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= Objetivos

El objetivo de esta tesis es determinar la capacidad protectora del aceite de oliva y de los

compuestos fenolicos del aceite de oliva frente el estrés oxidativo.

Para alcanzar este objetivo se plantearon diversos objetivos parciales:

1. Andlisis de la capacidad protectora in vitro de los compuestos fendlicos del aceite de oliva sobre
la oxidacion dela LDL.

1.1. Influencia de los distintos componentes del aceite de oliva en la proteccion de la LDL a la
oxidacion

1.2. Efectos de los extractos fendlicos de aceite de oliva sobre la proteccion de la LDL a la

oxidacion

2. Andlisis de la capacidad de union a la LDL de los compuestos fendlicos en general y de los
compuestos fendlicos del aceite de oliva en particular

2.1. Capacidad de los compuestos fendlicos de la dieta de unirse a las LDL humanas in vivo.

2.2. Estudios in vitro sobre la capacidad de union de los compuestos fendlicos del aceite de oliva a

la LDL humana.

3. Evaluacion del efecto de los compuestos fendlicos sobre la oxidaciéon de la LDL en humanos
3.1. Efectos sobre €l estrés oxidativo postprandial de la ingestion aguda de aceite de oliva virgen
3.2. Efectos a corto plazo de la ingestion regular y moderada durante una semana de aceite de oliva
virgen sobre el estrés oxidativo

3.3. Efectos a largo plazo de la ingestion de aceites de oliva con diferente contenido fendlico sobre

la proteccion de la LDL ala oxidacion.



HIPOTESISDE TRABAJO



= Hipétesis de trabajo

1. El contenido total de compuestos fendlicos del aceite de oliva posee una capacidad protectora de
la oxidacion de la LDL Dicha proteccion es independiente y diferencial respecto a los otros

componentes del aceite de oliva.

2. Dado que los compuestos fendlicos del aceite de oliva son biodisponibles, podrian unirse a las

particulas humanas de LDL.

3. La ingestion de aceite de oliva virgen podria ejercer un efecto protector frente al estrés oxidativo

postprandial.

4. El consumo moderado y regular de aceite de oliva virgen, a dosis cercanas a las de un consumo
habitual en nuestro medio, puede ejercer efectos beneficiosos sobre el balance

oxidacion/antioxidacion.

5. Los efectos beneficiosos del consumo moderado y regular de aceite de oliva sobre la oxidacion

de la LDL estarian asociados al contenido fendlico del aceite de oliva.
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= Introduccion

1. Radicales libres generados en el organismo humano

Un radical libre es una especie quimica definida que tiene en su estructura uno o mas electrones
desapareados, lo que lo convierte en un compuesto altamente inestable y fugaz con gran capacidad
de formar otros radicales libres por reacciones quimicas en cadena ' %. Una vez generados, los
radicales libres aparean rdpidamente el electron desapareado uniéndose a otro radical libre o,
cediendo o arrancando un electrén a una estructura molecular adyacente no radicalaria, con el fin de
estabilizarse. La vida aerdbica precisa oxigeno para oxidar los nutrientes provenientes de la dieta y
obtener asi energia. La reduccion parcial de la molécula de oxigeno puede generar especies reactivas
de oxigeno como el hidroperoxido de hidrégeno (H»O,) y los radicales libres, superoxido (O;"),
hidroperéxilo (HO5') e hidroxilo (OH) * *. Los 6xidos de nitrogeno, 6xido nitrico (ON) y diéxido
nitrico (NOy), son asimismo radicales libres. El 6xido nitrico tiene especial interés por ser
sintetizado por las células endoteliales como factor vasodilatador. Cuando el 6xido nitrico reacciona
con el superdxido se produce el peroxinitrito (ONOO"), con un gran poder oxidante *. La definicion
de radical libre también incluye los metales de transicion cuando éstos tienen uno o mas electrones
desapareados *. A concentraciones moderadas y dada su corta existencia, los radicales libres pueden
desempefiar un importante papel como mediadores en la regulacion de varios procesos fisiologicos °
6, como mediadores de los efectos del factor de crecimiento derivado de las plaquetas sobre las
células musculares lisas ', activadores de la adenilato ciclasa 8 0 vasodilatador como en el caso del
6xido nitrico (ON) °. Pero a concentraciones elevadas, pueden dafiar la mayoria de los
constituyentes celulares y son notablemente peligrosos para los organismos vivos °. Los radicales
libres se sintetizan fisiologicamente en el organismo humano como parte del metabolismo
energético, pero la produccion se incrementa frente a diferentes agresiones como infecciones,
gjercicio fisico extremo, dietas desequilibradas, toxicos alimentarios y contaminantes ambientales
entre otros. Los radicales libres son capaces de dafiar (de forma reversible o irreversiblemente) todo
tipo de compuestos bioquimicos, incluyendo &4cidos nucleicos, proteinas y aminoacidos libres,
lipidos, carbohidratos y macromoléculas del tejido conectivo (figura 1) '°. Los 4cidos grasos
poliinsaturados (AGPI) son especialmente sensibles, dentro del grupo de los lipidos, al ataque de los

1

radicales libres ''. Estos radicales libres pueden alterar la actividad celular, tanto a nivel de

funciones de membrana, del metabolismo o de expresion génica '°.



Figura 1. Desequilibrio entre la produccién de especies reactivas y las defensas
antioxidantes del organismo

Metabolismo aerobio, infeccién, inflamacion,
ANTIOXIDANTES: tabaco, radiacion ultravioleta

: endogenos i
exogenos

Radicales libres
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’ OXIDACION ADN
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_ ) _ROO_— .
MUFA Perdéxidos lipidicos . Mutagénesis
ha LDL OXIDADA Lipidos
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1.1. Equilibrio entre especies reactivas y mecanismo antioxidantes

Los efectos dafiinos de los radicales libres estan controlados en el organismo humano mediante un
amplio espectro de antioxidantes de origen enddgeno (enzimas antioxidantes, glutation, albumina,
transferrina, ceruloplasmina, haptoglobulina, hemopexina, acido urico, bilirrubina, albumina) y
exogeno a través de la dieta [vitaminas E y C, carotenoides, selenio y dentro del grupo de
compuestos fenolicos (CF), se encuentran los &cidos fendlicos, fenoles no carboxilicos y
flavonoides] (figura 1) *. Segin su modo de actuacién en el organismo los antioxidantes se
clasifican en primarios, secundarios o terciarios (tabla 1).

Muchos compuestos antioxidantes actian por un inico mecanismo, pero otros como por ejemplo los

13 14 (1 s : .
. Los compuestos fenolicos estabilizan los radicales libres

CF pueden tener acciones combinadas
al ceder un hidrogeno de sus grupos hidroxilos, formandose un puente de hidrogeno entre dos
grupos cercanos. El grado de actividad de los CF y de otros muchos antioxidantes, esta relacionado
con el nimero de grupos hidroxilo que posee la molécula '° '® Cabe destacar también que se ha

descrito un sinergismo entre las distintas moléculas antioxidantes in vitro '” ¢ in vivo '*,



Tabla 1. Clasificacion de los compuestos antioxidantes segiin su modo de actuaciéon

Primarios.  impiden la formacion de radicales libres (quelantes de metales de
transicion)

Secundarios. interrumpen la reaccion de propagacion por inactivacion
(como el alfa-tocoferol y el 4cido ascorbico)
0 desplazan a las especies reactivas de oxigeno (como el acido
ascorbico, carotenoides, glutation y la mayoria de enzimas antioxidantes)

Terciarios:  reparan el dafio causado a las moléculas o eliminan aquellas que se han
estropeado

Fuente: obtenida de las referencias 2

Entre los componentes del sistema antioxidante endogeno destacan las enzimas antioxidantes. En la
figura 2 estan representadas las distintas vias metabdlicas de accion de estas enzimas antioxidantes.
La paroxanasa es una enzima extracelular especifica de las lipoproteinas de alta densidad (HDL) que
se encuentra asociada a la apolipoproteina-A1 '°; Esta enzima es capaz de hidrolizar los peréxidos
lipidicos y destruir las moléculas proinflamatorias producidas por la inflamacion de las lipoproteinas
de alta densidad (LDL) . La concentraciéon de la paroxanasa aumenta de forma masiva en las
placas de ateroma, posiblemente en respuesta al aumento del estrés oxidativo *°. Las actividades
enzimaticas de la superdxido dismutasa (SOD) y glutation peroxidasa (GSH-Px) estan consideradas
como una de las defensas antioxidantes enddgenas mas importantes del organismo frente a la

21 4 , . . . .
. En los mamiferos existen 3 isoenzimas de SOD, 2 intracelulares

produccion de radicales libres
(CuZn-SOD citoso6lica y Mn-SOD mitocondrial) y una extracelular. La SOD cataliza la dismutacion
del anion superdxido (O,7) a H,O,. El H,O; es desactivado por la catalasa asi como por la GSH-Px,
que oxida el glutation (GSH), formdndose H,O mas O,. Asimismo la GSH-Px, cuya actividad es
selenio dependiente, convierte los hidroperéxidos formados por los radicales libres en alcoholes no
toxicos *. La isoenzima glutation-S-transferasa (GSH-S-T) es selenio no dependiente, a diferencia de
la GSH-Px, y participa en la biotransformacion de muchos compuestos **; La GSH-S-T puede
catalizar la conjugacion del GSH con una gran variedad de peroxidos organicos (los lipoperoxidos
inclusive) formandose compuestos més hidrosolubles 2 La glutation reductasa (GSSG-RdA) tiene la
funcién de regenerar el glutation oxidado (GSSG). Las actividades de las enzimas antioxidantes

dependen del equilibrio entre su consumo o inactivacion, y su induccion. La induccién mantenida de

enzimas antioxidantes representaria un factor protector frente a la generacion de radicales libres .



Asi el incremento de actividad de CuZn-SOD y GSH-Px se considera uno de los efectos
beneficiosos del precondicionamiento isquémico sobre el miocardio **. Por otra parte, se han

descrito grados de actividad de SOD y GSH-Px bajos, en enfermedades relacionadas con el estrés
27

2

oxidativo incluyendo la EC (enfermedad coronaria) > diabetes mellitus %, neoplasias
2 . e 2

enfermedades glomerulares renales ** y enfermedades cerebrales asociadas al envejecimiento *°. La

actividad de estas enzimas esta siendo investigada en la actualidad como posible marcador bioldgico

: . . 30
de diversas patologias como la aterosclerosis .

Figura 2. Enzimas antioxidantes endogenos

SOD
0, + 0, +2H* H,0,+ 0,
CAT GSH-P
H,0, H,0+ 0, 2 GSH + H,0, Y, H,0+0,
GSH  GSSG
v
GSSG-Rd
GSH-S-T

GSH + perdxidos organicos ———————  compuestos mas hidrosolubles

PON: hidroliza los peroxidos de lipidos

SOD, superoxido dismutasa; CAT, catalasa; GSH-Px, glutation peroxidasa; GSSG-Rd, glutation reductasa; GSH,
glutation reducido; GSSG, glutation oxidado; GSH-S-T, glutation transferasa; PON, paroxanasa

Los posibles efectos dafiinos de las moléculas reactivas de oxigeno, nitrégeno, hierro y cobre, son
controlados por la barrera antioxidante organica. No obstante el estrés oxidativo surge fruto del
desequilibrio entre la produccion de especies reactivas y las defensas antioxidantes del organismo *
(figura 1). Los radicales libres se han asociado, a multitud de procesos clinicos (lesiones
inflamatorias, lesiones por toxicos y radiaciones, sobrecarga de hierro, enfermedades autoinmunes,
deficiencias nutricionales, diabetes, aterosclerosis, enfisema pulmonar, artritis reumatoide,

. . . . . C . . 10 31 32
enfermedad de Parkinson, demencia senil, amiloidosis, envejecimiento y neoplasias) )



1.2. Determinacion del estado oxidativo/antioxidativo

Actualmente se dispone de una amplia gama de métodos de laboratorio para determinar el estado
oxidativo/antioxidativo. Entre otros se han propuesto como biomarcadores del estrés oxidativo, la
determinacion de equivalentes de malondihaldeido, concentraciéon de compuestos antioxidantes,
relacion entre el glutation reducido y oxidado (GSH/GSSG ratio), poder antioxidante segin la
reduccion del i6n férrico, actividad de los enzimas antioxidantes, marcadores de la oxidacion
proteica, del acido desoxirribonucleico (DNA) y, por ultimo, indicadores especificos de la

peroxidacion lipidica. En la tabla 2 se presentan algunos de los marcadores de estrés oxidativo mas

utilizados.
Tabla 2. Marcadores de estrés oxidativo
Determinacion Método de Laboratorio
GSH-Px enzimatico Se usa el hidroperoxido de
(Plagia & Valentine) cumeno como oxidante. Se
mide la disminucion de la abs
a 340nm (NADPH)
GSSG-Rd enzimatico Se mide la disminucion de la
abs a 340nm (NADPH)
SOD enzimatico Se mide la inhibicién de la
(McCord & Fridovich) reduccion del INT
GSH/GSSG HPLC
Alfa-tocoferol HPLC
Beta-caroteno HPLC

Compuestos fendlicos GC-MS/HPLC

GSH-Px, glutation peroxidasa; GSSG-Rd, glutation reductasa; SOD, superdxido dismutasa; GSH, glutation reduit;
HPLC, cromatografia liquida de alta precision; GC-MS, cromatografia de gases- espectrometria de masas; INT, 2-
(4-iodophenyl)-3-(4-nitrophenol)-5-phenytetrazolium chloride

Fuente: obtenida de la referencia *

Dentro de las técnicas disponibles para la determinacion de la oxidacion lipidica (tabla 3), existen
unos métodos directos y indirectos **. Durante mucho tiempo la resistencia de la LDL a la oxidacion
mediante la monitorizacidon de la formacion de DC (dienos conjugados) espectrofotométricamente,
ha sido el método mas ampliamente aceptado a pesar de ser una medida indirecta de la peroxidacion
lipidica **. Se dispone ademas de técnicas de enzimoinmunoensayo para la determinacion de

anticuerpos anti LDL oxidada. Por ultimo cabe destacar como métodos analiticos directos de la



lipoperoxidacion la determinacion de F-isoprostanos (compuestos derivados de la lipoperoxidacion
del acido araquidonico), lipoperoxidos e hidroperoxidos, aldehidos, oxisteroles (productos derivados

de la oxidacion del colesterol) y LDL oxidada mediante anticuerpos contra la apoproteina B

oxidada.
Tabla 3. Marcadores de lipoperoxidacion
Marcador de: Método de
Laboratorio
LPO/aldehidos GC-MS Extraccion, separacion por CG,
identificacion por MS
LPO GSH-Px Adicion de GSSG-Rd y NADPH para

recuperar GSH, la disminucién del NADPH
es un marcador de LPO

Aldehidos Fluorometro Aldehidos reaccionan con grupos amino,
dando bases Shiff (-N-C=C-C=N-);430nm
(luz emision), 360nm (luz excitacion)

Aldehidos GC-MS, HPLC, Uso de anticuerpos para determinar proteinas
anticuerpos modificadas  por  productos de Ia

lipoperoxidacion
TBARS Test TBA Incubar TBA y suero a 100°C, leer aductos

TBA-MDA a 532nm (espectrofotometro) o
553nm (fluorémetro).

Dienos conjugados Espectrofotometro (UV) Oxidacié de AGI produce la formacion de
DC, que se puede detectar a 234nm.

Ac anti-LDL oxidada EIA ELISA: LDL oxidada con cobre ligada a la
placa

LDL oxidada EIA ELISA: Ac anti epitopos de ApoB oxidados
ligados ala placa

Pérdida de AGI CG o HPLC (andlisis de Util como marcador de lipoperoxidacion

AG) inducida

Pentano, etano, CG Analisis de gases formados durante la

isopreno lipoperoxidacion (control riguroso)

Oxisteroles GC-MS Marcadores de aterogénesis y reguladores de
la homeostasis del colesterol

F2-isoprostanos GC-MS, HPLC, EIA  Isémeros de prostaglandinas producidos en
la peroxidacion de 4cido araquidonico
(formacion no enzimatica)

RL inertes Resonancia de spin Creacion de RL estables que ha permitido

electrénico inferir y identificar factores de estabilidad

radicalaria

LPO, lipoperoxidos; GC-MS, cromatografia de gases- espectrometria de masas; GSH-Px, glutation peroxidasa;
GSSG-Rd, glutation reductasa; HPLC, cromatografia liquida de alta precision; TBARS, sustancias reactivas al
acido tiobarbiturico; TBA, acido tiobarbiturico; MDA, malondialdehido; UV, ultravioleta; DC, dienos conjugados;
Ac, anticuerpos; EIA, enzimoimmuno ensayo; CG, cromatografia de gases; AGI, acidos grasos insaturados.
Fuente: obtenida de la referencia *
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2. Efectos de las especies reactivas

2.1. Oxidacion proteica

La oxidacion proteica se define como una modificacion covalente en una proteina inducida por
especies reactivas >. Los cambios oxidativos en proteinas pueden comportar diversas consecuencias
en su funcion, como la inhibicion de la actividad enzimatica, un incremento de la susceptibilidad a
la agregacion y proteolisis, un aumento o disminucion de la captacion celular y una alteracion de la
inmunogénesis *°. Los carbonilos proteicos son los marcadores de la modificacion oxidativa proteica
més ampliamente utilizados, aunque existen otros como la o-tirosina, cloro-, nitro- y di-tirosina °,
Las especies reactivas de oxigeno y nitrogeno, pueden oxidar los aminoacidos de proteinas
formando los carbonilos proteicos *°, que han sido asociados con el envejecimiento y la severidad de

algunas patologias *°.

2.2. Oxidacion del Acido Desoxirribonucleico

El ADN en las células vivas, sufre constantemente lesiones a nivel molecular seguidas de procesos
fisiologicos de reparacion *’. Los productos de las lesiones oxidativas del ADN, como nucledsidos y
bases oxidados, tienen una naturaleza hidrofilica y suelen excretarse en orina sin sufrir cambios
metabolicos *’. Cabe destacar que los productos de oxidaciéon del ADN en orina representarian la
proporcion media de lesion en el organismo, mientras que el nivel de bases oxidadas en el ADN
nuclear de una muestra seria la concentracion especifica de esa muestra *’. Los marcadores de lesion
oxidativa de ADN en humanos son la determinacion de nucledsidos y bases oxidados en orina (8-
ox0-2’-deoxiguanosina, 8-oxoguanina, timina glicol, timidina glicol y 5-hidroximetiluracilo) *’, y la

deteccion de modificaciones en ADN aislado de tejido o células ** ** .

2.3. Peroxidacion lipidica

Los radicales libres inician y causan la peroxidacion de los lipidos (triglicéridos, fosfolipidos,
lipoproteinas), particularmente aquellos que componen las membranas celulares . La peroxidacion
lipidica es un proceso radicalario autocatalitico que transcurre en 3 etapas. La etapa de iniciacion se
desarrolla cuando los radicales libres captan un atomo de hidrégeno (H") de un carbono metileno de
un AGPI, formandose un doble enlace alterno coplanar denominado DC *. Tras la pérdida del 4tomo
de hidrégeno, el atomo de carbono queda con un electrén desapareado generandose un radical

carbonilo (R) que se estabiliza formando un DC (figura 3). En la etapa de propagaciéon el DC
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reacciona con el oxigeno dando lugar a un radical peréxilo (ROO), el cual seguidamente capta otro
H" de otro AGPI, dando lugar a un lipoperoxido (ROOH) y a otro radical carbonilo, iniciandose una
reaccion en cadena autocatalitica (figura 3) * En la fase de terminacion 2 radicales carbonilo
reaccionan entre ellos formando un producto estable e inactivo (R-R) o cuando un radical peroxilo
es estabilizado por un antioxidante. Un lipoperoxido es una especie quimicamente bastante estable
pero en presencia de metales divalentes como el Fe?", puede generar un radical alcoxilo, que
conlleva la formacién de determinados productos terminales de oxidacion de toxicidad diversa como

el malondihaldeido, hidroxinonenal y hexanal o

Figura 3. Mecanismo en cadena de la peroxidacion de los lipidos insaturados
iniciado por un radical libre y propagado por el oxigeno molecular

R:+ -CH=CH-CH,- s R-H + -CH=CH-CH--
(grupo insaturado) (radical alilo)

-CH=CH-CH(0-0")-
-CH=CH-CH:- + O, (radical peroxilo)

-CH=CH-CH (0-0-)- + -CH=CH-Ch, — > -CH=CH-CH (O-OH)- + -CH=CH-CH--
(hidroperoxido)

Fuente: obtenida de la referencia **

La peroxidacion lipidica tiene un papel trascendental en la fisiopatologia de la arteriosclerosis, como
mas adelante se analiza en el apartado 4 (Hipoétesis oxidativa de la Enfermedad Arteriosclerdtica:

Papel de la LDL oxidada).

3. Metabolismo de la lipoproteinas

En la tabla 4 se presenta la composicion, funcion y vida media de las principales lipoproteinas.
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Tabla 4. Composicién, funcion y vida media de las principales lipoproteinas

Quilomicrones VLDL LDL HDL
Tamafio (nm) 75-600 30-80 21-22 7,5-10
Densidad (Kg/L) <0.95 0,95-1,006 1,006-1,063 1,063-1,21
Origen intestino higado plasma intestino e higado
Eliminacion higado higado captacion celular higado
(transformacion
en LDL)
Funcién transporte de TG transporte de TG aporte de colesterol transporte reverso de
exogenos enddgenos colesterol
Vida media 1 hora 1-3 horas 2,5-3,5 dias 5-6 dias
Composicion proteinas: 0,5-2% proteinas: 7,7% proteinas: 22,3% proteinas: 51,9%
lipidos: 98-99,5% lipidos: 90,1% lipidos: 78,3% lipidos: 48,6%
(triglicéridos: 84%) (triglicéridos: 55%) (colesterol: 44%) (colesterol: 22%,
fosfolipidos: 23%)
Apoproteinas B-48, A-1, A-1V, C, E, B-100 B-100 A-I, A-I1, C
C,E

Fuente: obtenida de las referencias ** *°

Los triglicéridos y el colesterol penetran en el plasma en forma de particulas lipoproteicas ricas en
triglicéridos [quilomicrones (QM) y lipoproteinas de baja densidad (VLDL)], que suministran
acidos grasos a los tejidos para los requerimientos energético y almacenamiento. La grasa exdgena
de la dieta es transportada desde su lugar de absorcion intestinal en forma de QM. Los triglicéridos
enddgenamente sintetizados son transportados desde el higado en las VLDL. La lipoproteinlipasa,
una enzima presente en la superficie de las células endoteliales, hidroliza triglicéridos y diglicéridos
de los QM y las VLDL. Posteriormente los lipidos superficiales y algunas apolipoproteinas son
transferidos a la HDL. El QM residual se fija a la superficie de los hepatocitos, penetra por un
proceso regido por un receptor altamente especifico y finalmente es degradado *. El higado es el
principal 6rgano responsable de la sintesis de colesterol y triglicéridos del organismo. El colesterol y
los 4cidos grasos que llegan al higado, juntamente con el colesterol y triglicéridos sintetizados por
este, se utilizan en la formacion de VLDL. A medida que parte de los fosfolipidos de la VLDL
plasmatica son degradados por la lipoproteina lipasa y otras lipasas, la apolipoproteina B cambia de
conformacién y facilita que la particula de VLDL pueda captar Apolipoproteina E . La hidrélisis
de sus triglicéridos y la transferencia de colesterol no esterificado y apolipoproteinas desde la VLDL
a HDL, y de ésteres de colesterol desde la HDL a la VLDL, conduce a que la VLDL se transforme
primero en IDL y posteriormente en LDL posiblemente a través de la lipasa hepatica **; por otra

parte las particulas de VLDL también pueden degradarse por el higado **. La particula de LDL

13



suministra colesterol a los tejidos a través de la ndocitosis, regida por los receptores de LDL tanto en
tejidos hepaticos como extrahepaticos. La HDL es segregada principalmente en el higado como en
el intestino, acumula colesterol de las membranas celulares y de otras lipoproteinas, y transfiere los
ésteres de colesterol a la VLDL y IDL *°. La lecitina colesterol acil transferasa insolubiliza el
colesterol de la superficie de la HDL y facilita su migraciéon a su interior de la particula o la

transferencia a otras lipoproteinas *.

4. Hipdtesis oxidativa de la Enfermedad Arteriosclerotica: Papel de la LDL oxidada
Actualmente la hipotesis mas aceptada considera la aterosclerosis como el resultado de una

respuesta inflamatoria de la pared a diferentes formas de lesion adoptando dicho proceso un caracter

crénico 47 4,

4.1. Oxidacion delaslipoproteinas de baja densidad

Figura 4. Hipétesis oxidativa de la Arteriosclerosis: papel de la oxidacién de la LDL
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La acumulacion de LDL en el espacio subendotelial parece ser uno de los primeros episodios
asociados al desarrollo de lesiones ateroscleroticas. En zonas donde existe una disfuncion endotelial

que facilita la infiltracion de LDL al espacio subendotelial, las LDL penetran, interaccionan con
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proteinas de matriz extracelular y sufren procesos de modificacion. La modificacion de las LDL de
la que se tiene un mayor conocimiento es la oxidacién *, en la que intervienen, en un primer
momento, las células endoteliales y, posteriormente, las células musculares lisas (CML) y los
macrofagos (figura 4). La oxidacion de las LDL desempeiia un papel clave en el proceso de
acumulacion de material lipidico en las placas **. Se ha demostrado la existencia de LDL oxidada
(LDLox) en las placas aterosclerdticas humanas ''. El primer paso en la oxidacion de las LDL, es la
generacion de las LDL minimamente modificadas, que presentan un grado de oxidacion
relativamente bajo, pero que activan el endotelio y poseen mayor capacidad que las LDL nativas de

. . .y . 152
inducir la adhesién de monocitos *° °!

. Posteriormente se generan unas particulas de LDL con un
mayor grado de oxidacion y que poseen unas propiedades aterogénicas bien establecidas (tabla 5).
La oxidacion de las LDL puede estar potenciada por procesos patologicos subyacentes como la
diabetes, ya que concentraciones elevadas de glucosa promueven la glicosilacion y aceleran la

oxidacién .

Tabla 5. Propiedades fisiopatoldégicas de la LDL oxidada

1. Inducen la expresion de la MCP-1 y de moléculas de adhesion como la VCAM-1
y la P-selectina en células endoteliales, lo que facilita la union de monocitos
circulantes al endotelio.

2. Promueven la diferenciacion de monocitos a macréfagos™*.

3. Provocan apoptosis de las células endoteliales y alteran la produccién por las
células endoteliales de ON.

4.  Estimulan la proliferacion de células musculares lisas.

5. Modulan la activacion en estas células de factores como el factor nuclear kappa B
(NF-kB), punto clave en la activacion de multiples efectos ligados al proceso

ateroscleroético.

6.  Promuevan la agregacion plaquetar y la formacion de trombos.

MCP-1, proteina-1 quimiotactica para monocitos; VCAM-1, molécula 1 de adhesion vascular; ON, 6xido nitrico;
NF-kB, factor nuclear kappa B.

: : 4 9 111
Fuentes: obtenida de las referenciag >° 3¢ 34 37 58 39 60 61 11
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4.2. Activacion de monaocitos a macrofagos

Los monocitos circulantes, atraidos por las LDLox retenidas en la pared y la produccion
incrementada de la proteina-1 quimiotactica para monocitos (MCP-1), se adhieren al endotelio y
migran a la intima >. Posteriormente, el monocito atraviesa el endotelio a través de los espacios
intercelulares. La activacion en la intima de los monocitos a macrofagos es estimulada por las LDL
modificadas y diferentes moléculas producidas por los linfocitos T, las células endoteliales y las

CML (figura 4).

4.3. Captacion de LDL por macrofagos y células musculares lisas. Formacion de la estria grasa

En condiciones fisiologicas cuando una célula necesita colesterol expresa unos receptores
especificos para las lipoproteinas que lo transportan. Por otra parte la LDL estd expuesta a diferentes
tipos de agresiones moleculares que pueden alterar la apolipoproteina B-100, y evitar que pueda ser
reconocida por los receptores normales de la LDL ** . No obstante algunas extirpes celulares como
los macrofagos expresan unos receptores denominados ‘“scavenger” que si son capaces de
interaccionar con la LDL modificadas e internalizarlas ®. Los receptores “scavenger” mejor
caracterizados son los tipos I y II de la clase A, que han sido clonados en diferentes modelos
animales y en humanos . En dichos receptores la region de union a las LDLox posee una elevada
carga positiva y cualquier modificacion de las LDL que aumente su carga negativa (como la
oxidacion y la glicosilacion) posibilita su captacion por este tipo de receptores . Ninguno de estos
receptores implicados en la captacion de LDL modificada estd regulado por la concentracion
intracelular de colesterol, por lo que se produce una acumulacion de colesterol en los macrofagos
masiva y descontrolada formandose las células espumosas ®’. La posterior acumulacion en la intima
de las células espumosas origina la formacion de la denominada estria grasa ®’. La estria grasa
corresponde a la lesion tipo II en la clasificacion aceptada por la American Heart Association, que

categoriza las lesiones aterosclerdticas en VIII fases o estadios .

4.4. Papel del endotelio vascular en la patogénesis de la enfermedad arteriosclertica

El endotelio integra diversas funciones reguladoras que contribuyen a mantener la homeostasis de la
pared vascular. E1 ON liberado por el endotelio no sélo contribuye a mantener el tono arterial °, sino
que también evita la proliferacion de las CML, disminuye la adhesion de monocitos y la agregacion

de plaquetas, y preserva de la oxidacion a las LDL ®. Por otra parte el endotelio posee propiedades
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antitromboticas ya que participa en la activacion de la antitrombina III °. Los principales factores
que pueden provocar una disfuncion endotelial y con ello perturbar todas las propiedades
antiaterogénicas del endotelio son la LDLox y el colesterol, aunque existen multiples factores como
toxinas bacterianas y sustancias inmunorreguladoras. Una disfuncion endotelial puede producir una
perturbacion del balance entre los agentes vasoactivos o entre sus funciones pro y
antitrombogénicas, con el consiguiente incremento de la adhesion de plaquetas. El endotelio expresa
ademads proteinas de membrana que actiian como moléculas de adhesion para receptores especificos
de monocitos y linfocitos T. Estas moléculas son selectinas como la E- y la P-selectina y proteinas
pertenecientes a la familia de las inmunoglobulinas como molécula 1 de adhesion vascular (VCAM-
1) y las moléculas 1, 2 y 3 de adhesion intercelular (ICAM-1, ICAM-2 y ICAM-3) (figura 4) ”'. El
dominio extracelular de estas moléculas de adhesion puede facilmente liberarse al torrente
circulatorio; por ello, en la actualidad se evalta la validez de los fragmentos solubles de estas
moléculas como marcadores de evolucion de las lesiones aterosclerdticas y procesos patoldgicos

asociados * 7.

4.5. Proliferacion delas células musculareslisas

Las células musculares lisas de la media activadas por citocinas y factores de crecimiento liberados
en las lesiones, migran a la intima atraidas por factores quimioatrayentes y proliferan contribuyendo
a la evolucion de las lesiones ™. Las CML son el componente celular mayoritario (incluso un 90%)
de las lesiones ateroscleréticas iniciales . Actualmente se especula sobre un posible papel protector
de las CML atribuido mayoritariamente a la sintesis de proteinas de matriz extracelular, como el
colageno y proteoglicanos '*. La destruccion de la matriz extracelular por enzimas producidas por
macrofagos, originandose un gran nucleo lipidico envuelto por una cubierta fibrosa delgada, que

contribuye a la inestabilizacion y rotura de la placa (figura 5) ° ™.
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Figura 5. Formacion de la placa aterosclerosa

Macrophage accumulation Farmation of Fibrous-cap formation
nEcrolic eore

4.6. Regulacion dela expresion genética como respuesta de la lesion arteriosclertica

El desarrollo de las lesiones comporta la activacion tanto de las células endoteliales como de las
CML y de los monocitos/macroéfagos. En dicha activacion intervienen miultiples factores de
crecimiento, citocinas y las propias LDL modificadas, que a través de diferentes vias de
transduccion de sefiales activan factores de transcripcion, como el factor nuclear kappa B (NF-kB)
(cuya activacion no requiere induccion de su expresion) o protooncogenes que regulan la expresion

de genes involucrados en la respuesta inflamatoria/proliferativa de las lesiones .

5. Papel de las lipoproteinas ricas en triglicéridos en la aterogénesis

Se ha demostrado que lipoproteinas ricas en triglicéridos (particulas remanentes), derivadas de QM
o VLDL, pueden atravesar el endotelio y ser captadas por macréfagos en la intima arterial,
induciendo la formacion de células espumosas 7’ ’*. Una lipemia postprandial elevada desencadena
procesos metabolicos que conducen a un perfil lipoproteico potencialmente trombogénico y
aterogénico ° **; Trombogénico, por una activaciéon del factor VII de la coagulacion y un aumento
del inhibidor-1 del activador del plasmindgeno y, aterogénico debido a la produccion de QM
remanentes, VLDL con un alto contenido en ésteres de colesterol, una reducion de la HDL, un

incremento de la lipoproteina(a) y la formacién de LDL de menor didmetro y més densas o LDL
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densas con un alto contenido en triglicéridos, lo que se ha asociado con una mayor susceptibilidad a
la oxidacion de la LDL ™ *' % Karpe y cols. * demostraron una relaciéon entre las LDL ricas en
triglicéridos con la severidad de la EC. Un metanalisis de varios estudios prospectivos ha
demostrado que los niveles elevados de triglicéridos son un riesgo independiente de EC ''. Asi pues,
junto con la hipercolesterolemia a expensas de LDL, los niveles elevados de las lipoproteinas ricas

en triglicéridos pueden considerarse también proaterogénicos directa o indirectamente * ' 72 1.

6. Factores de riesgo de la Enfermedad Coronaria

La aterosclerosis y la cardiopatia coronaria se producen por la combinacion de distintos factores de
riesgo *. El éxito de cualquier medida preventiva depende en gran parte del conocimiento de los
factores de riesgo y del impacto que la modificacion de los mismos puede tener sobre la progresion
de la enfermedad *°. En la tabla 6 se presentan los principales factores de riesgo de la enfermedad
coronaria. Concretamente en el caso de la enfermedad cardiovascular conocemos un buen nimero
de factores de riesgo y, afortunadamente, muchos de ellos son modificables * como los niveles
plasmaticos de colesterol LDL elevados, niveles de HDL colesterol reducidos, tabaco y hipertension
arterial entre los factores de riesgo mayores *'.

La colesterolemia esta influida por determinantes genéticos y alimentarios, en especial la ingestion
de grasas saturadas y en menor medida de colesterol *. La hipercolesterolemia se asocia no sélo con
un mayor deposito de lipidos en las lesiones ateroscleroticas sino que valores elevados de LDL
(>160 mg/dl) alteran diferentes funciones tanto de las células endoteliales como de las CML y de los

. 1 92
monocitos 8990 919

. Una mayor concentracion de LDL en plasma implica la existencia de mas
substrato para la actuacion de los radicales libres. Por otra parte, la capacidad aterogénica del
colesterol y de las particulas de LDL esta ligada a su modificacion y posterior formacion de LDLox.
Actualmente la prevencion primaria de la EC dentro de la Salud Publica se fundamenta en introducir
el concepto “cambios terapéuticos en el estilo de vida”, como son una ingestion reducida de grasas

saturadas y colesterol, aumentar la actividad fisica y controlar el peso corporal *’.

19



Tabla 6. Pricipales factores de riesgo de la Enfermedad Coronaria

Factores de riesgo modificables:

Factores mayores:

Tabaco, hipertension arterial, colesterol LDL aumentado y colesterol HDL disminuido
Factores predisponentes:

Obesidad y sedentarismo

Factores condicionantes:

Resistencia a la insulina, hipertrofia ventricular izquierda, niveles elevados de
fibrindgeno, Lp(a), homocisteina y microalbuminuria

Factores de riesgo no modificables:

Factores mayores:

Edad, sexo masculino, mujer postmenopausica, diabetes mellitus, historia personal de
enfermedad cardiovascular

Factore predisponentes:

Herencia

Lp(a), lipoproteina(a)

Fuente: obtenida de las referencias *’

7. Papel de la dieta en la salud

7.1. Paradojas del Sur de Europa: Factores protectores de la Enfermedad Cardiovascular

La EC es en la actualidad el problema de salud mas importante en la poblacion adulta de los paises
desarrollados. Existe sin embargo una gran variabilidad en la incidencia y tasas de mortalidad de
esta enfermedad, siendo el 4rea mediterranea, la que presenta las tasas mas bajas del mundo *°.
Diversos estudios epidemiolégicos han mostrado una relacion entre el tipo de dieta y la EC #* % %
7 En 1979, Keys y cols. aportaron evidencia ecologica de la asociacion entre un menor riesgo de
EC y la dieta Mediterranea tradicional, a pesar de una ingestion elevada de grasa monoinsaturada *°.
Varios estudios han relacionado la menor incidencia de enfermedad cardiaca coronaria en los paises

99 100 . - -
. Desde entonces se han descrito varias paradojas en

mediterraneos con la dieta de los mismos
el area mediterranea, siendo la mas conocida la paradoja Francesa, con un elevado consumo de
grasa asociado a una baja tasa de mortalidad por EC *. Existe también un paradoja Albanesa en la

que sorprende una expectativa de vida media alta en una poblacion con unos ingresos econoémicos
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muy bajos, siendo la tasa de mortalidad en la edad adulta (incluyendo la mortalidad por EC) similar
a la tasa de mortalidad de los paises ubicados en el area mediterranea '°'. Una tercera paradoja se
publico en el afio 1998, en ella se observd una alta prevalencia de factores de riesgo
cardiovasculares paralelamente a una incidencia de EC baja en Girona ”°, ', Teniendo en cuenta las
paradojas expuestas anteriormente, podriamos hablar globalmente de una paradoja del sur de Europa
o paradoja Mediterranea. Es posible que la combinacion de una serie de factores protectores (niveles
elevados de HDL, dieta cardioprotectora, indice de masa corporal mas reducido y niveles mas altos
de actividad fisica) sea responsable de las reducidas tasas de morbilidad y mortalidad cardiovascular
observadas en la region mediterranea en general *. También es posible que nuestra poblacion esté
enriquecida en polimorfismos genéticos que aumenten la proteccion cardiovascular, o
alternativamente que exista una frecuencia menor de polimorfismos que aumente la predisposicion
cardiovascular *. Entre los factores candidatos a explicar esta paradoja Mediterrdnea estarian los
ligados al estilo de vida, como la dieta, la actividad fisica y factores ambientales como la cohesion

social ',

7.2. Dietatipo Mediterraneo como factor protector de la Enfermedad Cardiovascular

Figura 6. Pirdmide de la Dieta Mediterrianea tradicional
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Fuente: European Olive Oil Medical Information
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El término “dieta mediterranea” hace referencia a los patrones alimentarios propios de los paises
mediterraneos de hace 50 afios °*. Aunque existen distintas variantes de la dieta Mediterranea, se
puede hablar de unos componentes comunes: 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 '* '° Finalmente, cabe destacar un consumo moderado diario de vino '®®. En
la figura 6 esta representada la piramide de la dieta Mediterranea clésica.

Existen cada vez mas evidencia cientifica de que la dieta Mediterranea cléasica tiene un efecto
protector sobre procesos asociados con la lesion oxidativa ' %7 1% 1% 15 que se atribuye a su alto
contenido en compuestos con propiedades biologicas antioxidantes y a elevado contenido en acidos
grasos monoinsaturados (AGMI). Sin embargo, pocos estudios han analizado la dieta Mediterranea
como una intervencion de dieta propiamente. Cabe destacar que la eficacia de la dieta tipo
Mediterraneo, tanto en la prevencion secundaria de eventos ligados a EC ' como en proteccion
frente a cancer '®, ha sido demostrada por De Lorgeril y cols. mediante un ensayo clinico
controlado y randomizado, que aporta el mas alto nivel de evidencia cientifica (Lyon Diet Heart
Study). Existen también algunos estudios de cohorte que han analizado los beneficios de una dieta

1 o~ .
0 con un disefio parecido a

tipo Mediterraneo sobre la mortalidad global. En el Melbourne Study '
otro estudio previo realizado en Grecia ', se demostro la transferibilidad de los beneficios de una
dieta Mediterranea en poblaciones Anglo-Celtas y Griego-Australianas. En el estudio de Oviedo ''%,
el habito de adquirir un patron dietético tipo Mediterrdneo se asocié a una menor mortalidad en
individuos de edad inferior a 80 afos. Un estudio de cohorte con 44.875 hombres demostrd que un
“patrén dietario prudente” con un alto consumo de vegetales, fruta, legumbres, cereales, pescado y
carne de ave, se asociaba con un menor riesgo de muerte por EC ', Distintas organizaciones
nacionales e internacionales recomiendan la adopcién de un patréon dietético similar a la dieta
Mediterranea tradicional ® ''*. Los objetivos nutricionales recomendados son una ingestion de grasa
total que varia entre el 35 y el 30% de las calorias totales en funcion de que se utilice o no
habitualmente aceite de oliva '". Se aconseja un aporte de 4cidos grasos saturados (AGS) y 4cidos

116 117

grasos trans menor del 10% de la ingesta caldrica , un aporte de AGPI del 10% de la ingestion

114
187

calorica total, mientras el restante 10-20% deberia ser aportado por AGM o que el conjunto de

AGPI y AGMI sume 30% . El consumo diario de colesterol total debe ser inferior a 300 mg y

ademés se recomienda aumentar el consumo de carbohidratos complejos y fibra ''7 !¢ 114,
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8. Aceite de oliva. Composicion y tipos de aceite de oliva

El aceite de oliva es un producto base de la dieta Mediterranea y cabe destacar un consumo

Tabla 7. Composicion de la fraccion insaponificable del aceite de oliva

Compuesto

Concentracion / Porcentage

Hidrocarburos totales

escualeno
Pigmentos

clorofilas
Carotenoides

luteina
-caroteno
Tocoferoles
a-tocoferol

B y y-tocoferol
y-tocoferol

Esteroles
[-sitosterol
campesterol
estigmasterol

A 5-avenasterol
A 7- avenasterol

Compuestos fendlicos
Alcoholes triterpénicos

Compuestos aromaticos

Alcoholes

Cetonas

Esteres

Eteres

derivados furanicos

300 - 700 mg/100g
300 - 700 mg/100g

0-9,7 mg/kg

0,5 - 10 mg/kg (en B-caroteno)
30 60%

5-15%

70 - 300 mg/kg

>93%

<10%

<1,5%

80 - 240 mg/100g

75 -95%

2-4%

1-2%

3-14%

<0,7%

50 - 500 mg/kg (en acido cafeico)
100 - 300 mg/100g

Fuente: obtenida de las referencias '** '*
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diario en las zonas mediterraneas ya que se usa como condimento (en crudo) y para cocinar. El
aporte de AGMI que comporta el alto consumo de aceite de oliva en los paises mediterraneos,

L : ., . 118
supone que un 35% de la energia diaria provenga de la ingestion de grasas en nuestro medio = .

8.1. Composicion del aceite de oliva

El aceite de oliva posee una composicion de acidos grasos muy caracteristica y peculiar, con un
contenido en 4cido oleico (18:1n-9) del 56-84% y un contenido del 3-21% de acido linoleico "9 En
la fraccidon no saponificable del aceite de oliva (tabla 7), se encuentra el a-tocoferol (5, 7, 8-
trimetiltocol), la forma mas activa in vivo de la Vitamina E y la mas abundante en la naturaleza '*°.
Esta fraccion no grasa del aceite de oliva virgen (aceite obtenido directamente del fruto del olivo por
medios puramente fisicos, como la presion y centrifugacion) es rica en CF cuyas propiedades

o . : e 121
antioxidantes protegen al aceite de oliva de la autooxidacion .

8.2. Tipos de aceites de oliva existentes en el mercado

En nuestro medio se consumen tres tipos de aceite de oliva (figura 7): el aceite de oliva virgen,
comun y el de orujo de oliva. El aceite de oliva virgen se obtiene directamente del fruto maduro por
medios fisicos (primer prensado o centrifugado) y es el Gnico que se consume sin refinar. El aceite
de oliva comun (aceite de oliva UE 1991) es una mezcla de aceite de oliva virgen y aceite de oliva
refinado, y su consumo es el mas habitual. Por ultimo el aceite de orujo de oliva se obtiene a partir
de la pulpa y semilla tras la extraccion del aceite de oliva virgen y debe pasar un proceso de
refinado, posteriormente se le afiade aceite de oliva virgen para que sea apto para su consumo .

El aceite de oliva virgen posee un contenido de CF superior a 120 mg/Kg equivalentes de acido
cafeico (EAC), y el aceite de oliva comun consta de un contenido de CF de entre 10 a 100 mg/Kg
EAC; en cuanto al aceite de orujo de oliva, posee muy pocos CF. El precio del aceite de oliva
vigente en el mercado varia proporcionalmente a su contenido en CF. Por ello es importante analizar

125 para efectuar futuras

la relacién coste/beneficio de los distintos tipos de aceite de oliva
recomendaciones sobre su consumo en la prevencion primaria o secundaria de los procesos

asociados al estrés oxidativo.
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Figura 7. Tipos de aceite de oliva
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9. Mecanismos por los que el consumo de aceite de oliva es beneficioso para la salud

El consumo de aceite de oliva se ha relacionado con un perfil lipidico de menor riesgo de padecer
EC '*'*"y con un menor riesgo desarrollar varios tipos de neoplasias malignas ' '*" 12 ' Varios
autores confieren a la dieta rica en aceite de oliva un poder atenuante de los efectos agudos

procoagulantes de comidas grasas (disminucioén de la activacion del factor VII y reduccion de la

induccion de las plaquetas ex vivo) *° *'. Un numero creciente de indicios apuntan al papel crucial

que desempenia el aceite de oliva como integrante basico de la dieta Mediterranea, en sus efectos
beneficios sobre la salud. Dichos efectos pueden atribuirse tanto a su alto contenido en acidos grasos

monoinsaturados como a la presencia de compuestos antioxidantes en el aceite.

9.1. Papel de los acidos grasos en la dieta. Beneficio de una dieta rica en acidos grasos
monoinsaturados respecto a unarica en acidos grasos saturadosy poliinsaturados.

En una dieta occidental los AGS principales son el palmitico, estearico, miristico y latrico '** '** 3%
135 El AGPI mas frecuente en la dieta es el 4cido linoleico, mientras el acido araquidénico y 6-acido
linolénico representan menos del 2% del total de acidos grasos. El AGMI de mayor presencia en la
dieta mediterranea es el acido oleico, siendo la fuente de grasa mayoritaria en el aceite de oliva. En

la mayoria de los acidos grasos insaturados el doble enlace se encuentra en configuracion Cis, el
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cambio de configuracion Cis a trans se produce en la hidrogenizacion generalmente durante
procesos industriales '*°. El consumo de dichos isomeros trans conllevan una elevacion del
colesterol total y la lipoproteina (a) y una disminucién del colesterol HDL "*7 1*®, Se ha analizado el
impacto sobre la salud de una dieta rica en AGMI en comparacion con otras dietas, quedando bien
establecidos los efectos beneficiosos de una dieta rica en AGMI al reducir significativamente los
niveles de LDL ', '** y en algunos estudios elevar el HDL colesterol levemente '*' '** '** Mensink

144
y cols.

atribuyen un modesto efecto hipocolesterolémico a la ingestion de AGMI, cuando estos
sustituyen una ingestion de carbohidratos manteniendo la misma relacion equicalorica 144 Hasta el
momento los metanalisis realizados apuntan a que no existen diferencias significativas en los niveles
de LDL o HDL colesterol entre una dieta enriquecida en AGMI o enriquecida en AGPI '** ', El
consumo de aceite de oliva aumenta la ingestion de AGMLI, sin elevacion significativa de las AGS y
asegura un consumo apropiado de AGPI esencial, mejorando el perfil lipidico asociado a riesgo
cardiovascular ' 147 148,

Uno de los factores clave en el desarrollo de la aterosclerosis es la oxidacion de las LDL '*. El tipo
de 4cido graso presente en los aceites consumidos se incorpora a la particula lipoproteica '
influyendo en la susceptibilidad de la LDL a la oxidacion. En estudios nutricionales utilizando
modelos animales, se ha demostrado que la particulas de LDL ricas en acido oleico son
marcadamente mas resistentes a modificaciones oxidativas '>'. Asimismo existen diversos estudios
en humanos en los que tras una suplementacion dietética, las LDL ricas en acido oleico mostraron
mayor resistencia a la oxidacion ex vivo que las enriquecidas en 4cido linoleico '°* '3 146 134 139,
aunque no en todos . La falta de ajuste por el resto de componentes antioxidantes de la dieta
podria explicar estas discrepancias. Por otra parte las LDL enriquecidas con &cido oleico y con un
menor contenido en AGPI a través de una dieta suplementada con acido oleico, presentan una
mayor resistencia a convertirse en lipoproteinas proinflamatorias o LDL minimamente modificadas
1% Mata y cols. demostraron que tras una dieta enriquecida con AGMI, se aprecié una reduccién de
la sintesis de CML en los cultivos celulares incubados con el suero humano '**. Otros estudios con
cultivos de células endoteliales mostraron que el 4cido oleico inhibe la activacién del endotelio
(aunque en menor medida que AGPI), analizada a través la expresion de VCAM-1, NF-kB y niveles
de 4cido ribonucleico mensajero de VCAM-1 ", Carluccio y cols. sugieren que el acido oleico
puede contribuir en la prevencioén de la aterogénesis desplazando AGS de los fosfolipidos de la

membrana celular y modulando la expresion genética de moléculas implicadas en la captacion de
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monocitos °’. Existe evidencia cientifica de un efecto hipotensivo tras seguir una dieta enriquecida
con AGMI *®. Se precisan mas estudios para conocer si estos resultados son fruto de un nutriente en
particular o seria més exacto hablar de un efecto global de la dieta Mediterranea. Ferrara y cols. '
sugieren que una reduccion del consumo de AGS junto con los CF presentes en el aceite de oliva
virgen pueden explicar (a través de un incremento de los niveles de ON) la disminucion de la

presion arterial.

9.2. Antioxidantes presentes en el aceite de oliva

El efecto bioactivo del aceite de oliva beneficioso para la salud se atribuye como ya se ha indicado a
su contenido en AGMI o a su carga antioxidante, tanto de vitamina E, carotenoides o CF.

Algunos estudios observacionales han demostrado la asociacion entre el consumo de alimentos ricos
en vitamina E y una reduccién en la mortalidad cardiovascular °°. También se ha descrito una
correlacion inversa entre los niveles plasmaticos de vitamina E y un menor mortalidad de
enfermedad cardiovascular '®. En la tabla 8 estan representados los diversos ensayos clinicos con
vitaminas antioxidantes en la EC. En la actualidad, se considera que no hay evidencia cientifica

suficiente para recomendar la suplementacion con Vitamina E '*' '

. En prevencion secundaria de
EC, no existe un consenso sobre el beneficio de una terapia con vitamina E, existiendo resultados
contradictorios por el momento ''. Ensayos clinicos randomizados con suplementacion con p-

163 164
. Estos

caroteno no han demostrado ningun efecto beneficioso en la prevencion de EC o cancer
resultados decepcionantes de los estudios de suplementacion con vitaminas E y C pueden
interpretarse en parte por un alejamiento de la forma de ingestion habitual en la vida cotidiana. El
consumo de las mismas se produce en la vida real acompanado de otras sustancias, algunas de las
cuales son potentes antioxidantes como los CF.

Por otra parte, las cantidades de vitamina E y carotenoides aportadas por un consumo razonable de
aceite de oliva son inferiores a las ensayadas en estudios in vitro e in vivo como antioxidantes ' '%
161163164 "por ello la presencia de otros constituyentes antioxidantes en el aceite de oliva como los
CF, junto con el estudio de su biodisponibilidad en humanos, son de particular importancia en la

investigacion de los efectos beneficiosos del consumo de aceite
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Tabla 8. Ensayos clinicos con suplementos antioxidantes en la Enfermedad Coronaria

Estudio Diseiio Poblacion Tratamiento antioxidante Resultados
Linxian '/ Abierto, no n=29584, Hy M, 1, retinol + zinc; 2, No efectos sobre mortalidad CV, EC;
placebo (5,3 40-69 afios riboflavina + niacina; 3, vC BC (15mg) + vE (30mg) + selenio: |
afios) (120mg) + molibdeno; 4, BC  mortalidad global (sobretodo por cancer) (RR
(15mg) + vE (30mg) + selenio 0,91, 95% IC 0,84-0,99)
ATBC % DC, CP, n=29134, 1, vE (50mg =55 Ul); 2, BC  BC: tendencia a 1 cancer de pulmon (RR 1,02
ATBC 2x2, (6,1 afos) H fumadores; 50- (20mg); 3, vE + BC 95% IC 0,95-1,09), BC: 1 mortalidad global
subgrupos 69 afios; PP (RR 1,08 95% IC 1,01-1,06); BC, vE: no
169 n=27272, PS efectos sobre PP IAM, o PS IAM.
n=1862
CARET '** DC,CP(4  n=18314, HyM BC (30mg) + vA (25000UI  BC + vA: 1 cancer de pulmon (RR 1,28 95%
afios) fumadores o ex retinol) IC 1,04-1,57, P=0,02), BC + vA: 1 mortalidad
fumadores; global (RR 1,17 95% IC 1,03-1,33, P=0,02),
exposicion a BC + vA: tendencia a 1 mortalidad CV (RR
asbesto ( PP) 1,26 95% IC 0,99-1,61)
Physician DC, CP, 2x2 n=22071, H, PP 1, BC (50mg dias alternos); 2, BC: no efecto en acontecimiento CV mortales o
health '”° (12 afios BC) aspirina no, ni sobre mortalidad global (RR 1,2, 0,93-
1,11); Aspirina (se pard el estudio):| IAM
CHAOS''"  DC,CP(1,4 n=2002,HyM vE 800 0 400 UI vE: || IAM no-fatal (RR 0,23, 95% IC 0,11-
afios, rango: con EC, PS 0,47, P<0,001), vE: tendencia: 1 mortalidad CV
3dias-3afios) (RR 1,18 95% IC 0,62-2,27, P=0,6)
GISSI-P ' Abierto, CP, n=11234, HyM 1, vE (300mg=330UI); 2,  VE: no efectos IAM + mortalidad + ictus (RR
2x2 (3,5 afios) con [AM reciente aceite de pescado (1, 0g) 0,88 95% IC 0,75-1,04); aceite de pescado: |
(3 meses), PS IAM + mortalidad + ictus (RR 0,80 95% IC
0,68-0,95)
HOPE ' DC,CP,2x2 N=9541, Hy M 1, vE (400UT); 2, ramipril vE: no efectos IAM + mortalidad CV + ictus
174 (4,5 afios) alto riesgo (PP, (RR 1,05 95% IC 0,95-1,16, P=0,33); Ramipril:
PS) | TAM + mortalidad CV + ictus (RR 0,78 95%
1C 0,70-0,86, P<0,001)
SPACE ' DC, CP (2 n=196, vE (800UT) vE: || IAM + ictus + EVP + angina inestable
afios) hemodialisis, PS (RR 0,46 95% IC 0,27-0,78, P=0,014)
ppp 17 Abierto, CP, N=4495, con alto 1, vE (300mg); 2, aspirina vE: no efectos (RR 1,07, 95% IC 0,74-1,56);
2x2 (3,6 afios) riesgo para (100mg) aspirina: | IAM + mortalidad CV + ictus (RR
enfermedad CV, 0,77, 95% IC 0,62-0,95)
PP
HATS 77 DC, CP, 2x2 n=160, EC, PS 1, simvastatina-niacina; 2, Simvastatina-niacina: T HDL2, | progresion
(3,5 afios) antioxidantes (VE 800UI, vC angiografica (de 3,9 a 0,7%, P=0,004), |
1000mg, BC 25mg, seleni eventos (de 24 a 3%, P=0,02); antioxidants: |
100w) HDL2, progresion angiografica (de 3,9 a 1,8%,
P=0,16), inhibe los efectos de simvastatina-
niacina sobre eventos, progresion, HDL.
HPS '™® DC, CP,2x2 n=20356,HyM 1, simvastatina (40mg); 2, Simvastatina: | TAM + mortalidad CV + ictus
(5,5 afios) alto riesgo, PP,  antioxidantes (VE 600mg, vC  (RR 0,72, P=0,0001). Antioxidants: no efectos
PS 250mg, BC 20mg) (RR 1,0)
WACS 17 DC,CP, 2x2x2  n=8000, M con 1, vE (400mg); 2, BC eventos cardiovasculares
EC, PP, PS (20mg/d); 3, vC (1g/d)
WHS ' ECR n=40000, M 1, vE (600mg/d); 2, cancer
sanas, = 0 >45 BC (50mg/d); 3, aspirina eventos cardiovasculares
afos, PP
SU.VIL.MAX DC vE, vC, eventos cardiovasculares, cancer
Trial % n=12479, Hy M BC mortalidad CV y por cancer

sanos, 35-60 afios

DC, doble ciego; CP, control placebo; ECR, ensayo clinico randomizado; H, hombres; M, mujeres; PP, prevencion primaria; PS,
prevencion secundaria; EC, enfermedad coronaria; Ul unidades internacionales; RR, riesgo relativo; IC, intervalo de confianza;
BC, beta-caroteno; VE, vitamina E; VA, vitamina A; vC, vitamina C; IAM, Infarto Agudo de Miocardio; CV, cardiovascular; EC,
enfermedad coronaria; EVP, enfermedad vascular periférica; 1: aumento; |, descenso.

Fuente: obtenida de las referencias '¢* 12 '¥!
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de oliva, tanto por su participacion directa como antioxidantes como por un posible sinergismo in

ViVO con otras sustancias antioxidantes.

9.2.1. Compuestos fendlicos del aceite de oliva

Los CF que encontramos en el aceite de oliva constituyen una fraccion muy compleja formada por
un numero muy elevado de compuestos, algunos todavia por identificar. El aceite de oliva contiene
fenoles simples, como hidroxitirosol, tirosol, 4cido vanilico, p-cumaérico, acido ferulico y vanilina.
También contiene flavonoides como apigenina y luteolina, asi como otros fenoles mas complejos
como aldehidos secoiridoides (ej. oleuropeina), verbacosidos y ligstrosidos, y el dialdehido del
acido elenoico ligado al tirosol y hidroxitirosol '*’ '*2. Recientemente se ha descrito la presencia de

. ., 1 : 183
lignanos en la fraccion fenolica de algunos aceites de oliva

, siendo el (+)-1-acetoxipinoresinol y
(+)-pinoresinol los componentes mayoritarios '**. Los aceites de oliva ricos en CF presentan un
grado de estabilidad mayor cuanto mayor sea la concentracion de los CF, por otra parte, les confiere
unas propiedades organolépticas con un gusto fuerte y afrutado que es indicador de alta calidad,
aunque no forzosamente sean las caracteristicas organolépticas preferidas entre los consumidores
185

La concentracion final de CF en aceites de oliva es fruto de la interaccion de varios factores.
Ademas de las condiciones climatologicas, las caracteristicas de la tierra del cultivo y la variedad de
la oliva, otros factores (sobre los que se puede incidir técnicamente) que pueden influir en la calidad
del aceite son el estado de maduracion de las olivas, el tipo de almacenamiento y la tecnologia

g . 1 1 1
utilizada en su transporte y procesamiento ', "% 187,

124 186 121 pan sido enfocados

Los estudios del contenido de CF en el aceite de oliva mediterrdneo
en referencia a la estabilidad o enranciamiento de los propios aceites. El consumo de compuestos
fendlicos como los flavonoides se ha asociado a una reduccion de la incidencia de EC en diversos
estudios epidemioldgicos prospectivos '*° ™. Dicho efecto antioxidante y protector cardiovascular
de los flavonoides fue confirmado y aceptado por la comunidad cientifica en el estudio Zutphen '*°,
realizado con una cohorte de 800 individuos, en el que se describi6 una correlacion inversa entre la
cantidad de flavonoides procedentes de la dieta (principalmente t¢ y cebollas) y la incidencia de
cardiopatia isquémica. Sin embargo pocos estudios han relacionado el contenido de antioxidantes

presentes en el aceite de oliva y su efecto protector sobre la peroxidacion lipidica como mecanismo

de prevencion frente a la aterosclerosis. Asi pues los CF del aceite de oliva merecen ser analizados
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detalladamente ya que son buenos candidatos para explicar una parte sustancial de los beneficios de

la dieta mediterranea.

10. Biodisponibilidad de los compuestos fenolicos de aceite de oliva en humanos

La absorcion de un compuesto tras la ingestion del mismo se considera requisito indispensable para
establecer una relacion causal, entre los CF presentes en los alimentos y sus efectos biologicos
asociados con la prevencion de enfermedades. Fenoles de origen vegetal como los flavonoides '* y
las catequinas "°' han mostrado ser biodisponibles y poseer propiedades antioxidantes en estudios
efectuados in vitro e in vivo. Ruiz-Gutierrez y cols. '** detectaron e identificaron hidroxitirosol en
plasma de ratas, a las que habian suplemetado con tirosol. Varios estudios han demostrado la
biodisponibilidad de los CF del aceite de oliva en humanos, después de una dieta suplementada, '
194 Dentro del marco del Estudio del Efecto Antioxidante del Aceite de Oliva, se demostr6 la
biodisponibilidad del tirosol y del hidroxitirosol a partir de la ingestion de aceite de oliva en su
forma natural > '*®, Las concentraciones urinarias de tirosol e hidroxitirosol aumentaron, llegando a

un pico a las 0-4 horas después de la administracion de 50 ml de aceite de oliva virgen y recobraron

I3 . ., 19
sus valores basales a las 12 horas después de su ingestion .

Figura 8. Estructuras moleculares del tirosol e hidroxitirosol

CH,CH,OH CH>CH,OH
OH

OH OH

TIROSOL HIDROXITIROSOL
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1 . .
7y sus vidas medias de

Ambos compuestos se excretan principalmente como conjugados
eliminacion se han establecido en 7,7 y 8,6 horas, respectivamente. Una vez establecido que el
tirosol y el hidroxitirosol de aceite de oliva virgen son biodisponibles en humanos, se definié su
utilidad como marcadores de una dieta rica en tirosol y hidroxitirosol '** '*°.

En la figura 8 se representan las estructuras moleculares del tirosol e hidroxitirosol, dos CF
caracteristicos del aceite de oliva **’. Estan presentes en su forma libre o conjugada como secoroides
o agliconas. Se ha descrito que el tirosol y el hidroxitirosol en su forma libre junto con los derivados
secoroideos, representan el 30% del contenido total de CF del aceite de oliva virgen **. El 50% de

dicho contenido total de CF corresponde a otras formas conjugadas del tirosol y el hidroxitirosol

como la oleuropeina y ligstrosidos agliconas 2.

11. Efectos antioxidantes de los compuestos fenolicos del aceite de oliva
Entre los CF presentes en el aceite de oliva, tienen especial interés aquellos que poseen un grupos
orto-difenolicos, principalmente la oleuropeina y el hidroxitirosol, por ser grandes inhibidores de la

oxidacién de la LDL in vitro 20! 202 147

. La actividad antioxidante del hidroxitirosol, se debe tanto a
un efecto quelante de iones de metales como a un efecto secuestrador de radicales libres '*. La
oleuropeina y el hidroxitirosol, secuestradores de radicales libres, han mostrado poseer una actividad
antioxidante igual o superior a la de otros antioxidantes conocidos como la vitamina E, vitamina C y

147

el hidroxitolueno butilado '. Recientemente se ha publicado que de entre los CF presentes en el

aceite de oliva, los lignanos han mostrado ser potentes antioxidantes in vitro 2% '#3 203

y presentar la
mas alta correlacion con la capacidad antioxidante, seguidos en orden decreciente por secoroide-1,
hidroxitirosol, tirosol y secoroide-2 183 Por otro lado en estudios con animales, se ha atribuido a los
lignanos la capacidad de inhibir la peroxidacion lipidica in vivo ***. Aunque en el pasado se habia
atribuido mayoritariamente a la fraccion soluble de los CF extraibles la capacidad antioxidante,

14
Bravo y cols.

mostraron que polifenoles de aceite de oliva que no eran extraibles con la
metodologia utilizada como proantocianidinas y taninas hidrosolubles de alto peso molecular,
poseian una capacidad de aplacar radicales perdxido 15 a 30 veces superior a la de los fenoles
simples. Se atribuy6 a dichos compuestos no extraibles, a pesar de ser menos absorbibles en el tubo
digestivo humano, una accién antioxidante en el aparato digestivo protegiendo lipidos, proteinas y
carbohidratos frente agresiones oxidativas durante la digestion, preservando de este modo otros

antioxidantes '*.
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12. Otras actividades biolégicas de los compuestos fenolicos del aceite de oliva

Se ha demostrado una mejora del perfil lipidico plasmatico en ratas tras una dieta rica en CF y
aunque no se conoce el mecanismo exacto, se han propuesto como posibles explicaciones, un
incremento del transporte reverso de colesterol, una reduccion de la absorcion de colesterol y/o un
aumento de la excrecion de 4cidos biliares 2> 2 27 En estudios in vitro el hidroxitirosol y la
oleuropeina, han mostrado una capacidad de inhibir la agregacion plaquetaria con una concentracion
inhibitoria 50% (del mismo orden de magnitud que la aspirina) '®. Por otra parte, estos mismos CF
pueden inhibir in vitro la produccion de la molécula proinflamatoria leucotrieno B4 por leucocitos
activados **®. Después de una comida grasa se tiene constancia de que los antioxidantes provenientes
de la dieta pueden inhibir la liberacién de moléculas de adhesion inflamatorias, como VCAM-1 y
ICAM-1 **. Varios estudios han demostrado que la oleuropeina incrementa la produccion de 6xido
nitrico e induce la expresion de 6xido nitrico en macrofagos murinos activados con lipopolisacarido
201208 g6 ha asociado la ingestion de alimentos ricos en precursores de lignanos con una proteccion
frente a neoplasias de colon, prostata y mama '*. Las similitudes existentes entre la estructura de los
lignanos, estradiol y el tamoxifeno (antiestrogeno sintético) sugieren que los lignanos pueden ejercer
su efecto anticarcinogénico parcialmente por sus efectos antiestrogénicos >'°. Se han propuesto otros
mecanismos por los que los lignanos pueden inhibir la carcinogénesis como una accion antiviral *'!
y actividad antioxidante '®. Owen y cols. han postulado que los lignanos, presentes en la dieta,

184 s 4 ep-
o inhibiendo la

podrian intervenir en la prevencion del céncer reduciendo el estrés oxidativo
actividad de la xantina oxidasa **. La enterolactona, producida por la microflora intestinal a partir
de precursores de lignanos presentes en la dieta, se ha relacionado con la proteccion frente a eventos
coronarios agudos 2'?. Los CF del aceite de oliva neutralizan especies reactivas de oxigeno
generadas por especimenes bioldgicos humanos, que podrian conducir a la formacion de aductos de
DNA exociclico promutagénico *°. Por ello, es de suma importancia no sélo conocer el contenido

cuantitativo en CF del aceite de oliva sino también su perfil cualitativo, a la hora de estudiar y

definir sus posibles propiedades bioldgicas.
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= Método

El Departamento de Bromatologia y Nutricién de la Facultad de Farmacia de Barcelona desarrolld
una metodologia para la deteccion de CF en LDL [extraccion en fase solida y cromatografia liquida
de alta precision-detector diode array (HPLC-DAD)] *'*; Asimismo en dicho Departamento se
determinaron los CF, a-tocoferol, B-caroteno y el perfil de acidos grasos en la particula de LDL, y
con la realizacion del perfil plasmatico de 4cidos grasos '°.

La Unitat de Farmacologia del Institut Municipal de Investigacié Médica, desarrollé un método para
determinar tirosol e hidroxitirosol en orina humana, como paso previo a los estudios in vivo > '*°.
Una vez establecido que el tirosol y el hidroxitirosol de aceite de oliva virgen son biodisponibles en
humanos, se defini6 su utilidad como marcadores de una dieta rica en tirosol y hidroxitirosol '**

La determinacion de lipidos y glucosa sérica, la resistencia de la LDL a la oxidacion, los

equivalentes de malondialdehido, la actividad de los enzimas antioxidantes 216 215 , los

anticuerpos
anti LDL oxidada y los niveles de LDL oxidada '***'*°, se realizaron en la Unidad de Lipidos y

Epidemiologia Cardiovascular.

1. Proyecto de investigacion en el que se enmarca esta memoria de tesis

Dada la creciente importancia que se atribuye al papel del aceite de oliva en las propiedades
beneficiosas para la salud dde la alimentacion Mediterranea, y con el fin de efectuar en el futuro
recomendaciones nutricionales precisas a la poblacion, se realizaron una serie de estudios sobre el
efecto antioxidante del aceite de oliva. Estos estudios con sus correspondientes tareas se muestran

en la tabla 9.
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Tabla 9. Metodologia y plan de trabajo

Tareas

Descripcion

12 tarea: Tipificacion de aceites.

Experimental laboratorio.

22 tarea: Ensayos in vitro. Experimental
laboratorio.

32 Tarea: Estudio de biodisponibilidad de
CF y de los efectos de la ingestion a corto
plazo de aceite de oliva virgen en
voluntarios sanos (n= 16)

42 Tarea: Ensayo clinico randomizado en
voluntarios sanos (n=30)

5% Tarea: Ensayo clinico randomizado en
pacientes con antecedentes de enfermedad
cardiaca coronaria (n = 40)

62tarea: Estudio poblacional (n=3500)

Determinacion del contenido de
antioxidantes y 4cidos grasos en diversas
muestras de aceites de oliva consumidos en
Catalunya

Establecer la influencia del aceite de oliva y
de extractos de CF de aceite de oliva virgen
sobre varios marcadores del estado
oxidativo.

Determinacion de CF y marcadores de
estrés oxidativo en voluntarios sanos antes y
después de la administraciéon de aceite de
oliva virgen

Estudio de la influencia de la ingesta
moderada y regular de aceites de oliva con
diferente contenido en CF, sobre el estado
oxidativo

Estudio de la influencia de la ingesta
moderada y regular de aceites de oliva con
diferente contenido fenolico, sobre el estado
oxidativo

Determinacion del consumo de aceite de
oliva y del nivel de oxidacion de la LDL en
una muestra representativa de la poblacion
estudiada.

2. Efectos antioxidantes del aceite de oliva y sus compuestos fendlicos
Esta tesis esta basada en los resultados del Proyecto correspondiente a las tareas 2, 3 y 4 del

Proyecto.

2.1. TAREA 2: Estudio experimental

2.1.1. Analisisde la capacidad protectora in vitro de los compuestos fendlicos del aceite de oliva

sobrela oxidacion dela LDL.
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2.1.1.1. Influencia de los distintos componentes del aceite de oliva en la proteccion dela LDL a la
oxidacion

Publicacion 1: Fito Montserrat, Covas Maria-Isabel, Lamuela-Raventés Rosa-Maria, Vila Joan, De
la Torre-Boronat Maria-Carme, Marrugat Jaume. ACEITE DE OLIVA E INHIBICION DE LA
OXIDACION DE LAS LIPOPROTEINAS DE BAJA DENSIDAD. IMPORTANCIA DE LOS
COMPUESTOS FENOLICOS. Medicina Clinica 2000.

Anexo 1.1.: Covas Maria-Isaabel, Fit6 Montserrat, Marrugat Jaume, Mir6 Elisabet, Farré Magi, De
la Torre Rafael, Gimeno Eva, Lopez-Sabater Maria-Carmen, Lamuela-Raventés Rosa-Maria, De la
Torre-Boronat ~ Maria-Carme. = FACTEURS  PROTECTEURS DE LA  MALADIE
CORONARIENNE: EFFECT ANTIOXYDANT DE L’HUILE D’OLIVE (review). Therapie 2001.

Anexo 1.2.: Fit6 Montserrat, Weinbrenner Tanja, Covas Maria-Isabel. OLIVE OIL
ANTIOXIDANT ACTION: NEW FINDINGS. En: Research Advances in Lipids (en prensa).

2.1.1.2. Efectos de los extractos fendlicos de aceite de oliva sobre la proteccion de la LDL a la

oxidacion

Publicacion 2: Fitd6 Montserrat, Covas Maria-Isabel, Lamuela-Raventdos Rosa-Maria, Vila Joan,
Torrents Jaume, De la Torre-Boronat Maria-Carme, Marrugat Jaume. PROTECTIVE EFFECT OF
OLIVE OIL AND ITS PHENOLIC COMPOUNDS AGAINST LOW DENSITY LIPOPROTEIN
OXIDATION. Lipids 2000.

Anexo 1.1. (ver en el apartado 2.1.1.1.)
Anexo 1.2. (ver en el apartado 2.1.1.1.)

2.1.2. Andlisis de la capacidad de unién a la LDL de los compuestos fendlicos en general y de

los compuestos fendlicos del aceite de oliva en particular

2.1.2.1. Capacidad de los compuestos fendlicos de la dieta de unirse a las LDL humanas in vivo
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Publicacion 3: Lamuela-Raventdés Rosa-Maria, Covas Maria-Isabel, Fit6 Montserrat, Marrugat
Jaume, De la Torre-Boronat Maria-Carme. DETECTION OF DIETARY ANTIOXIDANT
PHENOLIC COMPOUNDS IN HUMAN LOW DENSITY LIPOPROTEINS. Clinical Chemistry
1999.

2.1.2.2. Estudios in vitro sobre la capacidad de union de los compuestos fendlicos del aceite de

olivaala LDL humana.

Publicacidon 4: Maria-Isabel Covas, Fito Montserrat, Lamuela-Raventos Rosa-Maria, Sebatia Neus,
De la Torre-Boronat Maria-Carme, Marrugat Jaume. VIRGIN OLIVE OIL PHENOLIC
COMPOUNDS: BINDING TO HUMAN LDL AND EFFECT ON LDL OXIDATION. Int J
Pharmacol Res 2000.

Anexo 1.1. (ver en el apartado 2.1.1.1.)
Anexo 1.2. (ver en el apartado 2.1.1.1.)

2.2. TAREA 3: Ensayo de biodisponibilidad de los compuestos fenolicos del aceite de oliva y

de efectos de la ingestion aguda y a corto plazo de aceite de oliva virgen en voluntarios sanos.

2.2.1. Efectos postprandiales y a corto plazo de la ingestion de aceite de oliva virgen sobre €l

estrés oxidativo

Publicacion 5: Fit6 Montserrat, Gimeno Eva, Covas Maria-Isabel, Mir6 Elisabet, Lopez-Sabater
Maria-Carmen, Farré¢ Magi, De la Torre Rafael, Marrugat Jaume. POSTPRANDIAL AND SHORT-
TERM EFFECTS OF DIETARY VIRGIN OLIVE OIL ON OXIDANT/ANTIOXIDANT STATUS.
Lipids 2002.

Anexo 1.3.: Mir6 Elisabet, Farré Magi, Covas Maria-Isabel, Fito6 Montserrat, Lamuela-Raventos
Rosa-Maria, de la Torre Rafacl. TYROSOL BIOAVAILABILITY IN HUMANS AFTER VIRGIN
OLIVE OIL INGESTION. Clin Chem 2001.
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Anexo 1.4.: Miro-Casas Elisabet, Covas Maria-Isabel, Fit6 Montserrat, Farré-Albaladejo Magi,
Marrugat Jaume, de la Torre Rafael. TYROSOL AND HYDROXYTYROSOL ARE ABSORBED
FROM MODERATE AND SUSTAINED DOSES OF VIRGIN OLIVE OIL IN HUMANS. Eur J
Clin Nutr 2002.

2.3. TAREA 4: Ensayo clinico randomizado en el que se analizo los efectos a largo plazo de la

ingestionde aceite de oliva virgen

2.3.1. Efectos a largo plazo de la ingestion de aceites de oliva con diferente contenido fendlico

sobre la proteccion dela LDL ala oxidacion.

Publicacién 6: Marrugat Jaume, Covas Maria Isabel, Fit6 Montserrat, Schroeder Helmut, Mir6-
Casas Elisabet, De la Torre Rafael, Farré-Albaladejo Magi. ANTIOXIDANT EFFECT OF OLIVE
OIL PHENOLIC CONTENT IN A RANDOMIZED DOUBLE-BLIND CONTROLLED
CLINICAL TRIAL. Sometido para publicacion.
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= Resumen global de los Resultados

En primer lugar se estudi la capacidad protectora in vitro de los CF del aceite de oliva sobre la
oxidacion de la LDL. Para ello se test6 previamente la influencia de los distintos componentes del
aceite de oliva en la proteccion de la LDL a la oxidacion; Los resultados obtenidos mostraron que
todos los tipos de aceites testados (con similar perfil de adcidos grasos y contenido de vitamina E,
pero con diferencias en su contenido fenolico) incrementaron la fase de latencia de los dienos
conjugados en las LDL (resistencia de la LDL a la oxidacién) en comparacion con las LDL control.
Sin embargo, se observé un incremento de la capacidad protectora de la oxidacién de la LDL cuanto
mayor era la concentracion de CF en el aceite de oliva (Publicacion 1 y Publicaciéon 2). Asimismo
observamos que diferencias en la naturaleza de las especies fenolicas presentes en el aceite de oliva
(a igual concentracion de fenoles totales) influenciaban la capacidad protectora de la LDL a la

oxidacion (Publicacion 1) (Anexos 1.1y 1.2).

Al analizar separadamente el efecto de los extractos fendlicos de aceite de oliva sobre la proteccion
de la LDL a la oxidacion observamos un incremento de la resistencia de la LDL a la oxidacion,
directamente relacionado con la concentracion de CF del aceite de oliva incubados con las
lipoproteinas (Publicacion 2). Asimismo observamos que tras incubacion de la LDL aislada con
concentraciones crecientes de CF del aceite de oliva se alcanzaba una inhibicion de la formacion de
perdxidos lipidicos en la LDL tras la oxidacion con 2,2 -azobis (2-amidinopropano) (productor de
radicales peroxilo) (Publicacion 2). Se testd entonces la capacidad protectora de la oxidacion de la
LDL aislada tras incubacion de los CF con el plasma. Los resultados mostraron un incremento de
la resistencia de la LDL a la oxidacion directamente relacionado con la concentracion de CF del

aceite de oliva incubados con el plasma (Publicacién 2, Anexos 1.1y 1.2).

De los resultados del estudio anterior se desprendia que tnicamente los compuestos antioxidantes
ligados a las LDL podian ser responsables del retraso en la oxidacion de la lipoproteina. Con el fin
de dilucidar si los CF provenientes de la dieta podian unirse a las LDL in vivo se diseiié un método
para detectar y cuantificar los CF en la LDL de individuos no-suplementados. Mediante la
integracion de una ultracentrifugacion secuencial prolongada, para garantizar la pureza de la LDL, y

un sistema de extraccion en fase solida y HPLC-DAD desarrollado en el Departamento de
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Bromatologia y Nutriciéon de la Facultad de Farmacia de Barcelona se demostrd la presencia de
fenoles individuales provenientes de la dieta, concretamente la rutina, quercetina-3-glucurénido y

tres compuestos de tipo flavonoide, ligados a las LDL humanas (Publicacion 3).

A fin de investigar la capacidad de los CF del aceite de oliva para unirse a las LDL se incubaron CF
del aceite de oliva con plasma humano y se procedio a la determinacion de CF en la particula de
LDL, en el Departamento de Bromotologia i Nutricié de la Facultat de Farmacia de Barcelona. Los
resultaron mostraron la capacidad del tirosol, un compuesto fendlico caracteristico del aceite de
oliva virgen, para unirse a las LDL. Los niveles de tirosol, que no estaba presente en la LDL control,
y de otros CF, previamente presentes en la LDL control, incrementaron en relacion directa con la
concentracion de los CF del aceite de oliva incubados con el plasma (Publicacion 4). El incremento
de la concentracion de CF en la LDL estuvo directamente relacionado con un incremento en la fase

de latencia de los dienos conjugados en las LDL (Publicacion 4, Anexe 1.1 y Anexe 1.2).

Una vez testado los efectos antioxidantes de los compuestos fenolicos del aceite de oliva in vitro 'y
demostrada la incorporacion de CF a la LDL in vivo, se disefiaron varios estudios en humanos.
Primero se demostrd la biodisponibilidad de los CF de aceite de oliva en humanos (Anexo 1.3). La
Unitat de Farmacologia del Institut Municipal de Investigacié Medica, desarroll6 un método para
determinar tirosol e hidroxitirosol en orina humana, como paso previo a los estudios in vivo. Se
llevaron a cabo tres estudios con voluntarios sanos para investigar los efectos postprandiales de la
administracion de aceite de oliva y, los efectos a corto y largo plazo de un consumo de aceite de
oliva regular y moderado. En los estudios anteriormente mencionados, se testd la posible utilizacion

del tirosol y hidroxitirosol como marcadores de una ingesta rica en aceite de oliva (anexe 1.4).

Se observd que tras la ingesta de 50 ml de aceite de oliva virgen ocurria un estrés oxidativo
postprandial, a las 4-6 horas de la ingestion del aceite, reflejado en un incremento de los peroxidos
lipidicos en plasma y VLDL, y en un descenso de la actividad plasmatica de las enzimas
antioxidantes GSH-Px y GSSG-Rd. Sin embargo, no se observaron cambios en la resistencia a la
oxidacién de la LDL en esta fase postprandial. Los niveles de peréxidos lipidicos incrementaron en
las lipoproteinas de baja densidad (VLDL) pero no en las LDL. Asimismo en la fase postprandial

observamos un incremento de la concentracion en plasma de acido oleico, linoleico, palmitico y
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estearico, cuyos andlisis fueron realizados en el Departamento de Bromotologia i Nutrici6 de la
Facultat de Farmacia de Barcelona. El incremento de &4cido linoleico estuvo directamente
relacionado con los niveles de perdxidos lipidicos e inversamente relacionado con los niveles de

GSH-Px y GSSG-Rd (Publicacién 5).

En el estudio de los efectos a corto plazo de la ingestion de aceite de oliva virgen sobre el estrés
oxidativo se determiné un incremento de la resistencia de la LDL a la oxidacion, de la actividad
plasmatica de GSSG-Rd y de la concentracion de acido oleico en plasma, tras una semana de
consumo de aceite de oliva virgen (25 ml/dia). El cociente linoleato/oleato estuvo en relacion directa
con los niveles de peréxidos lipidicos en plasma y en relacion inversa con los niveles de la actividad

plasmatica de GSSG-Rd (Publicacion 5).

Por ultimo, se realiz6 un ensayo clinico a doble ciego, randomizado y controlado, con el fin de
estudiar los efectos a largo plazo (3 semanas) de la ingestion de aceites de oliva con diferente
contenido fendlico (aceite de oliva refinado= nulo, comin= medio y virgen= alto contenido). La
utilizacion del tirosol como marcador de la ingesta de aceite de oliva, reflejé el buen cumplimiento
de la ingesta del aceite por parte de los participantes. Se demostrd un descenso de los niveles de
LDL oxidada en plasma y de resistencia de la LDL a la oxidacidon en relacion directa con el
contenido de CF presentes en el aceite de oliva consumido. El disefio del estudio permiti6 atribuir la
mejora del perfil oxidativo/antioxidativo a los CF del aceite de oliva; El contenido en CF, era el
caracter diferencial entre los tres aceites ya que la composicion en a-tocoferol y B-caroteno era

similar (trabajo sometido para su publicacion).
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=  Discusion de los resultados

El aceite de oliva es la principal fuente de grasa en la alimentacion de la poblacion mediterranea. En
nuestro pais se estima que el 35% de la energia diaria proviene de la grasa, debido al alto consumo
de AGMI del aceite de oliva *'". Por ello consideramos que el aceite de oliva es un buen candidato
para explicar parte de los beneficios asociados a la dieta Mediterrdnea. Al ser el aceite de oliva un
alimento caracteristico de la dieta Mediterranea, se disefid un proyecto con el fin de estudiar los
efectos de su consumo en nuestra poblacion. Estos estudios comprendieron ensayos in vitro y
ensayos en humanos, incluyendo estos ultimos la determinacion de CF en LDL de sujetos sanos no
suplementados y el analisis de los efectos biologicos antioxidantes in vivo de los CF del aceite de
oliva.

Nuestros estudios han demostrado la capacidad antioxidante del aceite de oliva, cuyo poder
antioxidante esta asociado a la concentracion y naturaleza de los CF presentes en el aceite de oliva.
Asimismo se constato la union del tirosol, CF caracteristico del aceite de oliva virgen, a la particula
de LDL. Por ultimo, se demostraron los efectos antioxidantes de la ingestion de aceite de oliva con

distinto contenido fenodlico, en situacion postprandial, a medio y a corto plazo, en humanos.

1. Influencia de los distintos componentes del aceite de oliva en la proteccion de la LDL a la
oxidacion

El primer estudio dentro del grupo de ensayos: “Estudios de la capacidad protectora in vitro de los
compuestos fendlicos del aceite de oliva sobre la oxidacion de la LDL” estuvo dirigido a discriminar
la potencial capacidad antioxidante de los CF del aceite de oliva frente a la de los componentes mas
significativos del aceite de oliva: AGMI y vitamina E. Los AGM provenientes de la dieta han
demostrado reducir los niveles de factores de riesgo de padecer EC '**. Aunque los estudios
prospectivos de larga duracién sobre suplementacion con vitamina E muestran resultados
contradictorios, estd aceptado por la comunidad internacional que la ingestion de alimentos ricos en
vitamina E esta asociada a un menor riesgo de EC '**. El papel protector frente al estrés oxidativo de
los CF provenientes de la dieta, adquiere cada dia mayor interés '*" '*3 18 %% E| consumo de
compuestos fendlicos como los flavonoides se ha asociado a una reducciéon de la mortalidad

cardiovascular en diversos estudios epidemioldgicos observacionales '
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Aunque ambos tipos de aceites de oliva (con o sin compuestos fenolicos) retardaron la oxidacion de
la LDL, se observo un incremento de la actividad antioxidante a mayor concentracion fendlica en el
aceite de oliva. El aceite de oliva refinado, sin compuestos fendlicos detectables, prolong¢ la fase de
latencia de la formacion de dienos conjugados en un 52%. Esta proteccion frente a la oxidacion de la
LDL es atribuible a los compuestos no-fenolicos con capacidad antioxidante presentes en el aceite
de oliva. Al afadir aceite refinado a la LDL aislada se alcanzé una concentracion final de a-

218 observaron un retraso de la fase de latencia del 42% en la

tocoferol de 4,38 mg/L. Frankel y cols.
oxidacion de LDL inducida por cobre, trabajando a una concentracién de o-tocoferol similar a la
utilizada en nuestro experimento. Sin embargo, el hecho de que el retraso en la fase de latencia tras
la adicion de aceite refinado fuera menor que el obtenido con los otros aceites de oliva con
contenido fenolico, indica que los fenoles del aceite de oliva tienen un papel preponderante frente a
la oxidacion de la LDL in vitro. Otros autores también han atribuido a otros CF de la dieta como el
resveratrol, lignanos y catequinas mas poder antioxidante in vitro que la Vitamina E 2'* 2 2'°_ Por el
contrario Nigdikar et al han publicado que la vitamina E retrasa la lag time, 4-5 veces mas que el
contenido fenolico de un vino tinto 2.

Las concentraciones de compuestos fenolicos, a-tocoferol y B-caroteno, de los aceites con contenido
fenolico utilizados (aceite de oliva comun y virgen) mostraron una asociacion positiva con el retraso
en la oxidacion de la LDL. Por ello y a fin de obtener una estimacion del efecto sobre la oxidacion
de la LDL atribuible a cada componente se realizaron analisis de regresion multiple con dichas
variables. Los compuestos fenolicos de los aceites de oliva comun y virgen fueron los principales
responsables del retraso en la oxidaciéon de la LDL. Observamos una contribucién menor aunque
significativa del a-tocoferol al incremento de la fase de latencia en el experimento con aceite de
oliva comun. No se observaron asociaciones con las concentraciones de -caroteno. Cabe mencionar
que la concentracion de B-caroteno presente en las soluciones de incubacion fue menor que la
utilizada habitualmente para inhibir la formacion de dienos conjugados **'. Estos resultados indican
que aunque todos los componentes antioxidantes del aceite de oliva pueden estar involucrados en la
proteccion que ejerce el aceite sobre la oxidacion de la LDL los compuestos fendlicos poseen la
mayor capacidad antioxidante in vitro.

La distinta actividad antioxidante de los aceites con contenido fendlico, comun y virgen, a idénticas
concentraciones de fenoles totales, podria atribuirse a una diferencia en la naturaleza de los

compuestos fenolicos. El examen de los perfiles cromatograficos de ambos aceites mostro
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diferencias entre ambos. Por ello el grado de actividad antioxidante in vitro de los aceites de oliva
depende de la cantidad pero también de la naturaleza de los CF 2.

Se requieren posteriores estudios para identificar y cuantificar los distintos CF del aceite de oliva, su
biodisponibilidad y sus efectos antioxidantes en humanos in vivo, a fin de determinar cual seria el
mejor perfil antioxidante de CF en un aceite de oliva y poder asi establecer recomendaciones

dietéticas en torno a su consumo.

2. Efectos de los extractos fendlicos de aceite de oliva sobre la proteccion de la LDL a la
oxidacion

Una vez establecido el papel preponderante que, sobre la resistencia a la oxidacion de la LDL in
vitro, tenian los CF del aceite de oliva, se procedid a analizar separadamente diversos aspectos de su
capacidad antioxidante. En una primera fase se analizaron los efectos protectores de los CF del
aceite de oliva sobre la oxidacion metal- y radical-dependiente de la LDL aislada. En una segunda
fase se estudiaron los efectos protectores sobre la oxidacion metal dependiente de la LDL tras
incubacion de los CF del aceite de oliva con el plasma.

Primero se confirmé que los extractos fenolicos del aceite de oliva virgen inhiben la oxidacion de la
LDL in vitro tanto metal-dependiente como radical-inducida de forma lineal a la concentracion de
fenoles incubada con la LDL aislada ***. Diversos autores habian demostrado previamente la
capacidad antioxidante de CF aislados del aceite de oliva %% 22 227 228 Ep este estudio se
comprobo la capacidad antioxidante in vitro del contenido total de CF del aceite de oliva virgen Los
resultados fueron concordantes con los obtenidos por Caruso y cols. **°.

En un segundo experimento se observd un incremento de la resistencia de la LDL a la oxidacion,
tras la adicion de extractos fenolicos de aceite de oliva virgen al plasma y posterior aislamiento de la
LDL *#; se detectd una relacion exponencial entre el contenido de CF y el retraso del tiempo de
latencia de formacion de dienos conjugados. Comparando ambos experimentos, las concentraciones
de CF necesarias para conseguir la inhibicion del 50% (Clsp) y 100% (Cl;qo) del tiempo de latencia
fueron superiores en el experimento de la adicion de extractos fendlicos a plasma seguido por el
aislamiento de LDL (CI5=98,5 y Cl;00=148 mg/Kg), que en el experimento de la adicion de
extractos fenolicos a LDL aislada (ClIs50=0,12 mg/Kg y Cl;00=0,24). Ello indica que s6lo una
pequena fraccion del contenido fendlico de la muestra podria unirse a la LDL. Algunos autores han

descrito resultados similares en estudios con CF de vino tinto y flavonoides de té ° *'°. Kerry y
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cols. establecieron que eran necesarios 70 mg/L de vino tinto para retrasar el tiempo de latencia un
60% **°. Por otra parte Ishikawa y cols. han descrito que 93 mg/L de epigallocatequina retrasaban un

50% el tiempo de latencia "’

. Este estudio sugiere que los CF, de naturaleza amfipatica
mayoritariamente, podrian incorporarse en la particula de LDL.

La adicion de extractos de aceite de oliva a LDL aislada seria representativo de la situacion en
plasma donde los CF pueden actuar, debido a su naturaleza amfipatica, como inhibidores de la
oxidacion tanto en el medio acuoso como unidos a lipoproteinas. Ello implicaria una capacidad para
inhibir la formaciéon de LDL minimamente modificadas en el torrente sanguineo ' En este punto,
es importante mencionar que la relevante proteccion conferida por las moléculas polares
antioxidantes en la circulacion sanguinea, ha sido descrita por algunos autores *'. La preincubacion
de los CF del aceite de oliva con plasma y posterior aislamiento de la LDL, podria emular la

situacion en la intima arterial donde la oxidacion de las lipoproteinas tiene lugar en dominios

. ., . .. o 14
aislados de la proteccion que pueden conferir los antioxidantes plasmaticos '*.

3. Deteccion de compuestos fendlicos en particulas de LDL humanas

Los resultados obtenidos en el estudio anterior apuntaban la posibilidad de una unién de los CF del
aceite de oliva a la particula de LDL, dado que solo los antioxidantes unidos a la lipoproteina podian
ser responsables del retraso en su oxidacion tras la incubacion de CF del aceite de oliva con plasma
y posterior aislamiento de la LDL. Durante el proceso de oxidacion de la LDL en la capa intima
arterial, espacio desprovisto de la riqueza de antioxidantes existente en el plasma, la carga

2

antioxidante enddgena de la lipoproteina es crucial para su proteccion 2. Nigdikar y cols.

observaron un incremento de CF totales en LDL tras la ingestion de vino tinto (375mL) con el

método Folin-Ciocalteau >**

. Sin embargo, el método del reactivo Folin-Ciocalteau es poco
especifico y sensible a una gran cantidad de compuestos oxidables. La confirmaciéon quimico
analitica de la uniéon de CF a las LDL in vivo, una de las cuestiones consideradas clave por la
comunidad internacional **°, no habia sido establecida previamente y requeria una metodologia mas
precisa. Mediante el desarrollo de un método cromatografico, con extraccion en fase solida y HPLC-
DAD, se pudo demostrar la existencia de CF ligados a la particula de LDL en individuos sanos no

214
suplementados

. Los 3 picos mayoritarios presentes en LDL, aunque no fueron identificados,
presentaron un tiempo de retencidon y un espectro compatible con el de los flavonoides. Entre los CF

ligados a la LDL humana se identificaron la rutina y la quercetina-3-glucurénido por su tiempo de
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retencion y espectro. La capacidad de los CF para unirse a la particula de LDL esta ligada al
coeficiente de particion de la molécula, ya que el plasma es un compartimiento acuoso y la particula
de LDL est4 rodeada de una cubierta amfipatica. El CF presente en la LDL con una concentracion

234 235
. La escasa

menor fue la rutina, lo que podria ser un reflejo de su bajo coeficiente de particion
capacidad de la rutina para penetrar en membranas lipidicas, ha sido descrita en la literatura
cientifica >.

Es importante destacar que la determinacion de CF se realizo en LDL aislada de individuos no
suplementados, lo que apunta a que una dieta habitual de nuestro medio, proporcionaria un aporte de
CF antioxidantes a las lipoproteinas. Por otra parte, el hecho de que los CF se determinen en LDL
después del aislamiento de la particula mediante una ultracentrifugacion secuencial (por flotacion y
por gradiente de densidad) sugiere una unién fuerte de los CF a la lipoproteina. Los resultados de
este estudio aportan evidencia de que varios CF provenientes de la dieta pueden ligarse a particulas
de LDL. La importancia de la capacidad de unioén de los CF a la LDL radica en que esta union
implica una accesibilidad directa de los CF a los posibles radicales perdxilo que se puedan formar en
la lipoproteina. Por consiguiente, los CF vehiculizados mediante la particula de LDL, podrian
ejercer su funcidon antioxidante en el espacio subendotelial, donde se produce mayoritariamente la

. <y . r 232
oxidacion de la lipoproteina .

4. Estudios in vitro sobre la capacidad de union de los compuestos fenolicos del aceite de oliva
a la LDL humana.

Una vez establecido que los CF provenientes de la dieta pueden incorporarse a las particulas de
LDL, se procedi6 a investigar la capacidad de los CF especificos del aceite de oliva para unirse a la
LDL. Tras la incubacion de CF de aceite de oliva con plasma de voluntarios sanos y posterior
aislamiento de la LDL, se observd un aumento de la concentracion del contenido total de CF en la
LDL directamente relacionado con la concentracion de CF incubada con el plasma >’

El anélisis cromatografico mostr6 que la rutina y cuatro CF con tiempo de retencién y espectro
compatible con el de los flavonoides se encontraban ligados a la LDL control. Estos CF no se
detectaron en los extractos del aceite de oliva incubados con el plasma, e incrementaron su
concentracion en LDL en relacion directa con la concentracion de CF del aceite de oliva incubados
con el plasma. El tirosol, sin embargo, no estaba presente en la LDL control y asimismo se observo

un incremento significativo de su concentracion en la particula de LDL en relacion directa con la
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concentracion de CF del aceite de oliva incubados con el plasma. Estos resultados muestran la
capacidad del tirosol, CF caracteristico del aceite de oliva, de unirse a la LDL invitroy la capacidad
de los CF del aceite de oliva para proteger a otros CF previamente unidos a la particula de LDL **7,
En nuestros estudios anteriores observamos la capacidad del contenido total de CF del aceite de
oliva de proteger la LDL frente a la oxidacion inducida in vitro. Aqui aportamos evidencia de uno
de los posibles mecanismos a través de los cuales podria alcanzarse esta proteccion. El hecho de que
el tirosol estuviera presente en los extractos fenolicos del aceite de oliva incubados con el plasma y
no en la LDL control, indica claramente que el origen de la union del tirosol a la particula de LDL
son los extractos fendlicos del aceite. Respecto al incremento en la LDL de los compuestos tipo
flavonoide previamente ligados a la lipoproteina, podemos descartar que fueran derivados (por
modificaciones oxidativas o quimicas) de los CF presentes en los extractos del aceite de oliva. La
presencia de flavonoides en aceite de oliva virgen ha sido descrita en concentraciones muy
reducidas (0.1mg/Kg de aceite de oliva virgen) **, pero no fueron detectados en los extractos de
aceite de oliva utilizados en este estudio. Por otra parte, a partir de estas concentraciones tan
modestas hubiera sido muy dificil detectar una incorporacion de flavonoides procedentes del aceite
de oliva en la LDL. El incremento de los CF previamente existentes en LDL, se puede atribuir a su
preservacion debido a la proteccion conferida por los CF de aceite de oliva virgen incubados con el
plasma, durante el aislamiento de la LDL y la posterior extraccion de los CF.

El incremento de CF (especificos o en términos globales) en LDL después de incubar CF de aceite
de oliva virgen con plasma, se asocié directamente con un incremento de la resistencia de la LDL a
la oxidacion. Una parte de este efecto puede atribuirse al incremento de los CF antioxidantes ligados
a la LDL. La capacidad antioxidante de la rutina ha sido establecida en estudios in vitro después de

.y : . . 238 239 234 4 . - : - :
su adicion a lipoproteinas aisladas . Asimismo, varios flavonoides procedentes de la dieta

234 240 189 219

han mostrado poseer propiedades antioxidantes in vitro y in vivo El consumo de
flavonoides se ha asociado a una reduccién de la incidencia de EC ' '°. Aunque la capacidad
antioxidante del tirosol parece menos potente que la de otros CF del aceite de oliva (como
hidroxitirosol, la oleuropeina o 4cido cafeico), el tirosol ha demostrado inhibir la generacion de 5-
lipoxigenasa en cultivos de leucocitos **' y proteger las células intestinales Caco-2 contra los efectos
citotoxicos y citostaticos de la LDL oxidada ***. Asimismo, Caruso y cols. demostraron la capacidad
del tirosol de inhibir la generacion de oxisteroles durante la fotoxidacién de la particula de LDL **°,

Aunque no se ha constatado especificamente su unidon quimico-analitica a la LDL en este estudio,
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otros CF presentes en el aceite de oliva con notables propiedades antioxidantes in vitro como el

hidroxitirosol y la oleuropeina **' 20! 202 147

, también podrian unirse a la misma en cantidades no
detectables por el método HPLC-DAD y contribuir a proteger a la particula de LDL de la oxidacion.
La union de los CF del aceite de oliva a la LDL en la proteccion frente la peroxidacion lipidica en la
LDL, puede estar relacionado con la preservacion de otros antioxidantes que bloquean las
reacciones en cadena de la lipoperoxidacion como el a-tocoferol o los flavonoides previamente
ligados a la lipoproteina o por efecto directo al estar unidos a la particula *’. La preservacion de la
vitamina E en la proteccion de la LDL frente a la oxidacion, conferida por el hidroxitirosol esta
descrita en la literatura **,

En este estudio se observo un incremento cualitativo y cuantitativo de CF unidos a LDL después de
una preincubacion de CF de aceite de oliva virgen con plasma. Se demostro la capacidad del tirosol

de unirse a la LDL in vitro, pero se requeria demostrar la biodisponibilidad de los CF del aceite de

oliva virgen en humanos y estudiar los efectos antioxidante de los CF del aceite de oliva in vivo.

5. Estudios de los efectos antioxidantes del aceite de oliva en humanos

Previo al inicio de los estudios en humanos y dentro del marco del estudio: “Efectos antioxidantes del
aceite de oliva” se realiz6 un estudio de biodisponibilidad de los CF del aceite de oliva. Se estableci6 la
biodisponibilidad del tirosol y el hidroxitirosol, dos CF caracteristicos del aceite de oliva virgen con
propiedades antioxidantes **°, a partir de la ingestion de aceite de oliva en su forma natural.

Estos trabajos han permitido utilizar la determinacion de estos CF como marcadores de la ingesta de
aceite de oliva en nuestros posteriores estudios '™ '*°.

Una vez comprobada la biodisponibilidad del tirosol e hidroxitirosol se procedi6 a efectuar diversos
estudios en humanos. En primer lugar se examinaron los efectos postprandiales y a corto plazo el
consumo de aceite de oliva virgen en voluntarios sanos. En segundo lugar se realiz6 un estudio para

establecer el papel antioxidante de la ingesta de CF procedentes del aceite de oliva virgen en

voluntarios sanos.

5.1. Efectos sobre el estrés oxidativo postprandial y a las 24 horas de la ingestion de aceite de
oliva virgen
Se estudiaron los efectos de una ingesta aguda de 50 mL de aceite de oliva virgen sobre el balance

oxidativo/antioxidativo, y sobre los niveles de acidos grasos y triglicéridos plasmaticos, en 16
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voluntarios sanos (Ver protocolo en Anexo 1).

5.1.1. Estrésoxidativo postprandial de la ingestion de aceite de oliva virgen

Tras la administracion de 50 mL de aceite de oliva virgen, se observd un estrés oxidativo
postprandial a las 4-6 horas de la ingestion, reflejado en un incremento de peroxidos lipidicos y un
descenso de la actividad de los enzimas antioxidantes asociados al sistema glutation. El hecho de
que la GHS-Px convierta los hidroperoxidos formados por los radicales libres en alcoholes no

toxicos *, y la GSSG-Rd actie regenerando el glutation oxidado a su forma reducida **

, podria
explicar el descenso de la actividad de estos enzimas debido a su consumo; un patroén habitual, en
un estado de estrés oxidativo, es observar una oxidacion de lipidos incrementada junto con un
descenso de las defensas antioxidantes *** >,

El incremento de perdxidos lipidicos observado podria deberse a su generacion durante la digestion
2425 debido al pH y a la presencia de catalizadores (i.e. metales de transicion) de la
lipoperoxidacién **. Por otra parte el consumo de lipidos oxidados a través de dieta, esta descrito
como uno de los origenes de lipoperdxidos *** **’. Los indices maximos permitidos por la
Comunidad Europea, sobre la cantidad de peroxidos y productos secundarios carbonilos existentes
en un aceite de oliva virgen, son de 20 miliequivalentes de oxigeno activo por kilogramo de masa
(meq. O2/Kg) y de 0,2 (coeficiente de extincion K270), respectivamente. Aunque el indice de
peroxidos y la K270 del aceite de oliva virgen administrado en este estudio se encontraban muy por
debajo de los limites establecidos, no se puede descartar totalmente un posible aporte de lipidos
oxidados a través del aceite ingerido, lo que podria contribuir al estrés oxidativo postprandial
observado. La hiperglucémia es otra causa ampliamente conocida de generacion de radicales libres
en el organismo ***. Aunque no se determiné la glicemia en la fase postprandial temprana, cuando se
produce el pico de glicemia, se detectdé un aumento moderado de la glucosa a las 2 horas de la
ingesta del aceite de oliva. El incremento postprandial de glucosa e insulina se ha relacionado con el
estrés oxidativo en pacientes diabéticos **°, sin embargo la relevancia en la generacion de radicales
libres de los niveles de glucosa y insulina en individuos sanos esta por dilucidar.

Nuestros resultados indican que las particulas de VLDL sufren una oxidacion después de la
administracion de 50 mL de aceite de oliva virgen. El incremento del contenido en triglicéridos en
las VLDL se ha relacionado con el estrés oxidativo en pacientes con Diabetes tipo I **°. Por otra
parte, las lipoproteinas remanentes postprandiales se han asociado con una disfuncién endotelial ',

Después de una comida rica en aceite de oliva, las lipoproteinas ricas en triglicéridos reflejan la
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composicion en acidos grasos del aceite de oliva, con un incremento de linoleil-oleil- y palmitoil-
oleil-triglicéridos '*°. Estos datos, aportados por Abia y cols., coinciden con el aumento del acido
oleico y linoleico plasmadtico en la fase postprandial después de la ingesta de 50 mL de aceite de
oliva virgen, observado en nuestro estudio. Estd ampliamente aceptado que las lipoproteinas ricas en

152 1 146 154 1 252 . ;. . .
52 153 146 154 139 252 py- ¢] contrario el 4cido linoleico

acido oleico son mas resistentes a la oxidacion
es uno de los acidos grasos provenientes de la dieta mas oxidable 2*. En nuestro estudio, a pesar del
incremento concomitante de acido oleico junto con el 4cido linoleico plasmatico, el desequilibrio
oxidativo/antioxidativo a las 4 horas de la administracion del aceite de oliva estuvo directamente
relacionado con los niveles elevados de acido linoleico.

A pesar del estrés oxidativo postprandial reflejado en el ascenso de peroxidos lipidicos en plasma y
en las VLDL, no se observaron cambios en la resistencia de la LDL a la oxidacion. Estos resultados
coinciden con el trabajo de Nicolaiew y cols., quienes no detectaron cambios de la resistencia de la
LDL a la oxidacién a las 6 horas, después de la ingesta de una dieta rica en aceite de oliva virgen .
En nuestro estudio, aunque en las particulas VLDL aumentaron los equivalentes de
malondihaldeido, indicando un incremento de su estado de oxidacion, no se aprecid un ascenso de

215

su generacion en las LDL “°. En las particulas de LDL el contenido de acido oleico, a-tocoferol y

CF tendié a incrementar en la fase postprandial, aunque no alcanzé la significacién estadistica **.
Gimeno y cols. consideran que esta tendencia no llega a ser significativa, a causa de que el periodo
de blanqueo previo al que fueron sometidos los participantes produjo una deplecion de
antioxidantes, que retrasé la recuperacion de los niveles basales de los mismos ***. El hecho de que
la LDL se mantuviera protegida frente a la oxidacion a pesar de la existencia del estrés oxidativo
postprandial *'°, podria atribuirse a un sinergismo entre los antioxidantes de la particula de LDL ***.
Se ha descrito un incremento de la susceptibilidad de la LDL a la oxidacion **° y niveles elevados de
perdxidos lipidicos **° después de una dieta rica en grasa. Otros estudios sin embargo, no han
encontrado cambios en los marcadores de oxidacion lipidica en individuos sanos después de una
ingesta rica en grasas >, grasa sometida a estrés térmico o grasa sin calentar **’. La lipemia
postprandial esta reconocida como un factor de riesgo para el desarrollo de la arteriosclerosis y se ha

asociado con un aumento de lipoproteinas ricas en triglicéridos y sus remanentes >>° *

259

, pudiendo
dafiar directamente el endotelio vascular a través de mecanismos oxidativos “°". El impacto de la
ingesta de aceite de oliva sobre el estrés postprandial sigue pendiente de dilucidar.

Varios autores han publicado que el consumo de 100g de aceite de oliva no influye sobre la
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resistencia de la LDL a la oxidacion durante el periodo postprandial *®, *°!, 2% Por otra parte el
aceite de oliva es rico en acido oleico, el cual ha demostrado aumentar la resistencia de la LDL a la
oxidacion **. Cabe considerar también que los antioxidantes presentes en el aceite de oliva, podrian
proteger a la particula de LDL de la oxidacion. En estudios con animales, se ha demostrado que la
capacidad antioxidante del plasma aumenta 4h después de la administraciéon de una dosis tinica de
alpechin (aguas residuales que se obtienen después del prensado de la oliva) ***. Visioli y cols. han
descrito un descenso en la excrecion de F-isoprostanos en orina de 24 horas, asociado al contenido
en CF de aceite de oliva administrado a humanos *%.

5.1.2. Efectos sobre €l estrés oxidativo a las 24 horas de la ingestion de aceite de oliva virgen
Después del estrés oxidativo postprandial detectado, tanto los niveles plasmaticos de perdxidos
lipidicos como la actividad de los enzimas antioxidantes recobraron la normalidad a las 24 horas de
la ingestion de 50 mL de aceite de oliva virgen. Un dia después de la ingesta del aceite de oliva
virgen se aprecié una mayor resistencia de la LDL a la oxidacién, mientras que el 4cido oleico
plasmatico y la razon AGMI/AGPI se elevaron. En este periodo, el aceite de oliva fue la unica
fuente dietética de antioxidantes y AGMI, por ello la mejora en la resistencia de la LDL a la
oxidacion puede atribuirse al consumo de aceite de oliva virgen (50mL) en este dia; Se detecté un
incremento de a-tocoferol en la particula de LDL a las 24 horas de la administracion del aceite de
oliva y se observd asimismo un incremento, aunque no significativo, de CF y AGMI en esta
lipoproteina. **.

Cabe mencionar que la principal limitacion de este estudio fue no poseer un grupo control, que
realizara una ingesta aguda de otro tipo de grasa. Se requieren mas estudios para dilucidar si el
consumo de aceite de oliva virgen conlleva una mayor proteccion que dietas ricas en otras grasas
frente un estrés oxidativo postprandial, y si el distinto contenido en CF de los aceites de oliva

pueden influir en el estrés posprandial posterior a su ingesta.

5.2. Efectosa corto plazo de la ingestion de aceite de oliva virgen sobre el estrés oxidativo
Después de una administraciéon de 25 mL/dia de aceite de oliva virgen durante una semana, se
observo un incremento del &cido oleico sin cambios en el contenido total de acidos grasos tanto en

254

plasma *'* como en la particula de LDL ***. Ello confirma el buen cumplimiento de los voluntarios

en la toma diaria de aceite de oliva.
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A pesar de que la administracion diaria de aceite de oliva virgen fue so6lo durante una semana, los
efectos beneficiosos sobre la resistencia de la LDL a la oxidacion son parecidos a los descritos en
estudios anteriores en humanos, con dietas enriquecidas con AGMI y con periodos de intervencion

més largos (3-4 semanas) 253 139 154 266

. Ello puede deberse a que los voluntarios antes de empezar el
periodo de intervencion, efectuaron un periodo de blanqueo de aceite de oliva y alimentos ricos en
antioxidantes (4 dias) con una dieta libre en aceite de oliva y antioxidantes. Por ello, junto con el
aceite de oliva, otros compuestos antioxidantes provenientes de la dieta podrian influir en el
aumento de la resistencia de la LDL a la oxidaxion y de la actividad de los enzimas antioxidantes.
Después del consumo regular y moderado de aceite de oliva virgen durante una semana, el descenso
del cociente linoleico/oleico en plasma se relacion6 con un mejor equilibrio oxidativo/antioxidativo,
reflejado en una disminucién plasmatica de lipoperdxidos y un incremento de la actividad
plasmatica de GSSG-Rd *'°. La mayor resistencia de la LDL a la oxidacion observada se puede

3 en la

atribuir en parte a la sustitucion de 4cido linoleico, 4cido graso altamente oxidizable *°
lipoproteina por acido oleico. Sin embargo, estudios recientes con liposomas enriquecidos con acido
oleico sugieren un mecanismo protector propio del acido oleico sobre la oxidacion de la LDL **’. El
incremento de la actividad plasmatica de la GSSG-Rd indicéd su preservacidon ante una situacion
oxidativa/antioxidativa favorable. Aunque se dispone de poca informacion de la respuesta in vivo de
los enzimas antioxidantes, frente a un consumo notable de grasa, se ha establecido un aumento de la
actividad de la GSH-Px y glutation transferasa después de la suplementacion con aceite de oliva en
conejos **. Por otra parte se observé un aumento del contenido de a-tocoferol, CF y 4cido oleico en
LDL, indicativo de un estado de defensa ante una posible agresion oxidativa >,

Visioli y cols. han descrito un estado oxidativo/antioxidativo favorable a los 4 dias de la

269

administracion de alpechin a ratas 7, por otra parte han descrito un descenso de 8-

isoprostaglandinas F, a los 2 y 4 dias de la administracion de alpechin a ratas *"°. Como ya se ha
. . 253 139 154 266

mencionado anteriormente, nuestros resultados concuerdan con los de otros autores

Asi los efectos beneficiosos de la ingestion de aceite de oliva virgen podrian estar ligados a un

consumo moderado y continuado de una dosis razonable para el consumidor, pudiendo entonces

considerarse al aceite de oliva virgen como un alimento natural funcional.

Del mismo modo que se ha indicado en el apartado anterior cabe destacar, como limitacion del

estudio, la falta del grupo control.
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5.3. Efectos a largo plazo de la ingestion de aceites de oliva con diferente contenido fendlico
sobre la proteccion dela LDL ala oxidacién

Se disefd un ensayo clinico randomizado, cruzado y a doble ciego, con 30 voluntarios sanos, con el
fin de investigar los efectos antioxidantes del consumo de 25 mL de aceite de oliva crudo y
identificar el papel de los CF. Se realizaron tres periodos de intervencion (3 semanas) con tres tipos
de aceite (con un contenido en CF nulo, medio y alto, de 0, 68 y 150 mg/Kg EAC), precedidos por
un periodo de blanqueo (2 semanas) en el cual se adminitr6 un aceite de oliva sin CF (aceite de oliva
refinado). Los tres aceites administrados procedian de la misma variedad de oliva y cosecha, lo que
conferia la méxima homogeneidad posible a los aceites en cuanto a composicion en acidos grasos y
antioxidantes, excepto en su contenido en CF. El estudio se llevo a cabo en una comunidad religiosa
a fin de conseguir el maximo control sobre la dieta y la maxima homogeneidad en los estilos de vida
de los participantes. Durante todo el estudio los voluntarios no consumieron alimentos con un alto
contenido en CF. Por otra parte se confirmé que la dieta y el ejercicio fisico (controlados mediante
cuestionarios) no variaron a lo largo de la realizacion del estudio. El cumplimiento de los
voluntarios se verifico mediante la determinacion de los niveles de tirosol en orina (CF presente en
el aceite de oliva no refinado), pardmetro que demostré ser un buen reflejo del consumo de
alimentos ricos en tirosol. Mediante el registro de la dieta diaria y la determinacién urinaria de
tirosol, se confirmo que los tres periodos de blanqueo previos a cada intervencion fueron efectivos y

comparables entre ellos.

5.3.1. Antecedentes sobre el estudio de |os efectos antioxidantes de un consumo agudo y mantenido

de aceite de oliva en humanos

A pesar de que el beneficio del consumo de aceite de oliva sobre el perfil lipidico *’* 272 23

resistencia de la LDL a la oxidacion inducida in vitro estin ampliamente aceptados *** 22° 226, 227 228

y la

203 los efectos beneficiosos in vivo de sus CF estan todavia cuestionados. Estudios en modelos

animales han mostrado un aumento de la resistencia de la LDL a la oxidacion a largo plazo aunque

acompafiado de un aumento de los niveles plasmaticos de malondihaldeido, después del consumo de

aceite de oliva durante 6 semanas *’*. Varios estudios en humanos no han encontrado cambios en los

marcadores de estrés oxidativo utilizados, después del consumo durante 3-4 semanas de aceite de
260 261

. .o . P 2 . 2
oliva con distinto contenido fendlico =, =, > Por otra parte Ramirez-Tortosa y cols. ® han

demostrado un ascenso de la resistencia de la LDL a la oxidacion y un descenso de la captacion por
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parte de macrofagos de LDL oxidada, asociado al contenido en CF del aceite de oliva, después de la
administracion de aceite de oliva virgen y refinado durante 3 meses. Recientemente en un estudio
con 171 casos y 171 controles, se ha encontrado una reduccion estadisticamente significativa del
riesgo de infarto agudo de miocardio no fatal del 82%, entre los que consumian aceite de oliva
valorado por cuestionarios (aproximadamente 60mL/dia) *”’.

En la tabla 10 y 11 se han representado los diferentes estudios de intervencion en humanos sobre los
efectos postprandiales de una ingesta aguda de aceite de oliva y los efectos de un consumo
mantenido (a corto o a largo plazo) de aceite de oliva, respectivamente. Los distintos resultados se
pueden atribuir a las caracteristicas de los participantes (por ejemplo pacientes versus voluntarios),
recomendaciones dietéticas durante el estudio, marcadores de oxidacion utilizados, duracion de los
periodos de intervencion y diferencias en el contenido de CF. Algunos de estos estudios carecen de
un grupo control, y en otros se comparé el valor de los marcadores oxidativos correspondiente al
final de los periodos de intervencion, sin ponderarlos respecto al valor basal previo a la
intervencion; por tanto al no haberse analizado la homogeneidad de los valores basales previos a
cada periodo de intervencion, la seguridad de que los periodos de blanqueo han sido efectivos no

existe.

55



Tabla 10. Estudios en humanos sobre el efecto antioxidante postprandial del consumo de aceite de oliva

Ref Intervencién n Dosis de CF Disefio Marcador de oxidacion Resultados * Direccién del efecto de la
intervencion "
Nicolaiew Aceite de girasol 10 16 mg/d + 3 sem cruzado, Incremento comparado con el t=0 (alto vs bajo) ¢
y cols. %! enriquecido en acido 12 mg‘ en el Gltimo extraccion - tiempo de latencia ante la oxidacion de la LDL (min) 4vs3 0/- (6h)
oleico vs aceite de oliva dia sanguinea a las 6h - velocidad max de ox de la LDL (umol/min/g pt LDL) -1 vs—1 0 (6h)
virgen el ultimo dia - dienos conjugados formados (umol/ g pt LDL) -30 vs 24 0/+ (6h)
Visioli Aceite de oliva con 6 Excresion urinaria de 8-isoprostaglandinas F,, (pg/mg creat)
ycols.”®  distintas cantidades de -24 mg 4 dosis unicas, -24 mg 273 1
extractos fenolicos -49 mg recoleccion de orina -49 mg ! 228 1
-73 mg de24h -73 mg 180 +
-98 mg -98 mg 184 (dosis-dependiente)
Vissers Aceite de oliva bajo en 12 0 vs 100 mg 3 dosis tnicas, Incremento comparado con el t=0 (alto vs bajo) ¢
y cols. *™®  fenoles vs aceite de oliva extracciones de - tiempo de latencia ante la oxidacion de la LDL (min) 4vs7(%h) 0/- (2 h)
con extractos ricos en sangre alas 0, 2y 2 4vs8(2h) 0/- (2h)
fenoles polares y no h - velocidad max de ox de la LDL (umol/min/g pt LDL) -1vs—1 (%2 h) 0 (*2h)
polares 0vs—2(2h) 0 (2h)
Gimenoy  Aceite de oliva virgen 16 11 mg Resultado comparado con el de t =0 (Oh vs extracciones post.)
cols. ¥ - tiempo de latencia ante la oxidacion de la LDL (min) 142 vs 149 (24h) 0/+ (2, 4, 6, 8h) + (24h)
o - dienos conjugados formados (pumol/ g pt LDL) 612 vs 759 (4h) 0/- (2, 4h)
una dosis Unica - velocidad max de ox de la LDL (umol/min/g pt LDL) 6,4 vs 4,8 (24h) 0/+(2, 4, 6, 8h) + (24h)
Fito Y, despuésdeun - relacion MUFA/PUFA plasmatica 0,50 vs 0,58, 0,65, 0,7, 0,6, +(2,4,6,8,24h)
cols. blanqueo de 4 dias
. ’ 0,58 (2, 4, 6, 8, 24h
extracciones a las 0, - relacion MUFA/PUFA en LDL ( ) 0/+ (6h)
2,4,6,8y24h - vitamina E en LDL 0,41 vs 0,47 0/- (6h)
-CF en LDL 5,9 vs 5,8 0/+ (8h)
- glutation reductasa 4,8vs 7,0 0/-(2, 4, 6, 8h) 0/+ (24h)
50,1 vs 48,6, 49,4, 45,5, 51,9
- glutation peroxidasa 905 %,6‘;, %324;32 930 - (2,4, 6h) 0/+ (24h)
vs 865, 836,842,
(2, 4, 6h)

*Resultados expresados comparando dosis alta de CF versus baja para las referencias 1 y 3. Para la referencia 2 se expresa la reduccion dosis-dependiente de isoprostanos en orina, a medida que aumenta el hidroxitirosol ingerido (tanto en su forma

libre como formando parte de la aglicona de oleuropeina). Para las referencias 4 y 5 resultados expresados comparando los valores basales (después de 4 dias de blanqueo) versus niveles a las 2, 4, 6, 8 y 24h post-administracion.
® 0 = no efecto, + = efecto protector, - = efecto negativo, 0/+ = efecto con tendencia a ser protector no significativo, 0/- = efecto con tendencia a ser negativo no significativo.

¢ La ingesta de aceite de oliva y CF ha sido estimada apartir del contenido de MUFA en la dieta y en el aceite, asumiendo que todo el contenido de MUFA en la dieta proviene del aceite de oliva. Esta estimacion seria la cantidad maxima de aceite

de oliva consumido por dia.
¢ Se ha restado el tiempo de latencia de las Oh a el de las 6h.

¢ Se ha expresado el incremento medio de las dosis de 100mg de extractos ricos en fenoles polares y no polares vs aceite de oliva bajo en fenoles

CF = compuestos fendlicos, creat = creatinina; ox = oxidacion, pt = protein, ref = referencia, vs = versus.
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Tabla 11. Estudios en humanos sobre el efecto antioxidante de un consumo sostenido de aceite de oliva

Ref Intervencion n Dosis de CF Disefio  Marcador de oxidacién Resultados * Direcion del efecto de la
intervencion "
Nicolaiew Aceite de girasol 10 Ovsl6mg/d® 3 semcruzado -tiempo de latencia ante la oxidacion de la LDL (min) 64 vs 59 0/-
Y cols. enriquecido en acido - velocidad max de ox de la LDL (umol/min/g pt LDL) 11vs1l 0
oleico vs aceite de oliva - dienos conjugados formados (HITIOI/ gpt LDL) 485 vs 483 0
virgen versus
Ramirez-  Aceite de oliva refinado 24 3 vs 33 mg/d 3 meses - velocidad de formacion de TBARS
Tortosa vs aceite de oliva virgen Vit E: cruzado (nmol TBARS/mg pt LDL/umol Cu**/L)) 15vs 12 +
y cols. > 8 vs 12 mg/d - captacion de LDL oxidada por macrofagos
(% de captacién de LDL por U937 macrofagos) 46 vs 35 +
Bonanome liva refinado vs aceite de 14 tirosol + 1 mes -tiempo de latencia ante la oxidacion de la LDL (min) 47 vs 40 0/-
y cols. #°  oliva virgen hidroxitirosol: cruzado -velocidad de peroxidacion (nmol O, captado/min) 15vs 13 0/+
0 vs 0,4 mg/d
Vissers Aceite de oliva virgen 46 3 vs 21 mg/d 3 sem - tiempo de latencia ante la oxidacion de la LDL (min) - en LDL 110 vs 109 0
y cols. ' pobre en CF vs aceite de cruzado -en HDL 69 vs 70 0
oliva virgen rico en CF - velocidad max de ox de la LDL (umol/min/g pt LDL) - en LDL 12vs 12 0
-en HDL 4.6vs44 0
- malondialdeido (umol/L) 0.7vs 0.7 0
- hidroperoxidos lipidicos (umol/L) 04vs0.4 0
- carbonilos proteicos (nmol/mg pt) 02vs0.2 0
- capacidad plasmatica reductora del férrico (nmol/L) 1.1vs 1.1 0
Gimeno Aceite de oliva virgen 16 4,6 mg/d 1 sem Resultado comparado con el de t=0 (Oh vs extracciones post.)
y cols. ' - tiempo de latencia ante la oxidacion de la LDL (min) 142 vs 163 +
Fito - dienos conjugados formados (umol/ g pt LDL) 612 vs 573 0/+
y cols. ** - velocidad max de ox de la LDL (umol/min/g pt LDL) 6.41vs5.3 +
- relaci6 MUFA/PUFA plasmatica 0.50 vs 0.61 +
- relaci6 MUFA/PUFA en LDL 0.41 vs 0.48 +
- vitamina E en LDL 5.88 vs 6.90 +
-CFen LDL 4.8 vs 8.0 +
- glutation reductasa 50.1 vs 56.8 +
- glutation peroxidasa 905 vs 974 0/+
Marrugat  Aceite de olivarefinado 30 Ovs1,2mg/dy 3 semcruzado Resultados pre y post-intervencion (R, C, V) R C \ (asociado al contenido de CF) —
ycols."”  vs aceite de oliva comiin 2,7mg/d - tiempo de latencia ante la oxidacion de la LDL (min) 116 vs 118 116 vs 120 112 vs 120 +
y virgen - niveles de LDL oxidada (U/L) +
. . . 36.7 vs 30.3 383vs33.7  42.8vs283
- anticuerpos anti LDL oxidada (U/L) 252 vs 304 275 vs 324 412 vs 293 0

*Resultados expresados comparando dosis baja de CF versus alta para las referencias 1, 2, 3 y 4. Para la referencia referencias 5 y 6 resultados expresados comparando los valores basales (después de 4 dias de blanqueo) versus niveles después de
una semana de tratamiento. En la referencia 7 los resultados estan expresados comparando los valores basales de cada intervencion con los valores post-intervencion.

® 0 = no efecto, + = efecto protector, - = efecto negativo, 0/+ = efecto con tendencia a ser protector no significativo, 0/- = efecto con tendencia a ser negativo no significativo.

“ La ingesta de aceite de oliva y CF ha sido estimada apartir del contenido de MUFA en la dieta y en el aceite, asumiendo que todo el contenido de MUFA en la dieta proviene del aceite de oliva. Esta estimacion es entonces la cantidad maxima de
aceite de oliva consumido por dia. AG, 4acidos grasos; CF = compuestos fendlicos, ox = oxidacion, pt = protein, ref = referencia, vs = versus, R = aceite de oliva refinado, C = aceite de oliva comin, V = aceite de oliva virgen.
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5.3.2. Efectos del consumo de aceites de oliva con diferente contenido fenolico sobre la
peroxidacion lipidica

Se observo un incremento de la resistencia de la LDL a la oxidacion junto un decremento de
los niveles de LDL oxidada, asociado al contenido en CF del aceite de oliva administrado. El
mayor porcentaje de cambio en las variables indicadoras de peroxidacion lipidica (tiempo de
resistencia de la LDL a la oxidacion y niveles plasmaticos de LDL oxidada) se detectd en el
periodo de consumo de aceite de oliva virgen, posteriormente en la intervencion con aceite de
oliva comun y por ultimo con el aceite refinado, secuencia paralela al contenido decreciente
de CF en los tres aceites de oliva. Debido al disefio del estudio, podemos atribuir estos efectos
al contenido de CF del aceite de oliva, cardcter diferencial entre los 3 aceites ya que el
contenido en alfa-tocoferol, beta-caroteno y acidos grasos era similar entre los 3 tipos de
aceite utilizados.

Los marcadores utilizados en este estudio estaban dirigidos a examinar el grado de oxidacion
y/o la resistencia de oxidacion de la LDL; cabe mencionar que se desconoce todavia la
significacion clinica de cambios en variables indicadoras del estado oxidativo. Se conoce que
la LDLox es una particula inmunogénica®; se han descrito niveles inferiores de anticuerpos

. . . 283 284
anti LDLox en sujetos sanos que en pacientes con EC

y asimismo se ha establecido una
asociacion positiva entre el grado de arteriosclerosis carotidea medida por Eco-Doppler y los
niveles séricos de anticuerpos anti LDLox **. Por el contrario, se ha publicado en sujetos
sanos un asociacion inversa entre el titulo de anticuerpos anti LDLox y los niveles de LDLox
286 y entre el titulo de anticuerpos con el grosor de la pared arterial %7 La gran variedad
interindividual y la gran diversidad de metddicas existentes para detectar anticuerpos anti
LDLox, podria contribuir a la ausencia de consenso sobre su significado clinico. En este
estudio no observamos cambios en los niveles de anticuerpos anti LDLox asociado al
consumo de aceite de oliva. La gran variedad interindividual de los niveles de LDLox (rango
de 0.7 a 200 U/L) podria contribuir a la dificultad de observar cambios en este marcador.

Aun no se conoce con exactitud de qué modo y donde se oxida la LDL in vivo **® pero, dado
que existe evidencia de que la peroxidacion lipidica ocurre mayoritariamente en la intima y
dada la dificultad que esto implica para determinar la oxidacion de la LDL in vivo *!, se
considera que medir la resistencia de la LDL circulante a la oxidacidon proporciona una

informacion valiosa ** aunque tiene una aplicabilidad en la préctica clinica limitada. Se ha

observado en diversos estudios una menor resistencia de la LDL a la oxidacion inducida por
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. . 289 284 2 ., .
cobre en pacientes con EC, que en voluntarios sanos *** ** **°, Respecto la medicion directa
de la LDLox, se han descrito diferencias significativas en los niveles de LDLox entre

291 292

pacientes sanos y pacientes con EC, siendo superior en estos ultimos . Varios autores

han publicado la correlacion entre los niveles de LDLox y la gravedad del sindrome coronario

2 204 .. . . ., , . .
3 29 sugiriendo una posible aplicacién clinica de los niveles de LDLox como

agudo
herramienta predictora de la severidad del sindrome coronario agudo. Aunque los datos
siguen una misma tendencia, los distintos titulos encontrados entre los distintos estudios
pueden ser fruto, ademéas de la variacion interindividual y técnica inherente a todo
determinacion de laboratorio, de los diferentes anticuerpo monoclonales utilizados. Algunos
estudios han analizado la LDLox a través de un ELISA con dos anticuerpos contra
determinantes antigénicos de la molécula apolipoproteina B oxidada, siendo uno de ellos el

293 199
6

anticuerpo monoclonal murino especifico mAb-4E . Dicha determinacion de LDLox

puede incluir también a la VLDL oxidada que posee también apolipoproteina B, aunque en

menor cantidad *. Ehara y col. **

utilizan anticuerpos monoclonales AbDLH3, que
reconocen moléculas de fosfatidilcolina oxidada y son especificos contra LDL oxidada. Aun
utilizando distintos anticuerpos monoclonales, los diversos estudios muestran unos resultados
que destacan que la determinacion de LDLox puede ser un marcador fiable de peroxidacién

lipidica in vivo y del desarrollo de la EC.

5.3.3. Efectosdel consumo de aceites de oliva con diferente contenido fendlico sobre el perfil
lipidico, lipoproteico y la glicemia

Se detectd un incremento del colesterol HDL después de la administracion del aceite de oliva
virgen, y una disminucion de los triglicéridos plasmaticos después de la ingesta del aceite de
oliva comun. Se ha descrito un aumento del colesterol HDL y una disminucion de
triglicéridos y LDL-colesterol después del consumo de plantas ricas en flavonoides, en

2 El mecanismo fisiologico de los efectos hipolipemiantes del consumo de

humanos
alimentos ricos en CF, estd aun pendiente de ser dilucidado **® *’. Se ha propuesto una
mejora del transporte reverso de colesterol, una reducciéon de la absorcion intestinal de
colesterol y un incremento de la excrecion de acido biliar, han sido propuestos como base

T .y . . . . . . 205 206 2
fisiologica de la accion hipolipemiante de la ingesta de alimentos ricos en CF 2% 206 207,

61



5.3.4. Caracteristicas del estudio

La mejora del estado oxidativo/antioxidativo apreciado, aunque estadisticamente
significativo, es de discreta magnitud '*°. Posiblemente se hubieran detectado mayores
diferencias en los marcadores de estrés oxidativo utilizados si la dosis de aceite diaria y/o el
contenido en CF del aceite de oliva virgen hubiesen sido superiores, si en lugar de consumir
aceite refinado durante los periodos de blanqueo se hubiese utilizado mantequilla, margarina
o aceites vegetales y, si los voluntarios hubiesen sido personas con alguna patologia o no
consumidores habituales de una dieta Mediterranea. Cabe destacar que uno de los objetivos
del estudio era analizar los efectos antioxidantes de los CF de una dosis de aceite de oliva en
crudo (25 mL) razonable para cualquier poblacion con el fin de poder recomendar su uso a
otros paises con poca tradicion de incluir aceite de oliva en su dieta. La administracion de
aceite de oliva refinado durante los periodos de blanqueo, aunque también puede tener un
efecto antioxidante por su contenido en AGMI y antioxidantes como la vitamina E, asegur6 la
homogenizacion del perfil lipidico plasmatico y de la composicion lipidica de las
lipoproteinas. Este hecho permite atribuir a los CF presentes en el aceite de oliva, Unica
caracteristica diferencial entre los tres aceites, las diferencias analizadas con los marcadores
del estrés oxidativo utilizados. La velocidad de oxidacion de la LDL y la cantidad méaxima de
dienos formados durante la oxidacioén de la LDL, variables relacionadas con la composicion
de acidos grasos en las lipoproteinas, no mostraron diferencias entre los tres periodos de
intervencion; en cambio el tiempo de latencia de la LDL a oxidarse, relacionado directamente
con la carga antioxidante endogena de la particula, si presentd significacion estadistica. Por
otra parte es de esperar que la recomendacion del consumo de aceite de oliva a una poblacion
industrializada no mediterranea, repercutiria en unos mayores beneficios para la salud dado su

mas habitual consumo de grasas saturadas o polinsaturadas.

Por ultimo cabe destacar que los efectos beneficiosos in vivo de los CF del aceite de oliva
virgen estan todavia pendientes de ser demostrados en estudios observacionales de cohorte o
en ensayos clinicos aleatorizados, en poblaciones con distintos habitos dietéticos. Demostrar
que tanto poblaciones con un consumo habitual de grasas saturadas o polinsaturadas como los
consumidores de una dieta Mediterranea estandar, pueden beneficiarse de los efectos
saludables del consumo de aceite de oliva virgen, es importante para las recomendaciones

dietéticas en Salud Publica.
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* Futuras lineas de investigacion

Una vez demostrados los efectos antioxidantes de los CF del aceite de oliva, tanto en
experimentos in Vitro como en estudios in vivo en humanos, queda por confirmar los
resultados obtenidos en este estudio, en poblaciones con un estilo de vida menos regular.
También sigue pendiente de especificar, el posible sinergismo entre distintos compuestos
antioxidantes procedentes de la dieta en el organismo humano. Otra cuestion seria dilucidar si
el efecto del consumo de aceite de oliva difiere en poblaciones con distintos estilos de vida
(por ejemplo poblaciones del Norte y Centro de Europa), implicando un beneficio mas o
menos aparente segun los habitos alimenticios previos a la introduccion del aceite de oliva en
la dieta cotidiana. Por ultimo, seria de interés determinar si los efectos beneficiosos de un
consumo regular de aceite de oliva se manifiestan de forma més relevantes en personas con

distintos tipos de patologia, como por ejemplo la Enfermedad Cardiovascular.
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Conclusiones

Aunque varios componentes del aceite de oliva poseen capacidad antioxidante, su
capacidad global de retardar la oxidacion de la LDL in vitro esta asociada de forma
significativa tanto a su concentracion total de compuestos fenolicos, como a la
naturaleza de los mismos.

El contenido total de compuestos fendlicos de un aceite de oliva virgen posee
capacidad protectora frente a la oxidacion, tanto metal- como radical-dependiente, de
la particula de LDL aislada.

El contenido total de compuestos fendlicos de un aceite de oliva virgen posee
capacidad protectora de la oxidacidon, metal-dependiente, de la particula de LDL
aislada tras incubacion de un extracto de CF del aceite de oliva con el plasma.

Los compuestos fenolicos provenientes de la dieta pueden incorporarse a las particulas
de LDL in vivo, formando parte de su carga antioxidante endogena.

El tirosol, compuesto fendlico caracteristico del aceite de oliva virgen, puede
incorporarse a LDL tras la incubacion de compuestos fendlicos del aceite de oliva
virgen con el plasma.

Tras la administracion de una sola dosis de 50 mL de aceite de oliva virgen a
voluntarios sanos, se produce un estrés oxidativo postprandial, sin cambios en la
resistencia de la LDL a la oxidacion en las primeras 24 horas.

Tras la administracion de una sola dosis de 50 mL de aceite de oliva virgen a
voluntarios sanos se observa una mayor resistencia de la particula de LDL a la
oxidacion 24 horas después de su ingesta.

El consumo regular de dosis moderadas de aceite de oliva puede proporcionar
proteccion sobre la oxidacion de la LDL en relacion directa con el contenido fendlico

presente en el aceite de oliva.
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Anexo 2. Protocolo del estudio sobre los efectos del consumo de aceite de oliva virgen en

la fase postprandial y a corto plazo en humanos

. Primer dia: extraccidon venosa basal en ayuno y recogida de la primera miccion de la
mafana.

= A continuacién un periodo de 4 dias de blanqueo con una dieta baja en CF y recoleccion
de la primera miccion de la mafiana. El quinto dia se recogi6 también orina de 24 horas

. El sexto dia se recogid la primera miccion de la mafiana y seguidamente la orina de 24
horas. Se realiz6 una extraccion venosa basal post blanqueo en ayuno y acto seguido los
participantes ingirieron 50 ml de aceite de oliva virgen en crudo (opcionalmente con
pan, azucar o sal). Posteriormente se realizaron extracciones a las 2, 4, 6, 8 y 24 horas
(junto con la recogida de la primera miccion de la mafiana). La dieta de ese dia fue baja
en CF.

. A continuacion se procedio con un periodo de 6 dias, se realiz6 una ingesta diaria de 25
ml de aceite de oliva virgen en crudo y se siguio una dieta Mediterranea estandar. El
ultimo dia de este periodo se recogid orina de 24 horas.

. El ultimo dia del estudio se realizd un extracciéon venosa en ayuno y se recogio la

primera miccion de la mafiana.
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Anexo 3. Protocolo del ensayo clinico randomizado cruzado y a doble ciego, sobre los

efectos antioxidantes de los compuestos fendlicos del aceite de oliva en humanos

1% dia:

Del 1% al 14° dia:

15° dia:

Del 15° al 35° dia:

36° dia:

Recogida de la primera orina de la mafiana
= Extraccion venosa basal en ayuno, antes del desayuno
= Registro de la dieta: recoger informacion de la dieta de la

comida y cena (durante todo el estudio)

» Realizar unas encuestas: demograficas, estilo de vida,
actividad fisica y costumbres nutricionales.
= Registro de la dieta: recoger informacion de la dieta de la

comida y cena

» Recogida de la primera orina de la mafiana

» Extraccion venosa basal en ayuno, antes del desayuno

* Dieta A, B o C (aceite refinado para cocinar y 20 ml/dia de
aceite de oliva virgen, comercial o refinado para tomar en
crudo).

= Registro de la dieta: recoger informacion de la dieta de la

comida y cena

= Dieta A, B o C (aceite refinado para cocinar y 20 ml/dia de
aceite de oliva virgen, comercial o refinado para tomar en
crudo).

= Registro de la dieta: recoger informacion de la dieta de la

comida y cena

= Recogida de la primera orina de la mafiana
= Extraccion venosa basal en ayuno, antes del desayuno.
= Registro de la dieta: recoger informacion de la dieta de la

comida y cena
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Del 36° al 49° dia:

50° dia:

Del 50° al 70° dia:

71° dia:

Del 71° al 84° dia:

85° dija:

= Registro de la dieta: recoger informacion de la dieta de la

comida y cena

= Recogida de la primera orina de la mafiana

» Extraccion venosa basal en ayuno, antes del desayuno.

= Dieta A, B o C (aceite refinado para cocinar y 20 ml/dia de
aceite de oliva virgen, comercial o refinado para tomar en
crudo).

= Registro de la dieta: recoger informacion de la dieta de la

comida y cena

= Dieta A, B o C (aceite refinado para cocinar y 20 ml/dia de
aceite de oliva virgen, comercial o refinado para tomar en
crudo).

= Registro de la dieta: recoger informacion de la dieta de la

comida y cena

» Recogida de la primera orina de la mafiana
= Extraccion venosa basal en ayuno, antes del desayuno.
= Registro de la dieta: recoger informacion de la dieta de la

comida y cena

= Registro de la dieta: recoger informacion de la dieta de la

comida y cena

» Recogida de la primera orina de la mafiana

= Extraccion venosa basal en ayuno, antes del desayuno.

* Dieta A, B o C (aceite refinado para cocinar y 20 ml/dia de
aceite de oliva virgen, comercial o refinado para tomar en
crudo).

= Registro de la dieta: recoger informacion de la dieta de la

comida y cena
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Del 85° al 105° dia:

106° dia:

» Dieta A, B o C (aceite refinado para cocinar y 20 ml/dia de
aceite de oliva virgen, comercial o refinado para tomar en
crudo).

= Registro de la dieta: recoger informacion de la dieta de la

comida y cena

= Recogida de la primera orina de la mafiana
= Extraccion venosa basal en ayuno, antes del desayuno.
= Registro de la dieta: recoger informacion de la dieta de la

comida y cena
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Anexo 4. Encuesta dietética realizada en los ensayos clinicos. Registro dietético

Nombre:......eeevveeecscneecsnnnes Apellidos:.......ccovueeenneee.
Codigo:
Dia De La Semana:.......ccceeicenvnnicccscnscccssnnns Fecha: _ / /
Alimentos/Bebidas Modo de Cantidad
preparacion (medida casera)

Desayuno Hora:

Media Manana Hora:

Comida Hora:

Merienda Hora:

Cena Hora:

Entre comidas
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Anexo 5. Encuesta de actividad fisica realizada en los ensayos clinicos. Cuestionario de

actividad fisica de Minnesota

I nstrucciones para su administracion
Instrucciones para los entrevistadores que utilicen la adaptacion espaiola del Cuestionario de

Actividad Fisica durante el Tiempo Libre de Minnesota (CAFTLM).

|. Técnica delaentrevista

La técnica de la entrevista es muy importante, el objetivo es facilitar el recuerdo de las
actividades fisicas realizadas el ultimo afio para reducir el sesgo de memoria que pueda existir.
También hay que evitar que la encuesta se haga pesada o irritante, tanto para el participante
como para el entrevistador.

Para muchas personas es dificil recordar qué actividades fisicas realizaron durante el Gltimo afio,
sobre todo cuando se trata de actividades cotidianas como caminar. Algunos participantes
tienden a desanimarse y ni tan s6lo intentan hacer una estimacion. Otros se toman el trabajo muy
seriamente 'y lo intentan de forma excesivamente meticulosa, alargando la entrevista
innecesariamente.

Como entrevistador, es conveniente establecer una buena  comunicacién durante la
presentacion. Es necesario remarcar la importancia de la informacion que pedimos, poniendo
énfasis en algunas palabras clave. Las instrucciones deben expresarse de forma clara y precisa.
El entrevistador tiene que tomar la iniciativa, y establecer, y mantener el ritmo de la entrevista.
Conviene evitar conversaciones ajenas al objetivo del cuestionario. Aunque un participante no
tenga prisa, si esta utilizando un tiempo excesivo intentando recordar algo con mucho detalle, el
entrevistador deberia interrumpirlo diciendo: "Recuerde que estamos interesados en una
estimacion media, no en el tiempo exacto" o "En general ;a usted que le parece?".

Es conveniente verificar cualquier afirmacion que parezca exagerada:

Ejemplo 1: Un participante afirma que nada 1 hora cada semana en su centro deportivo.
Conviene asegurarse de que esta hora, no incluye el tiempo empleado en cambiarse de ropa y en
las relaciones sociales. De hecho, el tiempo que estd realmente nadando podria ser de unos 20
minutos.

Si un participante afirma que realiza una actividad mas de 8 veces al mes, conviene traducirlo a

semanas (mas de 2 veces a la semana) y verificarlo.
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Ejemplo 2: Un participante afirma que juega a futbol 16 veces cada mes. El entrevistador tendria
que confirmarlo: ";De promedio juega al futbol 4 veces cada semana?".

Ejemplo 3: Si un participante dice que practica alguna actividad durante los meses de verano, no
se ha de sobrentender cudles son estos meses. Conviene preguntar: ";A qué meses se refiere
usted?".

Se sabe que la gente acostumbra a sobreestimar el tiempo invertido en una actividad fisica
determinada. Si un participante dice "2 o 3 horas", apunte 2. Si el intervalo que refiere es amplio
"5 a 10 veces", pida que sea mas preciso.

Si una actividad siempre se realiza al aire libre, pregunte si la frecuencia es igual en invierno que
en verano.

La media de tiempo invertida en la entrevista debe ser de 10 a 20 minutos. El objetivo es obtener
estimadores tan precisos como sea posible y, a la vez establecer un ritmo rapido que mantenga el
interés. Cuanta mas experiencia tenga el entrevistador, mas facil serd el dominio de estas
técnicas. Como entrenamiento para desarrollar el estilo y conocer la dinamica de la entrevista es
muy util, escuchar cintas de sus propias entrevistas. Planifique entrevistar y grabar al menos
cinco personas (cualquier miembro del equipo investigador puede ser adecuado como practica).
Evalte su estilo y decida qué situaciones podrian haber sido manejadas de forma distinta: quizas
era necesaria mas informacion, no se verifico alguna respuesta cuestionable, o quizas hacia falta

un ritmo mas rapido, etc.

I-a. Ejemplo de presentacion.

Como presentacion se podria explicar de manera sencilla, rapida y comprensible el objetivo del
estudio que se esta realizando. Esta presentacion puede servir de motivacion al participante.
Posteriormente se remarca que la informacion que nos dé es muy importante y se le pide su
atencion y colaboracion.

Ejemplo: "Todavia quedan algunas cuestiones sin aclarar sobre la relacion que existe entre la
actividad fisica y las enfermedades coronarias. Por eso realizamos este estudio que tiene como
objetivo ... (explicar brevemente el objetivo del estudio). Es muy importante que recojamos
datos sobre la actividad fisica que usted realiza y por eso le hacemos estas preguntas. Le

pedimos que cuando nos conteste sea lo mas preciso y sincero posible".
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I-b Ejemplo de instrucciones

"En esta hoja le presentamos una lista de actividades fisicas. Tiene que sefialar con una cruz
aquellas que ha realizado durante el ultimo afio, aunque solo sea una vez. Posteriormente iremos
examinandolas una por una, para valorar cuantas veces las ha practicado, y cuanto tiempo de
media cada vez".

Una vez sefaladas las actividades practicadas (suponga que ha sefalado pasear, bailar, y
nadar en el mar): "Para facilitar el recuerdo vamos a comenzar por la semana pasada,
(cuantos dias ha paseado esta ultima semana?...;Cuanto tiempo de media cada
dia?...;,Cuantos dias ha bailado esta ultima semana?...;Cuanto tiempo de media cada
dia?...;Cuantos dias ha nadado en el mar esta tltima semana?...;Cuénto tiempo de media cada
dia?...." Habréd actividades que estaran sefialadas pero que no se habrdn realizado
durante la ultima semana, en estos casos tranquilice al participante, por ejemplo: "No se
preocupe ya la examinaremos mas adelante, ahora estamos anotando las actividades
realizadas esta ultima semana."

Una vez rellenado el impreso de las actividades de la tltima semana, interrogamos sobre las
realizadas en el Ultimo mes siguiendo la misma dindmica, haremos lo mismo con el tltimo
trimestre y finalmente con las actividades realizadas durante el ultimo afio.

Este procedimiento puede parecer un poco confuso pero una vez iniciada la rutina, serd muy
facil y casi con un gesto se obtendran las respuestas. (Es muy importante una actitud positiva del

entrevistador).

[1.-Actividades
Cada actividad tiene una definicion, el entrevistador deberia estar muy familiarizado con cada
una de ellas. No hace falta definir las actividades excepto si el participante tiene alguna pregunta
al respecto. Algunas actividades requeriran preguntas especiales o comentarios aclaratorios.
Si un participante ha sefialado ejercicio en casa o en un gimnasio o club deportivo, preguntad
cuales son las actividades especificas que realiza y anotarlo en la correspondiente actividad.
Las siguientes actividades tienen alguna restriccion (mire las definiciones). Si se sefiala alguna
de estas actividades, aseguraros de que las restricciones se cumplen:

Andar de casa al trabajo y/o del trabajo a casa

Excursiones con mochila
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Andar campo a través
Trotar

Correr

Navegacion
Natacion

Ciclismo

I1-a. Tiempo estandarizado para algunas actividades

Para asegurar la uniformidad de la informacién recogida consideraremos que:

un mes tiene 4 semanas,

un afio tiene 48 semanas,

cada afio tiene 240 dias laborables,

un mes tiene 22 dias laborables,

un afio tiene 100 dias de fin de semana.

Se ha establecido un tiempo estandarizado para las siguientes actividades:

-subir escaleras, cada piso = 1/2 minuto,

-una vuelta de esqui acuético = 5 minutos,

-una partida de billar = 10 minutos,

-un set de tenis individual = 20 minutos,

-un set de tenis dobles = 15 minutos,

-golf 9 hoyos = 90 minutos.

Para estas actividades la forma de preguntar cambiara: por ejemplo, no se pregunta
cuantos minutos ha subido escaleras, sino cuantos pisos y se convertira a minutos (1/2 minuto

por piso); igualmente con los hoyos de golf, etc.

I1-b Definiciones y comentarios de las actividades

Andar

El tiempo empleado en andar durante las horas de trabajo no se pregunta exceptuando el caso de
interrupciones largas como la comida.

01 Pasear: Ya que esta actividad es la mas seleccionada, pregunte explicitamente a cada

participante si pasea.
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02

03

04

05

06

07

08

09

10

Andar de casa al trabajo y/o del trabajo a casa y/o durante el periodo de descanso
del trabajo: Andar hasta el autobus, hasta el trabajo o desde el aparcamiento, etc.,
pueden ser incluidos en esta categoria si se anda de forma continua durante mas de 10
minutos. Esta actividad se puede repetir por la tarde.

Andar (llevando el carrito de la compra). Incluye solamente el andar arrastrando el
carrito de la compra lleno.

Andar (llevando bolsas de la compra). Se incluye el tiempo empleado andando
cargado con bolsas de compras realizadas. Puede ser desde la tienda a casa o al coche y
también del coche a casa.

Subir escaleras. Se entiende como la utilizacion voluntaria de las escaleras cuando el
ascensor o la escalera mecédnica estdn disponibles, se puede incluir el horario laboral.
Pregunte especificamente por el nimero de pisos que se suelen subir habitualmente. No
se cuentan las bajadas. Cuente 1/2 minuto por piso.

Andar campo a través. Andar de forma continua por terreno plano u ondulado, sin
mochila, durante, al menos, dos horas. Interrogue sobre el tiempo dedicado a esta
actividad, la frecuencia y la duracién de los periodos de descanso y las paradas para
comer. Finalmente haga una estimacion del tiempo total dedicado a andar en cada
ocasion.

Excursiones con mochila. Marchas cargando una mochila de unos 9 Kg o mas. Si la
actividad no reline estos criterios, anote el tiempo como si se tratara de la actividad
anterior (06). Descuente las paradas para descansar y comer.

Escalar montaiias. Recorridos en los cuales el objetivo es llegar a alcanzar una cima,
para lo cual hay que invertir diversas horas o dias. No se hace ninguna distincion entre la
escalada de rocas o de lomas. Pida al participante que separe el tiempo real de escalada
de las paradas para descansar, dormir, comer, etc. Incluya el tiempo total invertido en la
subida y en la bajada.

Ir en bicicleta al trabajo o a pasear. En este apartado se incluye la utilizacion de la
bicicleta para ir a trabajar y por placer. No se hace distincion en relacion con el tipo de
bicicleta. Pregunte el tiempo realmente invertido en pedalear. Los individuos que se
dedican a carreras de mediana 6 larga distancia, se tendrian que informar en el epigrafe
de otras actividades con el titulo de ciclismo.

Bailar. Incluye todo tipo de baile. Pregunte el tiempo invertido en cada sesion.
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11 Aerdbic o ballet. Se incluye el tiempo invertido en clases de aerobic o de ballet.

12 Jugar con los nifios (corriendo, saltando....). Pregunte el tiempo invertido jugando o
cuidando nifios y que exija cierto nivel de esfuerzo: correr, saltar, etc...

Ejercicios de mantenimiento general.

Todos los ejercicios de puesta a punto, ejercicios especificos para aumentar la fuerza, la

flexibilidad, realizados en casa o en un gimnasio, se tendrian que informar en el epigrafe 'Hacer

ejercicio en casa' o en un 'Hacer ejercicio en un gimnasio'.

Por otro lado, si un participante realiza sobre todo actividades como el trotar, correr, levantar

pesos, no informe de éstas como 'Hacer ejercicio en casa o en un gimnasio', sino como

actividades especificas: si un participante acude al gimnasio con el unico proposito de jugar una
partida de squash, u otros juegos listados en la seccidn encabezada como "Deportes", anote estas
actividades como el juego especifico mas que como actividades en el gimnasio.

13 Hacer ejercicio en casa. Pregunte qué tipo de ejercicio se ha realizado. No hay que
incluir actividades listadas en otros apartados. Pregunte el tiempo realmente dedicado a
hacer ejercicio.

14 Hacer ejercicio en un gimnasio. Pregunte qué tipo de ejercicios se han realizado.
Distinga entre asistencia a clases de mantenimiento fisico general y la practica de un
juego concreto (por ejemplo balonvolea) o una actividad fisica especifica (por ejemplo
nadar). Descuente el tiempo invertido en los vestuarios, la sauna, etc.

15 Caminar deprisa. Marcha a paso vivo que obliga a respirar mas deprisa de lo habitual al
andar. Puede definirse para el participante como "la forma de andar cuando uno tiene
mucha prisa".

16 Trotar ("Jogging'). Pregunte el tiempo invertido trotando, entendiendo por trotar la
carrera continua durante menos de 10 minutos, o la que se realiza con pasos cortos (la
mayoria de participantes que realizan esta actividad tendran una buena estimacion del
tiempo).

17-18 Correr 8-11 km/h o 12-16 km/h. Pregunte por el tiempo invertido corriendo. Correr se
define como la carrera continua durante 10 minutos o mas, utilizando los pasos mas
largos posibles. Una actividad continua mds corta o con pasos cortos se tiene que
informar bajo el epigrafe de trotar. Si no puede precisar la velocidad se incluye en el
apartado 17 (correr 8-11 km/hora).

19 Levantar pesas. Anote el tiempo que se estd en la sala de musculacion o de pesas.
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Actividades acuaticas

20

21

22

23

24

25

26

27

28

Esqui acuatico. Pregunte el numero total de vueltas. Multiplique este nimero de vueltas
por 5 para obtener el total de minutos de la actividad.

Surf.

Navegar a vela. Hay que anotar en este apartado, s6lo aquellos individuos que navegan
en carreras de competicion. Apunte el nimero de horas en cada sesion que el participante
de competicion o entrenamiento.

Ir en canoa o remar por distraccion. Anote las horas en cada ocasion. Asegurese de
que el participante distingue bien entre navegar como acompafiante y remar
personalmente.

Ir en canoa o remar en competicion. Pregunte el numero de meses de entrenamiento,
el nimero de sesiones cada mes y la media de tiempo de cada sesion.

Hacer un viaje en canoa, "Rafting". Debe incluir el tiempo invertido remando.
También hay que incluir las actividades asociadas como llevar la barca, preparar el
campamento, y su mantenimiento, en los apartados apropiados.

Nadar (mas de 150 metros en la piscina). Distinguir entre el tiempo invertido tomando
el sol al lado de la piscina (bebiendo cerveza, etc.), y el tiempo invertido en la
recuperacion, del tiempo invertido realmente nadando. ;(Era la piscina suficientemente
larga?. Los gimnasios suelen tener piscinas de 15 a 25 metros de largo. Se debe verificar
este punto.

Nadar en el mar. No se debe incluir el tiempo invertido sentados en la playa o jugando
a pelota. Pregunte al participante si nadé en aguas profundas y cudnto tiempo estuvo
nadando en una zona donde el agua le cubria. No se debe incluir el tiempo invertido
nadando con gafas y mascarilla con un tubo.

Bucear. Nadar bajo el agua respirando oxigeno procedente de unas botellas de oxigeno
ligadas a la espalda, o de una mascarilla con tubo. Anote el tiempo real invertido

nadando bajo el agua.

Actividades de invierno

29

Esquiar. Tiempo realmente invertido en los descensos. Puede servir de ayuda pedir al
participante que estime el numero de bajadas en cada ocasion y el tiempo aproximado

invertido en cada una de ellas.
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30 Esqui de fondo o de montaiia. Anote la media de tiempo de cada travesia o excursion,
sin contar las paradas para comer o descansar.

31 Patinar sobre ruedas o hielo. Anote el tiempo invertido en la pista, restando los
periodos de descanso y actividad social.

Deportes

32 Montar a caballo.

33 Jugar a los bolos. Pregunte al participante cuantos juegos o lineas realiza de promedio
cada vez que va a la bolera. Multiplique el numero de juegos por 10 y el resultado es el
tiempo invertido por ocasion en minutos.

34 Balonvolea. Anote el tiempo invertido en la pista.

35 Tenis de mesa. Pregunte el tiempo invertido jugando.

36 Tenis individual. Pregunte el numero de sets y multipliquelo por 20 minutos. El
resultado es el tiempo de juego en minutos.

37 Tenis dobles. Pregunte el numero de sets y multipliquelo por 15 minutos. El resultado
sera el tiempo de juego en minutos.

38 Badminton. Anote el tiempo en la pista.

39 Baloncesto sin jugar partido. Anote el tiempo en la pista.

40 Baloncesto jugando un partido. Anote igualmente el tiempo en la pista.

41 Arbitrar un partido de baloncesto. Anote el tiempo en la pista.

42 Squash. Anote igualmente el tiempo en la pista.

43 Futbol. Anote el tiempo total jugado.

44 Golf (Llevando el carrito de los palos). Igual que la anterior.

45 Golf (Llevando los palos en la bolsa). Igual que la anterior.

46 Balonmano. Anote el tiempo en el campo o pista.

47 Petanca.

48 Artes marciales. No incluir el tiempo en los vestuarios o el empleado en actividades
sociales

49 Motociclismo. Incluimos en este apartado la utilizacién deportiva de la motocicleta para:

competiciones de velocidad en circuito, competiciones de subida, pruebas de resistencia
y regularidad, y competiciones sobre terreno accidentado en la doble modalidad de

velocidad (motocros) y de habilidad (trial). Anote el tiempo dedicado.
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50 Ciclismo de carretera o de montaia. Se incluye en este apartado la practica de
ciclismo de mediana o larga distancia, se puede incluir aquel cuya duracion por sesion
sea superior a 60 minutos. Anote el tiempo que se esta sobre la bicicleta.

Actividades en el jardin

51 Cortar el césped con maquina. Esta categoria incluye las cortadoras de césped que
tienen motorizadas las hojas de cortar, asi como las que tienen motorizadas tanto las
hojas como las ruedas. Anote el tiempo dedicado a cortar césped descontando el tiempo
de descanso.

52 Cortar el césped manualmente. Anote el tiempo descontando los periodos de descanso.

53 Limpiar y cultivar el jardin. Incluye todas las actividades necesarias para mantener un
jardin que ya esté4 plantado. Pueden ser realizadas varias veces durante las épocas del afio
en que suelan efectuarse. Pida al participante que haga la estimacion del tiempo
invertido, ajustando de acuerdo con los periodos de descanso.

54 Cavar, labrar el jardin y/o el huerto. Actividades necesarias para preparar el jardin y/o
el huerto para plantar. Se realizan generalmente solo durante la primavera.

55 Quitar nieve con pala. Suelen realizarla individuos procedentes de zonas montafiosas
durante el invierno.

Reparaciones caseras (bricolaje).

Este apartado incluye un numero limitado de actividades especificas destinadas a cubrir el

amplio abanico de actividades que los participantes suelen referir. Explique a cada participante

que debido a las limitaciones de espacio no se ha podido hacer una lista de todas las posibles

actividades que se pueden realizar en una casa. En la definicion de las actividades que daremos a

continuacion, se encuentra una larga lista de diversas actividades de reparaciones caseras

afiadidas al encabezamiento general de cada una de ellas. Podemos preguntar al participante si
ha realizado algin tipo de reparacion casera, cual ha sido e incluirla en el apartado
correspondiente.

Un dia de trabajo equivale a 8 horas.

56 Trabajos de carpinteria dentro del taller. Podemos incluir bajo este cddigo: fabricar
muebles u objetos similares utilizando una herramienta de mano o mecanica, o reparar
ventanas o contraventanas, o realizar reparaciones menores dentro de casa. Anote el

tiempo invertido en hacer el trabajo o trabajos.
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57

58

59

60

61

Trabajos de carpinteria (exterior). Podemos incluir bajo este codigo: construir
porches, garajes, vallas y poner baldosas en paredes o patios. Anote la suma de tiempo
utilizado para acabar el trabajo o trabajos.

Pintar o empapelar dentro de casa. Podemos incluir bajo este codigo: encerar el suelo,
colocar baldosas, instalar o reparar tuberias, instalar o reparar lineas eléctricas. Anote el
tiempo invertido en hacer el trabajo o trabajos.

Pintar fuera de casa. Se pueden incluir bajo este codigo: pintar fuera de casa, trabajos
que requieran escaleras de mano, cambiar contraventanas y tejas, y limpiar cristales,
hacer cemento, colocar bloques de cemento y cavar fosas para los cimientos.

Limpiar la casa. Se incluyen en esta actividad las actividades de limpieza de la casa que
requieran un esfuerzo fisico vigoroso.

Mover muebles.

Cazay pesca

62
63
64
65
66
67

Tiro con pistola.

Tiro con arco.

Pescar en la orilla del mar o del rio. Anote el tiempo dedicado a pescar.

Pescar con botas altas dentro del rio. Anote el tiempo invertido pescando.

Caza menor. Pregunte el tiempo que ha caminado campo a través.

Caza mayor. Pregunte sobre los dias dedicados y el tiempo medio que se ha caminado

cada dia
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Lista de Actividades Fisicas

(Marque con una cruz la casilla correspondiente a las actividades fisicas que haya
realizado durante el ultimo afio)

Andar - Bailar - Subir escaleras |__[34 Balonvolea
|35 Tenis de mesa
| |1 Pasear |_|36 Tenis individual
| |2 Andar de casa al trabajo y del trabajo a |__|37  Tenis dobles
casa o durante el periodo de descanso del |__[38  Badminton
trabajo |__|39 Baloncesto (sin jugar partido)
| |3 Andar (llevando carrito de la compra) |__|40  Baloncesto (jugando un partido)
| |4  Andar (llevando bolsas de la compra) |__|41  Baloncesto (actuando de arbitro)
| |5  Subirescaleras | |42 Squash
| |6  Andar campo a través |__|43 Futbol
| |7  Excursiones con mochila | |44  Golf (llevando el carrito)
| |8  Escalar montafias |_|45 Golf (andando y llevando los palos)
|_|9 Iren bicicleta al trabajo |__|46 Balonmano
| |10 Bailar | |47 Petanca
| |11  Aerdbic o ballet |__|48  Artes marciales
| |12 Jugar con los nifios (corriendo, saltando,..) |__|49  Motociclismo
|__|50 Ciclismo de carretera o montafia

Ejercicios de mantenimiento general

Actividades acuaticas

Actividades en el jardin

|__|13  Hacer ejercicio en casa

| |14 Hacer ejercicio en un gimnasio |__|51  Cortar el césped con maquina
| |15 Caminar deprisa |_|52 Cortar el césped manualmente
| |16  Trotar ("Jogging") | |53 Limpiary arreglar el jardin

| |17  Correr 8-11 km/h |_|54 Cavar el huerto

| |18 Correr 12-16 km/h |_|55 Quitar nieve con pala

| |19 Levantar pesas

Trabajos y actividades caseras

|56  Trabajos de carpinteria dentro de casa
|20 Esqui acuatico |57  Trabajos de carpinteria (exterior)
21  Surf Pintar dentro de casa

[22  Navegar a vela |59  Pintar fuera de casa
|23 Ir en canoa o remar (por distraccion) |60  Limpiar la casa
|24 Ir en canoa o remar (en competicion) |61  Mover muebles

|25  Hacer un viaje en canoa

|26  Nadar (mas de 150 metros en piscina) Cazay pesca

|27 Nadar en el mar

|28  Bucear | |62 Tiro con pistola

Deportes de invierno

|__[29 Esquiar
|30 Esqui de fondo

| |63
| |64
| |65
|__|66
| 167

Tiro con arco

Pescar en la orilla del mar

Pescar con botas altas dentro del rio
Caza menor

Caza mayor (ciervos, 0s0s...)

|_|31 Patinar (ruedas o hielo)
Otras (Especificar)
Otras actividades |68
| 169 e
| |32 Montar a caballo 70 e

133

Jugar a los bolos
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Listado de Actividades Fisicas con su Cédigo de Intensidad

ACTIVIDAD FISICA

1 Pasear

2 Andar de casa al trabajo y del trabajo a casa o durante
el periodo de descanso en el trabajo

3 Andar (llevando el carrito de la compra)
4 Andar (llevando bolsas de la compra)
5 Subir escaleras

6 Andar campo a través (excursiones)
7 Excursiones con mochila

8 Escalar montafias

9 Ir en bicicleta al trabajo o pasear

10 Bailar

11 Aerdbic o ballet

12 Jugar con los nifios (corriendo, saltando,...)
13 Hacer ejercicio en casa

14 Hacer ejercicio en un gimnasio

15 Caminar deprisa

16 Trotar ("Jogging")

17 Correr 8-11 km/h

18 Correr 12-16 km/h

19 Levantar pesas
20 Esqui acuatico
21 Surf
22 Navegar a vela
23 Ir en canoa o remar (por distraccion)
24 Ir en canoa o remar (en competicion)
25 Hacer un viaje en canoa
26 Nadar (mas de 150 metros en piscina)
27 Nadar en el mar
28 Bucear
29 Esquiar
30 Esqui de fondo
31 Patinar (ruedas o hielo)
32 Montar a caballo
33 Jugar a los bolos
34 Balonvolea
35 Tenis de mesa
36 Tenis individual
37 Tenis dobles

38 Badminton

39 Baloncesto (sin jugar partido)
40 Baloncesto (jugando un partido)
41 Baloncesto (actuando de arbitro)
42 Squash
43 Futbol
44 Golf (llevando el carrito)
45 Golf (andando y llevando los palos)
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METS
3.5

4.0
3.5
5.5
8.0
6.0
7.0
8.0
4.0
4.5
6.0
4.5
4.5
6.0
4.5
6.0
10.0
15.0
6.0
6.0
6.0
3.0
3.5
12.0
4.0
6.0
6.0
5.0
7.0
8.0
7.0
5.0
3.0
4.0
4.0
8.0
6.0
7.0
6.0
8.0
7.0
12.0
10.0
3.5
5.5



46
47
48
49
50
51
52
53
54
55
56
57
58
59
60
61
62
63
64
65
66
67

Balonmano

Petanca

Artes marciales

Motociclismo

Ciclismo de carretera o montafia
Cortar el césped con maquina
Cortar el césped manualmente
Limpiar y arreglar el jardin

Cavar el huerto

Quitar nieve con pala

Trabajos de carpinteria dentro del taller
Trabajos de carpinteria (exterior).
Pintar dentro de casa (incluye empapelar)
Pintar fuera de casa

Limpiar la casa

Mover muebles

Tiro con pistola

Tiro con arco

Pescar en la orilla del mar

Pescar con botas altas dentro del rio
Caza menor

Caza mayor
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10.0
3.0
10.0
4.0
9.0
4.5
6.0
4.5
5.0
6.0
3.0
6.0
4.5
5.0
3.5
6.0
2.5
3.5
3.5
6.0
5.0
6.0





