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RESUMEN.— Las enfermedades cardiovasculares (entre las que se incluye
la aterosclerosis) representan la principal causa de muerte en Espafa y en los
paises desarrollados. Durante décadas se las ha asociado con dietas de tipo
occidental (ricas en grasas y colesterol), por lo que se han recomendado dietas
bajas en grasa en las que se han visto perjudicados alimentos como el aceite
de oliva y los frutos secos, ingredientes constituyentes de la tradicional dieta
mediterrdnea. Sin embargo, estudios concluyentes de investigacién no solo
rechazan esta teoria, sino que confirman categdricamente que la adhesién a
este tipo de dieta, en la que el aceite de oliva virgen extra es la principal fuen-
te de grasas, reduce los factores de riesgo y las muertes por este tipo de enfer-
medades. En nuestro laboratorio se han llevado a cabo una serie de experi-
mentos empleando el ratén carente de apolipoproteina E, modelo animal que
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semeja el desarrollo de aterosclerosis humana, sobre el que se ha investigado
el efecto de distintos procesos a que han sido sometidos los aceites de oliva
(refinados, lavados) y de diferentes tratamientos fisicos (prensado o centrifu-
gado) con los que se han obtenido aceites con distinto contenido en compuestos
minoritarios. También se ha investigado el efecto de algunos de estos com-
puestos minoritarios aislados, como el hidroxitirosol o el escualeno, sobre el
desarrollo de la lesidn aterosclerdtica. Las propiedades protectoras de la ate-
rosclerosis del aceite de oliva virgen pueden atribuirse en parte a la presen-
cia de esos componentes minoritarios y su efecto bioldgico se reduce o desa-
parece en los aceites procesados que hayan eliminado dichos componentes.

ABSTRACT.— Cardiovascular diseases (including atherosclerosis) are
the main cause of death in Spain and developed countries. Their association,
during decades, with Western diet (high fat and cholesterol) resulted in the
recommendation of low-fat diets, which prejudiced basic ingredients of
the traditional Mediterranean Diet such as olive oil and nuts. However,
conclusive studies not only disprove this theory, but, on the contrary, clearly
confirm that the adherence to this diet, in which the extra virgin olive oil is
the main source of fat, reduces cardiovascular diseases risk factors and
death. In our laboratory, we have carried out several experiments using
apoE-deficient mouse, an animal model that reproduces the development
of human atherosclerosis, and, as such, allowed to study the effects of the
different washing and refining steps that olive oil goes through, and of
the physical processes (pressure or centrifugation) that produce oils with
different content in minors compounds. Also, some studies have been carried
out on the isolated effect of some of these minor compounds, such as
hydroxytyrosol or squalene, on the development of atherosclerotic lesions.
The protective properties of virgin olive oil against atherosclerosis can be
partly attributed to the presence of these minor components, whose biological
effect fades or disappears in processed oils that have eliminated them.

KEYy worDS.— Extra virgin olive oil, atherosclerosis, apoE-deficient,
mice, squalene, hydroxytyrosol.

INTRODUCCION

Las enfermedades cardiovasculares (las ECV: arterosclerosis, infarto

de miocardio y/o accidente cerebro-vascular, etcétera) representan la prin-
cipal causa de muerte en los paises desarrollados. En Espaiia, en el afo 2012,
alcanzaron el 30,3% de todas las causas de defunciones (INE, 2014). Como
origen de estas subyace la aterosclerosis, enfermedad sistémica que se
caracteriza por la formacidn de placas en las paredes de las grandes arterias
(CHOUDHURY Yy cols., 2004) por acumulacién de lipidos y colesterol oxidados
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y de las respuestas celulares de macrofagos, plaquetas, células endoteliales y
musculares lisas, provocando el engrosamiento del espacio subendotelial,
acompafiadas o no de complicaciones tromboticas por la rotura de las placas,
con las consiguientes manifestaciones clinicas de infarto de miocardio,
accidentes cerebro-vasculares, etcétera (CHOUDHURY y cols., 2004). La enfer-
medad aterotrombdtica es de cardcter multifactorial, en la que se incluyen
desde un componente genético, con un gran numero de genes involucrados;
la dieta, por un exceso de ingestion caldrica de ciertos componentes, iden-
tificados como de alto riesgo, que favorecen el desarrollo de esta patologia,
y el estilo de vida, caracterizado por factores como el sedentarismo, la obe-
sidad, el tabaquismo, etcétera (LUSIS y cols., 2004).

Las primeras evidencias epidemioldgicas que mostraron el nexo de la
aterosclerosis y la enfermedad coronaria con el tipo de dieta se pusieron de
manifiesto en el Seven Countries Study (KEYS, 1970) o Estudio de los siete
paises,en el que intervinieron 13 000 varones con edades comprendidas entre
los 40 y los 59 afios, aparentemente con buen estado de salud, procedentes
de dieciséis poblaciones de siete paises diferentes (Italia, Holanda, Estados
Unidos, Grecia, Japon, Yugoslavia y Finlandia), cuya dieta se caracteriza-
ba por un alto aporte dietético de grasas. En dicho estudio se relacioné la
ingesta de grasas, principalmente dcidos grasos saturados, con el aumento
del colesterol en la sangre y las muertes por ECV. Revisiones posteriores de
estos estudios confirmaron la estrecha relacion existente entre las muertes
por ECV con el consumo de 4cidos grasos saturados de cadena larga y de
acidos grasos trans (KROMHOUT y cols., 1995). También algunos resultados
del Estudio de los siete paises revelaron importantes diferencias en las tasas de
patologias cardiovasculares entre las distintas regiones geograficas estudia-
das. Asi, en los paises del drea mediterrdnea, la tasa de mortalidad debida a
esta patologia era inferior comparada con la de otras regiones, por lo que se
dedujo que este hecho podia deberse a la menor ingesta de grasas saturadas
y al elevado consumo de 4cido oleico aportado por el aceite de oliva (KEYS,
1980), a partir del cual se extendi6 la nocién de dieta mediterrdnea
(DiMed). Esta, considerando como tal la alimentacién tradicional de hace
setenta afios de los paises del sur de Europa (TRICHOPOULOU y cols., 2003;
DE LORGERIL, 2004), se caracteriza por un alto consumo de verduras, fru-
tas, frutos secos y aceite de oliva como la principal fuente de grasa dietéti-
ca. Actualmente, se reconoce que algunos de los alimentos que componen
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la DiMed contienen numerosos nutrientes con efectos protectores frente a
las agresiones de los mecanismos aterogénicos y, por tanto, pueden tener
un papel destacado en la prevencion de la aterosclerosis. Por otra parte, en
la dltima década, investigaciones epidemioldgicas confirman de manera
concluyente su papel protector contra el desarrollo de varias enfermedades
cronicas y han demostrado los beneficios del consumo regular de aceite de
oliva en la prevencién de varios factores de riesgo (diabetes, sindrome
metabdlico y obesidad) de ECV (ESTRUCH y cols., 2013), asi como también
en la prevencion de ciertos tipos de cancer (de mama y del tracto digesti-
vo) (BUCKLAND y GONZALEZ, 2015).

El objetivo de este articulo es el conocimiento de algunos componentes
minoritarios del aceite de oliva virgen extra con posible potencial farmaco-
16gico en la prevencion de la aterosclerosis, centrada en los resultados obte-
nidos en nuestro grupo de investigacion utilizando como modelo animal
experimental el raton carente de apolipoproteina E (ApoE-KO).

LA GRASA DE LA DIETA

Por grasas entendemos una serie de nutrientes de la dieta de alto conte-
nido energético (su aporte caldrico es mds del doble que el de hidratos de
carbono y de proteinas), y que, ademas de sus funciones energéticas, tienen
otras numerosas funciones metabdlicas moduladoras. Sus constituyentes
mads abundantes son los triglicéridos, cuya composicion es muy heterogé-
nea en funcion de los dcidos grasos que los componen. Dependiendo de la
saturacion o la presencia de dobles enlaces en sus dcidos grasos, se han cla-
sificado como grasas saturadas (SAT), con predominancia de dcidos grasos
saturados (AGS), sin dobles enlaces y sélidas a temperatura ambiente, y de
aceites monoinsaturados (MUFA, de sus siglas en inglés: mono-unsaturated
fatty acids), con la presencia de un solo doble enlace, o como poliinsatura-
dos (PUFA, poli-unsaturated fatty acids), con dos o més dobles enlaces,
siendo ambos liquidos a temperatura ambiente. En la figura 1 se muestra la
composicién media de los distintos dcidos grasos presentes en los triglicé-
ridos de algunas grasas y aceites de consumo humano.

A su vez, en los AG insaturados se diferencian dos tipos dependiendo
del carbono del primer doble enlace (considerando desde el del final de la
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H SAT B MUFA PUFA
Margarinas 31 36 33
Manteca de cerdo 39 52 9
Aceite de palma 48 45 7
Sebo bovino 49 47 4
Mantequilla 62 36 3

Aceite de cacahuete 22 57 20
Aceite de oliva 20 75 6

Aceite de lino ERRNT 86
Aceite de girasol 16 17 67
Aceite de maiz 18 20 62
Aceite de soja 19 22 59

Aceite de pescado 30 15 55

0% 20% 40% 60% 80% 100%

Fig. 1. Porcentajes de los distintos tipos de 4cidos grasos constituyentes
de diferentes grasas y aceites. Adaptado de SURRA y cols., 2005.

cadena): en el carbono 6, los denominados omega-6 o n-6, y en el carbono 3,
los omega-3 o n-3. Por otra parte, la gran mayoria de las grasas naturales
poseen una configuracion de tipo cis, si bien se dan algunas naturales de
formas trans, el 9-cis, y el 11-trans, isémero del 4cido linoleico. Sin embar-
g0, los dcidos de configuracion frans de la dieta moderna son artificiales,
ya que se generan en los procesos de hidrogenacién industrial de dcidos
grasos insaturados para darles una mayor consistencia. Sin embargo, desde
los estudios de KEys (1980) ya se puso de manifiesto que todas las grasas
y/o aceites no se comportaban de igual manera debido a las diferencias en
la proporcién de los distintos dcidos grasos que las componian. Segin el
grado de saturacion y longitud de la cadena, los AG dietéticos pueden poseer
efectos hipercolesterolemiantes, como sucede con los AG saturados C12:0,
C14:0 y C16:0 (l4urico, miristico, palmitico, respectivamente), el C18:0
(estedrico) es de efecto neutro, mientras que los monoinsaturados y poliin-
saturados resultan hipocolesterolemiantes (GARDNER y KRAEMER, 1995; Hu y
cols., 2001; MORENO y MITJAVILA, 2003).
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A partir de los estudios de KEYs (1970) se sefial6 el colesterol como la
causa de las ECV y la grasa saturada, como la de la elevacion de los nive-
les de colesterol en la sangre. De ahi que se declarase la guerra a las grasas,
dando origen a las consignas nutricionales de hace varias décadas que se
fundamentaron en reducir la ingesta de grasas por debajo del 30% de las
calorias de la dieta y sustituirlas por hidratos de carbono (MOZAFFARIAN y
Lubwig, 2015). En esta guerra, se vio denostado el aceite de oliva e inclui-
do en la lista de alimentos poco saludables al igual que los frutos secos,
ambos componentes destacados de la DiMed, debido a su elevado contenido
en grasas. Asi, de la simpleza aparentemente 16gica que relacioné el conte-
nido de grasa en la dieta, dado su innegable mayor poder calorifico, con el
aumento de la grasa corporal florecieron en la industria alimentaria los pro-
ductos desnatados, light y otros elaborados con aceites vegetales hidroge-
nados, que, como se ha comentado, contienen una importante concentra-
cion de acidos grasos trans. Sin embargo, no parece que esta estrategia de
reducir la ingesta de grasas haya dado sus frutos, dadas las crecientes tasas
de obesidad que asolan la sociedad moderna, de lo que resulta que el exce-
so de peso es uno de los factores de riesgo de las ECV mds prevalentes
(DE SCHUTTER y cols., 2014). Hoy se sabe que los efectos de las grasas en
el organismo y su sustitucidn por carbohidratos son mucho més complejos
de lo que se creia, como lo demuestra un estudio de intervencion realizado
en una poblacién multiétnica, en el que una dieta baja en grasa no reduce
el riesgo de Ecos (HOWARD y cols., 2000).

Por ello, en las dltimas décadas ha aumentado el interés por el estudio
de los efectos de la grasa de la dieta en la salud, y particularmente en la
salud cardiovascular, puesto de manifiesto por el gran nimero de publica-
ciones dedicadas a esta cuestion y en las que se demuestra que la relacién
entre la ingesta de grasa y la salud no depende tanto de su cantidad, sino de
su calidad, y vinculada al tipo de 4cido graso predominante en la dieta
(PEREZ-JIMENEZ y cols., 2007), con lo que el tépico simplista de grasa se
deduce cuando menos enganoso.

EL ACEITE DE OLIVA VIRGEN

El aceite de oliva virgen (del drabe az-zeit, que significa literalmente ‘jugo
de aceituna’) es el zumo oleoso de las aceitunas, Olea europaea, separado de
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los demas componentes de este fruto. Cuando se parte de frutos exclusiva-
mente sanos y en su punto Optimo de maduracion, el aceite de oliva virgen
que se obtiene posee excepcionales caracteristicas de aspecto, fragancia y
sabor delicado, y se convierte en el tUnico aceite vegetal que puede consu-
mirse directamente crudo (ALBA y MARTINEZ, 2001). En el proceso de ela-
boracion intervienen una serie de operaciones mecanicas y fisicas que, par-
tiendo integramente de aceitunas y llevandose a cabo especificamente en
condiciones adecuadas para no alterar su calidad, producen la separacion de
la fraccién oleosa del resto de los constituyentes.

Debido a la importancia que tiene el tratamiento del aceite de oliva en la
composicion final, se hard una breve descripcion del mismo. Tras la moltu-
racion, que desgarra las membranas celulares y libera los glébulos de aceite
para que formen las gotas oleosas que se unen con el agua del fruto y crean
una pasta, esta se bate lentamente para facilitar la unién de los glébulos de
aceite en gotas de mayor tamafio. El siguiente paso es la separacion de las
fases solida y liquida. En la actualidad, la extraccidn se realiza por centrifu-
gacion (aunque tradicionalmente era por medio de presion de una prensa
hidraulica), de la que se obtienen tres componentes: el orujo (restos de piel,
hueso y pulpa), en la fase solida, y el aceite y el alpechin (agua vegetativa),
en la fase liquida. El aceite obtenido se decanta, se clasifica segun su cali-
dad y se almacena (ALBA y MARTINEZ, 2001; OsADA, 2010). Solo el aceite
de oliva de determinada calidad puede ser consumido directamente; en cam-
bio, otros aceites de oliva de calidad inferior, llamados lampantes, los acei-
tes de orujo de oliva y todos los aceites de origen vegetal deben ser someti-
dos a un proceso de refinado o purificado por su elevada acidez (4cidos
grasos libres) o sus bajas cualidades organolépticas. Este proceso puede
hacerse por refinacion quimica (clésico y tradicional) o fisica (mds moderno,
empleado por la gran industria); en ambos casos se eliminan los dcidos gra-
sos libres y otros compuestos como pigmentos, ceras y aromas no deseados
(desodorizacion) (ALBA y MARTINEZ, 2001). El proceso de refinado tiene un
impacto nutricional trascendental, ya que provoca la exclusion de los com-
puestos minoritarios que poseen especial actividad biolégica, como el escua-
leno, y que estdn presentes en el aceite de oliva virgen (AOV), ya que pudie-
ran ser estos los responsables, al menos en parte, de los efectos beneficiosos
para la salud del AOV y que no estan presentes en los aceites vegetales refi-
nados. Ademds, el refinado puede originar la formaciéon de compuestos no



232 Joaquin Carlos SURRA y cols.

deseables (ciclicos, AG trans), asi como la pérdida de aromas y colorantes
(OsADA, 2010). Una completa lista de “Denominaciones y definiciones de
los aceites de oliva” se puede encontrar en la web del Consejo Oleicola
Internacional: http://www.internationaloliveoil.org. No obstante, en el mer-
cado solo se pueden encontrar envasada cuatro categorias de aceites: aceite
de oliva virgen extra, aceite de oliva virgen, aceite de oliva y aceite de oru-
jo de oliva (ALBA y MARTINEZ, 2001).

COMPOSICION QUIMICA DEL ACEITE DE OLIVA VIRGEN

Los constituyentes del aceite de oliva pueden clasificarse en dos gran-
des grupos: uno mayoritario, la fracciéon saponificable, y otro en menor
proporcidn, los minoritarios o fraccion insaponificable, que se resume en
la tabla 1.

Tabla 1. Composicién quimica de la fraccién saponificable (composicion en dcidos
grasos por cromatografia de gases aplicables a los aceites de oliva como caracteristicas
de pureza) y fraccién no saponificable (componentes minoritarios) del aceite de oliva.

Fraccion saponificable Fraccion insaponificable

N aimboiogs " Porcentajes | oo | gy
Miristico (14:0) <0,03 | Hidrocarburos 1500-8000
Palmitico (16:0) 7,5-20,0 | Escualeno 1250-8000
Palmitoleico (16:1n7) 0,3-3,5 | Carotenos 0,5-5
Margérico (17:0) <0,30 Luteina 3-5
Heptadecenoico (17:1) <0,30 Tocoferoles 50-300
Estearico (18:0) 0,5-5,0 Clorofilasay b 0,2-5
Oleico (18:1n9) 55,0-83,0 Feofitinas ay b 0,2-20
Linoleico (18:2n6) 3,5-21,0 Compuestos terpénicos 1000-3000
Linolénico (18:3n3) < 1,00 Esteroles 800-2600
Araquidico (20:0) <0,60 | Compuestos fendlicos 20-1000
Eicosenoico (20:1n9) <040 | Alcoholes alifaticos 100-200
Behénico (22:0) <0,20
Lignocérico (24:0) <0,20

() CONSEJO OLEICOLA INTERNACIONAL, 2013.
@ Adaptada de JIMENEZ y cols., 2001; MONTEDORO y cols., 2007; GUILLEN y cols., 2009.
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La fraccion saponificable

La fraccidn saponificable (forman jabones cuando se trata con un hidré-
xido alcalino) representa = 99%, en la que principalmente son triglicéridos,
en menor medida dcidos grasos libres y pequeiiisimas cantidades de otros
componentes como mono y diglicéridos, fosfatidos, ceras y ésteres de este-
roles (Boskou, 1998). En la composicion en AG, el aceite de oliva es par-
ticularmente rico en 4cido oleico (monoinsaturado) y contiene cantidades
moderadas de 4cido palmitico y linoleico, mientras que es bajo el conteni-
do de estedrico y linolénico. Sin embargo, la composicion en dcidos grasos
y demds componentes difiere de una muestra a otra, dependiendo de la zona
de produccién del aceite de oliva, del clima, del grado de madurez de las
aceitunas y de su variedad (Boskou, 1998).

La fraccion insaponificable

La fraccién insaponificable (tabla 1) estd constituida por compuestos
que se pueden obtener tras la saponificacion del aceite. Esta fraccion,
también denominada componentes minoritarios del aceite de oliva, con-
tiene una ingente variedad de elementos; no obstante, resulta sumamente
dificil determinar todos estos compuestos minoritarios debido a su baja
concentracién y a su complejidad quimica. A estos compuestos minorita-
rios se les atribuye una diversidad de acciones bioldgicas, efectos benefi-
ciosos sobre la salud por su posible actividad antioxidante, hipolipemian-
te o antiaterogénica y también como responsables de la estabilidad del
aceite y de sus caracteristicas organolépticas (CARRASCO PANCORBO Yy
cols., 2004).

Estos constituyentes minoritarios, no obstante, se pierden en gran medi-
da durante los procesos de refinado, lo que le resta al aceite de oliva refi-
nado sus propiedades bioldgicas y organolépticas si no se enriquece con
aceite de oliva virgen (OsADA, 2010). Los elementos menores pueden dife-
renciarse entre, por un lado, los derivados de los 4cidos grasos, como ceras,
ésteres de esteroles, fosfatidos, monoglicéridos y diglicéridos, y los no rela-
cionados quimicamente con aquellos, como hidrocarburos, carotenoides,
clorofilas, tocoferoles, compuestos terpénicos, alcoholes aliféticos, estero-
les y compuestos fendlicos (Boskou, 1998).
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El contenido en hidrocarburos oscila ente el 30 y el 50% de la fraccion
insaponificable, entre los que destacan el escualeno y en mucha menor can-
tidad los carotenos (lutefna y f3-carotenos).

Escualeno

El escualeno, un hidrocarburo alifatico insaturado con seis dobles enla-
ces conjugados, es el mas abundante (hasta el 90%): alcanza concentra-
ciones desde los 1500-8000 (JIMENEZ y cols., 2001) hasta 12 000 mg/kg
(Boskou y cols., 2006) en el AOV, mientras que en los aceites refinados su
concentracion se reduce drdsticamente. Es un precursor de la biosintesis del
colesterol y otros esteroles en plantas y animales, fundamentalmente fitos-
teroles, y también es un componente mayoritario de los lipidos de humanos
(JIMENEZ y cols., 2001).

Pigmentos: carotenos y clorofilas

Los carotenos son otra familia de compuestos presentes en la fracciéon
de hidrocarburos del aceite de oliva virgen en una concentracion de 0,5 a
15 mg/kg de aceite. Entre los mayoritarios encontramos la luteina (30-60%)
y el B-caroteno (5-15%) (Boskou, 1998). A estos compuestos, ademas de ser
pigmentos, se les atribuyen propiedades antioxidantes. Ademads, el B-caroteno
en particular es un precursor de la vitamina A.

La fraccion clorofilica, a la que se debe principalmente el color del acei-
te de oliva, la integran las clorofilas a y b (4-7%) y sus derivados libres de
magnesio, las feofitinas a y b (mayoritarias, pues representan el 70-80% del
total) (Boskou, 1998).

Tocoferoles

Los tocoferoles tienen propiedades antioxidantes y desempefian un
papel beneficioso en la salud por su actividad antioxidante. El contenido
de tocoferoles en el aceite de oliva depende de varios factores, como la
variedad de la aceituna o el grado de madurez, entre otros; alcanza valo-
res que oscilan para el aceite de oliva virgen entre los 50 y los 350 mg/kg
(Boskou, 1998), dependiendo de los paises de origen, y se describen can-
tidades superiores a los 450 mg/kg (UCEDA, 2001). De los varios isémeros
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de tocoferoles, el mds abundante (< 90% del total) es el a-tocoferol, y el que
presenta una mayor actividad biolégica como vitamina E (JIMENEZ y cols.,
2001). Al igual que sucede con otros compuestos de la fraccion insaponifi-
cable, el contenido en tocoferoles se ve notablemente modificado en el pro-
ceso de refinado del aceite.

Compuestos terpénicos

Es otra de las fracciones abundantes del aceite de oliva. Pertenecen al gru-
po de los triterpenos pentaciclicos, dentro de los que destacan los dialcoholes,
el uvaol y el eritrodiol, con concentraciones que varfan de 10 a 200 mg/kg,
asi como sus correspondientes dcidos, el 4cido oleandlico y maslinico. El
uvaol y el eritrodiol estan en mayor concentracion en aceites de orujo, ya
que son mds abundantes en la piel de la aceituna: pueden alcanzar los
2800 mg/kg de aceite (Boskou, 1998). El aceite de orujo debe refinarse y mez-
clarse con AOV para que sea apto para el consumo humano, por lo que la can-
tidad de alcoholes triterpénicos es un parametro de pureza para detectar la
presencia de aceites de orujo. El interés cientifico por conocer el potencial
farmacoldgico de estos compuestos se debe a su accion bioldgica en plantas
medicinales (OSADA, 2010). Otros compuestos de este grupo son los alcoho-
les triperpénicos, entre los que destacan por su importancia la $-amirina, el
butiroespermol, el cicloartenol y el 24-metilcicloarteno (Boskou, 1998).

Esteroles

Los fitoesteroles son los homologos en las plantas al colesterol en los
animales. Son compuestos tetraciclicos cuya biosintesis comienza con el
escualeno, contribuyen a disminuir la absorcion de colesterol y poseen
accion hipolipemiante. Los mas abundantes son el -sitosterol (el 75-90%
del total de esteroles), el AS-avenasterol (el 5-36%) y el campesterol (= 3%)
(Boskou, 1998).

Compuestos fendlicos

Estos compuestos, mayoritariamente hidrosolubles, presentes en la pulpa
de la aceituna, son de naturaleza quimica heterogénea (se conocen mas de
8000 polifenoles vegetales) y forman parte de la fraccion polar que afecta
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a la estabilidad frente a la oxidacion, el sabor y el aroma del aceite de oliva,
que no estan presentes en ningun otro aceite vegetal. Se puede encontrar
una gran variedad en la composicién y la concentracion de compuestos feno-
licos entre aceites de oliva virgenes, explicadas en parte por la variedad,
grado de maduracion de la aceituna, region geografica, técnicas agricolas,
procesos de extraccion y método analitico (CICERALE y cols., 2008), entre
otros. El rango de concentraciones de polifenoles oscila de los 50-600
(JIMENEZ y cols., 2001) a los 800 mg/kg de aceite (CICERALE y cols., 2008),
aunque hay aceites con cantidades de fenoles superiores a 1000 mg/kg
(MONTEDORO y cols., 2007). Dada la gran variedad de estructuras quimicas
de los distintos compuestos fendlicos identificados, se han clasificado
(JIMENEZ y cols., 2001; MONTEDORO Yy cols., 2007; CICERALE y cols., 2008)
de muchas maneras, pero de forma reducida se podrian agrupar asi:

¢ Alcoholes fendlicos: tirosol e hidroxitirosol (en altas concentraciones) (CICE-
RALE y cols., 2008).

e Acidos fendlicos: los que derivan del dcido benzoico, entre los que se
encuentran los 4cidos galico, vanilico, protocatéquico y siringico y aque-
llos derivados del 4dcido cindmico: los 4cidos p-cumadrico, cafeico, fertlico
y sindptico.

e Secoiridoides: se encuentran la oleuropeina (glicosilada o no), el oleocantal

y el ligstrésido.

¢ Flavonoides: las hay flavonas como la luteolina y apigenina, flavonoles
como la quercetina y el kaempferol, y un flavanonol, el (+)-taxifolin, ha sido
encontrado recientemente en aceites de oliva espafioles (CARRASCO PANCORBO
y cols., 2004).

e Lignanos: se incluyen en esta categoria el (+)-pinoresinol y el (+)-1-ace-
toxypinoresinol.

Alcoholes alifaticos

Esta fraccion esta constituida por alcoholes saturados de cadena lineal
con numero par de dtomos de carbono de 18 a 28. Los mayoritarios son el
hexacosanol, el octacosanol y el tetracosanol. Estos alcoholes, al igual que
los esteroles y los alcoholes triterpénicos, pueden unirse con dcidos grasos
y constituyen los ésteres no glicéridos u otros compuestos como las ceras
(Boskou, 1998; Osapa, 2010).



ACEITE DE OLIVA VIRGEN, ALIMENTO PREVENTIVO DE LA ATEROSCLEROSIS 237

EL RATON CARENTE DE LA APOLIPOPROTEINA E
COMO MODELO ANIMAL EXPERIMENTAL

El ratén es un animal muy utilizado en investigacion por sus grandes
ventajas, se reproduce con facilidad, tiene un tiempo de generacidén corto,
ocupa poco espacio y tiene un bajo coste de mantenimiento, aunque es alta-
mente resistente a enfermedades de humanos como es la aterosclerosis
(PAIGEN y cols., 1995). Sin embargo, la generacion de ratones carentes de
determinados genes mediante manipulacién genética ha proporcionado un
poderoso instrumento para avanzar en el conocimiento de las bases mole-
culares de las enfermedades y por ello han sido reconocidos con la conce-
sion a los creadores de estas herramientas (Capechi, Evans y Smithies) del
Premio Nobel de Medicina en 2007. La carencia de la apolipoproteina E en
los ratones impide que las particulas remanentes, transportadoras del coles-
terol, como los quilomicrones y las lipoproteinas de muy baja densidad
(VLDL; very low density lipoprotein) puedan eliminarse por el higado, por
lo que se acumulan en el plasma y, finalmente, se depositan en el espacio
subendotelial de las paredes arteriales. Por ello, el raton deficiente en apoE
desarrolla una extensa aterosclerosis fibroproliferativa espontanea alimen-
tado con la dieta normal del ratén (REDDICK y cols., 1994) y presenta la
misma secuencia de formacion de la lesiéon que la establecida en otros
modelos animales y en humanos. Asi, la semejanza y la facilidad de repro-
duccién en este animal en un corto periodo de tiempo de la enfermedad
desarrollada por humanos convierten al raton ApoE-KO en un modelo rele-
vante para el estudio de los factores predisponentes, como la dieta, lo que
estd aportando una importante informacién bioldgica acerca de la influen-
cia de los diferentes componentes de esta en el desarrollo de la ateriosclero-
sis y de los mecanismos implicados (OSADA y cols., 2000; SARRIA y cols.,
2006). Este tipo de animal es fundamental en la investigacion llevada a
cabo en nuestro laboratorio, centrada en los efectos beneficiosos del aceite
de oliva virgen en la aterosclerosis.

Desde hace més de quince afios, en nuestro laboratorio, se llevan a cabo
numerosos experimentos en los que se emplea el raton ApoE-KO, que desa-
rrolla aterosclerosis espontaneamente, y que basicamente tienen un disefio
experimental semejante, en el que grupos de ratones, uno de los cuales reci-
be una dieta control, generalmente una dieta de tipo occidental (20% de
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grasa y 0,15% de colesterol), se comparan con otros grupos de animales
que toman otras dietas, bien sea cambiando el tipo de grasa o bien incor-
porando o afiadiéndose a esa dieta un compuesto minoritario del aceite de
oliva que se va a investigar. Tras doce semanas de periodo experimental, los
ratones se sacrifican en condiciones humanitarias respetando las normati-
vas de bienestar animal, tras lo cual se procede a la toma de muestras de
sangre para la obtencion del plasma y a la extraccién de una serie de 6rganos
como el corazén (que se conserva congelado para la cuantificacion de la
lesion aterosclerdtica), el higado y otros tejidos. Con los corazones conge-
lados se realizan una serie de cortes histolégicos en las vdlvulas adrticas en
un criostato mantenidos en congelacion (=27 °C). Posteriormente, estos
cortes son tefiidos con Sudan 1v para colorear de rojo los depdsitos lipidicos
de lesion aterosclerdtica y, a continuacion, se realiza una contratincién con
una solucién de hematoxilina y eosina (CALLEJA y cols., 1999), como se
muestra en la figura 2a. De estos cortes histolégicos se toman imdgenes
digitalizadas con una cdmara acoplada a un microscopio 6ptico. Para el tra-
tamiento de las imdgenes, se emplea el software Scion Image que permite,
mediante un lapiz digital, circunscribir el drea de lesion aterosclerdtica vy,
posteriormente, su cuantificacién, como se observa en la figura 2b.

Fig. 2a. Corte histoldgico de una aorta de Fig. 2b. El mismo corte, en el que se ha

ratén ApoE-KO en las valvulas adrticas, seleccionado la lesién contorneando
teflidas con la técnica de Sudan 1v para (lineas blancas) las areas de lesion

colorear de rojo los depdsitos lipidicos de aterosclerdtica con el software Scion

lesidn aterosclerética y contratefiidas con Image, que permite cuantificar el drea
una solucién de hematoxilina y eosina seleccionada.

(CALLEJA y cols., 1999).
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CONOCIMIENTO DE LOS COMPUESTOS ACTIVOS
FRENTE A LA ATEROSCLEROSIS

En uno de los experimentos preliminares, se tratd de demostrar la impli-
cacion de los componentes minoritarios del AOV. Se testaron dos aceites de
oliva virgen, uno de los cuales se sometié a un proceso de lavado que eli-
minara los compuestos minoritarios solubles, y se elaboraron dietas adicio-
nando ambos aceites al 10% que fueron administradas a ratones ApoE-KO.
Como se observa en la figura 3, la eliminacién de la fraccidn hidrosoluble
por efecto del lavado provocé la pérdida de las propiedades antiateroscle-
réticas (OsADA, 2010) del AO lavado en comparacién con la dieta control,
mientras que con la dieta con AO virgen, a pesar de contener un 10% de
aceite anadido, el drea de la lesion aterosclerdtica fue la misma que en la
dieta control.

En un experimento posterior, se evalud la importancia de los compues-
tos minoritarios, pero en dos aceites de oliva obtenidos por procedimientos
diferentes, uno tradicional por prensado y otro mds moderno por centrifu-
gado, y refinados ambos posteriormente con el fin de eliminar los compo-
nentes hidrosolubles. De estos tratamientos resulté un aceite obtenido por
centrifugado enriquecido en compuestos de la fraccion insaponificable,
tales como tocoferoles, fitoesteroles y triterpenos. Ambos tipos de aceites
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Fig. 3. Efecto de una dieta enriquecida con un 10% de aceite de oliva virgen extra (virgen)
o aceite de oliva virgen lavado (lavado) en la superficie del drea de lesidn respecto
a ratones alimentados con una dieta control (OsADA, 2010) (resultados no publicados).
Diferencias estadisticas, a: P < 0,05 mediante andlisis estadistico de Mann-Whitney.
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se administraron al 10% en la dieta a los ratones ApoE-KO y se compararon
con una dieta control sin aceite. Como muestra la figura 4, la dieta suple-
mentada con aceite prensado y refinado incremento significativamente la
lesién aterosclerdtica respecto al grupo control, mientras que en los que
consumieron la dieta enriquecida con el aceite centrifugado y refinado
(enriquecido en compuestos minoritarios insolubles en agua) esta indujo
una disminucién de la lesion, incluso frente a los del control, a pesar de
ser una dieta suplementada con un 10% mads de grasa, en este caso el aceite
de oliva centrifugado (ACIN y cols., 2007).

Como se ha podido comprobar por los experimentos anteriores, los com-
ponentes de la fraccion hidrosoluble del aceite de oliva son importantes, pues
retrasan el desarrollo de la aterosclerosis en los ratones ApoE-KO.

No existen dudas de que un factor determinante en el desarrollo de la
aterosclerosis es la oxidacion de lipidos de las lipoproteinas de baja densi-
dad, las LDL (Low Density Lipoprotein, o cominmente llamado colesterol
malo) (Luc y FRUCHART, 1991). Asimismo, se ha relacionado que el con-
sumo de AOV ejerce un papel protector de la oxidacién de las LDL y va
asociado a su contenido en compuestos fendlicos. Por lo ya mencionado en
la composicidn del aceite de oliva: la presencia en altas concentraciones de
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Fig. 4. Valores medios de las dreas de lesién en ratones ApoE-KO alimentados con dieta
control o enriquecida con un 10% de aceites de oliva prensado o centrifugado, ambos
refinados. Diferencias estadisticas, a: P < 0,05 respecto a control y b: P < 0,05 vs.
prensado, mediante prueba estadistica de Mann-Whitney (ACIN y cols., 2007).
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un alcohol fendlico como el hidroxitirosol, que posee una potente capacidad
antioxidante tanto in vitro como in vivo (VISIOLI y cols., 2000). Se ha inves-
tigado el efecto del hidroxitirosol en el desarrollo de aterosclerosis en rato-
nes ApoE-KO, administrdndolo en el pienso a una dosis farmacoldgica de
10 mg/kg ratén/dia. Los resultados indicaron que el hidroxitirosol, a esta
dosis y en dietas bajas en colesterol, inducia un mayor desarrollo de la ate-
rosclerosis (ACIN y cols., 2006), como se muestra en la figura 5. Estos
resultados sugieren que compuestos, en este caso el hidroxitirosol, al
menos en ratones ApoE-KO, administrados aisladamente fuera de la matriz
del alimento original, pueden tener efectos perjudiciales en la aterosclerosis,
contrariamente a las nuevas propuestas de las teorias simplistas o minima-
listas de que un compuesto administrado aisladamente pueda no tener el
efecto deseado que se le presupone si no se mantiene el entorno natural en
el que se encuentran estas moléculas (ACIN y cols., 2006).

Otro compuesto presente en importantes cantidades en el aceite de oli-
va virgen es el hidrocarburo escualeno, por lo que ha sido también inves-
tigado en nuestro laboratorio. El escualeno administrado en la dieta de
ratones ApoE-KO a dosis de 1 mg/kg ratén/dia redujo el desarrollo de ate-
rosclerosis, pero solo en los machos (fig. 6), no tuvo efecto en las hembras,
lo que sugiere una accion dependiente del sexo, al menos en este modelo
experimental.
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Fig. 5. Efecto de la administracion de hidroxitirosol en la dieta sobre el drea de lesion
aterosclerdtica en ratén ApoE-KO. Diferencias estadisticas, a: P < 0,05 respecto
a control (ACIN y cols., 2000).
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Fig. 6. Efecto de la suplementacion con escualeno en la dieta de ratones ApoE-KO
sobre las dreas de lesion aterosclerdticas. Diferencias estadisticas, a: P < 0,05 respecto
a control (GUILLEN y cols., 2008).

CONCLUSIONES

El ratén carente de apolipoproteina E resulta un modelo animal adecuado
para abordar el estudio de la influencia del aceite de oliva y/o sus compo-
nentes en el desarrollo de la aterosclerosis, lo que ha permitido desentrafiar
las discrepancias en los incipientes estudios con aceite de oliva al consta-
tarse las diferencias en las respuestas a los aceites con contenidos distintos
en sus componentes minoritarios y avanzar en el conocimiento del efecto
beneficioso de este alimento. También ha contribuido a aclarar que no todas
las grasas, un nutriente de alto contenido energético, pueden tener el mis-
mo efecto colesterolémico o aterogénico.

La accion beneficiosa y las propiedades antiaterosclerdticas del aceite
de oliva virgen pueden atribuirse en parte a la presencia de esos compo-
nentes minoritarios en estos aceites. Su potencial efecto bioldgico se reduce
o desaparece en aquellos aceites de oliva que han sido sometidos a ciertos
procesos de lavado y/o refinado en los que se han eliminado dichos com-
ponentes.

Para la administraciéon de un compuesto aislado con potenciales propie-
dades farmacoldgicas no se debe caer en la simplificacion de que este vaya
a ejercer su efecto como tal en un comprimido. Cada vez hay mas consenso
en que la matriz en que se encuentra dicho compuesto es importante y que
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el alimento en su conjunto es importante para ejercer su efecto, por lo que
puede ser mas saludable su consumo integro que incorporado en alimentos
distintos de su continente o en suplementos.
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