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Excelentisimo Senor Presidente de la Academia de Farmacia
“Reino de Aragon” y Rector Magnifico

Excelentisimos e Ilustrisimos Senoras y Senores Académicos
Senoras, Senores:

Es para mi un honor optar a ser recibido como Académico en
esta ilustre Academia de Farmacia “Reino de Aragén” y por ello
quisiera expresar mi agradecimiento a sus miembros fundadores
por haber considerado mi trayectoria profesional acreedora de esta
distincion. Particularmente al Profesor Lopez Pérez por haber acep-
tado a efectuar la contestacion y por ofrecerme la oportunidad de
incorporarme al Departamento de Bioquimica de esta Universidad,
por su exquisita intuicién para proporcionar en todo momento
aquellos consejos que con la perspectiva temporal se tornarian en
acertados y por su ejemplo de tenacidad y compromiso profesional.
Debo confesar que a la vez que una enorme satisfaccion, por la dis-
tincion que supone el haber sido elegido para la medalla nimero
7, siento la responsabilidad que exige hacer de esta Academia un
referente nacional e internacional para el avance y transmision del
conocimiento. Cuenten con mi ilusion, esfuerzo y entendimiento
para avanzar en esa direccion y desarrollar una labor que no decep-
cione a los que me han propuesto y aceptado como miembro.

En este momento tan emotivo de mi vida profesional, quiero ex-
presar mi profunda gratitud a todas aquellas personas e instituciones
que, a lo largo de mi trayectoria, han contribuido a que hoy pueda
dirigirme a ustedes.

Aceite de oliva virgen extra y prevencion de la aterosclerosis

9



10

En primer lugar, a mi directora de Tesina de Licenciatura y Tesis
Doctoral, la Profesora Dna Evangelina Palacios Alaiz del Departa-
mento de Bioquimica y Biologia Molecular de la Facultad de Farma-
cia de la Universidad Complutense de Madrid. Seria en 1978 cuando
me acogio en su grupo y me permitio realizar los experimentos que
constituirian la tesina y posteriormente se completarian para con-
figurar mi Tesis doctoral. A ella le debo mi iniciacién en el rigor y
la cuidadosa elaboracion de la 16gica del discurso académico. Igual-
mente, su ejemplo de dedicacion y de trabajo con los estudiantes
supusieron una referencia inestimable en mi formacién como bio-
quimico y como docente. Y por su supuesto, por esa honestidad y
generosidad para con el préjimo que hacen de ella una persona
integra. Tampoco quiero dejar de mencionar a todos mis compane-
ros de dicho Departamento de la Facultad de Farmacia por aquellos
maravillosos anos de realizacion de la Tesis Doctoral, ni a los de la
entonces Clinica Puerta de Hierro de Madrid por toda su ayuda,
apoyo y comprension para completar la especialidad de Bioquimica
clinica como Farmacéutico Interno y Residente.

Durante los anos transcurridos en el Human Nutrition Research
Center de la Universidad de Tufts en Boston he de agradecer a los
Profesores Dres Ordovas y Schaefer el darme la oportunidad de rea-
lizar mi formacioén posdoctoral y adquirir una visiéon renovada del
metabolismo lipoproteico. Posteriormente, en la Universidad de
North Carolina en Chapel Hill, a los Profesores Dres Maeda y Smi-
thies por permitirme completar mi formacién posdoctoral, abrirme
su laboratorio para trabajar en todo momento en una colaboracion
permanente, y sobre todo por la abrumadora confianza que me dis-
pensan al aceptar a mis doctorandos para continuar su formacion.
Durante los anos vividos en los Estados Unidos, quisiera agradecer
a los companeros de las diferentes naciones el haber hecho posible
la increible experiencia de compartir el mestizaje cultural.

Por ultimo ya en la Universidad de Zaragoza, no puedo por me-
nos que reconocer a mis amigos y companeros del Departamento
de Bioquimica y Biologia Molecular y Celular de esta Universidad,
y muy en particular a los miembros de la sede en la Facultad de Ve-
terinaria, como forjadores de mi personalidad docente ya que son
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veintidos anos compartidos. A los de la “vieja guardia”, (los profe-
sores Lopéz Pérez Pérez-Martos, Montoya, Cebrian y Muino) por la
generosidad, capacidad, profesionalidad y amistad y sobre todo por
su empuje para conseguir este vergel donde antes apenas era una
desierta estepa bioquimica. A ellos y a las recientes incorporaciones
por contribuir a transformar en un verdadero placer el trabajo coti-
diano con su desbordante carga de docencia, investigacion y gestion.
A todos los companeros de la Facultad de Veterinaria porque hacen
que cada dia me sienta como en casa.

No puedo omitir el agradecimiento a mis colaboradores, con
los que aprendo diariamente gracias a su pujanza e ilusion, y me
proporcionan la satisfaccion de pensar que estoy contribuyendo a
su formacion. Por todas las alegrias y los sinsabores compartidos,
quiero hacerles participes del honor que recibo y que hubiera sido
imposible de alcanzar sin su capacidad, trabajo y lealtad.

Mi altima mencion va dirigida a mi familia. A mis padres ya que
sin cuya generosidad, esfuerzo y comprension me hubiera sido im-
posible alcanzar ninguna meta. A mi hermana, porque pese a la
diferencia de edad, ha existido siempre entre nosotros un gran en-
tendimiento y amistad. Y, finalmente, a mi esposa Maria Victoria,
colaboradora y amiga, sin cuya compania no puedo entender mi
vida.

En esta disertacion, intentaré resumir algunos resultados de nues-
tro grupo referentes al efecto del aceite de oliva y sus componentes
sobre el desarrollo de la aterosclerosis. Gracias a todos los que me
escuchan por el afecto y apoyo que con su presencia me brindan.
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1. ACEITES Y GRASAS CONSUMIDOS POR EL SER
HUMANO

Entre los mas consumidos destacan: el aceite de palma es el mas
utilizado, seguido por los de soja, de colza-canola y el de girasol, tal
como se recoge en la Tabla 1. Todos estos aceites se obtienen por
extraccion quimica de las correspondientes semillas y con excepcion
de la vitamina E que se solubiliza en el procedimiento de extrac-

cion, los triglicéridos van a ser los determinantes de sus propiedades
biologicas.

Consumo 2009

Aceites (x10° toneladas)
Palma 43,2
Soja 37,3
Colza 19.8
Girasol 11,7
Palmiste 51
Cacahuete 5,0
Algodon 47
Coco 3,6
Oliva 3,0

Tabla 1. Consumo de los aceites mas utilizados. Fuente:
http://www.fas.usda.gov/oilseeds/ circular/2009 /January/ Oilseedsfull0109.pdf.
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En la Figura 1 se recoge la composicion media de acidos grasos
presentes en los triglicéridos de algunos aceites y grasas usados para
el consumo humano. Segun la saturaciéon de los acidos grasos pre-
dominantes en dichos compuestos, se han clasificado como grasas
saturadas, con acidos grasos saturados (solidas a temperatura am-
biente) y aceites mono y poliinsaturados por la presencia de este tipo
de acidos grasos (liquidos). Esta simple manera de agrupacion de
grasas y aceites en tres categorias (figura 1) ha sido muy empleado
y ha explicado relativamente bien propiedades tales como el efecto
hipercolesterolemiante de la grasa saturada y el efecto hipocoleste-
rolemiante de los aceites poliinsaturados.

@ SAT B MUFA OPUFA

Aceite de coco
Mantequilla
Sebo bovino

Aceite de palma

Aceite de oliva
Aceite de colza (canola)
Aceite de cacahuete

Manteca de cerdo

Aceite de lino

Aceite de onagra

Aceite de cartamo

Aceite de girasol

Aceite de maiz

Aceite de soja

Aceite de pescado

Aceite semilla algodén

|
|
|
|
|
|
|

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

Figura 1. Porcentaje de los distintos tipos de dcidos grasos presentes
en los diferentes aceites y grasas. Adaptado de Surray cols [1].
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Con el mejor conocimiento de las estructuras y las propiedades
de los acidos grasos, se ha confirmado que no todos los acidos grasos
saturados (longitud de la cadena), ni todos los poliinsaturados (la
posicion del ultimo doble enlace en la cadena, n-3 o n-6, y la con-
figuracion cis o trans de algunos dobles enlaces) poseen el mismo
efecto [1-2].

El aceite de oliva no es un aceite muy consumido en el mundo
pero ha sido la principal fuente de grasa en la alimentacion cldsica
de la cuenca mediterranea conocida como la dieta mediterranea.

Aceite de oliva virgen extra y prevencion de la aterosclerosis

17






2. DIETA MEDITERRANEA

Las propiedades saludables de esta dieta se evidenciaron en el
Estudio de los Siete Paises, disenado para investigar la relacién en-
tre la dieta y las enfermedades cardiovasculares en 14 poblaciones
pertenecientes a siete paises diferentes (Estados Unidos, Finlandia,
Holanda, Yugoslavia, Italia, Grecia y Japon). Se encontr6é que los
individuos estudiados en Creta presentaban las menores tasas de en-
fermedad cardiovascular y cancer comparados con las otras regiones
del estudio [3], y se concluyo que este hecho podia deberse al bajo
consumo de grasas saturadas y al elevado consumo de dcido oleico,
aportado por la ingesta de aceite de oliva. Mas recientemente, los
resultados obtenidos tras 25 anos de seguimiento de los participantes
de dicho estudio han indicado que la frecuencia de estas enferme-
dades contintia siendo menor en los paises europeos del sur que en
los del norte [4-5].

El primer estudio clinico que apoy6 los beneficios de la dieta
mediterranea fue el “Lyon Diet Heart Study” [6-7], en el cual 605
pacientes que habian sufrido infarto de miocardio fueron distribui-
dos al azar en dos grupos de ensayo, uno control con una dieta
semejante a la recomendada por la Asociacion Americana del Cora-
z6n, y otro grupo con dieta mediterranea. Tras 27 meses de ensayo,
los resultados obtenidos fueron un descenso en el grupo de dieta
mediterranea del 73% en la tasa de eventos coronarios y del 70%
de la mortalidad total. Otro ensayo, el Indo-Mediterraneo estudio el
efecto de una dieta de tipo mediterraneo sobre la progresion de en-
fermedad coronaria en pacientes de alto riesgo [8]. En este estudio

Aceite de oliva virgen extra y prevencion de la aterosclerosis
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también se concluy6 que una dieta de tipo mediterraneo podria ser
mas efectiva en la prevencion primaria y secundaria de las enferme-
dades cardiovasculares que la dieta recomendada por el programa
nacional de educacion sobre colesterol americano.

En un estudio con mas de 22.000 personas realizado en Grecia
por Trichopoulou y cols [9], encontraron igualmente que el segui-
miento de la dieta mediterranea aparecia asociado a una menor
mortalidad total y a una menor mortalidad debida a enfermedades
cardiovasculares.

Actualmente, se esta desarrollando en Espana un estudio de in-
tervencion para la prevencion primaria de las enfermedades cardio-
vasculares a través de la dieta mediterranea (PREDIMED) en 10.000
personas asintomaticas con alto riesgo cardiovascular, distribuidos
aleatoriamente en tres grupos de dieta: baja en grasa, mediterranea
con aceite de oliva virgen extra y mediterranea suplementada con
frutos secos. Desde los primeros estudios, se observo que los grupos
que recibian la dieta mediterranea presentaban menores niveles de
glucosa plasmatica, menor relaciéon colesterol total/colesterol-HDL
y reducida tension arterial sistlica, en comparacion con el grupo
que consumia la dieta baja en grasa [10]. También se ha observado
una reduccion de los niveles de triglicéridos [11], menor oxidacion
de las lipoproteinas de baja densidad [12], disminucion del estatus
inflamatorio [13] e incluso una reduccion del cociente del grosor in-
tima media carotideo asociado al consumo de aceite de oliva virgen
[14]. Estos resultados indican que el aceite de oliva mejora todos los
factores de riesgo cardiovascular y se asocia con una menor ateros-
clerosis carotidea en concordancia con otros estudios [15-16].

Todas estas evidencias han llevado a que la dieta mediterranea se
convierta en un modelo dietético. Asi en noviembre del ano 2004,
la Administraciéon de Farmacos y Alimentos de los Estados Unidos
(US Food and Drug Administration, FDA) reconocio6 los efectos be-
neficiosos del aceite de oliva sobre los factores de riesgo cardiovas-
cular y recomendé el consumo de dos cucharadas de aceite de oliva
(23 g) diariamente [17]. El elevado contenido graso [15-16] de este
modelo dietético le confiere un mayor interés gastronomico por su
mejor palatabilidad y por facilitar el consumo de productos vegetales

JESUS DE LA OsADA GARCIA



con alto contenido en hidratos de carbono de baja carga glucémica
[18-19]. Desgraciadamente, en la actualidad esta dieta mediterranea
considerada beneficiosa se esta viendo influenciada y modificada
por una serie de factores como la globalizacién y el progreso tecno-
l6gico que han conducido a una mayor disponibilidad de alimentos
y a una menor actividad fisica [20]. Los patrones dietéticos en los
paises mediterraneos estan cambiando rapidamente con un incre-
mento del consumo de grasas saturadas y de carbohidratos refinados
con el consiguiente aumento de la obesidad en estas zonas. Se llega
a la paradoja de que en los ultimos estudios de adherencia a la dieta
mediterranea, este indice es ya mas elevado en los jévenes universi-
tarios holandeses que en los griegos [21]. Distintos autores apuntan
que es necesario una vuelta a hdbitos alimentarios mas moderados y
equilibrados, y subrayan la importancia de preservar ciertas tradicio-
nes dietéticas y de forma de vida que son una garantia para la salud
de las generaciones venideras [22-24].

A raiz de la potencial confusion de denominar dieta mediterra-
nea a cualquier modo de alimentacion en este tipo de paises, con-
viene precisar que con el término “dieta mediterranea” se denomina
al patron de alimentacion de los paises del area del mar Mediterra-
neo, y concretamente al principio de la década de los anos sesenta
[5]. En esta zona, la incidencia de las enfermedades coronarias, al-
gunos canceres y otras enfermedades cronicas relacionadas con la
dieta como la hiperlipidemia, diabetes u obesidad, era la mas baja
del mundo para la épocay tenian la mayor esperanza de vida adulta
a pesar de los limitados servicios médicos [5].

La dieta mediterranea, cuyos componentes principales podemos
apreciar en la figura 2, presenta una baja cantidad de nutrientes no
saludables y altos contenidos de los llamados saludables [25]. En
concreto se caracteriza por lo siguiente:

® Bajo consumo de carne y productos carnicos.

® Consumo moderado de pescado, leche y productos lacteos,
éstos ultimos principalmente en forma de queso y yogurt.

¢ Ingesta moderada de alcohol, limitada practicamente, al vino
en las comidas.

Aceite de oliva virgen extra y prevencion de la aterosclerosis
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nensualnente

Bober agua
a diario

K_.-_-\ queso, leche, yngurt
/ Ped aceite de 011_31 NOC

judias | 1erduras
legunbres

frutos Vsm:ns . @

a diario

Ejercicio fisico diario

Figura 2. Piramide alimenticia representando la dieta
tradicional Mediterranea [25].

* Abundancia de comida de origen vegetal (fruta, verdura, pan,
cereales, patatas, legumbres, nueces y semillas), minimamente
procesada, fresca y cultivada localmente.

* Aceite de oliva como principal fuente de grasa, la cual repre-
sentaba el 30% de las calorias totales ingeridas [26].

Al ser el aceite de oliva el componente que mas calorias aporta en
este tipo de dieta, el conocimiento de sus propiedades ha suscitado
un creciente interés. En este trabajo les presentaré las caracteristicas
de este producto y sus propiedades, particularmente nuestros estu-
dios en el desarrollo de la aterosclerosis.
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3. ELABORACION Y CATEGORIAS DEL ACEITE DE OLIVA

Proceso de obtencion del aceite de oliva

El aceite de oliva virgen es el zumo oleoso del fruto de la Olea
europea separado de los demas componentes del mismo. Esto permite
que ciertos componentes presentes en el fruto y con interesantes
propiedades biologicas puedan pasar al aceite en tanto que estan
ausentes en los procedentes de semillas, que siempre requieren una
extraccion con disolventes. Se denomina proceso de elaboracion
de aceite de oliva virgen al conjunto de operaciones mecanicas y/o
fisicas que, partiendo integramente de aceitunas y desarrollandose
especificamente bajo condiciones adecuadas, para no alterar la ca-
lidad, produce la separacion de la fraccion oleosa del resto de los
constituyentes [27]. Debido a laimportancia que tiene el tratamiento
del aceite en la composicion final del mismo haremos una breve des-
cripcion de los procedimientos que permiten su obtencion.

Tras la recoleccion del fruto, las aceitunas han de transportarse
cuanto antes a la almazara para evitar el deterioro de los frutos que
podria afectar a la calidad del aceite. Se separan y lavan y se procede
a su molturacion y al batido. La molturacion consiste en la tritura-
cion de la aceituna entera con objeto de facilitar la separacion del
aceite del resto del fruto. La masa de aceituna molida se bate para
facilitar que las gotas de aceite se vayan uniendo formando una fase
oleosa mayor, mas facil de separar de la fase acuosa (alpechin o agua
vegetativa) y de la fase s6lida (orujo, es decir, restos de piel, hueso
y pulpa) [28]. El siguiente paso es la centrifugacion, la separacion
de dichas fases. Si se utiliza el sistema de tres fases la parte liquida
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estard formada por el agua de vegetacion o fase acuosa denominada
alpechin (que contiene algo de aceite) y el aceite (que contiene algo
de agua), mientras que si se emplea el sistema de dos fases, la parte
liquida solo esta formada por aceite, ya que el agua de vegetacion de
la aceituna o alpechin estara contenida en el orujo [27].

Categorias del aceite de oliva

En el mercado se pueden encontrar envasadas cuatro categorias
de aceite: aceite de oliva virgen extra, aceite de oliva virgen, aceite
de oliva y aceite de orujo de oliva. [29] y que se reflejan en negrita
en la tabla 2.

Acidez%

Clasificacion del aceite de oliva . . .
(como acido oleico libre)

Aceite de oliva virgen extra 0,8 (max)
Aceite de oliva virgen 2,0 (max)
Aceite de oliva virgen ordinario 3,3 (max)
Aceite de oliva virgen lampante 3,3 (min)
Aceite de oliva refinado 0,3 (max)
Aceite de oliva 1,0 (max)
Aceite de orujo de oliva refinado 0,3 (max)
Aceite de orujo de oliva 1,0 (max)

Tabla 2. Clasificacion del aceite de oliva segin la norma comercial
aplicable a los aceites de oliva y los aceites de orujo de oliva
del Consejo Oleicola Internacional [29].

— Aceite de oliva virgen

Es el obtenido del fruto del olivo tinicamente por procedimien-
tos mecanicos u otros procedimientos fisicos, en condiciones, espe-
cialmente térmicas, que no impliquen la alteracion del aceite y que
no hayan tenido mas tratamiento que el lavado, la decantacion, la
centrifugacion y el filtrado. Dentro estan incluidos los siguientes
aceites:

JESUS DE LA OsADA GARCIA



Acette de oliva virgen extra

Cuando el aceite de oliva virgen posee unas caracteristicas de
sabor absolutamente irreprochable al paladar de catadores entrena-
dos, con valoracion organoléptica igual o superior a 6,5 puntos y con
una acidez igual o menor a 0,8. Es el aceite que conserva la mayor
cantidad de la fraccion insaponificable y el que posee la mayor can-
tidad de antioxidantes.

Acette de oliva virgen

Aceite de oliva virgen de buen sabor, con valoraciéon organolép-
tica igual o superior a 5,5 puntos y con acidez menor o igual a 2.
Posee buenas caracteristicas quimicas, pero ha sufrido algiin cambio
organoléptico.

Acette de oliva virgen corriente

Aceite de oliva de buen sabor cuya puntuacién organoléptica es
igual o superior a 3,5 puntos y con una acidez menor o igual a 3.
Presenta alteraciones sensibles, bien sea en los parametros fisico-qui-
micos o sensoriales. No puede comercializarse como tal pero puede
utilizarse sin necesidad de refinado en la composicién tanto de los
aceites de orujo de oliva como en los aceites de oliva, si sus carac-
teristicas organolépticas son adecuadas. Asimismo puede refinarse
para la obtencion de aceite de oliva refinado.

Acette de oliva virgen lampante

Aceite de oliva virgen de sabor defectuoso, cuya puntuacién or-
ganoléptica es inferior a 3,5 puntos o su acidez es superior a 3,3.
Es el peor de los aceites de oliva virgenes. No se puede consumir
en la forma que se obtiene y necesariamente ha de someterse a
un proceso de refinado, para poder consumirlo. El aceite de oliva
refinado asi obtenido, que presenta unas caracteristicas sensoriales
practicamente nulas, sin apenas sabor ni color, no se comercializa y
sirve para la composicion de otros aceites.
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— Aceite de oliva

Se trata de un aceite de composicion, es decir, se compone de
un aceite refinado que se enriquece con aceite de oliva virgen apto
para el consumo en la forma en que se obtiene. Las proporciones de
cada aceite utilizado son variables, en funcion de las caracteristicas
se pretendan obtener. Su acidez no debe sobrepasar 1,0 y las carac-
teristicas sensoriales seran irreprochables.

— Aceite de orujo de oliva

Es un aceite de composicion integrado por aceite de orujo refi-
nado enriquecido con aceite de oliva virgen apto para el consumo
en la forma en que se obtiene. La acidez no puede sobrepasar 1,0
y sus caracteristicas sensoriales seran irreprochables. Por su parte,
el aceite de orujo refinado proviene de la refinacion del aceite de
orujo crudo.

El proceso de refinado

Tal como hemos mencionado anteriormente, grandes cantidades
de aceite de oliva, en principio virgenes, deben ser adecuadamente
procesadas a través de la refinacion por su elevada acidez o sus malas
cualidades organolépticas [30]. Tan solo el aceite de oliva virgen de
determinada calidad se puede utilizar directamente para su con-
sumo inmediato a diferencia de otros tipos de aceite de oliva de cali-
dad inferior llamados lampantes, los aceites de orujo de oliva y todo
el resto de aceites de origen vegetal, que deben sufrir un proceso
de refinacion adecuado. La refinacion es un proceso complejo que
consta de varias etapas, en cada una de las cuales se va cambiando
la composicion del aceite. En la actualidad se aplican dos tipos de
refinaciones, la quimica y la fisica [27].

Refinacion quimica. Un esquema del proceso se muestra en la fi-
gura 3.

Comienza con las etapas de desgomado y neutralizacion, que per-
miten eliminar los fosfolipidos y los acidos grasos libres en forma de
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Figura 3. Esquema de la refinacién quimica.

jabones [27]. Los restos del hidroxido sédico utilizado se eliminan
tras un lavado con agua y el consiguiente secado. Posteriormente,
se efectiia la decoloracion, que elimina pigmentos como clorofilas,
carotenos y xantofilas, para lo que se emplean tierras absorbentes,
como carbén activo y arcillas o tierras activadas. El aceite decolorado
puede ser sometido a una desodorizacion, que se lleva a cabo me-
diante destilacion por arrastre con vapor de agua u otros gases. Este
proceso elimina aromas pero también afecta de manera especial a los
componentes de la fraccion insaponificable. Cuando los aceites que
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se estan refinando poseen un alto contenido en ceras y compuestos
de elevado peso molecular que dan lugar a una gran viscosidad e
incluso apariencia y consistencia solida, se aplican unos procesos de
descerado y fraccionamiento. Finalmente el aceite es filtrado.

Refinacion fisica: En este caso la eliminacion de los acidos grasos
libres se lleva a cabo a través de una destilacion neutralizante en la
que se destilan los acidos grasos y al mismo tiempo se produce una
desodorizacion del aceite. Un esquema del proceso se presenta en
la figura 4 [27].

La refinacion siempre lleva consigo la eliminacion de sustancias
de interés nutricional que pueden sufrir importantes pérdidas lle-
gando incluso a valores superiores al 50% en compuestos tales como
los tocoferoles, el escualeno y los componentes fendlicos. También
se puede ocasionar la formacion de compuestos no deseables (acidos
grasos trans) y la pérdida de los aromas y colores [27].

| ACEITE CRUDO |

DESGOMADO
(tratamiento con agua y/o acido)

DECOLORACION
(con tierras absorbentes)

WINTERIZACION
DESCERADO
FRACCIONAMIENTO

REFINACION FiSICA
(destilacion por arrastre con vapor
de agua u otros gases )

| FILTRACION |

| ACEITE REFINADO |

Figura 4. Esquema de la refinacion fisica.
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4. COMPOSICION QUIMICA DEL ACEITE DE OLIVA
VIRGEN

Los constituyentes del aceite de oliva virgen pueden clasificarse
en dos grandes grupos: uno mayoritario, la fraccion saponificable, y
otro presente en menor proporcion, los componentes minoritarios
o fraccion insaponificable [31-32].

4.1 Composicion de la fraccion saponificable

Esta fraccion representa en general del 98,5 al 99,5%, la mayor
parte de la cual son triglicéridos y en menor medida acidos grasos
libres junto con otros componentes minoritarios como mono o di-
glicéridos, fosfatidos, ceras y ésteres de esteroles [31].

Acidos grasos

El aceite de oliva es rico en acido oleico (monoinsaturado), con-
tiene cantidades moderadas de acidos palmitico y linoleico y un bajo
porcentaje de dcidos estedrico y linolénico [32-33], tal como se ilus-
tra en la tabla 3.
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Nombre comiin (Stmbolo) Porcentaje

Miristico (14:0) 0,0-0,05
Palmitico (16:0) 7,5-20,0
Palmitoleico (16:1n7) 0,3-3,5
Margarico (17:0) 0,0-0,3
Heptadecenoico (17:1) 0,0-0,3
Estearico (18:0) 0,5-5,0
Oleico (18:1n9) 55,0-83,0
Linoleico (18:2n6) 3,5-21,0
Linolénico (18:3n3) 0,0-0,9
Araquidico (20:0) 0,0-0,6
Eicosenoico (20:1n9) 0,0-0,4
Behénico (22:0) 0,0-0,2
Lignocérico (24:0) 0,0-0,2

Tabla 3. Porcentaje de los diferentes acidos grasos presentes
en el aceite de oliva Adaptada de Montedoro [32].

La composicion en dcidos grasos y de los demas componentes di-
fiere de una muestra a otra, dependiendo de la zona de produccion
del aceite de oliva, del clima, del grado de madurez de las aceitunas
y de su variedad [34], como se aprecia en la Tabla 4.

Variedades Oleico Linoleico
Picual 78,3 5,1
Hojiblanca 75,7 9,2
Cornicabra 80,3 5,6
Arbequina 70,2 11,4
Empeltre 74,6 9,4

Tabla 4. Porcentaje de los dcidos grasos oleico y linoleico en algunas
de las variedades de aceite de oliva producidas en Espana.
Fuente Civantos y cols [35].
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Triacilgliceroles

La mayoria de los acidos grasos estan presentes en forma de tria-
cilgliceroles, los cuales constituyen el 98% de la composicion total
del aceite. La distribucion de los acidos grasos en estos triglicéridos
sigue un patron en el que el acido graso que ocupa la posicion cen-
tral en la molécula de glicerol siempre es un acido graso insaturado,
generalmente el acido oleico [36]. La distribucion de las especies de
triglicéridos se presenta en la tabla 5.

Triglicéridos Porcentaje
000 40-59
POO 15-22
OOL 12-20
POL 5,5-7
PLO 45
SOO 3-7
POP 2-4

Tabla 5. Composicion y porcentaje de triacilgliceroles del aceite de oliva
(O, acido oleico; P, acido palmitico; L, acido linoleico S, acido estearico).
Adaptada de [36].

4.2. Composicion de la fraccion insaponificable

La fraccion insaponificable esta formada por los compuestos que
se pueden obtener tras la saponificacion del aceite [37]. Esta frac-
cion, también denominada componentes minoritarios del aceite de
oliva, contiene una gran variedad de compuestos que cumplen una
amplia diversidad de funciones y son responsables de la estabilidad
del aceite y de sus caracteristicas organolépticas. Estos componen-
tes minoritarios se pierden en gran medida durante los procesos
de refinado [38], y por lo tanto no estaran presentes en aceites de
oliva corrientes si no se enriquecen con aceite de oliva virgen. La
caracterizacion y determinacion de estos compuestos constituye un
campo muy activo de investigacion en la actualidad, que presenta
ademas una gran complejidad. En la tabla 6 se recogen los princi-
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pales grupos de compuestos junto con su rango de concentraciones
en el aceite de oliva virgen [32].

Componentes minoritarios Concentracion (mg/kg)

Hidrocarburos 1500-8000

Escualeno 1250-8000

Carotenos 0,5-5

Luteina 3-15
Compuestos terpénicos 1000-3000
Esteroles 800-2600
Compuestos fenolicos 20-900
Alcoholes alifaticos 100-200
Tocoferoles 50-300
Clorofilas Ay B 0,2-5
Feofitinas Ay B 0,2-20

Tabla 6. Componentes minoritarios del aceite de oliva virgen [32].

Hidrocarburos

Una de las grandes diferencias entre el aceite de oliva virgen y el
resto de aceites es la composicion en hidrocarburos [39] entre los
que destaca el escualeno y en mucha menor cantidad los carotenos
(la luteina y el B-caroteno) [40].

Escualeno

Es un hidrocarburo alifatico insaturado con seis dobles enlaces
conjugados (figura 5) que aparece en una elevada concentracion
en la fraccién insaponificable del aceite de oliva (60-75%) tal como
se recoge en la tabla 6 [41]. Puede constituir hasta el 90% de los hi-
drocarburos en el aceite de oliva virgen, mientras que en los aceites
refinados su concentracion se reduce drasticamente. Es un precur-
sor isoprenoide de la biosintesis del colesterol y otros esteroles en
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plantas y animales. También es un componente mayoritario de los
lipidos de humanos [38].

Carotenos

Son otra familia de compuestos presentes en la fraccion de hidro-
carburos del aceite de oliva virgen. Entre los mayoritarios encontra-
mos la luteina (30-60%) y el B-caroteno (5-15%) [42] (Fig. 5), que
se pierden al refinar el aceite de oliva [43].

Escualeno (CsoHso) Y\W\/\/\/\/\/\A

Luteina (C40H352059) A\ YN ) % % 076 W2 N

p-caroteno (C4oHe4) WW\\/\(\/\Q

Figura 5. Estructura quimica de los hidrocarburos mas abundantes
en la fraccién insaponificable del aceite de oliva virgen.

Estos compuestos, ademas de proporcionar color a los vegetales
que los contienen, poseen propiedades antioxidantes por su capa-
cidad secuestrante del radical de oxigeno y de otros radicales libres
[44]. El B-caroteno en particular juega un papel importante como
precursor de la vitamina A. Otros hidrocarburos identificados en el
aceite de oliva, aunque presentes en muy pequena proporcion, son
el licopeno que junto con el B-caroteno y las clorofilas confieren el
color amarillento a verdoso tipico del aceite y algunos hidrocarburos
aromaticos como el fenantreno, el antraceno y el pireno [38].

Clorofilas vy otros pigmentos

La fraccion clorofilica la integran las clorofilas a y b y sus deriva-
dos libres de magnesio, las feofitinasay b [31]. En el aceite de oliva
virgen son mayoritarias la feofitina a (20-40%) y la clorofila a (4-7%)
[45]. En aceites refinados el contenido en pigmentos disminuye no-
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tablemente. El color del aceite de oliva se debe principalmente a es-
tos compuestos [34]. En ausencia de luz las clorofilas podrian actuar
como antioxidantes débiles, pero en su presencia estos compuestos
pueden ser fuertes promotores de oxidacion [42].

Tocoferoles

Los tocoferoles, también integrantes de la fracciéon insaponifica-
ble, estan en cantidades variables segun la variedad de la aceituna
[46] y es mayor en los aceites virgenes de gran calidad [47], mientras
que en los aceites refinados disminuye notablemente su contenido
[48]. El mds abundante entre ellos es el y-tocoferol (52-87%), tam-
bién estan presentes el p-tocoferol (15-20%) y y-tocoferol (7-23%)
[42]. Los tocoferoles contribuyen a dar estabilidad al aceite y tienen
un papel biologico beneficioso como antioxidantes. Pueden captu-
rar radicales libres gracias al grupo hidroxilo libre presente en el
anillo aromatico. El isomero mas abundante, el a, es el que presenta
una mayor actividad biolégica como vitamina E [38] y su estructura
se representa en la figura 6.

OH

HaC CHs

HsC
CHs

Hae? Ha
Vitamin E (a-tocopherol)

Figura 6. Estructura quimica de la vitamina E o o-tocoferol.

Compuestos terpénicos

El contenido total de compuestos terpénicos supone una de las
fracciones mas abundantes y pueden ser de estructura tetraciclica o
pentaciclica. De entre estos ultimos, destacan dos alcoholes, el uvaol
y el eritrodiol, y sus correspondientes dcidos, oleanoélico y maslinico.
La presencia de eritrodiol y uvaol es mas abundante en la piel del
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fruto, y por lo tanto, estos compuestos estan presentes en mayor
concentracion en el aceite de orujo [49], el cual se obtiene mediante
procesos quimicos de los restos de la aceituna una vez extraido el
aceite mecanicamente. Asi su concentracion varia entre 10 y 120
mg/kg de aceite. El aceite de orujo debe refinarse y mezclarse con
aceite de oliva virgen para que sea considerado apto para el con-
sumo. La cantidad total de alcoholes triterpénicos es un parametro
de pureza para detectar la presencia de aceite de orujo [50] y ello la
Comunidad Europea, el Internacional Olive Oil Council y el Codex
Alimentarius de la FAO establecen limites en el porcentaje de estos
compuestos presentes en el aceite de oliva.

If,‘l'

HO' > HO :
& o

Eritrodiol (C?,()H5()02) Uvaol (C30H5002)

Acido oleandlico Acido maslinico

Figura 7. Estructuras quimicas de los compuestos triterpénicos
presentes en el aceite de oliva “orujo” [51].
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Tanto el acido oleandlico como su derivado el acido maslinico
estan ampliamente distribuidos en el reino vegetal, principalmente
el primero. El interés por conocer el potencial biofarmacettico de
estos compuestos ha crecido en los tltimos anos.

Otros compuestos terpénicos son los alcoholes triterpénicos que
presentan una estructura tetra o pentaciclica [38] como se puede
apreciar en la figura 8.

y { on
g;@{ '
HO HO

Cicloartenol 24-Metilcicloartenol o-Amirina
(C30Hs500) (Cs1H520) (Cs0H500)
Y,
OH E 3\ .
| HO HO
B-Amirina Ciclobranol Butiroespermatol
(C30Hs500) (C31H5920) (C30Hs500)

Figura 8. Alcoholes triterpénicos presentes en el aceite de oliva [38].

Alcoholes alifdticos

Esta fraccion esta constituida por alcoholes saturados de cadena
lineal con niimero par de atomos de carbono y con longitudes entre
18 y 28 atomos de carbono. Los mayoritarios son el hexacosanol, oc-
tacosanol y tetracosanol. También pueden estar presentes en forma
de trazas el tricosanol, pentacosanol y heptacosanol [52]. Estos alco-
holes, al igual que los esteroles y los alcoholes triterpénicos, pueden
unirse con acidos grasos y constituyen los ésteres no glicéridos.
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Esteroles

Los fitoesteroles son los homologos en plantas del colesterol en
animales siendo los mds abundantes en el aceite de oliva virgen:
el B-sitosterol (75-90%), el AP-avenasterol (5-36%) y el campesterol
(aprox. 3%) [42]. Se encuentran otros esteroles en menor propor-
cién como el estigmasterol, el propio colesterol, A’-estigmasterol y
A"-avenasterol [53]. Son compuestos tetraciclicos cuya biosintesis
comienza con el escualeno.

HO

p-Sitosterol (CagHs500) A’-Avenasterol (CaoHys0)

Campesterol (CosH430)

Figura 9. Esteroles mas abundantes en el aceite de oliva virgen [38].
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Esteres no glicéridos

Los alcoholes alifaticos, esteroles y alcoholes triterpénicos pue-
den encontrarse en el aceite de oliva virgen en su forma libre o bien
esterificada con acidos grasos dando lugar a los siguientes compues-
tos [38]:

Ceras: son ésteres de alcoholes alifaticos de elevado numero de
carbonos (Cg0-Ceg) con dcidos grasos. Las mas frecuentemente en-
contradas en el aceite de oliva virgen son las de Cyo, Ca2, Ca4, Cs6. Las
ceras se encuentran en la piel de los frutos y tienen como funcion
evitar pérdidas de agua en los mismos.

Esteres de esteroles: Principalmente de sitosterol, campesterol y
estigmasterol.

Esteres de alcoholes triterpénicos: principalmente de los alcoholes ci-
cloartenol y 24-metil-cicloartenol.

Compuestos fenolicos

Forman parte de la fraccion polar y afectan a la estabilidad y
sabor del aceite de oliva [34]. Su contenido depende de la combi-
nacion de varios factores como la variedad, grado de maduracion
de la aceituna, clima y también de los procesos de extraccion y
almacenamiento [54-56]. El contenido total de fenoles es mayor
en el aceite virgen extra que en el refinado ya que éstos general-
mente se pierden en el proceso de refinado [20]. El rango oscila
normalmente de 50 a 200 mg/ kg de aceite, aunque hay aceites con
cantidades de fenoles superiores a 1000 mg/ kg de aceite [54]. Par-
ticipan en las propiedades organolépticas del aceite [54] y muchos
de estos compuestos presentan propiedades antioxidantes y un alto
contenido de los mismos se asocia con una elevada resistencia a la
oxidacion de los aceites [57]. La mayor contribucién a este efecto
se atribuye al hidroxitirosol [22]. Los principales componentes fe-
nolicos del aceite de oliva se pueden clasificar en cuatro gruposy
algunos compuestos representativos de cada grupo se muestran en
la figura 10:
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HO HaCOOC
OH
Hidroxitirosol (fenol simple) Oleuropeina (Secoiridoide)
OCHg

jegaves T
(o]

OH
HO' HaCOOC ~

OCHga

Ligstrosido (Secoiridoide) Pinoresorcinol (Lignano)

R=H Apigenina R=OH Luteolina (Polifenoles flavonoides)

Figura 10. Estructura quimica de algunos de los componentes
fenolicos mas frecuentes en el olivo.

1) Fenoles simples. En este grupo se encontrarian compuestos
alcoholicos (el hidroxitirosol, el tirosol y el 4-etilfenol), dcidos
(vanilico, el acido p-cumarico, el dcido ferulico, cafeico, sinap-
tico, protocatéquico, galico, siringico), esteres (los acetatos de
tirosilo o de hidroxitirosilo), etc.

2) Polifenoles. Con esta estructura se han hallado los flavonoi-
des: apigenina y luteolina.

3) Secoiridoides. En esta categoria se encuadran: la oleuropeina
glicosilada, la dimetiloleuropeina, la deacetoxioleuropeina, la
10-hidroxioleuropeina, el ligstrosido, el deacetoxiligstrosido,
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el acido elendlico, las formas aldehidicas y dialdehidicas del
acido elendlico, el ligstrosido y la oleuropeina glicosiladas. Las
formas dialdehidicas del acido decarboximetil elenélico unido
a hidroxitirosol o a tirosol).

4) Lignanos. Se incluyen en esta categoria los compuestos: el
(+)-pinoresinol y el (+)-1-acetoxipinoresinol.

Componentes voldtiles

Son compuestos de bajo peso molecular (menos de 300 Da) que
se evaporan a temperatura ambiente y de los que se han identifi-
cado mas de 100 diferentes en el aceite de oliva [34]. Su formacion
esta relacionada con procesos enzimadticos que ocurren tanto en el
procesamiento como en el almacenamiento del fruto y del aceite y
contribuyen al aromay a la calidad del aceite de oliva virgen [58-59].
Aligual que ocurre con otros compuestos, su presencia en los aceites
depende de la variedad, condiciones climaticas y calidad del aceite
[31]. Dentro de este grupo hay alcoholes, ésteres, fenoles, derivados
de fenoles y aldehidos, entre otros compuestos [34]. Destacan el
hexanal, trans2-hexenal, hexan-1-ol y 3-metilbutan-1-ol que se en-
cuentran en la mayoria de los aceites de oliva de Europa [58] y son
responsables de los sabores y aromas afrutados de algunos aceites
[31].
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5. EL RATON CARENTE DE LA APOLIPOPROTEINA E

Con la concesion del premio Nobel de Medicina en 2007 a los pa-
dres de la generacion de ratones carentes de genes (Capechi, Evans
y Smithies), toda la sociedad reconoci6 la existencia de una herra-
mienta poderosisima para avanzar en el conocimiento de las bases
moleculares de las enfermedades. Gracias a su trabajo se pueden
generar ratones y ratas carentes de cualquier gen y se dispone de
modelos de enfermedades a la carta que permiten verificar la efica-
cia y seguridad de los tratamientos antes de su empleo en humanos
[60]. Ademas, la secuenciacion de sus genomas, con una asombrosa
similitud al humano, ha evidenciado que los genes de las princi-
pales funciones vitales estin muy conservadas y que por tanto se
pueden obtener avances importantes mediante el uso de animales
tan versatiles.

La investigacion en aterosclerosis no ha sido ajena a este avance y
la generacion del ratén carente de la apolipoproteina E ha sido una
de las mas importantes contribuciones al avance de esta patologia
en los ultimos quince anos [61]. Fue llevada a cabo por investiga-
dores de tres laboratorios independientes que inactivaron el gen
de la apoE en células totipotenciales embrionarias y generaron el
correspondiente ratéon carente del gen [62-64]. Esta mutacion se
segregaba segun el modelo mendeliano y los animales homocigotos
para el gen inactivado tenfan una viabilidad del 100%.

La ausencia de la apolipoproteina E impide que las particulas
remanentes de los quilomicrones y las VLDL puedan eliminarse por
el higado, porlo que se acumulan en el plasmay finalmente se depo-

Aceite de oliva virgen extra y prevencion de la aterosclerosis

41



42

sitan en el espacio subendotelial de las paredes arteriales. Por ello, el
raton deficiente en apoE alimentado con la dieta normal del raton
desarrolla una extensa aterosclerosis fibroproliferativa espontanea
[65], que presenta la misma secuencia de formacion de la lesion esta-
blecida en otros modelos animales y en humanos. La complejidad de
las lesiones y su facilidad de generacion de forma espontanea en un
corto periodo de tiempo en el raton deficiente en apoE, junto con la
semejanza del modelo con la enfermedad humana lo convierten en
un sistema atractivo para estudiar los factores predisponentes, tanto
ambientales como genéticos, de la aterosclerosis [66-67].

Entre los factores ambientales, hay que destacar la dieta como
uno de los mas importantes. En este campo, el empleo del raton
carente de la apolipoproteina E estd aportando una importante va-
loracion biologica de la influencia de los diferentes componentes de
la dieta en el desarrollo de la arteriosclerosis y de los mecanismos
implicados, tal como se ha recogido en previas revisiones de nuestro
grupo [68-69].

En los tltimos diez anos se vienen utilizando este tipo de anima-
les en nuestro laboratorio en una investigaciéon centrada en el aceite
de oliva virgen y la aterosclerosis. Algunas de las observaciones se
presentaran a continuacion.
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6. ACEITE DE OLIVA VIRGEN EXTRA EN DIETAS DE TIPO
MEDITERRANEO

Para demostrar el efecto del aceite de oliva virgen extra sobre
el desarrollo de la aterosclerosis, utilizamos los ratones carentes de
la apolipoproteina E alimentados con dietas con un 10% (p/p) de
dicho aceite y sin colesterol, en un intento de reproducir la clasica
dieta mediterranea donde la principal fuente de grasa era ese aceite
y el consumo de productos de origen animal era muy limitado tal
como hemos mencionado anteriormente. Para la eleccion de dicho
porcentaje se tuvieron en cuenta dos criterios: en primer lugar, que
en una investigacion en ratas que consumieron dietas con diferentes
porcentajes de aceite de oliva, el aporte del 10% (p/p) de dicho
aceite era la dosis minima necesaria para obtener un aumento sig-
nificativo de la concentracion plasmatica de la apolipoproteina A-I
(principal componente proteico de las lipoproteinas de alta densi-
dad) [70]. En segundo lugar, en la seleccion de dicho porcentaje
intervino un enfoque metabdlico de aproximaciéon al consumo hu-
mano. Asi, teniendo en cuenta que un ratéon consume unos 3 g de
pienso diarios y que éste posee un 10% (p/p) de aceite, nuestros
ratones estarian ingiriendo 0,3 g de aceite diarios. Dado que cada
animal pesa unos 30 g, la dosis consumida seria de 10 g de aceite /
kg de peso del animal. Extrapolando sin ninguna transformacion al
peso medio de un humano (70 kg), los ratones que pesasen como un
humano estarian consumiendo 700 g de aceite por dia. Si se tiene en
cuenta que el tono metabolico en el raton es 10 veces mas elevado
[71], esa cantidad ajustada equivaldria a 70 g de aceite por dia en
humanos. Si lo valoramos en términos energéticos, este consumo de
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70 g de aceite/ dia supone una ingestion de 630 kcal (a razén de 9
kcal/g de grasa) que representan el 25% de una dieta de 2.500 kcal
para una persona media, cifra inferior a la ingesta de aceite de oliva
en la dieta mediterranea clasica donde el 35% (875 kcal) de las ca-
lorias totales provenia de dicho aceite [72]. Para alcanzar este nivel
energético se necesitaria un aporte aproximado de 100 g /dia en
una dieta donde la fuente exclusiva de grasa fuese el aceite de oliva.
Dado que esta condicion no se cumple en la sociedad de consumo
actual, la Agencia Federal de Drogas de los Estados Unidos ha sido
mas prudente al recomendar el consumo diario de 25 ml de aceite
de oliva [17].

Estas dietas con un 10% (p/p) de aceite de oliva virgen extra o
30% de las calorias y sin colesterol se administraron a ratones caren-
tes de la apolipoproteina E durante 12 semanas y al cabo de dicho
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Figura 11. Areas de las lesiones ateroscleréticas en ratones carentes de apoE
alimentados con dietas control o control enriquecidas al 10% (p/p) con aceite
de oliva virgen extra (VE) o girasol de alto contenido en dcido oleico.

Se muestran los valores de cada animal y la media del grupo. El analisis
estadistico se llevé a cabo mediante la U de Mann-Whitney: * p<0.05 vs control.
Adaptado de Calleja et al, Arterioscler Thromb and Vasc Biol 19: 2368-2375,
Copyright (1999), con permiso de Lippincott Williams & Wilkins.
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periodo, los animales se sacrificaron y se cuantifico el grado de le-
sion aterosclerodtica presente. En dicho estudio, la administracion de
este porcentaje de aceite de oliva en la dieta retrasaba el desarrollo
de la aterosclerosis, siendo las hembras mas sensibles a dicho efecto
(Figura 11), y este hecho se asociaba a un incremento de los niveles
plasmaticos de la apolipoproteina A-I [73].

En este mismo estudio, se incluy6é un grupo de animales alimen-
tado con un porcentaje similar de aceite de girasol de alto conte-
nido en acido oleico, lo que hacia que estos animales recibiesen el
mismo porcentaje de dcido oleico que los animales alimentados con
el aceite de oliva virgen extra. A pesar del similar contenido de este
acido graso en las dietas, los animales que consumieron la dieta de
girasol con alto contenido de oleico no presentaron el descenso en
la aterosclerosis (Figura 11). Esta observacion permitié concluir que
los triglicéridos constituyentes del aceite de oliva virgen extra no
eran los unicos responsables de su accion.
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7. MARGEN DE MAXIMA EFICACIA EN EL CONSUMO DE
ACEITE DE OLIVA VIRGEN

Una vez comprobado el efecto beneficioso de la anterior dieta
con aceite de oliva virgen extra al 10% (p/p), quisimos investigar si
existia una dosis de maxima eficacia. Para ello, se llevo a cabo otro
experimento administrando el aceite de oliva virgen extra en un
porcentaje del 20% (p/p) en el pienso. En este nuevo estudio, a dife-
rencia de lo que ocurria con la dosis del 10% [73], no se observé una
disminucion de la lesion (Figura 12). Los animales que consumieron
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Figura 12. Areas de las lesiones ateroscleréticas en ratones carentes de apoE
alimentados con diferentes dietas. Se presenta el valor medio y la SEM para
cada grupo. El analisis estadistico se llev6 a cabo mediante la U de
Mann-Whitney: *, p<0.05; **, p<0.02. Adaptado de Acin et al,
Atherosclerosis 182:17-28, Copyright (2005), con permiso de Elsevier.
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esta dieta con mayor contenido de aceite oliva no obtuvieron mayor
beneficio que los alimentados con la dieta control enriquecida en
carbohidratos [74].

Ademas, se observo que mientras la ingesta del 10% de grasa
como aceite de oliva virgen no afectaba ni al peso corporal, ni al
nivel de colesterol plasmatico, y conllevaba una reduccion de los
triglicéridos [73], la duplicacion de la cantidad de aceite de oliva
aportado en la dieta llevé por el contrario a un aumento del peso
corporal asi como de los niveles de colesterol y triglicéridos plasma-
ticos [74]. Estos resultados parecen indicar que hay unos margenes
en los que el aceite de oliva ejerce mejor su proteccion.
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8. EL ACEITE DE OLIVA VIRGEN EXTRA EN DIETAS DE
TIPO OCCIDENTAL

Hoy en dia nuestras dietas son mas abundantes en alimentos
de origen animal y se estima que la ingesta diaria de colesterol
es del 0,15% (p/p) de la dieta [72]. Para conocer cudl seria la
consecuencia de la inclusion de colesterol en la dieta en dicho
porcentaje sobre el efecto del aceite de oliva virgen extra, se llevo
a cabo un experimento alimentando a los animales con aceite de
oliva virgen extra al 20% en presencia o ausencia de colesterol.
Los resultados indicaron que la inclusion de colesterol dietético
aumento la lesion tanto en los animales alimentados con la dieta
control como en los alimentados con dieta enriquecida en aceite
de oliva virgen (Figura 12). Al investigar los posibles mecanismos
responsables de estos resultados, se observo que mientras que en
hembras el colesterol dietético producia un descenso de la apo-
lipoproteina A-I, en machos produjo un descenso de la actividad
de la paraoxonasa sérica, parametros en ambos casos asociados a
las HDL y que contribuyen a las propiedades antiaterogénicas de
las mismas. De hecho, el tamano de la lesion adrtica en machos se
encontré inversamente asociado con dicha actividad ain después
del ajuste estadistico con los niveles de la apolipoproteina A-1'y los
de colesterol de las HDL. Estos resultados pusieron en evidencia
la regulacion nutricional de la paraoxonasa y su asociacion con la
aterosclerosis en funciéon del sexo [74].

Para comparar la eficacia de los diferentes aceites de oliva en
dietas de tipo occidental [20% (p/p) de contenido de grasa y co-
lesterol al 0,15% (p/p)], se prepararon varias dietas con aceite de
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oliva virgen extra de las variedades arbequina, cornicabra, empeltre
y picual, y se compararon con un grupo de animales que recibio
grasa de palma. Los animales que consumieron las dietas con aceite
de oliva presentaron menor lesion aterosclerética que los animales
alimentados con la grasa proveniente de palma (Figura 13), a pesar
de presentar niveles mas elevados de colesterol total y triglicéridos
en sangre.

En este experimento, no se pudo explicar el desarrollo de la
aterosclerosis por los niveles de la apolipoproteina A-I o la activi-
dad paraoxonasa total. En cambio, las dietas enriquecidas en aceite
de oliva virgen extra indujeron un aumento de las HDL pequenas
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Figura 13. Comparacién de las dietas tipo occidental con colesterol al 0,15%
(p/p) enriquecidas al 20% (p/p) con diferentes variedades de aceite de oliva
virgen extra comparadas con la de palma. Efectos sobre las areas de las lesiones
ateroscleréticas en ratones carentes de apoE. Se muestran los valores de cada
animal y Ia media del grupo. El analisis estadistico se llevé a cabo mediante la
U de Mann-Whitney: *, P< 0.001 vs. todos los grupos alimentados con aceite de
oliva. Adaptado de Arbonés-Mainar et al, Atherosclerosis 194: 372-382,
Copyright (2007), con permiso de Elsevier.
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y densas con abundante apolipoproteina A-IV y cargadas de pa-
raoxonasa. Estas particulas enriquecidas en la apolipoproteina A-IV
eran muy eficaces en la inactivacion de los peroxidos presentes en
las LDL, considerados responsables del inicio de la aterosclerosis.
En este estudio, el aumento de las particulas de HDL pequenas y
densas explicaba muy bien el desarrollo de la lesion aterosclero-
tica, ya que correlacionaron inversamente con el desarrollo de la
misma [75].

En conclusion, en base a los resultados obtenidos podemos afir-
mar que el aceite de oliva virgen es mas eficaz para evitar la progre-
sion de la aterosclerosis si se consume en dietas de tipo mediterra-
neo con bajo contenido en colesterol, pero aun en dietas de tipo
occidental su empleo resulta mas favorable que la grasa saturada
proveniente de palma.
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9. gCUAL ES EL COMPONENTE O COMPONENTES
IMPLICADOS EN LA PROGRESION DE LA
ATEROSCLEROSIS?

Para comprobar la implicacion de los componentes minoritarios del
aceite de oliva, se diseno el siguiente experimento. Se obtuvo aceite de
oliva virgen extra, y una parte del mismo se sometié6 a un proceso de
lavado que elimin6 los componentes minoritarios hidrosolubles, princi-
palmente compuestos fenoélicos. Se prepararon dietas al 10% con ambos
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Figura 14. Areas de las lesiones ateroscleréticas en ratones carentes de apoE
alimentados con dietas control o control enriquecidas al 10% (p/p) con aceite
de oliva virgen extra (VE) o oliva virgen extra lavado con agua. Se presenta el
valor medio y la SEM para cada grupo. El analisis estadistico se llev6 a cabo
mediante la U de Mann-Whitney: * p<0.05 vs control.
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tipos de aceites, se administraron a los ratones carentes de la apolipopro-
teina E y se observo que la eliminacion de la fraccion hidrosoluble hacia
que el aceite perdiese sus propiedades antiateroscleroticas (Figura 14).

Un segundo experimento, encaminado también a demostrar la im-
portancia de los componentes minoritarios, se llevé a cabo con la prepa-
racion de aceites del mismo olivar con dos procedimientos diferentes:
uno obtenido por prensado y otro por centrifugacion. Ambos tipos
de aceites se refinaron para eliminar el componente hidrosoluble. El
procedimiento de centrifugado gener6 un aceite enriquecido en com-
puestos insolubles en agua de la fraccion insaponificable tales como:
fitosteroles, tocoferoles, triterpenos y ceras. Los dos tipos de aceites
se administraron al 10% a los ratones modificados genéticamente. El
aceite obtenido por prensado y refinado aumento la lesion ateroscleré-
tica, en tanto que el aceite de centrifugacion, enriquecido en los com-
ponentes minoritarios e insolubles en agua y carente de compuestos
hidrosolubles, indujo una disminucién de la aterosclerosis [76].
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Figura 15. Areas de las lesiones ateroscleréticas en ratones carentes de apoE
alimentados con dietas control o control enriquecidas al 10% (p/p) con aceite
de oliva o oliva de centrifugaciéon ambos refinados. Se presenta el valor medio y
la SEM para cada grupo. El analisis estadistico se llevo a cabo mediante la U de
Mann-Whitney: # p<0.05 vs control y® p<0.05 vs estandar oliva. Adaptado de Acin

et al, ] Nutr Biochem 18: 418-424, Copyright (2007), con permiso de Elsevier.
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La presencia de dicha fraccion insaponificable produjo un des-
censo de parametros lipidicos tales como los triglicéridos plasma-
ticos y colesterol transportado por las lipoproteinas de baja y muy
baja densidad, al igual que parametros de estrés oxidativo como el
isoprostano [76].

Con estos dos experimentos, se han reconciliado los resultados
discrepantes obtenidos por autores sajones, quienes, usando un
aceite de oliva corriente, obtenian un aumento de la lesion ateroscle-
rotica [77-78], al igual que ocurria en ambos experimentos cuando
se utilizaba el aceite de oliva lavado o refinado. Los resultados de
retraso del desarrollo de la aterosclerosis con el aceite de oliva virgen
fueron corroborados por otros autores espanoles al administrarlo a
conejos [79].

La fraccion hidrosoluble es muy importante segin se desprende
de los resultados de nuestros experimentos, pero aun en su ausen-
cia, el desarrollo de nuevos métodos de preparacion de aceite de
oliva, que lo enriquezcan en otros componentes minoritarios como
vitamina E, triterpenos y esteroles, ofrece todavia un gran potencial
al jugar estos compuestos un papel importante en el retraso del de-
sarrollo de la lesion aterosclerética [76].
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10. BfJSQUEDA DE COMPONENTES ACTIVOS Y SU
EFECTO TRAS LA ADMINISTRACION AISLADA DE
DICHOS COMPUESTOS

Tal como se mencioné en la composicion del aceite de oliva vir-
gen, el hidroxitirosol es el componente mas abundante de la fracciéon
soluble del aceite de oliva virgen extra y un potente antioxidante in
vitro [80-81]. Para investigar su efecto en el desarrollo aterosclero-
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Figura 16. Efecto de la administraciéon de hidroxitirosol sobre las areas de las
lesiones ateroscleréticas en ratones carentes de apoE. Se muestran los valores
de cada animal y la media del grupo. El analisis estadistico se llevé a cabo
mediante la U de Mann-Whitney: *, P< 0.05 vs control. Adaptado de Acin et al,
J. Biochem 140: 381-383, Copyright (2006), con permiso de los autores.
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Figura 17. Efecto de la administracion conjunta de hidroxitirosol y acido
oleanolico sobre las areas de las lesiones ateroscleréticas en ratones carentes
de apoE. Se presenta el valor medio y la SEM para cada grupo. EI analisis
estadistico se llevé a cabo mediante la U de Mann-Whitney: *,

P< 0.05 vs control. Manuscrito en preparacion.

tico, se administré dicho compuesto a los animales a una dosis far-
macologica de 10 mg/kg ratén/dia, y se observé una disminucion
de la concentracién de la apolipoproteina A-I y un aumento del
colesterol plasmatico. Los resultados indicaron que el hidroxitiro-
sol, a esta dosis y en dietas de bajo contenido en colesterol, inducia
un mayor desarrollo de la aterosclerosis (Figura 16) mediada por
una activacion de los monocitos circulantes, ya que €éstos expresa-
ron mayor cantidad de la proteina Mac-1 [82]. Por lo tanto, este
compuesto posee importantes funciones de activacion del sistema
inmune. Ahora bien, si se desea emplear para controlar la ateroscle-
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Figura 18. Efecto de la administraciéon de escualeno sobre las areas de las
lesiones ateroscleréticas en ratones carentes de apoE. Se presenta el valor
medio y la SEM para cada grupo. A) machos y b) hembras. El analisis
estadistico se llevo a cabo mediante lIa U de Mann-Whitney:
*,P<0.001 vs control. Adaptado de Guillén et al, Atherosclerosis
197: 72-83, Copyright (2008), con permiso de Elsevier.

rosis en alimentos funcionales, ha de incluirse en féormulas lo mas
parecidas posible al entorno del aceite de oliva virgen.

De hecho cuando se efectud una intervencion con hidroxitirosol
y el triterpeno, acido oleandlico, conjuntamente, no se observo el
aumento de lesion del hidroxitirosol administrado aisladamente.

También se ha estudiado el efecto de la administracion de otro
componente del aceite de oliva como compuesto aislado, el escua-
leno. Asi, la administracion de una dosis farmacologica de 1g/kg
ratén/dia de escualeno redujo en los machos el desarrollo de la ate-
rosclerosis, en tanto que en las hembras no tuvo efecto (Figura 18).
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Figura 19. Efecto de la administracion de escualeno sobre el grado de esteatosis
hepatica en ratones carentes de apoE. Se presenta el valor medio y la SEM
para cada grupo. A) machos y b) hembras. El analisis estadistico se llevé a cabo
mediante la U de Mann-Whitney: *, P< 0.001 vs control. Adaptado de Guillén et
al, Atherosclerosis 197: 72-83, Copyright (2008), con permiso de Elsevier.

En conclusion, este compuesto posee importantes acciones farma-
cologicas como agente ateroprotector y su administracion es segura
a altas dosis, aunque en su contra presenta una accion selectiva en
funcion del sexo.

De todos los parametros estudiados para explicar este hallazgo,
el distinto comportamiento entre los sexos apareci6 asociado al di-
ferente efecto del escualeno sobre el contenido de grasa hepatica,
que disminuia en machos y no experiment6 cambios en las hembras
(Figura 19) [83]. Por lo tanto, habra que tener en cuenta estas di-
ferencias entre los sexos en relacion al acimulo de grasa hepatica,
sobre todo pensando en la potencial aplicacion de este componente
como agente antiesteatosico.

El papel de un correcto funcionamiento hepatico y las reper-
cusiones en la ateroesclerosis cuando acumula grasa es un nuevo
aspecto de investigacion el cual nos ha sorprendido en los uti-
mos anos y es motivo de debate en la comunidad cientifica. Por
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lo tanto reanalizamos los higados de anteriores estudios. Cuando
se administraba la dieta con aceite de oliva al 10%, los animales
no presentaban esteatosis hepatica [84]. Sin embargo, del estudio
que les he comentado donde los animales recibieron los aceites
de oliva virgen extra al 20% (p/p) y con colesterol. Estos animales
presentaron mayor grado de esteatosis que la de los animales que
recibieron idéntico porcentaje de grasa en la dieta proveniente
de la grasa de palma y colesterol. Una vez mas los experimentos
sugieren un papel mas favorable del consumo moderado de aceite
de oliva virgen extra.

Hepatic fat Hepatic adipophilin
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Figura 20. Imagenes representativas del higado grupo alimentado con aceite de
oliva de Ia variedad Picual (A), aceite de oliva variedad Arbequina (B), grupo
de grasa de palma (C), tenidos con hematoxilina y eosina. Cuantificaciéon
morfomética del contenido graso hepatico (D) y contenido de adipofilina (E).
Se presenta el valor medio y la SEM para cada grupo. El analisis estadistico se
llevé a cabo mediante la U de Mann-Whitney: *, P< 0.001 vs palma. Adaptado
de Arbonés-Mainar et al, | of Protecom Res 2007, 6, 4041- 4054.
Copyright (2007), con permiso de American Chemical Society.
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Para explicar dichos hallazgos, se efectu6 un analisis prote6mico
y se observaron las caracteristicas de las gotas grasas. Para nuestra
sorpresa, las gotas grasas contenian mas adipofilina en los animales
que recibieron aceite de oliva y ademas éstos presentaban mayor de-
fensa antioxidante que los alimentados con palma [85].Y tal como
se ha presentado (Figura 13), los animales que consumieron los
aceites de oliva virgen presentaron menor lesion aterosclerética que
los animales que los alimentados con la dieta enriquecida con grasa
de palma [85]. Estos experimentos nos indican que las esteatosis no
son todas iguales y que la producida por el consumo de aceite de
oliva virgen extra no tendria consecuencias en el desarrollo de la
aterosclerosis.
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11. CONCLUSION

A'la luz de las evidencias recopiladas, es evidente que los efectos
beneficiosos para la salud atribuidos al aceite de oliva virgen no
se pueden explicar inicamente por su contenido en acido oleico,
ya que sus componentes minoritarios entre los que se encuentran
hidrocarburos, terpenos, compuestos fenolicos, fitosteroles etc que
poseen efectos relevantes.

El aceite de oliva virgen extra es eficaz en el control de la lesion
aterosclerotica, principalmente en el marco de una dieta tipo medi-
terranea (pobre en colesterol), aunque en dietas de tipo occidental
mantiene su efecto beneficioso comparado con la grasa saturada de
palma. Sin embargo existe una dosis limite a partir de la cual des-
aparece este beneficio.

Para obtener las anteriores conclusiones ha sido imprescindible
contar con un modelo animal que reproduce los procesos que tienen
lugar en el desarrollo de la aterosclerosis humana, como es el raton
carente de la apolipoproteina E. Su empleo ha permitido valorar los
distintos aceites de oliva enriquecidos en diferentes componentes o
de dichos componentes de forma aislada y la contribucién de dichas
moléculas en el efecto beneficioso de este alimento para su potencial
empleo como nutracéuticos.

La actual investigacion en biotecnologia vegetal y en tecnologia
de alimentos representa una excelente oportunidad para generar
nuevos aceites. Cuanto mas eficaces y seguros sean dichos enfoques,
tanto mayor sera su potencial aplicacion. Ademds mediante el em-
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pleo de modelos animales de patologia humana se pueden ensayar
su efecto y mecanismo de accion en el desarrollo de la aterosclerosis.
Con esta validacion biologica se podran emplear con mayor garantia
para realizar prevencion cardiovascular.

Aunque el camino recorrido y el trabajo efectuado permiten con-
templar los logros con cierta satisfaccion. No es menos cierto que aun
desconocemos la formula secreta que encierra este aceite de oliva
virgen para ejercer su efecto antiaterosclerético. Supone, por tanto,
un fascinante reto intelectual el desentranarla; como no podria ser
de otra forma, ya que el olivo era un arbol de origen divino para los
egipcios y los griegos. Para estos, seria su diosa de la sabiduria, Palas
Atenea, la que al clavar su lanza haria brotar este arbol de la tierra.
Si el zumo de su fruto esta igualmente inspirado por dicha deidad,
va a resultar un arduo trabajo tanto como lo serian los de Heracles
o Hércules, su protegido. Finalmente, el tuvo la dicha de entrar en
el Olimpo. ¢Conseguiremos tal gloria cientifica? He dicho.
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Unas palabras de bienvenida, de felicitacion y de agradecimiento
al Prof. Osada. En primer lugar, darle a Vd. la bienvenida como
miembro de esta Academia de Farmacia “Reino de Aragén” con el
numero 7. Con Vd. podemos considerar acabada la primera fase de
constitucion de esta Academia, que sin prisas pero con perseverancia
va agrupando en ella a lo mas cualificado del conocimiento de las
ciencias farmacéuticas en Aragén. Este nimero 7 ocupa una posi-
cién importante en nuestra Institucion; con €l se cierra las plazas
de direccion de la Academia, elemento fundamental para ir poco a
poco completando el elenco de sus académicos de namero. Es Vd.
muy bienvenido a la misma.

Mi mas sincera felicitacion por esta leccion de entrada. He tenido
la satisfaccion de conocerle a Vd. como doctorando en la Facultad
de Farmacia de la Universidad Complutense. El Prof. Osada siempre
ha tenido, desde sus comienzos investigadores, este perfil de hombre
competente, trabajador, discreto y amigo. S6lido en sus afirmacio-
nes, buen comunicador, en definitiva lo mejor y mas relevante de
las virtudes del cardcter castellano-manchego que representa. Se in-
corporo a la tarea de seguir construyendo con ilusion la Bioquimica
y la Biologia Molecular de la Facultad de Veterinaria de Zaragoza,
tarea iniciada con visiéon de futuro por el Prof. Pérez Martos y con-
tinuada a lo largo de los anos. La llegada del Prof. Osada, de Jesus,
era una promesa de calidad en este futuro. Y asi sucedio gracias a su
vision, a su acierto y a su tenacidad. Hoy es referencia nacional e in-
ternacional en el tema de Nutricion Molecular con mas idiosincrasia
en nuestro pais; el efecto del consumo de aceite en la enfermedad
cardiovascular. Con qué claridad y con qué solidez esta definiendo
el Prof. Osada el futuro, con todos sus matices productivos, mole-
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culares o de prevencion de la salud que ha expuesto en su discurso.
Enhorabuena, mi mas sincera enhorabuena, por su discurso y por
su trayectoria cientifica.

Y finalmente mi mas sincero agradecimiento por haber aceptado
estar entre nosotros, por continuar su trabajo en la Universidad de
Zaragoza con su perseverancia y buen hacer, por lo discreto y respe-
tado de su convivencia y su trabajo.

Quisiera finalizar, permitamelo, con una informacién menos co6-
moda para Vd; ésta es que conociéndole esperamos contar con su
colaboracion en el mucho futuro de trabajo que poco a poco ira
creciendo en esta Academia. Pero Vd. ya sabe que en todos los lu-
gares en que se le recibe, algo o mucho de nuevo tiene que hacer
de mas.

Profesor Osada, Jesus, amigo, felicidades y muchas gracias.
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