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1. Resumen

Antecedentes: El aceite de oliva es la principal fuente de grasa de la
Dieta Mediterranea. Actualmente queda establecido su efecto preventivo y
beneficioso sobre las enfermedades cardiovasculares (ECV), atribuyéndose en
gran parte a sus compuestos fendlicos. Los aceites de oliva enriguecidos en
compuestos fendlicos aparecen como una buena estrategia de alimento
funcional, sin embargo se ha visto que un aporte Unico de una dosis muy alta
de un tipo de antioxidante podria tener un efecto indeseado aumentando el
estrés oxidativo. Ademas, los fenoles del aceite de oliva aportan un caracter
amargo indeseado para los consumidores. Es por esto que se planteé el disefio
de dos aceites funcionales, un aceite de oliva enriquecido con sus propios
fenoles y otro con la misma dosis de fenoles pero complementado con otra
fuente fendlica, concretamente tomillo. Uno de los principales factores a tener
en cuenta es la determinacion de la biodisponibilidad y metabolismo de los
compuestos fendlicos del aceite de oliva y del tomillo, para, posteriormente,
ejercer su efecto en diferentes tejidos diana. Una posible diana de los
compuestos fendlicos y sus metabolitos son las lipoproteinas de alta densidad
(HDL), de manera que la bioactividad de los fenoles del aceite de oliva y del
tomillo podria ser debida, en parte, a la incorporacion de sus metabolitos en las
HDL.

Objetivos: primeramente, estudiar la biodisponibilidad de los
compuestos fendlicos y determinar qué metabolitos presentes en plasma
podrian ser biomarcadores de consumo de los aceites. En segundo lugar,
evaluar como afecta el consumo de diferentes aceites de oliva enriquecidos
con diferentes fuentes fendlicas en la composicion de fenoles de las HDL y sus

implicaciones en la salud.

Material y métodos: se llevé a cabo un estudio randomizado y cruzado
con 19 individuos a fin de recibir 25 mL/dia de aceite crudo durante tres
periodos de tres semanas y con periodos de wash-out de dos semanas. Los

aceites administrados fueron: VOO, de bajo contenido en compuestos fendlicos



(80 ppm), FOO1 enriguecido con compuestos fendlicos propios del aceite de
oliva (500 ppm) y FOO2 enriquecido con compuestos fendlicos propios del
aceite de oliva (250 ppm) y compuestos fendlicos del tomillo (250 ppm). Se
recogieron muestras de plasma antes y después de cada tratamiento y se
aislaron las HDL. Las muestras fueron pretratadas mediante la técnica de
microelution de extraccion en fase solida (USPE) en plasma y mediante
extraccion en fase soélida (SPE) en HDL y analizadas mediante cromatografia
de liguidos ultra-alta resolucién acoplada a un espectrometro de masas en

tandem como sistema de deteccion (UPLC-MS/MS).

Resultados: Los metabolitos establecidos como marcadores de
consumo de los aceites fueron aquellos encontrados en concentraciones mas
elevadas en los plasmas y en un mayor nimero de individuos (diferencias
significativas de estos marcadores respecto al wash-out y respecto al aceite de
oliva control p<0.05). Los metabolitos del aceite de oliva elegidos como
biomarcadores fueron el hidroxitirosol sulfato, alcohol homovanillico sulfato e
hidroxitirosol acetato sulfato, mostrandose una correlacién bastante clara entre
la concentracién de estos metabolitos y el grado de cumplimiento de la ingesta
del aceite FOOLl. En el caso de los metabolitos derivados del tomillo los
biomarcadores fueron el timol sulfato, acido hidroxifenilpropionico sulfato y
acido cafeico sulfato, en estos la correlacion no fue tan clara. En las HDL se
encontraron diferencias estadisticas entre el pre- y post-tratamiento. Los
metabolitos con mayor adherencia a las HDL fueron el alcohol homovanillico
sulfato (aunque solo en un 21,05% de los individuos) y los metabolitos

marcadores de consumo del timol.

Conclusiones: Los metabolitos descritos en el trabajo y detectados en
plasma podrian ser los responsables de los efectos beneficiosos. La deteccion
y cuantificaciéon de algunos de ellos en las HDL nos permite confirmar que los
fenoles del aceite de oliva y sobre todo los del tomillo son capaces de adherirse
e incorporarse a las HDL, modulando asi su contenido y contribuir en su

defensa antioxidante.



2. Introduccidn

2.1 Dieta Mediterranea, aceite de oliva y prevencién de
enfermedades cardiovasculares.

La palabra dieta proviene del griego diaita, la cual significaba estilo de vida
equilibrado. Exactamente esto es la Dieta Mediterranea [1], ya que no es
Ganicamente un tipo de alimentacion sino un estilo de vida particular de todos y

cada uno de los pueblos que rodean el Mar Mediterraneo.

La denominacion y la fama de la Dieta Mediterranea se establecieron tras el
Estudio de los Siete Paises llevado a cabo en la década de 1950 por Ancel
Keys, tras observar las bajas tasas de enfermedad cardiovascular en la cuenca
del Mediterrdneo. Los investigadores atribuyeron éstas diferencias a los
habitos alimenticios propios de esta zona [2] y, actualmente, queda establecido

el efecto cardioprotector de la Dieta Mediterranea [3].

Aungue se pueden encontrar variaciones en las dietas de los paises que
rodean el Mar Mediterrdneo, se puede hablar de unos componentes comunes
en todos ellos: 1) el principal aporte de grasas esta constituido por el aceite de
oliva; 2) consumo alto en vegetales, legumbres, cereales, frutos frescos y
secos; 3) moderado consumo de pescado, carne de ave, leche y productos
derivados de la leche; 4) bajo consumo de carne roja [4,5]; y 5) moderado

consumo diario de vino [6].

El aceite de oliva es el alimento mas representativo de la dieta tradicional
mediterranea [7], y son muchas las investigaciones que se han llevado a cabo
sobre los beneficios para la salud derivadas de su consumo. Actualmente,
gueda establecido el efecto preventivo y beneficioso del aceite de oliva y las
enfermedades cardiovasculares [8]. La fraccion oleosa del aceite de oliva
comprende el 98-99% del peso y destaca por su alto contenido en &cidos
grasos monoinsaturados (MUFA), principalmente &cido oleico (55-85% del
contenido de acido graso), al que se le atribuyen mayoritariamente los efectos
beneficiosos ya que ejercen importantes efectos sobre los perfiles lipidicos.

También se atribuyen efectos cardiovasculares beneficiosos a los componentes
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minoritarios o micronutrientes de la fraccion no oleosa (la cual presenta tan solo
el 1-2% del peso del aceite), habiéndose demostrado que muchos de estos
compuestos tienen actividad anti-inflamatoria, propiedades hipolipemiantes y
antioxidantes. Entre estos componentes minoritarios del aceite de oliva, cabe

destacar los compuestos fenolicos [9].

2.2 Compuestos fendlicos del aceite de olivay su metabolismo

Los principales compuestos fendlicos del aceite de oliva son los &cidos
fendlicos (como hidroxitirosol y tirosol), secoiridoides (como oleuropeina) y
lignanos (como pinoresinol). Estan presentes basicamente en el aceite de oliva
comun, cuyo contenido fenodlico es medio debido a que se trata de una mezcla
de aceite refinado y aceite de oliva, y en el aceite de oliva virgen o virgen extra,
cuyo contenido fendlico es alto debido a que se obtiene exclusivamente por

procedimientos fisicos [10,11].

Para que los compuestos fendlicos o sus metabolitos ejerzan los efectos
beneficiosos que se les otorgan, han de ser absorbidos previamente y pasar a
la circulacion sanguinea. Debido a esto, es fundamental que los compuestos

fendlicos sean biodisponibles.

Estudios sobre la biodisponibilidad de los compuestos fendlicos del aceite de
oliva muestran que existe una buena absorcion (mayor del 55-66%), pudiendo
ser absorbidos directamente como fenoles simples o en sus formas conjugadas
y excretandose al menos un 5% por orina en forma de tirosol e hidroxitirosol
[12,13]. Ademas, el tirosol, hidroxitirosol y sus derivados son absorbidos por los
humanos de manera dosis-dependiente segun el contenido fendlico del aceite

de oliva administrado [14].

Las actividades biolégicas de los compuestos fendlicos se atribuyen a sus
metabolitos y no a las especies primarias presentes en el aceite de oliva ya
gue, una vez absorbidos, los fenoles del aceite de oliva se someten a un largo
metabolismo intestinal y hepéatico que conduce a la formacion de conjugados

tipo sulfato (sulfatacion) y glucuronido (glucuronizacién) por accién de las



enzimas sulfotransferasa y glucotransferasa, respectivamente. Otra etapa
metabdlica importante es la metilaciébn por la catecol-O-metiltransferasa. De
esta forma, las concentraciones de sus formas libres son practicamente

indetectables en los fluidos corporales.

La mayor parte de estudios del metabolismo de los antioxidantes del aceite de
oliva se han centrado en el hidroxitirosol, el tirosol y otros derivados de la

oleuropeina [13,15,16].
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Figura 1. Esquema del proceso de absorcion y metabolismo de los compuestos fendlicos [17].

2.3 Importancia de las LDL y HDL en enfermedades
cardiovasculares

La aterosclerosis, que comprende la enfermedad coronaria, enfermedad
cerebrovascular y enfermedad arterial periférica, es responsable de la mayoria
de los casos de enfermedad cardiovascular.

Los niveles séricos elevados de lipoproteinas de baja densidad (LDL)
desempefian un papel importante en la iniciacion y progresion de la
aterosclerosis [18], siendo especialmente proaterogénicas cuando se presentan
en su forma oxidada [19]. En cambio, los niveles séricos de lipoproteinas de
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alta densidad (HDL), se correlacionan de forma independiente e inversa con la
presencia y riesgo de enfermedad cardiovascular, indicando que las HDL
constituyen un factor protector antiaterogénico [20].

Los mecanismos implicados en las propiedades antiaterogénicas de las HDL
son varios, jugando el transporte reverso de colesterol un papel importante. El
colesterol HDL también ejerce acciones antiaterogénicas a través de sus
propiedades antioxidantes y antiinflamatorias, debido a que posee enzimas
como la paraoxonasa 1 (PON1), que pueden proteger contra la oxidacion y la
inflamacion. Ademas, actia como un neutralizador eficaz de aniones
superoxido, por lo que puede proteger a las LDL de la modificacién oxidativa in
vitro [21].

La prevencion y/o disminucion de la susceptibilidad a la oxidacion de los lipidos
y lipoproteinas presentes en las LDL son los principales mecanismos que se
contemplan para explicar los efectos preventivos del aceite de oliva en el
desarrollo de la aterosclerosis, ya que la oxidacion de las LDL conduce a un
cambio en su conformacién, aumentando su capacidad de entrar en el sistema
monocito/macrofago de la pared arterial y favoreciendo, de esta manera, el
proceso aterosclerético. Esta disminucion del dafio y de la susceptibilidad de
las LDL a la oxidacion promovido por el aceite de oliva no depende Unicamente
de la variacion en el contenido de acidos grasos de las LDL incrementando el
contenido de acido oleico y la relacién acido oleico/linoleico, sino también de
las propiedades antioxidantes de algunos componentes como, por ejemplo, la

vitamina E y los polifenoles [19,22].



3. Hipotesis

Los aceites de oliva enriquecidos en compuestos fendlicos aparecen como una
buena estrategia de alimento funcional tras demostrarse las propiedades
antioxidantes y la mejora sobre el perfil lipidico de estos compuestos. Sin
embargo se ha visto que un aporte Unico de una dosis muy alta de un tipo de
antioxidante podria tener un efecto indeseado aumentando el estrés oxidativo.
Ademas, los fenoles del aceite de oliva aportan un caracter amargo indeseado
para los consumidores. Es por esto que se planted el disefio de dos aceites
funcionales, un aceite de oliva enriquecido con sus propios fenoles y otro con la
misma dosis de fenoles pero complementado con otra fuente fendlica,

concretamente tomillo.

Uno de los principales factores a tener en cuenta previamente a determinar los
posibles efectos sobre la salud de los compuestos fendlicos del aceite de oliva
es la determinacion de su biodisponibilidad, es decir, ver de qué forma se
absorben y se metabolizan para, posteriormente, ejercer su efecto en

diferentes tejidos diana.

Una posible diana de los compuestos fendlicos son las lipoproteinas de alta
densidad (HDL), cuya principal funcién es el transporte reverso del colesterol.
No obstante, esto significa un intercambio con las otras lipoproteinas (LDL,
VLDL) no solo de colesterol sino también &cidos grasos oxidados, haciéndolas
susceptibles de ser oxidadas también y, de esta manera, disminuyendo sus
funciones beneficiosas. Asi pues, resulta necesario saber con qué tipo de
defensas antioxidantes cuentan las HDL que las protejan de los ataques de los
radicales libres, siendo en este punto donde los compuestos fendlicos pueden

actuar.

Hasta donde sabemos, no existen estudios que describan métodos de analisis
para la identificacion y cuantificacion de metabolitos de compuestos fendlicos
en HDL. Asi, surge la necesidad de desarrollar un método analitico que permita
identificar y cuantificar los metabolitos en HDL a la baja concentracion en la
qgque se encuentran (ng/mL o nM). La cromatografia liquida de ultra alta

resolucion acoplada a la espectrometria de masas en tandem, UPLC-MSMS,
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se vislumbra como una excelente opcion para tal propdsito, debido a su

elevada selectividad y sensibilidad.

La hipotesis que se plantea en este trabajo es que una vez absorbidos los
compuestos fenolicos del aceite de oliva y del tomillo, existen metabolitos que
podrian incorporarse en las lipoproteinas HDL y contribuir en la mejora de su

funcionalidad.
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4. Objetivos

El objetivo principal de esta investigacion es el de evaluar como afecta el

consumo de diferentes aceites de oliva enriquecidos con diferentes fuentes

fendlicas en la composicion de fenoles de las lipoproteinas de alta densidad

(HDL) y sus implicaciones en la salud.

Los objetivos secundarios de la investigacion son:

Determinar la composicion de fenoles de aceite de oliva y tomillo en

plasma y, por tanto, estudiar la biodisponibilidad de estos compuestos.

Determinar qué metabolitos presentes en plasma podrian ser
biomarcadores de consumo de los aceites, estableciendo correlaciones
entre grado de cumplimiento de ingesta de aceites y concentracion

plasmatica de metabolitos fendlicos.

Desarrollar un método analitico para la determinacién de compuestos
fendlicos y sus metabolitos en las HDL mediante cromatografia liquida

acoplada a la espectrometria de masas.

Evaluar como afecta el consumo de diferentes aceites de oliva
enriquecidos con diferentes fuentes fenodlicas en la composicion de
fenoles de las HDL y sus implicaciones en la salud.

Contribuir al desarrollo de prototipos de aceites de oliva nutracéuticos
que podrian ser recomendados para los individuos con alto riesgo

cardiovascular.
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5. Material y métodos

5.1 Disefo del estudio

El disefio del estudio es un ensayo clinico aleatorizado y cruzado, en el que 19
individuos (10 hombres y 9 mujeres) recibieron 25 mL/dia de aceite crudo
durante tres periodos de tres semanas. Los aceites administrados fueron los

siguientes:

- VOO (Aceite de Oliva Virgen o Control). Aceite con bajo contenido en

compuestos fendlicos (80 ppm), y se utiliza como aceite control.

- FOO1 (Aceite de Oliva Funcional 1). Aceite de oliva virgen (VOO)
enriquecido con sus propios compuestos fendlicos, a través de un
procedimiento desarrollado en el Departamento de Tecnologia de los
Alimentos, Universidad de Lleida (UdL). La concentracion de
compuestos fendlicos es de 500 ppm. De esta manera, se trata de un

aceite de oliva funcional enriquecido con sus fenoles naturales.

- FOO2 (Aceite de Oliva Funcional 2). Aceite de oliva virgen (VOO)
enriquecido con sus propios compuestos fenodlicos (250 ppm) y
compuestos fendlicos del tomillo (250 ppm) a través de un procedimiento
desarrollado en el Departamento de Tecnologia de los Alimentos,
Universidad de Lleida (UdL). La concentracién final de compuestos

fendlicos es de 500 ppm.

Previamente al inicio del ensayo y a la administracion de cada aceite se realiz
un periodo de wash-out de dos semanas, en el que los participantes tan solo
podian consumir aceite de oliva refinado ya que no contiene fenoles. También
habian de evitar consumir alimentos ricos en compuestos antioxidantes

(verduras, legumbres, fruta, té, café, chocolate, vino y cerveza).

El aceite fue suministrado de forma dosificada en botellas de 25 mL, una para
cada dia (21 botellas para cada uno de los tres periodos de intervencion). Tras

cada periodo de intervencion de consumo de aceite de oliva, los individuos
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devolvieron las botellas de aceite para asi registrar el grado de cumplimiento.
El disefio del estudio se muestra a continuacién (Figura 2), donde se
distribuyen los individuos en tres grupos de intervencion de forma aleatorizada.

500 ppm (100% Oliva)
500 ppm (Oliva + Tomillo)

Aceite de Oliva Virgen (Control)

2 3 4 5 6

|

1. Inicio

:
|

3 semanas 3 semanas

2 semanas!
(1) »

PlasmayHDL + + + + + + +

! !
1 1
1 1
1 1
1 1
1 1 1
1 I 1
1 1 1
! ! 3 semanas !
1 I 1 1 1
wz semanag, W 2 semanas, L

Figura 2. Disefio del estudio. Es un estudio cruzado: los 19 individuos fueron divididos en tres

grupos de forma aleatoria y siguieron tres érdenes de ingesta de los tres aceites.

Los 19 participantes del estudio se reclutaron a partir de Centros de Atencion
Primaria (CAP) e informados sobre los objetivos del estudio, obteniendo su
consentimiento firmado. La gestion del estudio se llevé a cabo en el IMIM-

Hospital del Mar de Barcelona

El criterio de inclusion principal era que los sujetos debian estar diagnosticados

de hipercolesterolemia (>200mg /dL colesterol total).

Los criterios de exclusién fueron los siguientes: cambio de tratamiento
farmacoldgico en los ultimos 3 meses, deportistas con elevada actividad fisica
(>3000 Kcal/semana en actividad fisica), obesidad (IMC>35), diabetes, ser
fumador, vegetarianismo, alergias multiples y celiaquia u otras enfermedades

intestinales.
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5.2 Equipos, material y disoluciones

5.2.1

5.2.2

Equipos y material

Vortex.
Centrifuga HETTICH Universal 320-R.
UPLC AcQuity™ acoplada a un detector de masas en tandem (Waters).

Bomba de vacio (Manifold) Visiprep NO 5-7030, Supelco (Bellefonte,
USA).

SPE-Manifold.
USPE-Manifold.

Material de laboratorio de uso habitual (mircropipetas, pipeta Pasteur,

eppendorf, matraz aforado, tubos de ensayo).
Cartuchos Oasis HLB pElution plate 30um de Waters (Milford, USA).
Cartuchos Oasis HLB 3cc (60mg) de Waters (Milford, USA).

Recolector de cartuchos Oasis.

Reactivos y disoluciones

Metanol HPLC (Scharlau).
Acido fosférico 85% (Panreac).
Agua Milli-Q.

Acido acético (Scharlau).

Agua acida. Agua Milli-Q y afadir acido acético hasta alcanzar un pH 2.
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- Disolucién de acido fosforico 4%. En un matraz aforado de 100 ml afadir

4,7 mL de &cido fosférico 85% y enrasar hasta 100 ml con agua Milli-Q.

- Disolucién Metanol 5%. En un matraz aforado de 100 ml afadir 5 ml de
metanol y enrasar a 100 ml con agua Milli-Q.

- Patron interno: catecol 20 ppm disuelto con &cido fosforico 4%. En un
matraz aforado de 2 ml afiadir 26 puL de catecol 1500 ppm y enrasar a 2

ml con acido fosférico 4%.

5.3 Extraccion de los compuestos fendlicos

Las muestras de plasma humano y HDL fueron pretratadas con el fin de
eliminar interferencias de la matriz de la muestra y preconcentrar los
compuestos fendlicos, ya que éstos se encuentran a niveles traza. La técnica
utilizada para lograr tal objetivo ha sido la microelution extraccion en fase sélida
(LSPE) en muestras de plasma humano, y la extraccion en fase solida (SPE)

en las muestras de HDL.

5.3.1 Extraccién en plasma

Para el pretratamiento de las muestras de plasma se utilizé el método
desarrollado previamente en el mismo laboratorio [23]. El procedimiento

seguido fue el siguiente:

- Se mezclan 350 pL de plasma con 300 pL de acido fosforico al 4% con
el objetivo de precipitar las proteinas. Afadir 50 yL de patrén interno
(catecol 20 ppm), agitarlo en voértex durante 15 segundos y, finalmente
centrifugar a 1500 ppm, 4 °C durante 5 min.

- La extraccion de los compuestos fendlicos se lleva a cabo mediante
microelution en fase sdélida (USPE) con micro-cartuchos Oasis HLB.

Estos micro-cartuchos tienen 2 mg de sorbente:

= Se coloca la microplaca Oasis, que contiene 96 micro-cartuchos

HLB, en el adaptador y se genera el vacio. Para acondicionar el
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micro-cartucho se afiaden 250 uL de metanol y 250 uL de agua

acida.

» A continuacion, se introduce la mezcla de plasma y &cido fosférico
4%. Se deja eluir la mezcla y el micro-cartucho se lava con 100

ML de agua Milli-Q y con 100 yL de metanol al 5%.

= Se rompe el vacio, se retira el recipiente con los residuos

recogidos y se reemplaza por la placa recolectora.

» Los compuestos fendlicos retenidos en el micro-cartucho se
eluyen con 50 pL metanol dos veces. EI factor de
preconcentracion es de 3.5 (se carga 350 uL de muestra y se

eluye con 100 yL de metanol).

5.3.2 Extraccion de HDL

Para el pretratamiento de las HDL no se pudieron usar los micro-cartuchos de
USPE debido a que los metabolitos fendlicos se encontraban a concentraciones
mas bajas que en plasma y era necesaria una preconcentracion mayor de los
analitos. Es por eso que se optd por extraccion de fase sdlida con cartuchos
Oasis HLB de capacidad de 60 mg. En este caso el procedimiento seguido
para la extraccion de los compuestos fendlicos de HDL humano fue el

siguiente:

- En un tubo de ensayo se mezclan 500 uL de la muestra de HDL, 500 pyL
de agua Milli-Q, 60 pL de acido fosférico al 85% y 100 uL de patrén
interno (catecol 20 ppm). La solucién resultante se agita en vortex
durante 10 segundos.

- La extraccion de los compuestos fendlicos se llevé a cabo mediante la

extraccion en fase solida (SPE):

= Se colocan los cartuchos Oasis HLB 3cc (60 mg) de Waters en el
adaptador y se genera el vacio. Para acondicionar (activar) los

cartuchos se afiaden 2 mL de metanol y 2 mL de agua &cida.
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= A continuacion se introduce la mezcla de HDL, se deja eluir y los
cartuchos se lavan con 2 mL de agua é&cida y con 2 mL de

metanol al 5%.

= Se rompe el vacio y se substituyen los tubos de residuos por

tubos de ensayo.

» La elucion de los compuestos fendlicos retenidos en el cartucho

se lleva a cabo con 3 mL de metanol.

- Para preconcentrar la muestra se evapora la solucién eluida con
corriente de N, hasta la sequedad total. Posteriormente se reconstituye
con 50 pyL de metanol y con la ayuda del vértex durante 1 minuto. El
factor de preconcentracion es de 10 (se carga 500 uL de muestra y se

eluye con 50 uL de metanol).

- Se cambian los tubos de ensayo a eppendorf y se centrifuga la muestra

durante 5 minutos a 9000 rpm y 5 °C.

- Se analiza el sobrenadante por UPLC-MS/MS.

5.4 Andlisis cromatografico mediante UPLC-MS/MS

UPLC (Ultra High Performance Liquid Cromatography) acoplado a un detector
de espectrometria de masas en tandem (MS/MS) fue la técnica de analisis
escogida debido a su sensibilidad y selectividad. UPLC-MS/MS permite la
deteccion e identificacion de los compuestos y sus metabolitos a

concentraciones muy bajas, en el rango de nmolar (nM).

Para la determinacion de los compuestos fenolicos y sus metabolitos en las
muestras de plasma y HDL, se utilizaron las condiciones cromatograficas

descritas por Suarez et al. [23].
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5.5 Analisis estadistico

Para el analisis estadistico de los datos obtenidos, se realiz6 un andlisis de
varianza de tipo ANOVA para comparar los valores de concentracién de los

compuestos fendlicos antes y después del tratamiento con los aceites.

El programa estadistico utilizado para llevar a cabo este andlisis fue

Statgraphics Plus 5.0.
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6. Resultados

6.1 Grado de cumplimiento

Para determinar el grado de adherencia al estudio por parte de los voluntarios
referente a la ingesta de los diferentes aceites a lo largo del estudio, se les
administro el aceite de forma dosificada en botellas de 25 mL (una para cada
dia) y se les pidi6 que devolvieran todas las botellas al final de cada

intervencion de cada aceite.

De esta manera se registré cuantas botellas habian dejado llenas, con un tercio
de aceite o con el fondo de la botella de aceite y se establecieron unos grados
de cumplimiento del 1 al 4 segun los criterios establecidos que se muestran en
la Tabla 1.

Tabla 1. Criterios establecidos para determinar el grado de cumplimiento.

Grado Volumen remanente en la botella Numero de botellas
Llena 0
4: Muy alto Un tercio lleno 50<
Fondo 150<
Llena 0
3: Alto Un tercio lleno 50<
Fondo > 15
2: Medio Llena 1-5
1: Bajo Llena >5
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Tabla 2. Grado de cumplimiento de ingesta de cada aceite de cada individuo.

Individuo|1 2 3456 7 8 9 10 11 12 13 14 15 16 17 18 19 |Promedio

VOO1|4 4 42244232 2 4 3 4 3 2 2 2 3 2,95
FOO1(3 421232232 2 2 3 2 3 3 4 2 3 2,52

FOO2(2 222332232 2 2 2 4 2 2 2 2 3 2,32

El mayor grado de cumplimiento fue del aceite VOO (control), con un promedio
de 3 mientras el menor con un promedio de 2,35 fue del aceite funcional 2
(FOO2). Podemos decir que los individuos tuvieron un cumplimiento alto en la
ingesta del aceite control, mientras el de los aceites funcionales (FOO1, FOO2)
fue entre medio y alto lo que se considerd también aceptable. Estas diferencias
se podrian atribuir a las caracteristicas organolépticas mas suaves del aceite
control y por tanto de mayor preferencia y adherencia, en cambio los aceites
funcionales al contener un nivel mas alto de compuestos fendlicos, los cuales
proporcionan al aceite un sabor mas intenso y amargo, posiblemente causaron
un menor grado de cumplimiento de ingesta. El menor cumplimiento del aceite
enriquecido con fenoles de tomillo, también se podria atribuir al sabor

aromatizado y poco corriente en aceites de consumo habitual.

6.2 Marcadores de consumo de fenoles en plasma

Después del analisis cromatogréafico de las muestras de plasma se definieron
los metabolitos biomarcadores de consumo del aceite FOO1 (enriquecido solo
con fenoles de oliva) y los biomarcadores de consumo del aceite FOO2
(enriquecido con fenoles de oliva y tomillo). Estos metabolitos fueron los que se
encontraron en concentraciones mas elevadas en los plasmas y en un mayor
namero de individuos, y por tanto serian buenos indicadores de cumplimento
de la ingesta de los aceites. De esta manera se espera que las
concentraciones de los diferentes metabolitos en plasma se correlacionen

positivamente con el grado de cumplimiento de cada individuo establecido
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segun los criterios anteriormente mencionados. Esta correlacion se evalia mas

adelante.

Los metabolitos derivados de la oliva procedentes tanto del aceite FOO1 como
del aceite FOO2 elegidos como marcadores de consumo son los siguientes
(Figura 3):

- Hidroxitirosol sulfato
- Alcohol homovanillico sulfato

- Hidroxitirosol acetato sulfato

HO OH
,-"’“““-J,.m._,.aOH D/\/
HO “‘?:[ HOS,0
OCHs
o=
Sl

OH HO

J 0 CH,
Hydroxytyrosol D/\/\{
L
HOS,0

L—  Hydroxytyrosol acetate sulfate

Hydroxytyrosol sulfate
Homowvanillic alcohol sulfate

Figura 3. Estructura quimica del hidroxitirosol y sus formas conjugadas.

Los resultados muestran que los metabolitos derivados de la oliva también se
encuentran a nivel basal, ya que incluso después de cada periodo de lavado o
wash-out estos se detectan en el plasma, aunque a niveles menores en
comparacién con los observados después de la ingesta de los aceites

enriquecidos (Figura 4).

Después de la ingesta de los aceites enriquecidos hay un aumento significativo
de estos marcadores respecto al wash-out y respecto al aceite de oliva control
bajo en fenoles, por tanto serian buenos marcadores de consumo. Las

concentraciones son mas altas en el aceite FOO1 que en el aceite FOO2
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(aproximadamente el doble) ya que el aceite FOO1 contiene solamente fenoles
propios de la oliva, mientras el aceite FOO2 aunque dispone de una
concentracion final de fenoles totales igual que FOO1, un 50% de los fenoles

corresponde a los fenoles de oliva y el otro 50% a fenoles de tomillo.

Hidroxitirosol sulfato Alcohol homovanillico sulfato
" OPre OPost
% OPre OPost
3,5 1 50 1
* 45
3,0
_ —_— 4,0
s *
% 2,5 3 35
= [= _—
el 0 ]
g 20 B 30
g 5 25 1
f = f=4
o 1 5 4 o
c |y < 20 A
8 8
1,0 1,5 1
1,0 1
0.5
05
0,0 . . , 0,0 . ;
VOO1 FOO1 FOO2 VOO FOO1 FOO2

Hidroxitirosol acetato sulfato

OPre O Post
45

40 A *
35 A l -
3,0 A

2,5 A
2,0 A

Concnetracion (uM)

1.5 1

1,0 4
05 1
0,0 T

VOO1 FOO1 FOO2

Figura 4. Concentraciones pre y post ingesta de cada aceite de los metabolitos biomarcadores
derivados de la oliva presentes en plasma. [*] Diferencias estadisticamente significativas entre
pre y post tratamiento por P<0.05
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En el caso de los metabolitos derivados del tomillo procedentes del aceite
FOO?2, los elegidos como marcadores de consumo son los siguientes (Figura

- Timol sulfato
- Acido cafeico sulfato
- Acido hidroxifenilpropionico sulfato
‘J\ SULF
N OH
Y oH _—
SULF % X /C‘/\/ HO,5-0
HO,8-0 oxy ylpropionic ac hydroxyphenylpropionic acid sulphate
Thymol sulphate DEH T
229>149
1O f\/\/k SULF H on
— / —_—
s HO,5-0
Ho v dihydroxyphenylpropionic acid sulphate
HO ~OH t
Thymol I
GLUC H A
149>134 HOS ;ou\o ™ \J S
NN SN AN AN
b
NG
Thymol glucuronide
325>149 I Rosmarinic acid
‘\""*\\J/'\\/* H COMT HO~ A DEH OH  DEC OH
1 — I — —

o
CH]-ODMOH
HO,5-0

Ferulic acid sulphate

l SULF
HOI)/\iOH
HO,5-0

Caffeic acid sulphate

Coumaric acid

l SULF
Q,C(\i‘”‘
HO,S-

Coumaric acid sulphate

hydroxybenzoic acid

Figura 5. Estructura quimica y vias metabdlicas del timol y &cido rosmarinico [24].

Estos aparecen como claros marcadores de ingesta del aceite FOO2 ya que

practicamente solo aparecen después de la ingesta del aceite FOO2 (Figura 6)

y en concentraciones mas altas comparado con los metabolitos de la oliva

(excepto el acido cafeico sulfato que se encuentra en concentraciones

similares).

24




. Acido cafeico sulfato
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Figura 6. Concentraciones pre y post ingesta de cada aceite de los metabolitos biomarcadores
derivados del tomillo presentes en plasma. [*] diferencias estadisticamente significativas entre
pre y post tratamiento por P<0.05

6.3 Relacion del grado de cumplimiento y la concentracion
fendlica en plasma.

Una vez identificados los metabolitos marcadores de consumo de los aceites
enriquecidos se estudio la posible relacion entre el grado de cumplimiento de
ingesta de los diferentes aceites por parte de los individuos con las
concentraciones de los principales marcadores presentes en plasma. Para

esto, se elaboraron graficos de correlacion y se calcularon los coeficientes de

25



correlacion de Pearson. Los valores de “r cuadrado” y los coeficientes se

muestran en la Tabla 3.

Tabla 3. Resumen de las correlaciones entre las concentraciones de los metabolitos de la oliva

y del tomillo y el grado de cumplimiento de ingesta de los aceites FOO1 y FOO2.

FOO1 FOO2
Coef. Coef.
R® R?

Metabolitos Correlacidon Correlacién
Hidroxitirosol sulfato 0.377 0.614 0.070 -0.265
Alcohol homovanillico sulfato 0.596 0.772 0.001 0.028
Hidroxitirosol acetato sulfato 0.370 0.608 0.005 0.071
Timol sulfato - - 0.081 0.284
Acido cafeico sulfato - - 0.129 0.359
Acido Hidroxifenilpropionico

- - 0.074 0.271

sulfato

En los resultados se observa que a excepcion del hidroxitirosol sulfato, hay una
correlacion bastante clara entre la concentracion de metabolitos derivados de la
oliva y el grado de cumplimiento de la ingesta del aceite FOO1 (Figura 7). Aun
asi se aprecia una gran variabilidad de valores entre los individuos. En cambio,
esta correlacion no puede verse en el caso del aceite de oliva FOO2, donde en
ninguno de los marcadores se asocia una correlacién positiva entre el
cumplimiento y la concentracién de metabolitos en plasma (no se muestran los

graficos de correlacion).

En cuanto a los metabolitos derivados del tomillo, se ha observado cierta
correlacion entre la concentracion de metabolitos derivados del tomillo y el

grado de cumplimiento de la ingesta del aceite FOO2 (Figura 8).
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Figura 7. Correlacion entre el grado de cumplimiento de ingesta del aceite FOOl y la

concentracion de metabolitos derivados de la oliva.
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Figura 8. Correlacién entre el grado de cumplimiento de ingesta del aceite FO02 vy la
concentracién metabolitos derivados del tomillo.

6.4 Metabolitos fendlicos en HDL

Una vez comprobada la biodisponibilidad de los compuestos fendlicos de los
aceites enriquecidos confirmando la presencia de los metabolitos en plasma, se
procedié al andlisis de las HDL aisladas del plasma para ver si estos

metabolitos son capaces de adherirse a las lipoproteinas.
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El Gnico metabolito procedente de los fenoles del aceite de oliva detectado en
las HDL fue el alcohol homovanillico sulfato (Figura 9) y solo se encontré en
cuatro de los diecinueve individuos (21.05%).

Alcohol homovanillico sulfato
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VOO1 FOO1 FOO2

o

—
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Figura 9. Concentracion de alcohol homovanillico sulfato en HDL antes (pre) y después (post)
de la ingesta de los diferentes aceites. [*] diferencias estadisticamente significativas entre pre y
post tratamiento (p < 0.05)

En cuanto a los metabolitos procedentes de los fenoles del tomillo, se
detectaron los mismos que aparecieron en plasma como biomarcadores de
consumo, destacando el timol sulfato que se encontré en concentraciones
bastante elevadas. Los gréficos de concentraciones se muestran en la Figura
10.

Se observa que tanto el alcohol homovanillico sulfato como los metabolitos
derivados del tomillo detectados en las HDL presentaron diferencias

estadisticas entre el pre- y el post-tratamiento.

29



Acido cafeico sulfato

Timol sulfato
OPre E Post * 0,20
90 + ’ OPre
80
— 70 20,15 1
= z
2 60 A -0
= S
o ©
= 50 4 padt -
8 _go.m
- o
s 0 0.05
20 4
10 -
VOo1 FOO1 FOO2 voot

FOO1

FOO2

0,80
0,70
0,60
0,50
0,40
0,30

Concnetracion (ulM)

0,20
0,10
0,00

Acido OHfenilpropionico sulfato

OPre B Post

VOoOo1 FOO1 FOO2

Figura 10. Concentracién metabolitos derivados del tomillo en HDL pre- y post-ingesta de los

diferentes aceites. [*] Diferencias estadisticamente significativas entre pre- y post-tratamiento

por P<0.05
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7. Discusion

El presente trabajo se enmarca en un proyecto coordinado cuyo objetivo es
el de desarrollar aceites de oliva funcionales enriquecidos con polifenoles y
evaluar su bioactividad en relacion a la funcionalidad de las lipoproteinas de
alta densidad (HDL). Entendiendo como mejora de la funcionalidad, una mejora
en el intercambio a través de membrana del colesterol, lo que facilitaria su

transporte mediante las HDL y posterior eliminacion a través del higado.

Para determinar los posibles efectos sobre la salud de los compuestos
fendlicos, es fundamental contar con informacién cuantitativa de la ingesta de
estos componentes y sobre todo saber de qué forma se absorben y se
metabolizan para posteriormente ejercer su efecto en los diferentes tejidos

diana.

Los métodos que se utilizan principalmente en la evaluacion de la ingesta en
los estudios de nutricion suelen ser poco precisos (cuestionario de frecuencia
de consumo, recordatorio 24h, etc). Generalmente, el consumo registrado de
los alimentos percibidos como no saludables (alimentos con alto contenido de
grasa y de azlcar o procesados) es inferior al real, en cambio la ingesta de
frutas y hortalizas, que representan las principales fuentes dietéticas de
polifenoles, a menudo es superior al consumo real. Otro problema es que
actualmente la informacién sobre la diversidad y la cantidad de polifenoles
presentes en los alimentos es limitada. Por ello cabe destacar la importancia de
los biomarcadores de ingesta o0 exposicion alimentaria, ya que son capaces de
evaluar objetivamente y con precision la ingesta dietética. Pueden clasificarse
en marcadores a corto plazo (refleja la ingesta pasadas 2 horas), a medio plazo
(refleja la ingesta de semanas o0 meses) y a largo plazo (refleja la ingesta de
varios meses o incluso afos), siendo un factor determinante el tipo de muestra

que se analiza (plasma, orina, etc.) [25,26].

Los metabolitos identificados y cuantificados en el presente estudio en plasma
podrian ser por tanto buenos biomarcadores de consumo de los aceites
enriquecidos, por una parte debido a que los metabolitos derivados del aceite

de oliva FOOl y del aceite de oliva FOO2 se han encontrado en
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concentraciones elevadas en el plasma y observandose ademas correlacion
entre el grado de cumplimiento de ingesta de aceites y las concentracion
plasmatica de metabolitos fendlicos. Aun asi, se aprecia una gran variabilidad
de valores entre los individuos, que puede ser atribuida en parte a la
variabilidad en la expresion de enzimas que metabolizan y transportan debido a

la variabilidad genética entre los individuos [26].

A través de los resultados obtenidos después del analisis cromatografico de las
muestras de plasma, los biomarcadores elegidos del aceite de oliva
enriquecido con sus propios fenoles fueron el hydroxytyrosol sulfat, alcohol
homovanillico sulfato y hidroxitirosol acetato sulfato, y los biomarcadores del
aceite de oliva enriquecido con tomillo fueron timol sulfato, acido
hidroxifenilpropionico sulfato y acido cafeico sulfato que, a su vez, pueden ser

indicadores de consumo.

Asi pues, la cuantificacion de biomarcadores en los fluidos biol6gicos
proporciona informacion valiosa respecto a la ingesta pero también permite
evaluar la biodisponibilidad de los fenoles de aceite de oliva y tomillo y pueden
ayudar a entender que moléculas son las responsables de los efectos
bioldgicos [25,26].

Respeto a la biodisponibilidad de los fenoles de oliva, estudios previos han
permitido describir cual es el proceso de metabolismo que sufren estos
compuestos y que nos permiten explicar el origen de los metabolitos
detectados en este estudio. Los fenoles de la oliva pueden ser absorbidos
directamente como fenoles simples o como sus formas conjugadas, tales como
la oleuropeina y ligustrésido, que se someten a hidrélisis rapida dando lugar a
concentraciones altas de hidroxitirosol, metabolito al cual se le han atribuido
propiedades beneficiosas antioxidantes mas potentes [13]. Los lugares de
absorcion descritos para el hidroxitirosol son el intestino delgado y el colon, y
se ha sugerido que el transporte a través del epitelio intestinal puede tener
lugar por difusién pasiva y de forma bidireccional [27]. Una vez absorbidos, los
fenoles del aceite de oliva se someten a un largo metabolismo intestinal (en los
enterocitos) y hepatico (hepatocitos) que conduce a formas conjugadas de
hidroxitirosol tipo sulfato (sulfatacion) y glucurénido (glucuronizacién) por
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accion de las enzimas sulfotransferasa y glucotransferasa, respectivamente
[28]. La sulfatacion del hidroxitirosol por las enzimas sulfotransferasa (SULT)
da lugar a la produccién de hidroxitirosol sulfato, mientras la O-acetilacion del
grupo hidroxilo del hidroxitirosol da lugar al hidroxitirosol acetato sulfato [29].
Otra etapa metabdlica importante es la metilacion por la catecol-O-
metiltransferasa, de esta manera el hidroxitirosol es convertido en alcohol
homovanillico [28] y posteriormente puede sufrir una sulfatacion, tal y como se

observa en el presente estudio.

A partir de este trabajo se ha demostrado que practicamente la totalidad de los
metabolitos son de tipo sulfato, siendo por tanto la sulfatacién el proceso de

conjugacion mas factible para el hidroxitirosol.

Las diferencias estadisticamente significativas (p<0,05) de las concentraciones
de metabolitos derivados de los fenoles entre pre y post tratamiento han
permitido constatar la biodisponibilidad de los compuestos fendlicos de oliva y
tomillo. Tras la ingesta de los aceites hay un aumento significativo de los
marcadores respecto al wash-out y respecto al aceite de oliva control bajo en
fenoles. Las concentraciones en plasma de los metabolitos derivados del aceite
de oliva son levemente mas altas en el aceite FOO1 que en el aceite FOO2
debido a su mayor contenido en fenoles propios de la oliva. Con esto se puede
afirmar que los metabolitos derivados del aceite de oliva se absorben de una
manera dosis-dependiente del contenido fendlico del aceite de oliva
administrado [14]. En cuanto a los metabolitos derivados del tomillo, las
concentraciones en plasma fueron mas altas en comparacion con las
concentraciones de los metabolitos derivados de la oliva, excepto el acido
cafeico sulfato que se encuentra en concentraciones similares. Esto podria ser
debido a una mayor absorcion de estos compuestos debido a que el timol es
una molécula mas liposoluble y por tanto seria mas facilmente absorbida por

los enterocitos.

Analizada la absorcion y biodisponibilidad de los compuestos fendlicos del
aceite de oliva y del tomillo, se evalu6 como afecta su consumo a la
composicién de las HDL y sus implicaciones en la salud. Los resultados

muestran que el unico metabolito procedente de los fenoles del aceite de oliva
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detectado en las HDL fue el alcohol homovanillico. La adherencia de este
compuesto a las lipoproteinas de alta densidad es buena ya que se
encontraron diferencias significativas entre la concentracion pre- y post-
tratamiento. En cuanto a los metabolitos procedentes de los fenoles del tomillo
se detectaron los mismos que aparecieron en plasma como biomarcadores de
consumo, destacando el timol sulfato que se encontré en concentraciones
bastante elevadas. También en estos se encontraron diferencias
estadisticamente significativas entre el pre- y el post-tratamiento, aunque
solamente tras la ingesta del aceite funcional enriquecido con fenoles del

tomillo (FOO2), ya que es el que contiene los compuestos fendlicos del tomillo.

La buena adherencia de estos compuestos podria explicarse por su estructura
quimica. Al tratarse de moléculas pequefias y lipofilicas pueden penetrar
facilmente en la bicapa lipidica de la biomembrana interactuando con la cadena
lateral lipofilica de los fosfolipidos y el colesterol. Debido a su lipofilia se
podrian acumular dentro de la bicapa y aumentar la fluidez y la permeabilidad
de la biomembrana de las células [30].
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8. Conclusiones

El objetivo principal del estudio de intervencion es evaluar la bioactividad en
relacion a la funcionalidad de las lipoproteinas de alta densidad (HDL) de dos
aceites funcionales enriquecidos en compuestos fendlicos, y en un estudio
nutricional de estas caracteristicas es muy importante definir la biodisponibildad
y el metabolismo de los compuestos de interés, con tal de conocer como se
comportan una vez entran en el organismo y pasan la barrera del metabolismo.
De esta forma este trabajo nos aporta informacion de cuéles podrian ser los

potenciales metabolitos que podrian ejercer un efecto beneficioso.

Por primera vez se ha realizado un estudio prolongado en humanos con una
ingesta de aceites enriquecidos con fenoles y se ha podido observar que,
aunque los compuestos fendlicos sufren un intenso proceso de metabolismo,
los metabolitos formados son capaces de permanecer en plasma. Por tanto
podemos concluir que los metabolitos descritos en el trabajo podrian ser los

responsables de los efectos beneficiosos.

La deteccidén y cuantificacion de los metabolitos de compuestos fenélicos en las
HDL nos permite confirmar que los metabolitos fendlicos del aceite de oliva y
sobre todo los del tomillo son capaces de adherirse e incorporarse a las HDL,

pudiendo contribuir en su defensa antioxidante.

Los resultados obtenidos tendran que ser observados en el conjunto de los
otros parametros relacionados con la funcionalidad de las HDL para poder

confirmar que los aceites funcionales mejoran la funcionalidad de las HDL.
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