-aminopeptidasa (pGlu-

AP) y tirosil-aminopeptidasa (Tyr-AP) en las fracciones soluble (SOL) y unidas a membrana (UM) en el
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hipotalamo de los grupos que recibieron la dieta estandar (E), enriquecida en aceite de oliva virgen (EVOO)
y mantequilla mas colesterol (Bch). Los valores se han expresado como pmol de B-naftilamida hidrolizados
por min y por mg de proteina.

5.6.2. Hipofisis

Sin embargo, en la hipdfisis de los animales tratados con una dieta Bch se obtuvieron
diferencias estadisticamente significativas para la actividad Tyr-AP sol frente a las dietas E
y EVOO (p <0,05; E, 2504,1 + 196,0 pmol/min/mg de proteina; EVOO, 2378,0 + 203,6
pmol/min/mg de proteina; Bch, 3072,3 £ 113,6 pmol/min/mg de proteina). Por otro lado, no

se observaron diferencias en la actividad pGlu-AP (figura 11).
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Figura 11. Valores medios * errores estandar de las actividades piroglutamil-aminopeptidasa (pGlu-
AP) vy tirosil-aminopeptidasa (Tyr-AP) en las fracciones soluble (SOL) y unidas a membrana (UM) en la
hipofisis de los grupos que recibieron la dieta estdndar (E), enriquecida en aceite de oliva virgen (EVOO) y
mantequilla més colesterol (Bch). Los valores se han expresado como pmol de B-naftilamida hidrolizados por
min y por mg de proteina. La * p <0,05; muestra diferencias significativas de la dieta Bch con respecto a la
dieta E. # p <0,05; muestra diferencias significativas de la dieta Bch con respecto a la dieta EVOO.

5.7. Aminopeptidasas relacionadas con el Sistema Renina-Angiotensina (RAS) en el eje
Hipotalamo-Hipofisis
5.7.1. Hipotalamo

Los resultados obtenidos mostraron que no hay diferencias estadisticamente

significativas en ninguna de las actividades estudiadas en hipotalamo (figura 12).

5.7.2. Hipdfisis

La dieta Bch mostro la capacidad de aumentar significativamente las actividades
angiotensinasas Ala-AP sol (E, 2027,1 + 180,7 pmol/min/mg de proteina; EVOO, 2361,6 +

112,4 pmol/min/mg de proteina; Bch, 2955,3 + 75,3 pmol/min/mg de proteina), Ala-AP um
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(E, 4120,3 + 286,4 pmol/min/mg de proteina; EVOO, 4156,6 + 227,1 pmol/min/mg de
proteina; Bch, 5553,3 + 523,0 pmol/min/mg de proteina), Arg-AP um (E, 2876,2 + x300,0
pmol/min/mg de proteina; EVOO, 3023,3 + 47,2 pmol/min/mg de proteina; Bch, 3810,5 £

214,0 pmol/min/mg de proteina), e IRAP sol (E, 614,0 + 37,2 pmol/min/mg de proteina;
EVOO, 667,0 £ 33,0 pmol/min/mg de proteina; Bch, 822,4 + 48,0 pmol/min/mg de proteina)

con respecto a las dietas E y EVOO (p <0,05) (figura 13).
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5.8. Actividad Prolil-Iminopeptidasa (PIP)
5.8.1. Hipotalamo
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No se encontraron en el hipotalamo diferencias estadisticamente significativas para

la actividad hidrolitica de residuos de prolina conservada, PIP, entre las HFDs (figura 14).
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Figura 14. Valores medios + errores estandar de las actividades prolil-iminopeptidasa (PIP) en las

fracciones soluble (SOL) y unidas a membrana (UM) en el hipotalamo de los grupos que recibieron la dieta



estandar (E), enriquecida en aceite de oliva virgen (EVOO) y mantequilla mas colesterol (Bch). Los valores

se han expresado como pmol de B-naftilamida hidrolizados por min y por mg de proteina.

5.8.2. Hipofisis

Diferentes fueron los resultados obtenidos en las muestras de hipofisis, donde si que
se observé una alteracion secundaria por diferencias significativas de la PIP sol en la dieta
Bch con respecto a la dieta E (p <0,05) (figura 15: E, 431,0 + 15,8 pmol/min/mg de proteina;
EVOO, 476,3 + 28,6 pmol/min/mg de proteina; Bch, 520,0 £ 20,0 pmol/min/mg de proteina).
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Figura 15. Valores medios * errores estandar de las actividades prolil-iminopeptidasa (PIP) en las
fracciones soluble (SOL) y unidas a membrana (UM) en la hipdfisis de los grupos que recibieron la dieta
estandar (E), enriquecida en aceite de oliva virgen (EVOO) y mantequilla mas colesterol (Bch). Los valores
se han expresado como pmol de B-naftilamida hidrolizados por min y por mg de proteina. * p <0,05; muestra
diferencias significativas de la dieta Bch con respecto a la dieta E.

Objetivo#4. Aminopeptidasas en higado: relacion con el control de la glucemia, la
regulacion de la ingesta de alimento, la regulaciéon del Sistema Renina-Angiotensina

(RAS) local, y con marcadores de estrés oxidativo

5.9. Aminopeptidasas relacionadas con el control de la glucemia (DPP4) en higado.
(Informacién y figuras recogidas en el articulo del Anexo |I: Dominguez-Vias et al. Nutrients
2020).

Anteriormente se ha descrito que entre las diferentes dietas no se observaron
diferencias significativas en los niveles circulantes del sustrato de la enzima DPP4, la
hormona GLP1. Sin embargo, la actividad DPP4 hepatica (figura 1, J-K) fue
significativamente mayor en las HFDs que en el grupo control, siendo la fraccion DPP4 um

quien mostro los valores significativamente mas altos en las ratas alimentadas con la dieta
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EVOO en comparacion con los grupos E y Beh. (Figura 1K: E, 5,0 £ 0,5 pmol (x 10%)/min/mg
de proteina; EVOO, 7,8 + 0,8 pmol (x 10%)/min/mg de proteina; Bch, 7,0 + 0,4 pmol (x
10%)/min/mg proteina) (Figura 1L: E, 0,8 + 0,1 pmol (x 10%)/min/mg de proteina; EVOO, 1,4
+ 0,2 pmol (x 10%)/min/mg de proteina).

5.10. Aminopeptidasas hepéaticas reguladoras de la ingesta de alimento (pGlu-AP y Tyr-
AP). (Informacion y figuras recogidas en el articulo del Anexo I: Dominguez-Vias et al.
Nutrients 2020).

Estudios anteriores han demostrado que los efectos del estado tiroideo sobre el
pGlu-AP hepético y la liberacion de péptidos endégenos como cHP son determinantes en
la sensibilidad a la insulina y el control del peso corporal (Scharfmann et al., 1990; Prasad
et al., 2015). En nuestros resultados, las HFDs aumentaron significativamente la actividad
de pGlu-AP sol en el higado (figura 2A: E, 1,0 £ 0,1 pmol (x 10%)/min/mg de proteina; EVOO,
1,5 + 0,0 pmol (x 10%)/min/mg de proteina; Bch, 1,4 + 0,0 pmol (x 10%)/min/mg de proteina).

Sin embargo, no se encontraron diferencias en la actividad de la fraccion um (figura 2B).

Por otro lado, recalcar que las encefalinas se han implicado ampliamente en el
comportamiento de alimentacion, y estos péptidos opioides enddgenos se hidrolizan por la
actividad Tyr-AP. Se encontraron niveles mas altos de actividad Tyr-AP sol en el higado de
las ratas que fueron alimentadas con la dieta Bch (figura 2: E, 3,9 £ 0,5 pmol (x 10%)/min/mg
de proteina; EVOO, 4,5 + 0,3 pmol (x 10%)/min/mg de proteina; Bch, 6,2 + 0,5 pmol (x
10%)/min/mg de proteina), pero no se encontraron diferencias significativas en la fraccion
Tyr-AP um.

5.11. Aminopeptidasas relacionadas con la regulacion del Sistema Renina-Angiotensina
(RAS) local del higado. (Informacién y figuras recogidas en el articulo del Anexo I:

Dominguez-Vias et al. Nutrients 2020).

Con la administracion de HFDs no se encontraron diferencias significativas en las
fracciones sol y um para las actividades Asp-AP y Glu-AP, implicadas en el metabolismo
de las angiotensinas (figura 3B-E). Sin embargo, la dieta EVOO aumento significativamente
la actividad Ala-AP en la fraccién um del higado (figura 3G: E, 1,2 + 0,1 pmol (x 10%)/min/mg
de proteina; EVOO, 2,4 + 0,2 pmol (x 10%)/min/mg de proteina; Bch, 1,6 + 0,2 pmol (x
102)/min/mg de proteina) y Cys-AP (figura 3I: E, 1,9 = 0,3 pmol (x 10%)/min/mg de proteina;
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EVOO: 3,9 + 0,2 pmol (x 10%)/min/mg de proteina; Bch: 2,7 + 0,4 pmol (x 10%)/min/mg de

proteina).

5.12. Aminopeptidasas hepaticas relacionadas con marcadores de estrés oxidativo (GGT)
y marcadores funcionales (Leu-AP y PIP). (Informacion y figuras recogidas en el articulo
del Anexo I: Dominguez-Vias et al. Nutrients 2020; con excepcion de los resultados sobre
actividad PIP).

Se evaluaron varios indicadores de estrés oxidativo y de funcién hepatica, como
GGT, Leu-AP (figura 4A-E) y PIP (dato no publicado). La dieta Bch aumento
significativamente la fraccidén um de la actividad hepatica de GGT, en comparacion con las
dietas E y EVOO (figura 4B: E, 0,8 + 0,0 pmol (x 10%)/min/mg de proteina; EVOO, 0,9 + 0,0
pmol (x 102)/min/mg de proteina; Bch, 1,2 + 0,1 pmol (x 10%)/min/mg de proteina).

Ademas, se establecié una relacion significativa entre la actividad GGT um vy el perfil
lipidico plasmatico (triglicéridos totales) (figura 4C). La fraccion sol de la actividad Leu-AP
también aumenté en el grupo Bch (figura 4D: E, 4,6 + 0,8 pmol (x 10%)/min/mg de proteina;
EVOO, 6,6 + 0,4 pmol (x 10%)/min/mg de proteina; Bch, 7,9 + 0,8 pmol (x 102)/min /mg de
proteina), mientras que la fraccion um de la actividad Leu-AP fue mayor en las dos HFD
(figura 4E: 4,0 + 0,2 pmol (x 102)/min/mg de proteina; EVOO, 5,3 + 0,3 pmol (x 10%)/min/mg
de proteina; Bch, 5,5 + 0,2 pmol (x 10%)/min/mg de proteina).

La actividad PIP no mostraba cambios en los grupos HFDs, pero si destacaba una
correlacién clara entre la fracciébn um de la actividad PIP con la proporcién de triglicéridos
totales en plasma (p <0,05; figura 16). Por otro lado, las significativas asociaciones de la
actividad PIP sol con el marcador LeuAP sol, asi como PIP um con GGT um, podrian dar
indicios de que PIP sea un nuevo marcador hepatico funcional que deberia ser estudiado

en el futuro (figura 17).
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Figura 16. (A) Valores medios + errores estandar de las actividades prolil-iminopeptidasa (PIP) en las
fracciones soluble (SOL) y unidas a membrana (UM) en el higado de los grupos que recibieron la dieta
estandar (E), enriquecida en aceite de oliva virgen (EVOOQO) y mantequilla més colesterol (Bch). Los valores
se han expresado como pmol de B-naftilamida hidrolizados por min y por mg de proteina. (B) Correlacién de

la PIP (UM) con los triglicéridos (TG) plasmaticos.
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Figura 17. Asociacion entre las actividades de la prolina-iminopeptidasa (PIP) con leucil-

aminopeptidasa (Leu-AP) y y-glutamil-transaminasa (GGT) como un posible nuevo marcador funcional
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5.13. Expresion de la isoforma inducible del 6xido nitrico sintasa (iNOS). (Informacion y

figuras recogidas en el articulo del Anexo I: Dominguez-Vias et al. Nutrients 2020).

Las ratas alimentadas con la dieta Bch mostraron un aumento significativo en la
expresion de iNOS (figura 5B: E, 1,0 £ 0,2; EVOO, 1,3 + 0,1; Bch: 2,3 £ 0,5). Ademas, la

concentracion de NOx en plasma fue significativamente mayor en la dieta Bch en
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comparaciéon con las dietas E y EVOO. Curiosamente, la dieta con EVOO mostré niveles
de NOx mas bajos que con la dieta E (figura 5C: E, 1,4 = 0,1 ymol/l; EVOO, 0,9 + 0,0 umol/l;
Bch, 2,1 £ 0,2 umol/l).

Objetivo#5. Peptidasas en testiculo: relacién con los cambios en el perfil lipidico en

plasmay los niveles de estrés oxidativo.

5.14. Aminopeptidasas implicadas en la fertilidad. (Informacion y figuras recogidas en el
articulo del Anexo II: Int. J. Mol. Sci. 2017).

En nuestros resultados, la administracion de la dieta EVOO confirm6 cambios en la
actividad inmunoestimuladora de DPP4 sol en el testiculo en comparacion con las dietas E
y Bch (tabla 1 y figura 3C: E, 302,3 + 47,4 pmol/min/mg de proteina; EVOO, 476,6 + 41,2
pmol/min/mg de proteina; Bch, 327,0 + 49,0 pmol/min /mg de proteina). Por tanto, la DPP4

testicular puede representar una posible diana farmacoldgica.

5.15. Aminopeptidasas relacionadas con la regulacién del Sistema Renina-Angiotensina
(RAS) local del testiculo. (Informacién y figuras recogidas en el articulo del Anexo II:
Dominguez-Vias et al. Int. J. Mol. Sci. 2017).

En el testiculo se encontré que solo la fraccion um de la actividad Glu-AP fue mayor
(p <0,05) en la dieta con Bch que con las dietas EVOO y E (tabla 1y figura 3A: E, 160,0 £
11,0 pmol/min/mg de proteina; EVOO, 166,6 + 7,9 pmol/min/mg de proteina; Bch, 204,2 +
7,5 pmol/min/mg de proteina). No se observaron diferencias en la fraccion sol. Ademas, se
establecieron correlaciones significativas y positivas entre la actividad Glu-AP um de las
gonadas y los triglicéridos totales (figura 3D; p <0,01, r = 0,664) y el colesterol total
plasmatico (figura 3E; p <0,05, r = 0,593).

5.16. Gamma-Glutamil-Transferasa (GGT) como marcador funcional de estrés oxidativo en
testiculo. (Informacion y figuras recogidas en el articulo del Anexo Il: Dominguez-Vias et al.
Int. J. Mol. Sci. 2017).

Solo la fraccion um de la actividad GGT testicular fue mayor (p <0,05) en la dieta con
Bch que en las dietas con EVOO y E (tabla 1y figura 3B: E, 164,0 £ 27,1 pmol/min/mg de
proteina; EVOO, 236,8 + 50,3 pmol/min/mg de proteina; Bch, 341,6 + 59,2 pmol/min /mg de
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proteina). No se observaron diferencias entre los grupos en la fraccion sol. Ademas, se
establecio una correlacidon positiva significativa entre la actividad testicular de GGT um y el

colesterol plasmatico total (figura 3F; p <0,05, r = 0,536).
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[6. DISCUSION]
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6.1. Ingesta de alimento, incremento de peso corporal, regulacion de la glucemia y de los

valores de Presion Arterial Sistoélica

Conocer en profundidad cédmo los cambios en la composicion lipidica de la dieta
pueden influir sobre los mecanismos de regulacibn homeostatica de nuestro organismo
tiene, sin lugar a dudas, importancia tanto desde el punto de vista del aumento de nuestros
conocimientos basicos sobre la manera en la que se pueden condicionar estos
mecanismos, como desde el punto de vista clinico, ya que nos aportaria una herramienta

basica en el campo de la prevencion de muchas enfermedades.

Aunque desde hace bastante tiempo se conoce la estrecha relacion entre un
consumo elevado de determinados tipos de grasa en los alimentos y el desarrollo de
patologias como la obesidad, la hipertensién, la diabetes y la infertilidad, los mecanismos
moleculares de dicha relacién aun no estan del todo claros (Boozer et al., 1995; Shalaby et
al., 2004; Hurtado de Catalfo et al., 2009; Gao et al., 2015; Liu et al., 2015), en especial, si

dichos efectos son ejercidos de igual manera por todas las fuentes de lipidos.

El principal objetivo del presente trabajo de investigacion ha sido estudiar si la
composicién de dos dietas altas en grasa, isoenergéticas pero con distinto perfil de acidos
grasos y componentes minoritarios, podria tener efectos distintos en comparaciéon con una
dieta estandar, que en el caso del modelo experimental que hemos utilizado (ratas) se

caracteriza por ser baja en grasa.

Como ya se indic6 con anterioridad, el primer aspecto estudiado fue el posible efecto
de las dietas sobre la ingesta de alimento y el aumento de peso corporal. De las dos dietas
altas en grasa, solo los animales del grupo Bch mostraron valores significativamente
superiores de peso corporal y un perfil de lipidos en sangre distinto al de los animales del
grupo control, no alcanzandose diferencias significativas para estos valores entre los grupos
estandar y EVOO. Este incremento del peso corporal en el grupo Bch no estuvo
condicionado por un aumento en la ingesta de alimento, de hecho, al final del periodo
experimental los valores diarios de ingesta para estos animales fueron inferiores a los de

los otros dos grupos.

Este resultado, en principio sorprendente, puede explicarse por un principio bien
establecido en nutricion, segun el cual los animales cuando se alimentan Ad libitum, aln
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cuando se les proporcionen dietas con distinta densidad de energia, son capaces de
adaptar su ingesta para obtener siempre el mismo aporte energético (Blundell & Gillett,
2001). Sin embargo, esta asuncion no explicaria por qué no se obtuvieron los mismos
resultados para las dos dietas altas en grasa. Estudios previos ya han demostrado que los
acidos grasos saturados muestran una mayor eficiencia energética, al tiempo que son
capaces de disminuir la capacidad oxidativa mitocondrial en el higado y el musculo

esquelético (lossa et al., 2003).

Por el contrario, la inclusion de EVOO en la dieta aumenta la termogénesis inducida
por dieta (Polley et al., 2018), fundamentalmente mediante el incremento de la secrecion de
adrenalina y noradrenalina (Oi-Kano et al., 2007) y la expresion de las UCPL1 en el tejido
adiposo marron (Shin & Ajuwon, 2018). Los resultados obtenidos en nuestro estudio
apoyarian, por tanto, los efectos del tipo de grasa en la dieta sobre la termogénesis,
pudiendo estar las diferencias condicionadas bien por el distinto perfil de saturacion de los
acidos grasos y por el contenido en polifenoles de la dieta EVOO (Castro-Barquero et al.,
2018; Prieto et al., 2018a).

Aunqgue las evidentes diferencias en el incremento de peso corporal parecieron no
asociarse a cambios en las concentraciones plasmaticas en ayunas de glucosa o insulina,
nuestros resultados si evidenciaron alteraciones en el metabolismo de la glucosa entre las
dos dietas altas en grasas. Durante la prueba de tolerancia a la glucosa intraperitoneal
(GTT), realizada al final del periodo experimental, tanto en la dieta E como en la Bch el pico
en los valores de glucemia se alcanzé a los 20 minutos tras la inyeccidn intraperitoneal. Sin
embargo, el valor mas alto de glucemia para los animales del grupo EVOO no aparecio
hasta los 90 min de la inyeccion intraperitoneal y se mantuvo elevado hasta los 120 minutos.
Estos resultados pudieran parecer contradictorios con resultados obtenidos anteriormente
y que apuntarian a un mejor uso de la glucosa tras la ingestién de aceite de oliva (Blundell
& Gillett, 2001; Jiang et al., 2015; Liu et al., 2015). Sin embargo, cuando analizamos los
diferentes indices de resistencia a la insulina (HOMA-IR, HOMA-%S y HOMA-%B) no
encontramos dieferencias entre las tres dietas, incluso los valores medios de

Insulina/glucosa en ayunas y el HOMA2-%B fueron inferiores para la dieta EVOO.

Otro de los parametros analizados en relacion con el control glucémico fueron los
valores plasmaticos de GLP-1 en ayunas. El péptido GLP-1 se ha relacionado con el control
de la glucosa en plasma, por su capacidad de estimular la liberacién de insulina por el

60



pancreas y la sintesis de glucdégeno en el higado, contribuyendo a reducir la hiperglucemia
postprandial. Los valores de GLP-1 también se han relacionado con el desarrollo de
obesidad, ya que también regula el vaciamiento gastrico y, por tanto, la ingesta de alimento.
Distintos estudios han demostrado una menor concentracion de GLP-1 en individuos con
obesidad y sindrome metabdlico (Lugari et al., 2004; Pérez-Durillo et al., 2018), debido
principalmente a un aumento en la actividad del principal enzima que interviene en su
degradacion, la DPP4. Nuestros resultados no demuestran cambios significativos en las
concentraciones plasmaticas de GLP-1 entre las tres dietas analizadas, si bien estos
resultados podrian estar condicionados por la baja vida media de este péptido y la alta
actividad del enzima DPP4, cuya actividad mostro diferencias significativas entre las tres

dietas estudiadas, como veremos en los siguientes apartados.

En cuanto a la evolucién de los valores de PAS, también encontramos diferencias
claras entre las dos dietas altas en grasa. Mientras que la ingesta prolongada (durante 6
meses) de una dieta alta en grasa enriquecida con EVOO no afecta significativamente a los
valores medios de PAS, la dieta enriquecida con mantequilla y colesterol si que provoca a
partir de los dos meses de administracion incrementos significativos en los valores de PAS
en comparacion con la dieta estandar. Este resultado demuestra que los efectos de las
grasas dietéticas sobre los mecanismos de regulacion de la PAS dependen del tipo de
grasa, y el efecto beneficioso del EVOO vy la Dieta Mediterrdnea para los pacientes con
hipertension (Villarejo et al., 2015).

6.2. Aminopeptidasas en el eje Hipotdlamo-Hipdfisis

Estudios previos de nuestro grupo de investigaciéon han demostrado un efecto del
tipo de grasa en la dieta sobre distintas actividades aminopeptidasa en la corteza frontal
(Segarra et al., 2019). Sin embargo, en nuestros resultados no establecemos diferencias
significativas en ninguna de las peptidasas determinadas para los animales que recibieron
las distintas dietas analizadas a pesar de los claros cambios metabdlicos y endocrinos
provocados por la dieta enriquecida en mantequilla. En estudios también previos de nuestro
grupo, distintos modelos de alteracion hormonal, como los cambios en la funcion tiroidea
(Prieto et al., 2003; Wangensteen et al., 2015; Segarra et al., 2018b), la inhibicion del
Enzima Convertidor de Angiotensina (Villarejo et al., 2012) o la hipertension (Villarejo et al.,
2014; Prieto et al., 2015; 2018b), si que afectaron a distintas aminopeptidasas en el

hipotdlamo, en particular a las que participan en la cascada del Sistema Renina
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Angiotensina. Ademas, estos cambios en las aminopeptidasas hipotalamicas se

relacionaron con cambios en la hipdfisis (Bernstein et al., 2017; Segarra et al., 2018a).

Al contrario de lo que ocurria en hipotalamo, nuestros resultados si demuestran un
efecto del tipo de grasa en la dieta sobre las peptidasas en hipdfisis en el grupo de animales
gue consumieron la dieta alta en mantequilla, y sobre las actividades del RAS. En concreto,
un incremento de las actividades Ala-AP sol y mb, Arg-AP sol e IRAP sol. Estas
modificaciones podrian relacionarse con un mayor metabolismo de la Anglll en AnglV y
vincularse, por lo tanto, con cambios en la actividad secretora que podria afectar a distintas

glandulas reguladas por el eje hipotalamo-hipdfisis (Ganong, 1993).

Otra de las aminopeptidasas que incremento su actividad en la fraccion soluble de la
hipofisis anterior fue la DPP4. Un reciente estudio de Golub et al (2019) ha demostrado que
en un modelo animal deficiente en DPP4 (DPP4mut) en el eje hipotdlamo-hipofisis-
adrenales, se describe una mayor resistencia al estrés. Teniendo en cuenta que uno de los
sustratos para la actividad DPP4 es el NPY, conocido por sus efectos orexigénicos en el
SNC, la mayor actividad DPP4 podria afectar a la degradacién del NPY, y por tanto
condicionar los cambios en la ingesta de alimento y en la produccion de calor en estos
animales. Por otro lado, los cambios en la actividad DPP4 y el NPY también se han
relacionado con modificaciones observadas en el metabolismo de la glucosa en el modelo
DPP4mut (Canneva et al., 2015), y en el control de la ingesta de dietas altas en grasa y
fructosa (Gumbs et al., 2019).

La administracién de otros tipos de acidos grasos (acidos grasos de la serie (W3)
distintos a los mayoritariamente empleados en nuestras dietas, también parece afectar a
distintas aminopeptidasas en el eje hipotdlamo-hipofisis, como la actividad PIP, que también
se modificé en los animales que recibieron la dieta suplementada con mantequilla (Krupina
& Khlebnikova, 2016).

Por ultimo, también hemos observado un aumento significativo de la actividad Tyr-
AP en hipdfisis, actividad implicada en el metabolismo de las encefalinas, péptidos
ampliamente relacionados con la regulacion de la ingesta y el metabolismo intermediario
(Hill-Pryor et al., 2006; Karatayev et al., 2009).
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6.3. Aminopeptidasas en el higado

A pesar de que, como hemos indicado anteriormente, no se encontraron diferencias
estadisticamente significativas entre las dietas para las concentraciones de GLP-1
plasmaticas, al analizar las actividades aminopeptidasas en higado si que encontramos
valores significativamente superiores para la DPP4 en los animales que consumieron la
dieta EVOO. Este aumento podria relacionarse con una adaptacion de estos animales a
unos mayores valores de secrecion postprandial del péptido GLP-1, lo que estaria de
acuerdo con resultados obtenidos anteriormente por otros autores (Rocca et al., 2001;
Prieto et al., 2005; Cancelas et al., 2006). La falta de diferencias en los valores plasméaticos
de GLP-1 podria deberse a la rapida inactivacion de este péptido, y a que nuestras muestras

se tomaron en ayunas.

Por otro lado, este resultado estaria en concordancia con los obtenidos para la curva
de la GTT ya que, al administrarse la glucosa por via intraperitoneal en ayunas, no
aparecerian los estimulos necesarios para la liberacion del GLP-1 por las células L
intestinales, lo que ocasionaria que en los animales del grupo EVOO los valores de

glucemia se mantuvieran superiores durante mas tiempo.

Otro péptido importante en la regulacién de la glucemia, ademas del GLP-1, es la
ciclohistidina-prolina (cHP) (Song et al., 2005; Ra et al., 2012). Este péptido es el producto
metabdlico de la degradacion de la TRH por la actividad pGlu-AP (Scharfmann et al., 1990)
en los hepatocitos (Scharfmann et al., 1990; 1991).

Tanto cHP como la pGlu-AP parecen estar relacionadas también con el consumo de
dietas altas en grasa y con la obesidad. Se ha demostrado que en modelos animales de
obesidad (ratones ob/ob) la administracion de cHP junto con Zinc es capaz de regular las
concentraciones de glucosa en plasma (Hwang et al., 2003). La actividad (Arechaga et al.,
2002) y la expresion (Araujo et al., 2010) de pGlu-AP parecen estar afectadas por la
cantidad y calidad de la grasa en la dieta. Nuestros resultados indican que las dos dietas
altas en grasa (EVOO y Bch) provocaron un aumento de la actividad pGlu-AP en la fraccion
soluble del higado, lo que podria indicar un mayor metabolismo de la TRH y una mayor

produccion del péptido cHP.

Ademas de los péptidos implicados en el control de la glucemia, otros péptidos como

las ENK, juegan un papel muy importante en el control de la ingesta y del metabolismo
63



energético (Hill-Pryor & Dunbar, 2006; Karatayev et al., 2009). Hay estudios donde se ha
demostrado que las dietas altas en grasa son capaces de afectar a la expresion de las ENK
en el hipotadlamo, al tiempo que aumentan la ingesta, el peso corporal y la cantidad de tejido
adiposo blanco (Karatayev et al., 2009). En nuestros resultados, como se ha indicado
anteriormente, no encontramos diferencias significativas para la actividad encefalinasa
(Tyr-AP) en el hipotalamo. Sin embargo, si que demostramos un aumento significativo en
la hipofisis anterior de los animales del grupo Bch. De manera similar, también hemos
encontrado en el higado un aumento significativo de la actividad Tyr-AP soluble
exclusivamente en los animales que consumieron la dieta Bch. Este cambio podria estar
relacionado con las modificaciones tanto en la ingesta de alimento como del aumento de

peso corporal de los animales de este grupo experimental (Suo et al., 2018).

Otro importante grupo de actividades que se han analizado en este trabajo forman
parte de la cascada del sistema renina angiotensina. Ademas de la regulacion de la PAS y
del equilibrio hidroelectrolitico, los sistemas renina angiotensina locales descritos en
distintos tejidos y 6rganos, incluido el higado (Fukasawa et al., 1996; Nagasaka et al., 1997;
Barrett et al., 2004; Bergasa et al., 2008), parecen tener un papel destacado en el desarrollo
de distintas patologias, asi como en la regulacién metabdlica (van den Hoven et al., 2014;
Shim et al.,, 2018; Sansoé et al., 2020). De hecho, el bloqueo de los receptores de
angiotensina es capaz de mejorar el control glucémico y reducir los valores de triglicéridos

en el higado (Graus-Nunes et al., 2019).

La concentracion relativa de las distintas angiotensinas, y por lo tanto la actividad del
sistema en distintos tejidos, estd regulada por la actividad de distintas actividades
aminopeptidasas que reciben el nombre de “angiotensinasas” (figura 1). Estas actividades
han demostrado estar condicionadas por distintos factores como el estado tiroideo (Segarra
et al., 2018b), la presencia de obesidad (Gajdosechova, et al., 2014; Prieto et al., 2018a) o
por la cantidad y calidad de la grasa en dieta (Reaux et al., 1999; Min et al., 2000; Segarra
etal., 2002; 2008; 2011; Villarejo et al., 2015). En concreto, nuestros resultados demuestran
un aumento de distintas angiotensinasas (Ala-AP y Cys-AP / IRAP) en el higado de los
animales del grupo EVOO. La actividad Ala-AP (angiotensinasa M) esta implicada en el
metabolismo de Anglll a Ang IV (Villarejo et al., 2012), mientras que la actividad Cys-AP se
ha descrito como la aminopeptidasa regulada por insulina (IRAP) y también como el
receptor especifico para unir Ang IV (AT4) (Prieto et al., 2015; 2018a; 2018b; Segarra et al.,
2018a; 2018b). Este resultado podria indicar un aumento de la concentracién local en
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higado de la Ang IV, el péptido que se une al receptor AT4 y que se colocaliza con el
transportador de glucosa GluT4 (Chai et al., 2004). Cabe también destacar que estos
cambios se observaron en la fraccion unida a la membrana, lo que sugiere un papel

funcional mas especifico (Chai et al., 2004).

Ademas de su papel funcional, distintas aminopeptidasas se han propuesto como
marcadores de dafio hepatico (Kanno et al., 1984; Porta et al., 2012). La dieta enriquecida
en mantequilla aumento la actividad de alguna de estas peptidasas, en concreto de la GGT
y la Leu-AP, resultados en concordancia con los obtenidos con otras dietas altas en grasa,
mientras que las dietas hipocaldricas y los antioxidantes han demostrado disminuir esta
actividad (Li et al., 1997; Bezerra-Duarte et al., 2014). Ademas, los valores de GGT en el
higado mostraron una correlacion significativa y positiva con los valores plasméticos tanto

de colesterol total como de triglicéridos.

Por otro lado, el dafio hepatico ocasionado por las dietas altas en grasa normalmente
esta asociado a un aumento en los valores de estrés oxidativo (Li et al., 1997) y se ha
descrito una respuesta adaptativa a este tipo de dafio mediante un incremento en la
expresion de iINOS y la concentracion de NO, encaminada a disminuir la inflamacién y el
dafio hepético (Blundell & Gillett, 2001). Por ejemplo, en estudios sobre la enfermedad del
higado graso no alcohdlica (NAFLD) donde se utilizaron dietas altas en grasa, se ha
demostrado un aumento notable de la expresion de INOS (Hassanin et al., 2014; Pan et al.,
2015). En nuestros resultados, estos efectos descritos para las dietas altas en grasa
(aumento de la expresion de iINOS en higado e incremento de los valores plasmaticos de
nitratos y nitritos) solo aparecieron en los animales del grupo Bch, probablemente porque
solo en ellos se desarroll6é un dafio hepatico por estrés oxidativo, y marcando de nuevo una

clara diferencia entre las dos dietas altas en grasa estudiadas.

6.4. Aminopeptidasas en los testiculos

Hasta la fecha, distintos estudios han demostrado que el aumento de los triglicéridos
plasmaticos y el colesterol estan relacionados con una menor calidad del semen y la
infertilidad masculina (Ramirez-Torres et al., 2000; Saez-Lancellotti et al., 2010). De hecho,
se ha sugerido que la hipercolesterolemia es un factor de riesgo independiente para la
disfuncion testicular (Feng et al., 2005). Por el contrario, la administracion oral concomitante

de tocoferol (un antioxidante) y simvastatina (un agente reductor del colesterol) a ratas
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hipercolesterolémicas machos induce un efecto protector sobre la fertilidad (Shalaby et al.,
2004).

También se ha demostrado que la suplementacion con oleouropeina, un compuesto
fendlico presente en el aceite de oliva virgen, aumenta los niveles de testosterona en ratas
alimentadas con una dieta alta en proteinas (Oi-Kano et al., 2013), y la administracion de
aceite de oliva a conejos macho hipercolesterolémicos es capaz de recuperar la
disminucién en la calidad del semen y la funcionalidad de los espermatozoides (Saez-
Lancellotti et al., 2013).

Parte de los efectos negativos de la grasa dietética parecen ejercerse a través de
modificaciones en el RAS local del testiculo. Estudios anteriores de nuestro grupo de
investigacion demostraron un efecto diferencial de varias fuentes de grasa sobre la
actividad de GIu-AP en plasma y sobre los niveles de testosterona en ratas macho Wistar,
lo que indica la importancia de los componentes de grasa en la dieta (Segarra et al., 2008).
Otros trabajos también han apuntado el efecto beneficioso el aceite de oliva virgen extra,
capaz de reducir los efectos adversos de la soja genéticamente modificada en los érganos
reproductivos de ratas macho adultas (El-Kholy et al., 2015), lo que ha llevado a sugerir que
una mezcla apropiada de aceite de oliva y aceite de soja podria mejorar la homeostasis

redox y el estado esteroidogénico en los testiculos de rata (Hurtado de Catalfo et al., 2008).

Nuestros resultados indican que solo la dieta enriguecida en mantequilla afecto6 a la
actividad Glu-AP en los testiculos, marcando una diferencia entre los efectos de las dos
dietas altas en grasa sobre el RAS testicular. Ademas, los cambios en la actividad Glu-AP
correlacionaron positivamente con las concentraciones plasmaticas tanto de colesterol

como de triglicéridos.

Como hemos indicado anteriormente, el RAS local de los testiculos ha demostrado
jugar un importante papel en la regulacion de la funcién reproductora masculina (Prieto et
al., 2002; Alves-Pereira et al., 2014). Sabemos que esta implicado en la inhibicion de la
produccion de testosterona durante la esteroidogénesis masculina (Dufau et al., 1987) y se
ha demostrado que la Ang Il inhibe la funcidn de las células de Leydig y, por lo tanto, esta

implicada en la regulacion local de los testiculos por la LH (Khanum & Dufau, 1988).
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La Ang Il es capaz de inhibir la actividad de la adenilato ciclasa en las membranas
de las células de Leydig y de reducir las concentraciones basales de adenosin monofosfato
ciclico (AMPc), asi como la produccion de testosterona (Khanum & Dufau, 1988). Estos
datos sugieren que la Ang Il producida localmente podria modular negativamente la
estimulacion de las células de Leydig por la LH.

La Ang Il participa en la regulacion paracrina de los tubulos seminiferos, ya que a
través de los receptores AT1 controla la concentracion intracelular de calcio en las células
mioides peritubulares, y por lo tanto la contraccion y el crecimiento de estos tubos (Rossi et
al., 2002).

También se conoce la relacion entre el RAS testicular y las dietas altas en grasa, ya
gue se ha demostrado que este tipo de dietas son capaces de inhibir la expresion de
distintos componentes del RAS local, entre otros los del Enzima Convertidor de
Angiotensina (ECA) y el receptor de la Ang Il (AT1). Ademas, estos efectos son revertidos

por la administracion de Enalapril, un inhibidor del ECA (Alves-Pereira et al., 2014).

Como hemos indicado, la dieta rica en mantequilla fue la Unica que afecté a las
actividades del RAS local, provocando un aumento de la Glu-AP. La actividad Glu-AP
hidroliza selectivamente residuos de amino&cidos &acidos del extremo amino terminal de los
oligopéptidos (Banegas et al., 2006), principalmente de la Ang Il. La eliminacién del residuo
Asp N-terminal de Ang Il da como resultado Ang lll, un vasoconstrictor menos potente que
Ang Il (Ramirez et al., 2008).

Por lo tanto, el aumento de la actividad Glu-AP en los testiculos con la dieta Bch, y
su correlacién positiva con las concentraciones de triglicéridos y colesterol plasmaticos,
respaldaria su participacion en los mecanismos subyacentes a los efectos de las dietas

ricas en acidos grasos saturados y colesterol sobre la funcion testicular.

La dieta Bch también aument6 la actividad GGT, una importante enzima unida a
membrana e implicada en el metabolismo del glutation (Hanigan et al., 1993). En el tibulo
seminifero, esta enzima se localiza en las células de Sertoli y ha sido considerado un
marcador funcional de estas células (Meroni et al., 1998). La actividad GGT es estimulada
por la FSH y por productos secretados por las células germinales (Agrawal & Vanha-
Perttula, 1988). Estudios previos han demostrado que la GGT esta presente en las células
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epiteliales del epididimo y en los fluidos luminales (Agrawal & Vanha-Perttula, 1988). Se ha
propuesto que la GGT puede tener un papel en la proteccion de los espermatozoides frente
a los procesos de estrés oxidativo en el conducto epididimario (Agrawal & Vanha-Perttula,
1988). Nuestros resultados demuestran que una dieta alta en grasas saturadas y colesterol
puede modular la actividad testicular de GGT. La alta actividad de GGT (um) provocada por
la dieta Bch puede ser una sefal de la necesidad de una mayor proteccion frente al estrés

oxidativo provocado por la peroxidacion lipidica.

A diferencia de la dieta Bch, la dieta enriquecida en EVOO afecté fundamentalmente
a la actividad DPP4. El enzima DPP4 parece influir en el desarrollo de los testiculos y la
espermatogénesis al regular el estado inmune en los testiculos. La DPP4 también es
conocida como el antigeno de activacion CD26 de células T (Kajiyama et al., 2002). DPP4
y DPP8 se consideran coestimuladores de células T para participar en la inmunoreaccion
(Abbot et al., 2000). La DPP4 probablemente también influye en la actividad quimiotactica
de algunas quimiocinas en linfocitos Th2 y en células dendriticas, pero no en linfocitos Th1l.
Ademas, los niveles elevados de DPP4 y el factor inhibidor de la migracion de macréfagos
(MIF) en el secretoma parece desempefiar un papel crucial en la espermatogénesis
(Schmid et al., 2019).

Este papel inmunorregulador de la DPP4 puede ser especialmente importante en los
testiculos, ya que la inmunoreaccion debe alcanzar un equilibrio entre la resistencia inmune
y la proteccién inmune, lo que contribuiria al mantenimiento normal de la espermatogénesis.
El incremento descrito por nuestros resultados para la actividad DPP4 en los testiculos de
los animales que recibieron la dieta EVOO podia contribuir a un mejor equilibrio en el
proceso de espermatogénesis (Dubois et al., 2009), y estar de acuerdo con el efecto
beneficioso de los compuestos con actividad antioxidante del aceite de oliva virgen sobre

la produccién de testosterona por los testiculos (Saez-Lancellotti et al., 2013).
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1. Segun los resultados del presente estudio, solo los animales que entraron a formar
parte del grupo que recibio la dieta enriquecida con mantequilla y colesterol (Bch) mostraron
al final del periodo experimental valores de peso corporal significativamente superiores a
los del grupo estandar, no estando este efecto asociado a un aumento en la ingesta de
energia. El que este mismo resultado no se obtuviera para el grupo que recibi6 la dieta
enriquecida con aceite de oliva (EVOO), apoyaria un efecto diferencial de los dos tipos de

fuentes lipidicas estudiadas sobre la termogénesis y el uso energético.

2. Resultados similares se obtuvieron para los valores de Presion Arterial Sistélica. S6lo
la dieta Bch indujo un aumento progresivo de los valores de Presidon Arterial, que se
mostraron significativamente superiores a la media de los otros dos grupos desde el
segundo mes hasta el final del periodo experimental. Este resultado indica que no todas las
grasas tienen el mismo efecto sobre el desarrollo de la hipertension, y apoya el papel

protector del aceite de oliva virgen.

3. Los resultados sobre el control de la glucemia muestran que fueron los animales del
grupo EVOO los que mostraron diferencias respecto al grupo estandar. Tras la inyeccién
intraperitoneal de glucosa, en este grupo se alcanz6é mas tarde el pico en los valores de
glucemia, si bien no se llegaron a establecer diferencias significativas entre los tres grupos

para los indices de resistencia a la insulina analizados.

4, El estudio de las distintas actividades aminopeptidasas en hipotalamo no mostré
diferencias significativas. Sin embargo, en hipéfisis anterior si se establecieron diferencias
en varias de las actividades que forman parte del RAS local, cambios que podrian estar
relacionados con un mayor metabolismo de la Ang Il a Ang IV en el grupo Bch.

5. También en hipofisis anterior encontramos aumentos significativos en la dieta Bch
de varias aminopeptidasas implicadas en el control metabdlico y la regulacion de la ingesta
de alimento, como la DPP4, PIP y Tyr-AP.

6. La dieta EVOO también increment6 la actividad DPP4 en higado, aumento que
podria relacionarse con la adaptacion de estos animales a una mayor secrecion
postprandial de GLP-1, resultado que estaria de acuerdo con los cambios obtenidos en la

curva del test de tolerancia a la glucosa.
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7. Por otro lado, encontramos un efecto de la dieta EVOO sobre distintas
aminopeptidasas del RAS local en higado, con un aumento en las actividades Ala-AP e
IRAP. De nuevo, este resultado podria estar relacionado con una mayor produccién de Ang

IV hepética.

8. Por el contrario, la dieta Bch afectdé especificamente a aminopeptidasas que son
utilizadas como marcadores de dafio hepatico, como la GGT. Ademas, en este grupo
también encontramos una mayor expresion de iINOS en higado y de los valores plasmaticos
de nitratos y nitritos, resultado que vincularia el dafio hepético con un aumento del estrés

oxidativo.

9. Ademas de los cambios metabdlicos y en la conducta de alimentacion, las dietas
altas en grasa se han relacionado con alteraciones en la reproduccion. En nuestros
resultados, solo la dieta Bch afectdé a la actividad Glu-AP en los testiculos, uno de los
enzimas clave en el RAS local. Ademas, los valores de actividad GIUAP correlacionaron
con las concentraciones en plasma de triglicéridos y colesterol, lo que vincularia las

alteraciones en el RAS testicular con cambios en los lipidos plasmaticos.

10.  Aligual que ocurrié en el higado, la dieta Bch también aumenté la actividad GGT,
considerada un marcador funcional y un indice de la necesidad de proteccion frente al
aumento de dafio por estrés oxidativo.

11. Por el contrario, la dieta EVOO aumenté la actividad DPP4, enzima al que se le ha
asignado un papel inmunomodulador en los testiculos. Este resultado estaria de acuerdo
con el efecto beneficioso que los polifenoles del aceite de oliva virgen podrian tener sobre

la funcién testicular.

12. Considerados en su conjunto, los resultados de este estudio ponen de manifiesto el
efecto diferencial de las dietas altas en grasa, en este caso mantequilla y colesterol o aceite
de oliva virgen. Estos efectos se reflejarian en cambios sobre distintas variables fisioldgicas
y metabdlicas, podrian estar mediados por modificaciones en las actividades peptidasas y,
por lo tanto, por cambios en las concentraciones de los péptidos que éstas regulan. El
conjunto de los resultados obtenidos apunta a un efecto protector del aceite de oliva virgen

en comparaciéon con fuentes lipidicas ricas en acidos grasos saturados y colesterol.
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Titulo: The Role of High Fat Diets and Liver Peptidase Activity in the Development of
Obesity and Insulin Resistance in Wistar Rats.
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Resumen:

High-fat diets (HFD) have been widely associated with an increased risk of metabolic
disorders and overweight. However, a high intake of sources that are rich in
monounsaturated fatty acids has been suggested as a dietary agent that is able to positively
influence energy metabolism and vascular function. The main objective of this study was to
analyze the role of dietary fats on hepatic peptidases activities and metabolic disorders.
Three diets: standard (S), HFD supplemented with virgin olive oil (VOO), and HFD
supplemented with butter plus cholesterol (Bch), were administered over six months to male
Wistar rats. Plasma and liver samples were collected for clinical biochemistry and
aminopeptidase activities (AP) analysis. The expression of inducible nitric oxide synthase
(INOS) was also determined by Western blot in liver samples. The diet supplement with
VOO did not induce obesity, in contrast to the Bch group. Though the VOO diet increased
the time that was needed to return to the basal levels of plasma glucose, the fasting
insulin/glucose ratio and HOMA2-%B index (a homeostasis model index of insulin secretion
and valuation of B-cell usefulness (% B-cell secretion)) were improved. An increase of
hepatic membrane-bound dipeptidyl-peptidase 4 (DPP4) activity was found only in VOO
rats, even if no differences in fasting plasma glucagon-like peptide 1 (GLP-1) were obtained.
Both HFDs induced changes in hepatic pyroglutamyl-AP in the soluble fraction, but only the
Bch diet increased the soluble tyrosyl-AP. Angiotensinase activities that are implicated in
the metabolism of angiotensin Il (Angll) to AnglV increased in the VOO diet, which was in
agreement with the higher activity of insulin-regulated-AP (IRAP) in this group. Otherwise,
the diet that was enriched with butter increased soluble gamma-glutamyl transferase (GGT)
and Leucyl-AP, INOS expression in the liver, and plasma NO. In summary, VOO increased
the hepatic activity of AP that were related to glucose metabolism (DPP4, angiotensinases,
and IRAP). However, the Bch diet increased activities that are implicated in the control of
food intake (Tyrosine-AP), the index of hepatic damage (Leucine-AP and GGT), and the
expression of hepatic INOS and plasma NO. Taken together, these results support that the
source of fat in the diet affects several peptidases activities in the liver, which could be
related to alterations in feeding behavior and glucose metabolism.
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Resumen:

The aim of the present work was to improve our knowledge on the mechanisms
underlying the beneficial or deleterious effects on testicular function of the so-called
Mediterranean and Western diet by analyzing glutamyl aminopeptidase (GIuAP), gamma
glutamyl transpeptidase (GGT) and dipeptidyl peptidase IV (DPP V) activities in testis, as
enzymes involved in testicular function. Male Wistar rats (6 months old) were fed for 24
weeks with three different diets: standard (S), an S diet supplemented with virgin-olive-oil
(20%) (VOO), or a S diet enriched with butter (20%) plus cholesterol (0.1%) (Bch). At the
end of the experimental period, plasma lipid profiled (total triglycerides, total cholesterol and
cholesterol fractions (HDL, LDL and VDL)) were measured. Enzymatic activities were
determined by fluorimetric methods in soluble (sol) and membrane-bound (mb) fractions of
testicular tissue using arylamide derivatives as substrates. Results indicated an increase in
plasmatic triglycerides, total cholesterol, LDL and VLDL in Bch. A significant increase of mb
GIuAP and GGT activities was also found in this diet in comparison with the other two diets.
Furthermore, significant and positive correlations were established between these activities
and plasma triglycerides and/or total cholesterol. These results support a role for testicular
GIuAP and GGT activities in the effects of saturated fat (Western diet) on testicular functions.
In contrast, VOO increased sol DPP |V activity in comparison with the other two diets, which
support a role for this activity in the effects of monounsaturated fat (Mediterranean diet) on
testicular function. The present results strongly support the influence of fatty acids and
cholesterol on testicular GIUAP and GGT activities and also provide support that the reported
beneficial influence of the Mediterranean diet in male fertility may be mediated in part by an
increase of testicular sol DPP |V activity.
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Resumen:

At present, cardiovascular disease and hypertension are accepted as major health
problems all over the world. The rapid rate of increase in these global problems needs a
solution that includes the identification of the most effective prevention strategies that involve
both dietary and lifestyle changes as well as drugs. The use of natural products and the diet
could be an effective method of management of hypertension, and a lot of effort has been
put into finding plants with antihypertensive therapeutic value. The DASH diet (Dietary
Approach to Stop Hypertension) has been recommended since the last decade of the 20%
century for the non-pharmacological management of hypertension, but other dietary
patterns are useful to stop hypertension, such as the Mediterranean Diet. Different studies
have demonstrated that when subjects adopt the Mediterranean Diet during at least one
year, arterial blood pressure values are reduced. These effects are associated with the
intake of virgin olive oil, the main fat source in the Mediterranean Diet. In experimental
models, virgin olive oil is able to reduce arterial blood pressure, changing the membrane
composition and biophysical properties, improving the endothelial function and enhancing
the nitric oxide release. Virgin olive oil also has demonstrated effects on both systemic and
local renin angiotensin pathways, the main hormonal system involved in the long-term
control of blood pressure. These results point to virgin olive oil and the Mediterranean Diet
as an effective dietary strategy in the prevention of hypertension and cardiovascular
disease.
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