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La baja incidencia de enfermedades cardiovascula-
res en los paises de la Cuenca Mediterranea, donde el
aceite de oliva es la principal fuente de grasa en la ali-
mentacién, ha motivado un mejor conocimiento de su
composicién quimica y el desarrollo de aceites enrique-
cidos en sus componentes minoritarios. En esta revision
se recopilan los efectos de diferentes preparaciones del
aceite de oliva sobre el desarrollo de la aterosclerosis y
el valor pronéstico para la enfermedad de los parametros
plasmaticos mediante el empleo de un ratén modificado
genéticamente en el que ésta se desarrolla espontanea-
mente. Las limitaciones del modelo por sus diferencias
morfologicas y fisioldégicas con el hombre se minimizan
ante la similitud de ambos genomas y el avance de co-
nocimiento que posibilita, ya que efectuar en humanos
las intervenciones recopiladas habria requerido 400 afios.
Confirmando la tradiciéon de los pueblos mediterraneos,
se ha verificado la eficacia del aceite de oliva virgen con-
sumido prudentemente y en dietas con bajo contenido en
colesterol por la relativa escasez de productos de origen
animal. Ademas, la exploracién con herramientas de ge-
némica ha identificado nuevos marcadores de respuesta
al aceite. En conclusion, la investigacion multidisciplinaria
del aceite de oliva virgen extra permite ampliar el conoci-
miento de sus propiedades bioldgicas.
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Knowledge of the Biological Actions of Extra
Virgin Olive Oil Gained From Mice Lacking
Apolipoprotein E

The low incidence of cardiovascular disease in countries
bordering the Mediterranean basin, where olive oil is the
main source of dietary fat, has stimulated interest in the
chemical composition of olive oil and in the production
of other oils enriched with its minor components.
This review summarizes what has been learned about
the effects of different olive oil preparations on the
development of atherosclerosis and about the prognostic
value of associated plasma variables in the disease
from experiments on genetically modified mice that
spontaneously develop atherosclerosis. The limitations of
this animal model associated with its morphological and
physiological differences with humans are minimized by
the similarity of the two genomes and by the potential for
increased understanding attainable, given that the dietary
interventions reported here would have taken 400 years to
achieveinhumans. Asobservedintraditional Mediterranean
populations, it has been confirmed that extra virgin olive oil
is beneficial when consumed judiciously and in a diet that
is low in cholesterol due to the relative scarcity of animal
products. Furthermore, the use of genomic techniques
has led to the identification of new markers of response
to olive oil. In conclusion, multidisciplinary research into
extra virgin olive oil is expanding our knowledge of the
substance’s biological properties.

Key words: Apolipoprotein E deficient mice. Olive oil.
Atherosclerosis. Lipoproteins.
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UNA NUEVA HERRAMIENTA EN
INVESTIGACION BIOMEDICA

Con la reciente concesion del premio Nobel de
Medicina a los padres de la generacion de ratones
carentes de genes (Capechi, Evans y Smithies), toda



ABREVIATURAS

apoE: apolipoproteina E.

HDL.: lipoproteinas de alta densidad.

LDL.: lipoproteinas de baja densidad.
VLDL: lipoproteinas de muy baja densidad.

la sociedad ha reconocido la existencia de una he-
rramienta poderosisima para avanzar en el conoci-
miento de las bases moleculares de las enferme-
dades y en la verificacion de la eficacia y la
seguridad de los tratamientos antes de su empleo en
humanos'. Ademas, la secuenciacién del genoma
del raton?, con una asombrosa similitud al humano,
ha evidenciado que los genes de las principales fun-
ciones vitales estan muy conservados y que, por lo
tanto, se pueden obtener avances importantes me-
diante el uso de un animal tan versatil como el
raton.

La presente revision pretende recoger algunas en-
seflanzas obtenidas en los ultimos 10 afios utili-
zando este tipo de animales en una investigacion
centrada en el aceite de oliva virgen y la
aterosclerosis.

EL RATON CARENTE DE LA
APOLIPOPROTEINA E

La generacion del raton carente de la apolipopro-
teina E (apoE) ha sido una de las mas importantes
contribuciones al avance de la investigacion en ate-
rosclerosis en los ultimos 15 afios®. Fue llevada a
cabo por investigadores de tres laboratorios inde-
pendientes que inactivaron el gen de la apoE en cé-
lulas totipotenciales embrionarias y generaron el
correspondiente raton carente del gen*®. Esta muta-
cion se segregaba segin el modelo mendeliano y los
animales homocigotos para el gen inactivado tenian
una viabilidad del 100%.

La ausencia de la apoE impide que las particulas
remanentes de los quilomicrones y las lipoproteinas
de muy baja densidad (VLDL) puedan eliminarse
por el higado, por lo que se acumulan en el plasma
y finalmente se depositan en el espacio subendote-
lial de las paredes arteriales. Por ello, en el raton
deficiente en apoE alimentado con la dieta normal
del raton, se desarrolla una extensa aterosclerosis
fibroproliferativa espontanea’ que presenta la
misma secuencia de formacién de la lesion estable-
cida en otros modelos animales y en humanos. La
complejidad de las lesiones y su facilidad de gene-
racién espontanea en un corto periodo de tiempo
en el ratén deficiente en apoE, junto con la seme-
janza del modelo con la enfermedad humana, lo
convierten en un sistema atractivo para estudiar los
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factores predisponentes, tanto ambientales como
genéticos, de la aterosclerosis®’.

Entre los factores ambientales, hay que destacar
la dieta como uno de los mas importantes. En este
campo, el empleo del ratén carente de la apoE esta
aportando una importante valoracion 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
sendas revisiones anteriores!®!!,

EL ACEITE DE OLIVA VIRGEN EXTRA Y LOS
ACEITES Y GRASAS CONSUMIDOS POR EL
SER HUMANO

La figura 1 recoge la composicion media de
acidos grasos presentes en los triglicéridos de al-
gunos aceites y grasas usados para el consumo hu-
mano. Los mdas consumidos actualmente en el
mundo son: el aceite de soja (el 26% de la poblacion
mundial lo usa), el de palma (18%), el de girasol
(13%) y el de colza-canola (12%). Todos estos
aceites se obtienen por extraccién quimica de las
correspondientes semillas, y con excepcion de la vi-
tamina E que se solubiliza en el procedimiento de
extraccion, los triglicéridos son los determinantes
de la accion bioldgica. Segtn la saturacién de los
acidos grasos predominantes en dichos compuestos,
se han clasificado como grasas saturadas, con
acidos grasos saturados (so6lidas a temperatura am-
biente) y aceites monoinsaturados y poliinsaturados
por la presencia de este tipo de acidos grasos (li-
quidos). Esta simple manera de agrupacion de
grasas y aceites en tres categorias (fig. 1) ha sido
muy empleada y ha explicado relativamente bien
propiedades tales como el efecto hipercolesterole-
miante de la grasa saturada y el efecto hipocoleste-
rolemiante de los aceites poliinsaturados. Con el
mejor conocimiento de las estructuras y las propie-
dades de los acidos grasos, se ha confirmado que no
todos los acidos grasos saturados (longitud de la
cadena) ni todos los poliinsaturados (la posicién del
ultimo doble enlace en la cadena, n-3 o n-6, y la
configuracion cis o trans de algunos dobles enlaces)
poseen el mismo efecto. Han tratado en profun-
didad estos aspectos Rubio!? y Surra et al3.

El aceite de oliva no es un aceite muy consumido
en el mundo, pero ha sido la principal fuente de
grasa en la alimentacion clasica de la Cuenca
Mediterranea, la conocida como dieta medite-
rranea. Las propiedades saludables de esta dieta se
evidenciaron en el Estudio de los Siete Paises, dise-
flado para investigar la relacion entre la dieta y las
enfermedades cardiovasculares en 14 poblaciones
pertenecientes a siete paises diferentes (Estados
Unidos, Finlandia, Paises Bajos, Yugoslavia, Italia,
Grecia y Japdn). Se encontré que los individuos
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Fig. 1. Porcentaje de los distintos ti-
pos de acidos grasos presentes en los
diferentes aceites y grasas. Los mas
consumidos en el mundo son: soja (el
26% de la poblacion mundial lo usa),
palma (18%), girasol (13%) y colza-
canola (12%). Adaptado de Surra et
al’, con permiso de Sociedad Espa-
fiola de Obesidad.
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estudiados en Creta presentaban las menores tasas
de enfermedad cardiovascular y cancer comparados
con las otras regiones del estudio', y se concluyo
que este hecho podia deberse al bajo consumo de
grasas saturadas y al elevado consumo de acido
oleico, aportado por la ingesta de aceite de oliva.
Mas recientemente, los resultados obtenidos tras 25
afios de seguimiento de los participantes de dicho
estudio han indicado que la frecuencia de estas en-
fermedades contintia siendo menor en los paises eu-
ropeos del sur que en los del norte!>1¢,

El primer estudio clinico que confirm¢ los benefi-
cios de la dieta mediterranea fue el Lyon Diet Heart
Study'”'8, en el cual 605 pacientes que habian sufrido
infarto de miocardio fueron distribuidos al azar en
dos grupos de ensayo, uno control con una dieta se-
mejante a la recomendada por la Asociacion
Americana del Corazon y otro grupo con dieta me-
diterranea. Tras 27 meses de ensayo, los resultados
obtenidos fueron un descenso en el grupo de dieta
mediterranea del 73% en la tasa de eventos corona-
rios y del 70% de la mortalidad total. Otro ensayo, el
Indo-Mediterraneo, estudio el efecto de una dieta de

296 Rev Esp Cardiol. 2009;62(3):294-304

tipo mediterraneo en la progresion de la enfermedad
coronaria en pacientes de alto riesgo”. En ese estudio
también se concluyd que una dieta de tipo medite-
rraneo podria ser mas efectiva en la prevencion pri-
maria y secundaria de las enfermedades cardiovascu-
lares que la dieta recomendada por el programa
estadounidense de educacion sobre colesterol.

En un estudio con mas de 22.000 personas rea-
lizado en Grecia por Trichopoulou et al®, se en-
contro igualmente que seguir la dieta medite-
rranea se relacionaba con una menor mortalidad
total y menor mortalidad debida a enfermedades
cardiovasculares.

Actualmente se estd desarrollando en Espafia un
estudio de intervencion para la prevencion primaria
de las enfermedades cardiovasculares a través de la
dieta mediterranea (PREDIMED), con 772 per-
sonas asintomaticas con alto riesgo cardiovascular
distribuidas aleatoriamente en tres grupos de dieta:
pobre en grasa, mediterranea con aceite de oliva
virgen extra y mediterranea suplementada con
frutos secos. Al cabo de los primeros 3 meses de in-
tervencion, se ha observado que los grupos que



reciben la dieta mediterranea presentan menores
concentraciones plasmaticas de glucosa, menor re-
lacion colesterol/colesterol de las lipoproteinas de
alta densidad (cHDL) y reducida presion arterial
sistolica, respecto al grupo que consume la dieta
pobre en grasa?!.

Todas estas evidencias han llevado a que la dieta
mediterranea se convierta en un modelo dietético a
pesar de su elevado contenido graso?. Esto le da un
gran interés gastronémico por su mayor palatabi-
lidad y por facilitar el consumo de productos vege-
tales con alto contenido en hidratos de carbono de
baja carga glucémica?. Desgraciadamente, en la ac-
tualidad esta dieta mediterranea considerada benefi-
ciosa esta siendo influida y modificada por una serie
de factores como la globalizacion y el progreso tec-
nologico, que han conducido a una mayor disponi-
bilidad de alimentos y menor actividad fisica?*. Los
patrones dietéticos en los paises mediterraneos estan
cambiando rapidamente, con un incremento del
consumo de grasas saturadas y de hidratos de car-
bono refinados, con el consiguiente aumento de la
obesidad en estas zonas. Distintos autores®?’
apuntan que seria necesario volver a habitos alimen-
tarios mas moderados y equilibrados, y subrayan la
importancia de preservar ciertas tradiciones dieté-
ticas y de forma de vida que son una garantia para
la salud de las generaciones venideras.

Debido a que el aceite de oliva es el componente
que mas calorias aporta en este tipo de dieta, co-
nocer sus propiedades ha suscitado un creciente in-
terés. El aceite de oliva virgen es el zumo del fruto
de la Olea europea obtenido por procedimientos fi-
sicos y no requiere extraccion como los aceites de
semillas. Cuando dicho preparado posee unas ca-
racteristicas irreprochables al paladar de catadores
entrenados y su acidez es < 1, se considera aceite de
oliva virgen extra.

Los constituyentes del aceite de oliva virgen
pueden dividirse en dos fracciones, la saponificable
y la insaponificable?-!.

La fraccion saponificable representa en general
del 98,5 al 99,5%, la mayor parte de la cual son tri-
glicéridos y en menor medida, acidos grasos libres
junto con otros componentes minoritarios como
monoglicéridos o diglicéridos, fosfatidos, ceras y és-
teres de esteroles®*. El aceite de oliva es rico en
acido oleico (monoinsaturado), contiene cantidades
moderadas de acidos palmitico y linoleico y un bajo
porcentaje de acidos estearico y linolénico?!, tal
como se ilustra en la tabla 1. La composicion en
acidos grasos y de los demas componentes difiere
de una muestra a otra, dependiendo de la zona de
produccion del aceite de oliva, el clima, el grado de
madurez de las aceitunas y su variedad®32.

La fraccion insaponificable esta formada por los
compuestos que se puede obtener tras la saponificacion
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TABLA 1. Porcentaje de los diferentes acidos grasos
presentes en el aceite de oliva®?'

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

TABLA 2. Componentes minoritarios del aceite de
oliva virgen3'*

Componentes Concentracion (mg/100 g aceite)
Compuestos terpénicos 100-350
Esteroles 100-250
Hidrocarburos

Escualeno 150-800

Carotenos 0,5-1
Compuestos fendlicos 5-100
Alcoholes alifaticos 10-70
Tocoferoles 0,5-30
Esteres 10-20
Aldehidos y cetonas 4-8
Clorofilas 0,1-2

del aceite®. Esta fraccion, también denominada com-
ponentes minoritarios del aceite de oliva, contiene una
gran variedad de compuestos que cumplen una amplia
diversidad de funciones y mantienen la estabilidad del
aceite y sus caracteristicas organolépticas. Estos com-
ponentes minoritarios se pierden en gran medida du-
rante los procesos de refinado* y, por lo tanto, no estan
presentes en aceites de oliva corrientes si no se enri-
quecen con aceite de oliva virgen. La caracterizacion y
la determinacion de estos compuestos constituyen un
campo muy activo de investigacion en la actualidad,
que presenta ademas una gran complejidad. En la tabla
2 se recogen los principales grupos de compuestos,
junto con su gama de concentraciones en el aceite de
oliva virgen, y en la figura 2, aquellos que pueden po-
seer acciones biologicas® .

El contenido total de compuestos terpénicos su-
pone una de las fracciones mas abundantes y
pueden ser de estructura tetraciclica o pentaciclica.
Entre éstos, destacan dos alcoholes, el uvaol y el
eritrodiol, y sus correspondientes acidos, oleandlico
y maslinico®*. Los esteroles mas abundantes son el
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Compuestos fendlicos

Fitosteroles

Fenoles simples Lignanos Betasitosterol
Deltaavenasterol
L (+)-pinorresinol CETEEED
Hidroxitirosol (+)-1-acetoxipinorresinol
Tirosol
Acido vanilico Tocoferoles
Vanilina s
Acido p-cumarico Secolridoides Alfatocoferol
Acido ferdlico Betatocoferol
4-etilfenol Glucésido de oleuropeina Gammatocoferol
Tirosilacetato Demetiloleuropeina
Hidroxitirosilacetato Oleuropeina
Acido elendlico Compuestos terpénicos
: Ligtrésido
Polifenoles Desacetoxiligtrésido Uvaol 00 ol e
Eritrodiol Acido maslinico
Flavonoides:
Apigenina Hidrocarburos
Luteolina
Escualeno
Carotenos

Fig. 2. Principales compuestos quimicos presentes en el aceite de oliva virgen extra con propiedades bioldgicas agrupados por categorias.

betasitosterol (un 75-90% del total de esteroles), el
A’-avenasterol (5-36%) y el campesterol (un 3%)%.

Entre los hidrocarburos, destacan el escualeno
principalmente y, en mucho menor cantidad, los ca-
rotenos (la luteina y el betacaroteno)*.

Los compuestos fenolicos forman la fraccidén
polar y afectan a la estabilidad y el sabor del aceite
de oliva®”*8, Entre los compuestos fendlicos mas fre-
cuentes, podemos distinguir cuatro grandes grupos:
a) los fenoles simples, ya sean alcoholes (tirosol e
hidroxitirosol) o acidos (p-cumarico, vanilico, ca-
feico, sinaptico, protocatéquico, galico, siringico);
b) los polifenoles (flavonoides: luteolina y apige-
nina), ¢) los secoiridoides (derivados esterificados
del acido elendlico —oleuropeina glucosilada o
no— con el hidroxitirosol y con el tirosol), y d) los
lignanos: (+)-pinorresinol y (+)-1-acetoxipinorre-
sinol. Muchos de estos compuestos presentan pro-
piedades antioxidantes y un alto contenido se asocia
con una elevada resistencia a la oxidacion de los
aceites¥. La mayor contribucion a este efecto se
atribuye al hidroxitirosol”’, cuya concentracion de-
pende de la combinacion de varios factores como la
variedad, el grado de maduracién de la aceituna, el
clima y la preparacion®”®, ya que se pierde en los
procesos de refinado?.

La fraccién de alcoholes alifaticos esta consti-
tuida por alcoholes saturados de cadena lineal con
un numero par de atomos de carbono '8C a 2C.
Los mayoritarios son hexacosanol, octacosanol y
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tetracosanol?. Estos alcoholes, al igual que los es-
teroles y los alcoholes triterpénicos, pueden unirse
con acidos grasos y constituyen los ésteres no
glicéridos.

Los tocoferoles, también integrantes de la frac-
cion insaponificable, estan en cantidades diferentes
segun la variedad de la aceituna®. El mas abun-
dante entre ellos es el alfatocoferol (52-87%) y tam-
bién estan presentes el betatocoferol (15-20%) y el
gammatocoferol (7-23%)%.

Entre los aldehidos y las cetonas, se han identifi-
cado mas de 100 tipos distintos®2. Al igual que ocurre
con otros compuestos, su presencia en los aceites de-
pende de la variedad, las condiciones climaticas y la
calidad del aceite®. El aroma y el sabor del aceite de
oliva virgen en parte se deben a la presencia de este
tipo de compuestos quimicos?¥,

Las clorofilas, aunque en pequeia proporcion,
son junto con el licopeno y el betacaroteno el origen
del color del aceite de oliva virgen®.

EL ACEITE DE OLIVA VIRGEN EXTRA EN
DIETAS DE TIPO MEDITERRANEO

En nuestro laboratorio, para demostrar el efecto
del aceite de oliva virgen extra en el desarrollo de la
aterosclerosis, se han utilizado los ratones carentes
de la apoE alimentados con dietas con un 10% (p/p)
de dicho aceite y sin colesterol, en un intento de re-
producir la clasica dieta mediterranea en la que la



principal fuente de grasa es ese aceite y el consumo
de productos de origen animal es muy pequefio*!.
Para la eleccion de dicho porcentaje se tuvieron en
cuenta dos criterios: en primer lugar, que en una in-
vestigacion en ratas que consumieron dietas con di-
ferentes porcentajes de aceite de oliva, el aporte del
10% (p/p) de dicho aceite era la dosis minima nece-
saria para obtener un aumento significativo de la
concentracion plasmatica de la apolipoproteina A-I
(principal componente proteinico de las HDL)*. En
segundo lugar, en la seleccion de dicho porcentaje
intervino un enfoque metabdlico de aproximacion
al consumo humano. Asi, teniendo en cuenta que
un ratén 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
promedio 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 ratéon es 10 veces mas ele-
vado®, esa cantidad ajustada equivaldria a 70 g de
aceite por dia en humanos. Si lo valoramos en tér-
minos energéticos, este consumo de 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 medite-
rranea clasica, en la que el 35% (875 kcal) de las ca-
lorias totales proviene de dicho aceite*'. Para al-
canzar este nivel energético se necesitaria un aporte
aproximado de 100 g/dia en una dieta en que la
fuente exclusiva de grasa fuese el aceite de oliva.
Dado que esta condicion no se cumple en la so-
ciedad de consumo actual, la Food and Drug
Administration de Estados Unidos ha sido mas
prudente al recomendar el consumo diario de 25 ml
de aceite de oliva*.

Estas dietas con un 10% (p/p) de aceite de oliva
virgen extra y sin colesterol se administraron a ra-
tones carentes de la apoE durante 12 semanas, y al
cabo de ese periodo, se sacrificé a los animales y se
cuantifico el grado de lesion aterosclerodtica pre-
sente. En dicho estudio, la administracion de ese
porcentaje de aceite de oliva en la dieta retrasaba el
desarrollo de la aterosclerosis, a lo que las hembras
fueron mas sensibles (fig. 3), y este hecho se asocid
a un incremento de la concentracion plasmatica de
apolipoproteina A-I%,

En ese mismo estudio, se incluyé un grupo de
animales alimentado con un porcentaje similar de
aceite de girasol de alto contenido en 4cido oleico,
lo que hacia que estos animales recibiesen el mismo
porcentaje de acido oleico que los animales alimen-
tados con el aceite de oliva virgen extra. A pesar del
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Fig. 3. Areas de las lesiones aterosclerGticas en ratones carentes de apoE
alimentados con dietas control o control enriquecidas al 10% (p/p) con
aceite de oliva virgen extra o girasol de alto contenido en acido oleico. Se
muestran los valores de cada animal y la media del grupo. El andlisis es-
tadistico se llevd a cabo mediante la U de Mann-Whitney. *p < 0,05 frente
a control. Adaptado de Calleja et al*®, con permiso de Lippincott Williams &
Wilkins.

similar contenido de este acido graso en las dietas,
los animales que consumieron la dieta de girasol
con alto contenido de oleico no presentaron la re-
duccion en la aterosclerosis (fig. 3). Esta observa-
cion permitié concluir que los triglicéridos constitu-
yentes del aceite de oliva virgen extra no eran la
Unica causa de su accion.

¢(EL EFECTO SE PRODUCE EN FUNCION DE
LA DOSIS DE CONSUMO?

Una vez comprobado el efecto beneficioso de la
mencionada dieta con aceite de oliva virgen extra
al 10% (p/p) y en ausencia de colesterol, se investigod
si existia una dosis de tolerancia. 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 diferencia de lo
que ocurria con la dosis del 10%%, no se observo
una disminucion de la lesion (fig. 4). Los animales
que consumieron esta dieta con mayor contenido
de aceite oliva no obtuvieron mayor beneficio que
los alimentados con la dieta control enriquecida en
hidratos de carbono*. Ademas, se observo que
mientras la ingesta del 10% de grasa como aceite de
oliva virgen no afectaba al peso corporal ni a la
concentracion plasmatica de colesterol y conllevaba
una reduccion de los triglicéridos®, duplicar la can-
tidad de aceite de oliva aportado en la dieta llevo,
por el contrario, a un aumento del peso corporal y
de la concentracion plasmatica de colesterol y trigli-
céridos*. Estos resultados indicarian que hay unos
margenes en los que el aceite de oliva ejerce mejor
su proteccion.
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EL ACEITE DE OLIVA VIRGEN EXTRA EN
DIETAS DE TIPO OCCIDENTAL

Hoy nuestras dietas son mas abundantes en ali-
mentos de origen animal y se estima que la ingesta
diaria de colesterol es el 0,15% (p/p) de la dieta*'.
Para conocer cual seria la consecuencia de incluir
colesterol en la dieta en tal porcentaje sobre el
efecto del aceite de oliva virgen extra, se llevd 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 inclusién de colesterol dietético aumento la
lesion tanto en los animales alimentados con la
dieta control como en los alimentados con dieta en-
riquecida en aceite de oliva virgen (fig. 4). Al inves-
tigar los posibles mecanismos de estos resultados, se
observo que, mientras que en las hembras el coles-
terol dietético producia reduccion de la apolipopro-
teina A-I, en los machos redujo la actividad de la
paraoxonasa sérica, parametros en ambos casos
asociados a las HDL y que contribuyen a sus pro-
piedades antiaterogénicas. De hecho, el tamafio de
la lesion aortica en machos se encontrd inversa-
mente relacionado con dicha actividad aun después
del ajuste estadistico con los valores de apolipopro-
teina A-I y los de cHDL. Estos resultados pusieron
en evidencia la regulacion nutricional de la pa-
raoxonasa y su asociacion con la aterosclerosis en
funcion del sexo*.

Para comparar la eficacia de los diferentes aceites
de oliva en dietas de tipo occidental —20% (p/p) de
contenido de grasa y colesterol al 0,15% (p/p)—, se
prepararon varias dietas con aceite de oliva virgen
extra de las variedades arbequina, cornicabra, em-
peltre y picual, y se compararon con un grupo de
animales que recibi6 grasa de palma. Los animales
que consumieron las dietas con aceite de oliva pre-
sentaron menor lesion aterosclerotica que los
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animales alimentados con la grasa proveniente de
palma (fig. 5), a pesar de presentar concentraciones
mas elevadas de colesterol total y triglicéridos en
sangre. En este experimento, no se pudo explicar el
desarrollo de la aterosclerosis por la concentracion
de apolipoproteina A-I o la actividad paraoxonasa
total. En cambio, las dietas enriquecidas en aceite
de oliva virgen extra indujeron un aumento de las
HDL pequenas y densas con abundante apolipo-
proteina A-IV y cargadas de paraoxonasa. Estas
particulas enriquecidas en apolipoproteina A-IV
eran muy eficaces en la inactivacion de los pe-
réxidos presentes en las lipoproteinas de baja den-
sidad (LDL), considerados causa del inicio de la
aterosclerosis. En este estudio, el aumento de las
particulas de HDL pequetias y densas explicaba
muy bien la evolucién de la lesion aterosclerdtica,
ya que se correlacionaron inversamente con su
desarrollo®’.

En conclusion, con base en los resultados obte-
nidos, podemos afirmar que el aceite de oliva virgen
es mas eficaz para evitar la progresion de la ateros-
clerosis si se consume en dietas de tipo medite-
rraneo con bajo contenido en colesterol, y que in-
cluso en dietas de tipo occidental su empleo resulta
mas favorable que la grasa saturada proveniente de
palma.

¢CUALES SON LOS COMPONENTES
IMPLICADOS EN LA PROGRESION DE LA
ATEROSCLEROSIS?

Para comprobar la implicacion de los compo-
nentes minoritarios del aceite de oliva, se disen6 el
siguiente experimento. Se obtuvo aceite de oliva
virgen extra, y una parte se sometio a un proceso de
lavado que elimin6 los componentes minoritarios
hidrosolubles, principalmente compuestos fend-
licos. Se prepararon dietas al 10% con ambos tipos



Guillén N et al. Aceite de oliva virgen extra y ratén carente de la apolipoproteina E

de aceites, se alimentd con ellas a los ratones ca-
rentes de la apoE y se observo que la eliminacion de
la fraccion hidrosoluble hacia que el aceite perdiese
sus propiedades antiaterosclerodticas (resultados no
publicados aun).

Un segundo experimento, encaminado también a
demostrar la importancia de los componentes mi-
noritarios, se llevé a cabo con la preparacién de
aceites del mismo olivar con dos procedimientos
diferentes: uno por prensado y otro por centrifuga-
cion. Ambos tipos de aceites se refinaron para eli-
minar el componente hidrosoluble. El procedi-
miento de centrifugado genero un aceite enriquecido
en compuestos insolubles en agua de la fraccién in-
saponificable, tales como fitosteroles, tocoferoles,
triterpenos y ceras. Los dos tipos de aceites se ad-
ministraron al 10% a los ratones modificados gené-
ticamente. El aceite obtenido por prensado y refi-
nado aumento la lesion aterosclerdtica, en tanto
que el aceite de centrifugacion, enriquecido en los
componentes minoritarios e insolubles en agua y
carente de compuestos hidrosolubles, indujo una
disminucién de la aterosclerosis®. La presencia de
dicha fraccion insaponificable produjo un descenso
de parametros lipidicos tales como los triglicéridos
plasmaticos y cLDL y colesterol de las lipopro-
teinas de muy baja densidad (cVLDL), al igual que
parametros de estrés oxidativo como el isoprostano
(8-iso-prostaglandina F,,).

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 aterosclerdtica*®,
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 ate-
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rosclerosis con el aceite de oliva virgen fueron co-
rroborados por otros autores espanoles al adminis-
trarlo a conejos®'.

La fraccion hidrosoluble es muy importante,
seglin se desprende de los resultados de nuestros ex-
perimentos, pero aun en su ausencia, el desarrollo
de nuevos métodos de preparacion de aceite de
oliva que lo enriquezcan en otros componentes mi-
noritarios ofrece todavia un gran potencial, pues
estos compuestos tienen un papel importante en el
retraso del desarrollo de la lesion aterosclerotica®.

EL HIGADO GRASO Y EL ACEITE DE OLIVA

El papel del higado graso en el desarrollo de la
aterosclerosis es motivo de un intenso debate.
Cuando se administraba la dieta con aceite de oliva
al 10%, los animales no presentaban esteatosis he-
patica2. Sin embargo, los que recibieron los aceites
de oliva virgen extra al 20% (p/p) y con colesterol
presentaron esteatosis, que ademas era mayor que
la de los animales que recibieron idéntico porcen-
taje de grasa en la dieta proveniente de la grasa de
palma y colesterol. Para explicar dichos hallazgos,
se efectud un analisis protedomico que evidencid que
los animales alimentados con aceite de oliva virgen
presentaban mayor defensa antioxidante que los
alimentados con palma. Ademas se encontré una
clara asociacion entre adipofilina y betaina homo-
cisteina metiltransferasa como moduladores del me-
tabolismo hepatico de triglicéridos>.

Una vez mas, los experimentos muestran un
papel mas favorable del consumo moderado de
aceite de oliva virgen extra, pero también indican
que la esteatosis producida por este tipo de aceites
al consumirlos en mayor cantidad no tiene
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consecuencias en el desarrollo de la aterosclerosis,
ya que, como se ha mencionado anteriormente (fig.
5), los animales que consumieron estos aceites pre-
sentaron menor lesion aterosclerdtica que los ani-
males que consumieron la dieta enriquecida con
grasa de palma®’.

¢ QUE GENES HEPATICOS ESTAN
IMPLICADOS EN LA RESPUESTA AL
CONSUMO DE ACEITE DE OLIVA?

El higado es el centro metabolico donde se bio-
sintetizan todas las apolipoproteinas constituyentes
de las lipoproteinas plasmaticas y la mayoria de las
enzimas implicadas en el metabolismo lipoprotei-
nico y, dado que este drgano experimenta cambios
en su contenido graso al incluir aceite de oliva en la
dieta, se procedi6 al analisis del transcriptoma he-
patico en los animales alimentados con los aceites
refinados y enriquecidos en la fraccion insaponifi-
cable, con la hipoétesis de que esa fraccion podria
modificar la expresion de multiples genes. Se sumi-
nistraron dietas con aceite de oliva refinado o con
aceite de oliva enriquecido en fraccidén insaponifi-
cable, ambas al 10% (p/p), a los ratones carentes de
apoE de genotipo hibrido C57BL/6J x Olal29. Se
recogieron los higados, se extrajo su ARN total y se
hibrido con el chip de Affymetrix (Murine Genome
MOE430A array). Como busqueda inicial de genes
candidatos, se seleccionaron los que presentaron
mayor expresion diferencial (sefal log,, cociente >
3 0 <-3) y que resultaron ser once genes. Los cam-
bios en dichos genes se confirmaron por reaccion en
cadena de la polimerasa a tiempo real y se estu-
diaron igualmente en los ratones carentes de apoE
de genotipo puro C57BL/6J alimentados con ambas
dietas. Dos genes codificantes para proteinas de
tipo inflamatorio (el orosomucoide y la proteina sé-
rica amiloide 2) presentaron un aumento de expre-
sion que cambiaba con la raza de los animales, y
siempre en ausencia de inflamacion hepatica. En
cambio, la expresion de los genes de la metalotio-
nina 2 (Mt2) y de la proteina de union a acidos
grasos (Fabp5) aparecieron muy aumentadas con
independencia de la raza de los ratones. Estos genes
pueden ser considerados buenos marcadores de la
ingesta de los compuestos insaponificables y po-
drian desempeifar un papel importante en la accién
biologica de estos compuestos™. El papel biologico
exacto de Fabp5 no se conoce, aunque se sabe que,
ademas de su funcién en el transporte de acidos
grasos, puede unir leucotrieno A4** y tiene relacioén
con la respuesta a la insulina®>. Respecto a Mt2,
tiene efecto antioxidante y se considera que puede
participar en el desarrollo de la obesidad. La po-
tencial implicacion de estas proteinas en la obesidad
y la sensibilidad a la insulina y su modificacion por
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los componentes del aceite de oliva hacen que la in-
vestigacion de estas acciones pueda llegar a ser muy
relevante en los proximos afnos.

BUSQUEDA DE COMPONENTES ACTIVOS
Y SU EFECTO TRAS LA ADMINISTRACION
AISLADA DE DICHOS COMPUESTOS

El hidroxitirosol es el componente mas abun-
dante de la fraccién soluble del aceite de oliva
virgen extra y un potente antioxidante in vitro®’.
Para investigar su efecto en el desarrollo ateroscle-
rético, se administro dicho compuesto a los ani-
males a una dosis farmacoldgica de 10 mg/kg raton/
dia, y se observo una disminuciéon de la concentra-
cién de apolipoproteina A-I y un aumento del co-
lesterol plasmatico. Los resultados indicaron que el
hidroxitirosol, a esta dosis y en dietas de bajo con-
tenido en colesterol, inducia un mayor desarrollo de
la aterosclerosis mediada por una activacion de los
monocitos circulantes, ya que ¢éstos expresaron
mayor cantidad de la proteina Mac-1°. Por lo
tanto, este compuesto posee importantes funciones
de activacidén del sistema inmunitario. Ahora bien,
si se desea emplearlo en alimentos funcionales para
controlar la aterosclerosis, ha de incluirse en for-
mulas lo mas parecidas posible al entorno del aceite
de oliva virgen.

También se ha estudiado el efecto de la adminis-
tracién de otro componente del aceite de oliva
como compuesto aislado, el escualeno. Asi, la ad-
ministraciéon de una dosis farmacolégica de 1 g/kg
ratéon/dia de escualeno redujo en los machos el de-
sarrollo de la aterosclerosis, en tanto que en las
hembras no tuvo efecto. Este distinto comporta-
miento en uno y otro sexo tiene relacion con el dife-
rente efecto del escualeno en la grasa hepatica, que
disminuye en machos y no experimenta cambios en
las hembras®.

Por lo tanto, habra que tener en cuenta estas di-
ferencias entre los sexos en relacion con la acumu-
lacion de grasa hepatica, sobre todo pensando en la
potencial aplicacién de este componente como
agente antiesteatosico.

CONCLUSION

El aceite de oliva virgen extra se ha demostrado
eficaz en el control de la lesion ateroscleroética, prin-
cipalmente en el marco de una dieta tipo medite-
rranea (pobre en colesterol), aunque en dietas de
tipo occidental mantiene su efecto beneficioso com-
parado con la grasa de palma. Sin embargo, hay
una dosis limite a partir de la cual desaparece este
beneficio.

No parece que las propiedades del aceite de oliva
se deban exclusivamente al alto contenido en acido



oleico, sino también a la gran cantidad de diferentes
compuestos que constituyen la fraccidén insaponifi-
cable (denominados compuestos minoritarios),
entre los que hay terpenos, compuestos fendlicos,
fitosteroles, etc.

Para obtener estas conclusiones ha sido imprescin-
dible 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
apoE. La administracién a este animal de distintos
aceites de oliva enriquecidos en diferentes compo-
nentes o de dichos componentes de forma aislada ha
permitido valorar la contribucion de esas moléculas
en el efecto beneficioso de este alimento y su poten-
cial empleo como nutracéuticos.

La situacion actual indica que la investigacion en
tecnologia de alimentos para generar nuevos com-
puestos nutracéuticos y la generacion de modelos
animales que reproducen las enfermedades hu-
manas en los que puedan ensayarse estos com-
puestos son una excelente combinacion para
avanzar en el conocimiento de la influencia y el me-
canismo de accion de los nutrientes en el desarrollo
de la aterosclerosis.
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