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1. Resumen

La Dieta Mediterranea posee un papel protector frente al riesgo de
padecer enfermedades cardiovasculares gracias a los alimentos que la
constituyen, entre los que destaca el aceite de oliva como principal fuente de
grasas. La hipotesis de la que se parte en el presente trabajo es que el aceite
de oliva enriquecido en compuestos fendlicos podria actuar como nutracéutico
modulando el sistema antioxidante enddgeno, contribuyendo asi en la defensa

antioxidante del plasma y de las particulas HDL.

Para comprobar dicha hipotesis se llevd a cabo un estudio de
intervencion con un disefio de ensayo randomizado cruzado en el que
participaron 19 voluntarios cuya dieta fue suplementada durante 21 dias con 25
mL de aceite de oliva. Se ensayaron tres tipos de aceite consumidos en crudo:
aceite de oliva virgen (VOO) con un contenido en fenoles bajo (80 ppm
aproximadamente); aceite de oliva funcional 1 (FOOL1), enriquecido con 500
ppm de fenoles propios; y aceite de oliva funcional 2 (FOOZ2), enriquecido con
250 ppm de fenoles propios y 250 ppm de fenoles del tomillo. Tras el periodo
de intervencidn (21 dias) se recogieron muestras de plasma y HDL para
determinar la cantidad de vitaminas liposolubles presentes (retinol, a-tocoferol,
luteina y PB-criptoxantina). De este modo se pretendié observar el efecto
modulador de los compuestos fendlicos sobre la concentracion de

antioxidantes enddgenos del plasmay de las HDL.

Los resultados han mostrado un aumento estadisticamente significativo
en la concentracion de retinol y a-tocoferol en plasma después de la
intervencion con FOO1 y FOO2. En cuanto a las HDL, no hubo incrementos
estadisticamente significativos en la concentracibn de ningin compuesto
después del periodo de tratamiento. No obstante, si se observaron diferencias
estadisticamente significativas en los porcentajes de incremento de retinol y o-
tocoferol tras la ingesta de FOO1 y FOO2 con respecto a VOO, y de luteina y

B-criptoxantina tras la ingesta de FOOL.



Con estos resultados puede afirmarse que el aceite de oliva enriquecido
en compuestos fendlicos puede modular los niveles de antioxidantes lipofilicos
en plasma y HDL, pudiendo mejorar junto con otros pardmetros la funcionalidad
de las HDL. Asi, podria justificarse el uso de este tipo de aceites funcionales

para prevenir o tratar las enfermedades cardiovasculares.



2. Introduccion

2.1 Dieta Mediterranea y enfermedades cardiovasculares

Las enfermedades cardiovasculares son la primera causa de muerte a
nivel mundial. Se estima que en el ailo 2008 se produjeron 17.3 millones de
muertes por esta causa, lo que representaria aproximadamente un 30% de
todas las muertes registradas [1].

Desde hace décadas se ha observado que la incidencia de este tipo de
enfermedades es menor en los paises que rodean el mar Mediterraneo, hecho
atribuido principalmente a los habitos dietéticos caracteristicos de esta zona.
Este patron alimentario se caracteriza por un consumo elevado de verduras,
frutas, legumbres, frutos secos, cereales no refinados y aceite de oliva; un
consumo moderado-alto de pescado; un consumo moderado de productos
lacteos en forma de yogur o queso, y etanol en forma de vino; y un consumo

bajo de grasas saturadas, carnes rojas y aves [2].

Los beneficios de la Dieta Mediterranea con respecto a la incidencia de
enfermedades cardiovasculares han sido analizados durante las Uultimas
décadas, tanto mediante estudios observacionales como mediante estudios

experimentales.

El Estudio de los Siete Paises [3], el proyecto HALE [4], el Estudio de
Salud de Enfermeras [5] y el estudio EPIC en Grecia [6] son algunos de los
estudios observacionales de cohortes mas relevantes llevados a cabo en
relacion a este tema debido, principalmente, a la larga duracién de los mismos
y al elevado numero de individuos analizados. Asimismo, se han llevado a cabo
estudios de casos y controles [7,8] que también remarcan el papel protector
gue posee la Dieta Mediterranea frente al riesgo de padecer enfermedades

cardiovasculares.

En cuanto a los estudios experimentales, cabe destacar el ensayo clinico

aleatorio THIS-DIET [9] en el que se destaca la importancia de la Dieta



Mediterranea en lo que se refiere a la disminucion del riesgo de padecer
cardiopatia coronaria.

2.2 Efectos beneficiosos del aceite de oliva virgen

A pesar de la evidencia existente sobre los multiples beneficios de la
Dieta Mediterranea, todavia se desconocen los mecanismos exactos que
intervienen. No obstante, se cree que los compuestos funcionales de los
alimentos que caracterizan este patrén alimentario podrian estar relacionados

con dichos efectos.

Uno de los componentes caracteristicos de este patron alimentario es el
aceite de oliva, al cual se esta prestando especial atencidén por sus propiedades
nutricionales. Al aceite de oliva virgen, principal fuente de grasas en la Dieta
Mediterranea, se le atribuyen diversos efectos beneficiosos que lo convierten
en la opcion de preferencia frente a las grasas de origen animal, e incluso otros
aceites vegetales. De entre los efectos potencialmente beneficiosos para la
salud, cabe destacar el relacionado con las enfermedades cardiovasculares:
existe evidencia de que el consumo habitual de aceite de oliva reduce la
mortalidad por enfermedades cardiovasculares [10]. Esto se explica por los
efectos beneficiosos que éste ejerce en relacidon a los factores de riesgo
cardiovascular, pues se conoce que la Dieta Mediterrdnea suplementada con
aceite de oliva mejora el perfil lipidico y reduce la presidn sanguinea, la

resistencia a la insulina y los marcadores de inflamacion sistémica [11,12].

Las propiedades beneficiosas del aceite de oliva se han atribuido a su
elevado contenido en &cidos grasos monoinsaturados (acido oleico), en
relacion con otras grasas; asi como a otros componentes minoritarios como el
escualeno y, principalmente, a los compuestos fendlicos [13]. Estos ultimos

ejercen funciones diversas en el organismo que se resumen en la Figura 1.
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Figura 1. Funciones biolégicas de los compuestos fendlicos del aceite de oliva (adaptada de
Cicerale et al. [13]).

2.3 Importancia fisiologica de los antioxidantes liposolubles:
vitamina E, vitamina A y carotenoides

Nuestro organismo dispone de un sistema antioxidante enddgeno
formado, por un lado, por un conjunto de enzimas como la glutation peroxidasa,
la superoxido dismutasa y la catalasa. Por otro lado, el organismo dispone de
un sistema antioxidante no enzimatico en forma de vitaminas como la vitamina
A, la vitamina E y los carotenoides, que se modulan mediante la dieta y que
cooperan y actluan sinérgicamente con la finalidad de retardar o prevenir la
oxidacion de otras moléculas, como por ejemplo las lipoproteinas de baja
densidad (LDL) [14].

De hecho, en diversos estudios observacionales llevados a cabo en los
tltimos afios se relacionan los antioxidantes liposolubles como la vitamina E,
vitamina A y carotenoides con una reduccion en la incidencia de enfermedades

cardiovasculares [15].

La vitamina E es el antioxidante liposoluble mas efectivo presente en
nuestras células [16]. Existen ocho isébmeros de esta molécula: cuatro
8



tocoferoles y cuatro tocotrienoles, todos ellos teniendo en su estructura un
anillo aromético denominado cromanol unido a una cadena lateral saturada
denominada fitol. Concretamente, el a-tocoferol es la forma con mayor
actividad biol6gica. Su actividad antioxidante se relaciona con la capacidad de
captar radicales peroxil que inician las reacciones de peroxidacion de los
acidos grasos insaturados de los fosfolipidos de las membranas celulares. Esta
capacidad viene determinada por la cadena central de cromanol. En presencia
de peroxilos (ROO-), el grupo cromanol del a-tocoferol (TOH) se le une
formando un hidroperéxido y a la vez un radical tocoferoxil (TO-).
Posteriormente, el acido ascérbico puede reducir el radical tocoferoxil a su
estado natural.

De esta manera, la vitamina E se relaciona con un efecto protector en la
modificacion oxidativa de las particulas LDL [16]. Aparte de esta funcion
antioxidante, también se le atribuye la capacidad de reducir o limitar la
progresion de la aterosclerosis por otras vias como la inactivacion de la

proteina quinasa C (PKC), un marcador bioldgico de inflamacion [16].

La vitamina A, por otra parte, se encuentra en el organismo en dos
formas quimicas diferentes. La primera es el retinol, un alcohol lipidico que se
encuentra Unicamente en alimentos de origen animal. Este puede ser
metabolizado directamente a compuestos que ejerceran los efectos atribuidos a
la vitamina A. La segunda forma es el f-caroteno o provitamina A, el cual se
encuentra Unicamente en plantas y puede convertirse en retinol durante la
absorcion intestinal. Ninguna de estas dos formas es biol6gicamente activa: el
retinol requiere de una activacion en una serie de reacciones oxidativas, y la
provitamina A debe escindirse para producir retinol [17]. Existen numerosos
metabolitos de la vitamina A, siendo los que tienen unas funciones biologicas

cruciales el retinal y el &cido retinoico [17].

La vitamina A ayuda a que los huesos y dientes se desarrollen y también
mejora la visién, ya que interviene en el ciclo visual. Como antioxidante,
protege las membranas celulares y el tejido adiposo, ayuda a reparar el dafio

causado por contaminantes presentes en el aire y también mejora el sistema



inmunoldgico. Este papel antioxidante de los metabolitos de esta vitamina se
debe a la presencia de grupos hidroxilo en su estructura.

Los carotenoides se dividen en dos tipos: las xantofilas (p-criptoxantina,
zeaxantina, luteina), que contienen oxigeno en su estructura, y los carotenos
(a-caroteno, B-caroteno), que no tienen oxigeno y por ello tienen un caracter

mas hidrofobico que las anteriores [18].

Alrededor de 50 carotenoides, entre los cuales estan el a-caroteno, el B-
caroteno y la B-criptoxantina, pueden ser convertidos por nuestro organismo en
vitamina A y, por tanto, se les atribuyen las funciones antioxidantes de esta
vitamina [19]. Ademds, determinados carotenoides se relacionan con efectos
beneficiosos concretos. En este sentido se ha demostrado que el licopeno
protege contra el cancer de préstata, que la luteina previene o incluso detiene
la degeneracién macular, y que el B-caroteno incrementa el sistema de defensa

pulmonar [19].

2.4 Importancia de las LDL y HDL en el desarrollo de las
enfermedades cardiovasculares

Existe evidencia de que las lipoproteinas de baja densidad (LDL)
oxidadas son el componente necesario para que se inicie y/o progrese la
aterogénesis a nivel molecular y celular. Las LDL son particulas ricas en
colesterol pero, ademas, contienen alrededor de 1300 moléculas de acidos

grasos insaturados altamente sensibles a la oxidacion [16].

La aterosclerosis, que es la principal causa de enfermedades
cardiovasculares, se relaciona con un cumulo de LDL oxidadas en la pared
arterial. Las LDL oxidadas atraviesan el endotelio de las arterias junto con
monocitos para adherirse posteriormente a la tdnica intima, donde estos
ultimos son convertidos en macréfagos y se forman asi las células espumosas.
Estas, junto con la inflamacion existente en la intima y el colageno, forman lo
gue se conoce como placa de ateroma, provocando isquemia o bien, mediante
su ruptura, la obstruccién de otras arterias.
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Como las LDL, las lipoproteinas de alta densidad (HDL) transportan
colesterol pero, en este caso, su funcion es la de llevar el colesterol desde los
tejidos al higado para que este pueda ser excretado [20]. Mientras los niveles
plasméaticos de LDL son relacionados directamente con la cardiopatia
isquémica, los niveles de HDL se asocian inversamente a esta. Esto es asi
debido a su capacidad de retirar el colesterol de las arterias y transportarlo al
higado para su excrecion. Sin embargo, esta relacion de LDL y HDL con las
enfermedades cardiovasculares puede ser modulada por factores capaces de
protegerlas de la oxidacién y, por tanto, mejorar su funcionalidad. Entre estos
factores, en este trabajo destacaremos el papel que juegan las vitaminas
liposolubles endb6genas que se encuentran tanto en plasma como incorporadas
en las HDL, y que intervienen en la proteccion oxidativa de estas particulas
[21].
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3. Hipétesis

El aceite de oliva enriquecido en compuestos fendlicos constituye una
buena estrategia como alimento funcional tras demostrarse las propiedades
antioxidantes de estos compuestos y su capacidad de mejorar el perfil lipidico.

No obstante, los fenoles del aceite de oliva aportan un caracter amargo
indeseado para los consumidores. Ademas, se ha observado que un Unico
aporte a una dosis muy elevada de un tipo de antioxidante podria tener un
efecto indeseado aumentando el estrés oxidativo. Es por esto que se plante¢ el
disefio de dos aceites funcionales: un aceite de oliva enriguecido con sus
propios fenoles y otro con la misma concentracion de fenoles pero

complementado con otra fuente fendlica, concretamente el tomillo.

Una posible diana de los compuestos fendlicos son las HDL o
lipoproteinas de alta densidad. La principal funcion de las HDL es la del
transporte reverso de colesterol. Sin embargo, esta funcion implica que las HDL
intercambien con las otras lipoproteinas (LDL y VLDL) no solo colesterol sino
también acidos grasos oxidados, haciéndolas susceptibles de sufrir también

oxidaciones y, por tanto, limitar su funcion beneficiosa.

Por ello resulta importante conocer el tipo de defensa antioxidante con la
gue cuentan estas lipoproteinas, protegiéndolas del ataque de los radicales
libres. En este sentido, las HDL disponen de un sistema antioxidante endégeno
compuesto por vitaminas liposolubles, entre ellas la vitamina E, la vitamina Ay
los carotenoides. Es en este punto en el que se plantea la hipotesis del trabajo
de que los compuestos fendlicos podrian modular el sistema de defensa
enddgeno evitando la oxidacion de estas vitaminas y, por tanto, fortaleciendo el

sistema de defensa antioxidante de las HDL.

Hasta donde sabemos, no existen estudios que describan métodos de
analisis para la identificacién y cuantificacion de compuestos antioxidantes

lipofilicos en HDL. Con la hipétesis de partida expuesta, surge la necesidad de

12



desarrollar una técnica que permita identificar y cuantificar estos compuestos
en HDL.

La hipotesis que se plantea en este trabajo es que una vez absorbidos
los compuestos fendlicos del aceite de oliva y del tomillo, estos fenoles podrian
tener un efecto protector de los antioxidantes enddgenos de tipo lipofilico de
manera que podrian modular sus niveles en plasma y, mas concretamente, en

HDL y, de este modo, contribuir en su defensa antioxidante.

13



4. Objetivos de la investigacién

El objetivo general de esta investigacion es el de evaluar como afecta el
consumo de diferentes aceites de oliva enriquecidos en compuestos fendélicos
en la modulacion de los antioxidantes enddgenos lipofilicos en plasma y en
HDL, y sus posibles implicaciones sobre la salud.

Los objetivos especificos de esta investigacion son:

- Desarrollar un método analitico de cromatografia liquida para determinar
la composicion de los antioxidantes lipofilicos endégenos en plasma vy,
posteriormente, en HDL.

- Determinar el efecto de la ingesta de un aceite de oliva enriquecido con
sus propios fenoles (FOO1) y de otro aceite complementado con los
fenoles del tomillo (FOO2) sobre la concentracion de los antioxidantes

lipofilicos del plasma y de las HDL.

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

cardiovascular.

14



5. Materiales y métodos

5.1 Disefio del estudio

Se llevé a cabo un ensayo clinico aleatorizado y cruzado, en el que se

obtuvieron muestras de plasma y HDL de 19 individuos (diez hombres y nueve

mujeres) que durante tres periodos de tres semanas habian seguido una dieta

suplementada con 25 mL/dia de aceite crudo de tres tipos:

Aceite de oliva virgen (VOO): aceite con bajo contenido en compuestos
fendlicos (80 ppm), utilizado como aceite control.

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

oliva funcional enriquecido con sus fenoles naturales.

Aceite de oliva funcional 2 (FOOZ2): aceite de oliva virgen (VOO)
enriquecido con 250 ppm de sus propios compuestos fendlicos y 250
ppm de compuestos fendlicos del tomillo a través de un procedimiento
desarrollado en el Departamento de Tecnologia de los Alimentos,
Universidad de Lleida. La concentracion final de compuestos fendlicos

es de 500 ppm.

Los 19 individuos fueron reclutados a partir de los Centros de Atencién

Primaria (CAP) de Barcelona e informados sobre los objetivos del estudio,

obteniendo asi su consentimiento firmado. La gestion del estudio se llevé a

cabo en el IMIM-Hospital del Mar de Barcelona.

El criterio de inclusion era padecer hipercolesterolemia (>200 mg/dL

colesterol total). Los criterios de exclusién fueron los siguientes:

Cambio del tratamiento farmacolégico en los dltimos 3 meses.
15



= Deportistas con elevada actividad fisica (gasto energético superior a
3000 kcal/semana en actividad fisica).

= Obesidad (IMC>35 kg/m?).

= Diabetes.

= Ser fumador.

= Alergias multiples.

= Celiaquia u otras enfermedades intestinales.

= Vegetarianismo.

Antes de comenzar el ensayo y de administrar cada aceite se llevo a
cabo un periodo de wash-out o de blanqueo, en el que los individuos tuvieron
que restringir la ingesta de aceite de oliva virgen y solo se les permitia ingerir
aceite de oliva refinado debido a su nulo contenido en fenoles. Ademas, se
informd a los participantes de que tenian que evitar un elevado consumo de
alimentos ricos en antioxidantes (verduras, frutas, legumbres, café, té,

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 intervencién).
Al finalizar el periodo de consumo de aceite de oliva, los participantes tenian
que devolver los contenedores de aceite para asi poder registrar el grado de
cumplimiento. El disefio del estudio se muestra a continuacién (Fig. 2), donde
se distribuyen los individuos en tres grupos de intervencion de forma

aleatorizada.
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Figura 2. Disefio del estudio. Se trata de un estudio cruzado, de forma que los 19 individuos se
dividieron en tres grupos de forma aleatorizada y siguieron tres 6rdenes de ingesta de los tres

aceites.

De cada individuo se recogieron siete muestras de sangre: una al inicio
del estudio (1), una después de un periodo de blanqueo de dos semanas (2),
una después de la primera intervencion (VOO, FOOl o FOO2) (3), una
después de un segundo blanqueo (4), una después de la segunda intervencion
(VOO, FOO1 o FOO2) (5), una después de un tercer blanqueo (6) y otra
después de la tercera intervencion (VOO, FOO1 o FOO?2) (7).

A partir de las muestras de sangre se obtuvo el plasma y posteriormente,
a partir de una alicuota, se aislaron las HDL. Las muestras fueron alicuotadas y
fueron almacenadas en congelacion a -80°C hasta el momento de su analisis.
A partir de las muestras de plasma y HDL se determinaron los siguientes
antioxidantes liposolubles: retinol, o-tocoferol y carotenoides (luteina y
B—criptoxantina). Se analizaron las muestras correspondientes a las visitas 2-7
con el objetivo de confirmar si la ingesta continuada (21 dias, 25 mL/dia) de los
aceites enriquecidos podia tener algun efecto en la concentracion de los
antioxidantes enddgenos liposolubles mayoritarios y de mas relevancia

fisiologica.
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5.2 Equipos, material y reactivos

Equipos utilizados:
= Agitador vortex.
= Centrifuga HETTICH Universal 320-R.
= HPLC. Cromatografia Liquida de Alta Resolucién (Waters).

= Evaporador con nitrégeno.

Material:
= Micropipieta 100uL y 1000uL.
= Eppendorf.
= Matraz aforado 10mL.

= Viales de cromatografia.

Disoluciones y reactivos:
= Patron interno a-tocoferol acetato (Sigma).
= o-tocoferol (Sigma).
= Retinol (Sigma).

= B-criptoxantina y luteina (patrones aislados proporcionados por el
Instituto de la Grasa. CSIC).

= n-hexano.
= Metanol.
= Etanol.

= Metil tert-butil éter.

18



5.3 Procedimiento
5.3.1 Extraccién de los compuestos lipofilicos

Las muestras de plasma y HDL recogidas fueron almacenadas a una
temperatura de -80 °C hasta el momento del analisis.

El método utilizado para la extraccion de las vitaminas liposolubles del
plasma y HDL se basa en el método descrito por Reboul et al. [22] con algunas
variaciones. El método de extraccion adaptado se muestra de forma

esquematica en la Figura 3.

. . + L
Desproteinizacion 300 pL plasma 300 puL etOH y Patrén interno

Vortex 15"

Vortex 5 minutos
Centrifugar 3min 2000 rpm 4°C

la extraccion 900 pL n-hexano —_———— 700 puL sobrenadante

Vortex 5 minutos
Centrifugar 3min 2000 rpm 4°C

2a extraccion 700 pL n-hexano > 700 puL sobrenadante

Evaporar hexano N2

Preconcentracion 75 pL metanol

Vortex 3 minutos
Centrifugar 3min 4000rpm 4°C

Analisis en HPLC Inyeccion en HPLC

(70 pL)

Figura 3. Procedimiento seguido para la extraccién de vitaminas liposolubles en plasma.
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Para la extraccion de los compuestos lipofilicos en plasma se procedio
de la siguiente manera: se pipetearon en un Eppendorf protegido de la luz
ambiental 300 uL de plasma y 300 uL de etanol con patrén interno (a-tocoferol
acetato, 100 ppm) y se mezclé durante 15 segundos con el agitador de tipo

vortex para favorecer asi la desproteinizacion de la muestra.

Posteriormente se afiadieron 900 uL de n-hexano (solvente apolar afin a
los compuestos lipofilicos), se mezclaron mediante el agitador de tipo vortex
durante cinco minutos y se centrifugd durante tres minutos a 2000 rpmy 4 °C.

Al finalizar la centrifugacion, se colocd el Eppendorf en hielo para
favorecer la separacion de fases. Se pipetearon 700 uL de sobrenadante en
otro Eppendorf y se mantuvieron en hielo mientras se realizaba una segunda
extraccion. En esta, se afiadieron 700 uL de n-hexano a la primera mezcla, se
mezclaron mediante el agitador de tipo vortex durante cinco minutos y, de
nuevo, se centrifugdb a 2000 rpm y 4 °C durante tres minutos. 700 uL del
sobrenadante resultante de esta segunda centrifugacion se recogieron y se
llevaron al Eppendorf en el que se habia abocado el sobrenadante resultante
de la primera centrifugacion. El sobrenadante obtenido de las dos extracciones

se evaporo bajo una corriente de Nitrégeno.

El residuo resultante fue reconstituido mediante la adicion de 75 uL de
metanol, mezclando durante tres minutos mediante vortex. Para asegurar que
en la muestra no habia particulas en suspension, se llevd a cabo una
centrifugacion durante tres minutos a 4000 rpm y 4 °C. En dltimo lugar, 70 uL
de esta mezcla fueron recogidos y trasladados a viales de HPLC para,

finalmente, ser inyectados en HPLC.

Este procedimiento se realiz6 para cada una de las muestras

plasmaticas de las siete visitas de cada uno de los individuos.

Para la extraccion de los compuestos lipofilicos en HDL se llevo a cabo
el mismo procedimiento que en las muestras de plasma pero con algunas
variaciones. En la primera etapa de desproteinizacion, 400 uL de HDL y 400 uL

de etanol mas patréon interno fueron pipeteados en un Eppendorf. Para la
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primera extraccion se afiadieron 800 pL de n-hexano y se extrajeron 600 uL de
sobrenadante. Para la segunda extraccion, se afiadieron 600 puL de n-hexano y
se recogieron 600 uL del sobrenadante. El resto de pasos no difieren de los

seguidos en el caso del plasma.

5.3.2 Andlisis cromatogréfico

Una vez obtenido el extracto metandlico se prosiguié a realizar el
analisis cromatografico. Para éste, se siguié el método descrito por Gleize et al.
[23] con ciertas variaciones. En este caso se us6 un cromatografo liquido de
alta resolucién (HPLC) formado por un equipo de bombas Waters 600E, un
autosampler con un loop de inyeccion de 20uL, un detector multi lambda de
fluorescencia (Waters 2475) y un detector PDA (Waters 2996). La columna
usada fue una YMC C30 (3um) de 4.6x150mm. El gradiente de solventes
utilizado se especifica en la Tabla 1.

Tabla 1. Condiciones cromatogréficas en HPLC para el analisis de los compuestos.

Tiempo % Fase A % Fase B % Fase C
(min) (Metanol) (Metil tert-butil éter) (Agua)
0 96 2 2
27 18 80 2
31 96 2 2
35 96 2 2

A diferencia del método original, en el caso del a-tocoferol la deteccidon
se hizo con el detector de fluorescencia, ya que el pico cromatografico aparecia
con mas sefal y mejor resuelto. En cuanto al resto de compuestos analizados,
la lectura se hizo mediante PDA a una longitud de onda de 325 nm en el caso
del retinol y de 455 nm en el caso de los carotenoides. Los cromatogramas de
los patrones usados para la preparacién de las rectas patrén se muestran en la

Figura 4, y las respectivas rectas de calibracion en la Figura 5.
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Figura 4. Cromatogramas de los patrones de los compuestos lipofilicos: (a) retinol detectado
mediante PDA a una longitud de onda de 325 nm; (b) a-tocoferol detectado mediante
fluorescencia; (c) luteina detectada con PDA a 455 nm y (d) B-criptoxantina detectada con PDA
a 455 nm. El tiempo de retencion para cada uno de ellos fue de: (a) tr=3.48 min; (b) tr=12.2
min, (¢) tr=15.0 min y (d) tr=20.4 min.
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Figura 5. Rectas patrén de los compuestos lipofilicos: (a) retinol, (b) a-tocoferol, (c) luteina y

(d) B-criptoxantina.

A partir de las rectas patron se obtuvieron los valores de las
concentraciones en mg/L o ppm y, posteriormente, se hicieron los célculos
pertinentes para expresar los resultados en umol/L.
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5.3.3 Anélisis estadistico

Para el analisis estadistico de los datos obtenidos, se procedio a realizar
un andlisis de varianza de tipo ANOVA para comparar los valores de
concentracion de los compuestos antes y después del tratamiento con los
aceites.

También se compararon los porcentajes de incremento o disminucion de
concentracion de los compuestos en plasma y HDL el dia 0 y el dia 21 después
cada intervencion.

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

Con objeto de conocer el cumplimiento de la ingesta de aceites a lo largo
del estudio por parte de los participantes, se les pidié que devolvieran todas las
botellas de aceite (21 botellas/intervencion) al finalizar cada una de las tres

intervenciones.

De esta manera, se registr6 cuantas botellas habia dejado cada
individuo llenas, con un tercio de aceite o con el fondo de la botella de aceite.
Posteriormente se establecieron unos grados de cumplimiento del uno al cuatro

segun los criterios que se muestran en la Tabla 2.

Tabla 2. Criterios utilizados para establecer el grado de cumplimiento de la ingesta de aceites.

Grado Volumen remanente en la botella Numero de botellas
Llena 0
4 0 Muy alto Un tercio lleno 50<
Fondo 150<
Llena 0
3 0 Alto Un tercio lleno 50<
Fondo > 15
2 0 Medio Llena 1-5
1 o Bajo Llena >5

Se prosiguio con la clasificacion de los 19 individuos segun su grado de
cumplimiento de la ingesta de aceites (Tabla 3). EI mayor grado de
cumplimiento se dio en el caso del aceite control VOO. En el caso de los
aceites FOO1 y FOOZ2, el grado de cumplimiento fue menor, probablemente
debido al caracter amargo de estos. No obstante, el grado de cumplimiento se

considerd aceptable para los tres aceites.

25



Tabla 3. Grado de cumplimiento de la ingesta de los tres aceites por parte de cada participante
y la media de éste.

Individuo |1 2 3 45 6 7 8 9 10 11 12 13 14 15 16 17 18 19| Media

o VOO (4 4 422 4423 2 2 4 3 4 3 2 2 2 3 2,9

o

g FOO1|3 421232232 2 2 3 2 3 3 4 2 3 2,5
FOO2|2 2 2 2 33223 2 2 2 2 4 2 2 2 2 3 2,3

6.2. Efecto de la ingesta de los aceites enriquecidos en los
niveles de antioxidantes endégenos lipofilicos en plasma

Tras observar un cumplimiento satisfactorio de la ingesta de los aceites,
se procedio con el andlisis de las muestras de plasma para determinar si la
ingesta de los aceites podria modular los niveles de vitaminas liposolubles en
plasma.

Los compuestos lipofilicos que se pretendian encontrar en las muestras
plasmaticas fueron detectados a unos tiempos de retencion ligeramente
diferentes a aquellos obtenidos con los patrones de los compuestos. Esto fue
asi porque los compuestos quedaron mas retenidos en esta matriz y, por tanto,
su tiempo de retencion fue ligeramente mas corto.

La Figura 6 muestra los cromatogramas de una muestra de plasma con
los diferentes compuestos detectados a diferentes longitudes de onda en PDA
y con fluorescencia. Como se observa, los compuestos lipofilicos mas
relevantes que se detectaron fueron el a-tocoferol, el retinol, la luteina y la -
criptoxantina. A 455 nm se detectaron mas picos, probablemente otros
carotenoides, pero no se tuvieron en cuenta ya que presentaron mucha
variabilidad entre las muestras, siendo practicamente indetectables en muchas
de ellas debido, probablemente, a la alta inestabilidad de algunos de ellos

como por ejemplo el B-caroteno.
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Figura 6. Cromatogramas de una muestra de plasma. (a) Cromatograma de retinol (1),
detectado a tr=3.64 min mediante PDA a una longitud de onda de 325 nm. (b) Cromatograma
de a-tocoferol (2), detectado a tr=11.9 min mediante fluorescencia. (c) Cromatograma de los
carotenoides: luteina (3), detectada a tr=15.32 min mediante PDA a 455 nm; B-criptoxantina (4),

detectada a tr=20.84 min mediante PDA a 455nm.

El compuesto que se detectdé en mayor concentracion en plasma fue el
retinol, seguido por el a-tocoferol (Tabla 4). En relacion a la variacion de
concentracion pre y post tratamiento, se observa que la concentracidon
plasmatica de los compuestos analizados tiende a aumentar tras la ingesta de
los aceites de oliva funcionales (FOO1 y FOO2) a diferencia del aceite control
(VOO), donde se mantiene o sufre una ligera disminucion. No obstante, cabe
destacar que solo en el caso del retinol y del a—tocoferol estas diferencias
fueron significativas (p<0.05) en los dos aceites funcionales.
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Tabla 4. Promedio y desviacion estandar (n=19) de la concentracion plasmatica (umol/L) de los
compuestos analizados antes y después de la ingesta de cada aceite. (*) indica que existen
diferencias estadisticamente significativas (p<0.05) entre la concentracion del compuesto antes

(pre) y después de cada intervencién (post).

Compuesto VOO FOO1 FOO2
pre post pre post pre post
Retinol 216+£35 193+£34 192+3,7 231+41* 196+4,2 244+48*
a-tocoferol 177+14 173+13 171+1,3 18,7+1,8* 170+£2,2 198+1,2*
Luteina 6,3+33 55+25 51+19 6,3+x21 58+46 8,1+4,6

B-criptoxantina 11,2+4,9 11,0+50 10,8+5,4 12,7+6,0 104+5,1 13,3+6,0

Si se representan los resultados en forma de porcentaje de incremento o
disminucién de la concentracion de los compuestos respecto al control (dia 0)
de cada aceite y se comparan los valores de los aceites funcionales con los del
aceite control VOO, se observa que en todos los casos existen diferencias
significativas respecto al aceite control (Tabla 5, Fig. 7). Cabe destacar también
gue el aceite FOO2 presentd valores de incremento mayores que el aceite
FOOL1.

Tabla 5. Porcentaje de incremento o disminucién y desviacion estandar de la concentracion
plasmética (umol/L) de los compuestos analizados tras cada intervencion. (*) indica que hay

diferencias estadisticamente significativas con respecto al aceite control VOO (p<0.05).

Compuesto VOO FOO1 FOO2

Retinol -9,6+17,1 215+ 152~ 284 +113*
a-tocoferol -2,0+£3,7 10,2+8,3* 18,8 +13,8*
Luteina - 5,20+ 29,7 296+31,1* 649+645*
B-criptoxantina -1,4+94 19,1 +£14,0* 325+299*
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Figura 7. Representacion gréafica del porcentaje de incremento o disminucién y la desviacion

estandar de cada compuesto tras el periodo de tratamiento con cada aceite.

En las figuras que siguen se muestran graficamente las variaciones de
cada uno de los compuestos en plasma de los 19 individuos para cada uno de
los aceites.

La concentracion de retinol en plasma tras la ingesta del aceite control
VOO presenta una gran variabilidad, disminuyendo en unos individuos e
incrementando en otros (Fig. 8). No obstante, no existen diferencias
estadisticamente significativas entre la concentracion de retinol después del
periodo de tratamiento con respecto a la concentracion del mismo antes de
éste.

En el caso de los aceites funcionales FOO1 y FOO2 también se observa
una gran variabilidad interindividual (Fig. 8), pero en los dos casos se observa
un incremento estadisticamente significativo (p<0.05) en la concentracion de

retinol.
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Figura 8. Concentracion de retinol (umol/L) en plasma antes y después de ingerir los aceites
VOO, FOO1 y FOO2. (*) indica que existen diferencias estadisticamente significativas entre la

concentracion del compuesto antes y después de la intervencién de cada aceite (p<0.05).

Tal y como ocurria con el retinol, la concentracion de a-tocoferol en
plasma se ve aumentada de manera estadisticamente significativa (p<0.05)

después del tratamiento con los aceites funcionales FOO1 y FOO2 (Fig. 9).

En el caso del aceite control VOO, no hay diferencias estadisticamente
significativas entre la concentracion del compuesto antes y después del

tratamiento (Fig.9).
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Figura 9. Concentracion de a-tocoferol (umol/L) en plasma antes y después de ingerir los
aceites VOO, FOO1 y FOO2. (*) indica que existen diferencias estadisticamente significativas
entre la concentracion del compuesto antes y después de la intervencién de cada aceite

(p<0.05).
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La concentracion plasmatica de luteina parece tener una tendencia al
aumento tras la ingesta de los aceites de oliva funcionales FOO1 y FOO2 (Fig.
10). Sin embargo, no se puede decir que existan diferencias estadisticamente
significativas en la concentracion del compuesto entre el pre-tratamiento y post-

tratamiento.

En el aceite control VOO, no se observa una tendencia al aumento sino

que se produce una ligera disminucién sin diferencias significativas (Fig. 10).

VOO FOO1 FOO2
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Figura 10. Concentracion de luteina (umol/L) en plasma antes y después de ingerir los aceites
VOO, FOO1ly FOO2.

La concentracion de B-criptoxantina en plasma también parece tener una
tendencia a aumentar tras ingerir los aceites de oliva funcionales FOOL1 y
FOO2 (Fig. 11). No obstante, no existen diferencias estadisticamente

significativas entre su concentracion antes y después de la intervencion.

En cuanto al aceite control VOO, aparentemente no se ve incrementada

la concentracion del compuesto después de la ingesta de este aceite (Fig. 11).
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Figura 11. Concentracién de B-criptoxantina (umol/L) en plasma antes y después de ingerir los
aceites VOO, FOO1l1y FOO2.

6.3. Efecto de la ingesta de aceites enriquecidos en los niveles
de antioxidantes enddgenos lipofilicos en HDL

Una vez visto que en plasma los aceites enriquecidos son capaces de
modular los niveles de antioxidantes lipofilicos enddgenos, se procedio a
analizar las HDL aisladas para estudiar si este efecto de potenciacion del
sistema antioxidante por parte de los aceites enriquecidos se producia en las
HDL vy, por tanto, podrian tener un efecto indirecto beneficioso en la proteccion

contra las oxidaciones de los acidos grasos de estas particulas.

Los compuestos que se detectaron mediante cromatografia en HDL
fueron los mismos que en plasma pero en unas concentraciones mas bajas
(Fig. 12).
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Figura 12. Cromatogramas de una muestra de HDL. (a) Cromatograma de retinol (1),
detectado a tr=2.57 min mediante PDA a una longitud de onda de 325 nm. (b) Cromatograma
de a-tocoferol (2), detectado a tr=9.35 min mediante fluorescencia. (¢) Cromatograma de los
carotenoides: luteina (3), detectada a tr=13.13 min mediante PDA a 455 nm; B-criptoxantina (4),
detectada a tr=18.61 min mediante PDA a 455 nm.

La concentracion en HDL de los compuestos analizados tiende a
aumentar tras la ingesta de los aceites de oliva funcionales y se mantiene
estable en el caso del aceite VOO (Tabla 6). EI compuesto que se encuentra en

mayor cantidad en las HDL es el a-tocoferol y es seguido por la B-criptoxantina.
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Sin embargo, en ninguno de los casos existen diferencias estadisticamente

significativas.

Tabla 6. Promedio y desviacién estandar de la concentracion en HDL (umol/L) de los

compuestos analizados antes y después de la ingesta de cada aceite.

Compuesto VOO FOO1 FOO2
pre post pre post pre post
Retinol 34+17 33+17 31+17 37+x23 31+£19 35zx18
a-tocoferol 12,7+0,8 12,7+0,8 126+0,8 129+09 125+0,7 129+0,9
Luteina 22+10 22+£10 18%x12 24+11 24+12 27x14

B-criptoxantina 7,2+24 75+28 75+32 8,1+35 70+18 7,6+24

Si se representan los resultados en forma de porcentaje de incremento o
disminuciéon de la concentracion de los compuestos respecto al control (dia 0)
de cada aceite y se comparan los valores de los aceites funcionales con los del
aceite control VOO, se observa que en practicamente todos los casos existen
diferencias significativas (p<0.05) respecto al aceite control (Tabla 7, Fig. 13).
En el caso del aceite control VOO, las concentraciones se mantienen iguales o
se ven disminuidas tras el periodo de tratamiento excepto en el caso de la B-

criptoxantina, en la que existe un ligero aumento del 2.2%.

Tabla 7. Porcentaje de incremento o disminucion y desviacion estandar de la concentracion en
HDL (umol/L) de los compuestos lipofilicos analizados tras cada intervencion. (*) indica que

existen diferencias estadisticamente significativas con respecto al aceite control VOO (p<0.05).

Compuesto VOO FOO1 FOO2
Retinol -1,8+14 21,0 + 34,0 (*) 24,9 + 39,8 (¥)
a-tocoferol -0,4 +3,6 2,7+£3,3 (% 3,4+£43 (%
Luteina -0,2+25/4 44,3 £55,5 (*) 17,8 +29,0
B-cryptoxantina 22+73 8,779 (% 6,8+ 8,6
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Figura 13. Representacion gréafica del porcentaje de incremento o disminucién en HDL de cada

compuesto tras el periodo de tratamiento con cada aceite.

En las figuras que siguen (Fig. 14, 15, 16, 17) se muestran graficamente
las variaciones de cada uno de los compuestos en HDL de los 19 individuos

tras la intervencion con cada uno de los aceites.

A diferencia de lo que ocurria en el caso de las muestras plasmaticas, en
estas cuatro figuras se observa que existe una gran variedad en el efecto que
la ingesta de los aceites funcionales FOOl y FOO2 tiene sobre la
concentracion de antioxidantes lipofilicos en las particulas HDL. En algunos
individuos esta concentracion se ve incrementada y en otros se ve disminuida,
a pesar de que se observa una tendencia general al aumento. No obstante, en
ninguno de los compuestos se observan diferencias estadisticamente
significativas en la cantidad de vitaminas liposolubles presente en HDL

después con respecto a antes del tratamiento.
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Figura 14. Concentracion de retinol (umol/L) en HDL antes y después de ingerir los aceites
VOO, FOO1ly FOO2.
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Figura 15. Concentracién de o-tocoferol (umol/L) en HDL antes y después de ingerir los
aceites VOO, FOO1y FOO2.
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Figura 16. Concentracion de luteina (umol/L) en HDL antes y después de ingerir los aceites
VOO, FOO1y FOO2.
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Figura 17. Concentracion de B-criptoxantina (umol/L) en HDL antes y después de ingerir los
aceites VOO, FOO1y FOO2.
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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).

En este contexto se llevo a cabo un estudio de intervencion de ingesta
prolongada con dos aceites funcionales y un aceite control, en el cual se
tuvieron en cuenta diversos parametros relacionados con la funcionalidad de
las HDL: la proteina de transferencia de esteres de colesterol (CETP), la
actividad de la organofosfatasa y la PON1, la fluidez de la membrana, el
diametro de las particulas, la resistencia a la oxidacion de las HDL, la expresion
de genes relacionados con la funcionalidad de las HDL, el contenido en fenoles
y, finalmente, el contenido en compuestos antioxidantes lipofilicos, el objeto de

estudio del presente trabajo.

Ante la hipotesis planteada de que un enriquecimiento del aceite de oliva
con compuestos fendlicos podria modular el nivel de antioxidantes liposolubles
en plasma y HDL y, por tanto, mejorar el estatus antioxidante endégeno, los
resultados analizados en el presente trabajo mostraron que, efectivamente, una
ingesta sostenida durante 21 dias de aceites con alto contenido fendlico
aumentd significativamente los niveles de antioxidantes enddgenos con
respecto a un aceite control de bajo contenido fendlico, tanto en plasma como
en HDL.

En un estudio previo (proyecto EUROLIVE) en el que 200 individuos
europeos siguieron una dieta suplementada con tres tipos de aceites de oliva
similares pero con un contenido fendlico diferente, se mostré un incremento en
los niveles de colesterol HDL y una disminucién del dafio oxidativo de las LDL
dependientes de la dosis de compuestos fendlicos presente en los aceites

administrados [24].
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Este aumento de colesterol HDL en relacién directa con el contenido
fendlico del aceite de oliva también ha sido estudiado y demostrado en estudios
experimentales en animales [25, 26].

Por tanto, hay evidencia suficiente de que los compuestos fenodlicos
tienen la capacidad de aumentar la cantidad de particulas HDL.

Sin embargo, estudios de intervencion recientes sugieren que ademas
de los niveles de HDL circulantes, es importante fijar la atencion en marcadores
relacionados con la funcionalidad de las HDL tales como el eflujo de colesterol
y el transporte reverso del colesterol, ya que se conoce que son marcadores
claros de enfermedad cardiovascular [27]. En un estudio llevado a cabo por
Girona et al., se analizé la funcionalidad del colesterol HDL oxidado en
términos del transporte reverso de colesterol libre desde las células y se
concluyd que este se veia reducido en dichas circunstancias [28]. Otro estudio
reciente [29] indico el papel importante que tienen los polifenoles procedentes
del aceite de oliva en la regulacion de genes que intervienen en la mejora del

eflujo de colesterol desde las células a las particulas HDL en humanos.

Tal y como se ha demostrado en el presente trabajo, particulas lipofilicas
antioxidantes como el a-tocoferol, el retinol y los carotenoides con afinidad a
las membranas se han detectado en concentraciones destacables en las HDL
y, por tanto, podrian ejercer un papel muy importante en la proteccion oxidativa

de estas particulas asi como en su funcionalidad.

Los resultados de este trabajo demuestran que tanto una ingesta
sostenida de fenoles del aceite de oliva como la mezcla de fenoles de oliva y
tomillo son capaces de modular de forma significativa los niveles de
antioxidantes lipofilicos enddgenos en plasma y HDL en comparacion con una
ingesta de un aceite de oliva bajo en fenoles. Esto se podria explicar por un
efecto protector ejercido por parte de los polifenoles sobre los compuestos
lipofilicos evitando su oxidacion. En consecuencia, esta modulacion podria

tener un efecto positivo en la mejora del eflujo del colesterol.
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Estudios previos han analizado el efecto de la ingesta de alimentos ricos
en antioxidantes sobre el nivel de antioxidantes en plasma [30] viendo una
modulacion en algunos casos, pero por primera vez se ha visto un efecto mas
especifico sobre las HDL.

Si se comparan los dos aceites funcionales, se observa que en plasma
el aceite funcional FOO2 enriquecido con fenoles de oliva y tomillo produce un
mayor aumento de todos los compuestos analizados que el aceite FOO1, solo
enriquecido con fenoles de oliva. Estas diferencias observadas en plasma
podrian ser debidas a cierto efecto sinérgico entre las dos fuentes fendlicas, tal
y como se ha demostrado en estudios in vitro [31] e in vivo [32].

No obstante, se observa una gran variabilidad interindividual en los
niveles de compuestos lipofilicos circulantes. Estas diferencias entre individuos
son recurrentes en estudios de intervencion en humanos y podrian vincularse a
la influencia que ejercen otros factores diferentes a las cantidades ingeridas de
dichos compuestos. En este sentido, uno de los factores que podrian intervenir
seria el genético, tal y como se ha demostrado previamente con la vitamina E y
los carotenoides circulantes [33, 34]. Para intentar reducir esta variabilidad

seria necesario contar con un mayor numero de participantes.
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8. Conclusion

Con los resultados obtenidos en este trabajo podemos decir que, por
primera vez, se ha observado un efecto modulador de los niveles de
antioxidantes lipofilicos enddégenos en plasma y en HDL, concretamente de a-
tocoferol, retinol, luteina y B—criptoxantina, por parte de los polifenoles tanto de
la oliva como de la mezcla oliva-tomillo. Este aumento observado tras la
ingesta prolongada de aceites enriquecidos con fenoles podria ser debido a un
efecto protector de los mismos evitando la oxidacién de los compuestos
antioxidantes, lo cual seria relevante para la mejora de la funcionalidad de las
HDL debido a que podria mejorar la proteccion oxidativa de las lipoproteinas y,
de esta manera, mejorar su funcionalidad. Por tanto, estos resultados tendran
gue 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 estas lipoproteinas.

Con los resultados obtenidos y a la espera de otros resultados
complementarios, si se demuestra que pueden modular otros parametros, los
aceites de oliva funcionales utilizados en el presente estudio podrian ser una
buena opcibn para la prevencion o tratamiento de enfermedades
cardiovasculares. No obstante, es necesario tener en cuenta que la gran
variabilidad interindividual podria hacer que no en todos los individuos

ejercieran un efecto significativo.
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