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En las últimas dos décadas ha aumentado enormemente el interés por la relación existente 

entre la alimentación y la salud. El concepto clásico de “nutrición adecuada”, o aporte 

adecuado de nutrientes para satisfacer las necesidades básicas del organismo, esta siendo 

sustituido por conceptos como “nutrición óptima”, “promoción de la salud” o “prevención de 

enfermedades”, reconociendo a la nutrición como potencial promotora de la salud. (FAO/OMS 

Diet, nutrition and the prevention of chronic diseases. Roma-Ginebra) 

 

Para la consecución de este fin surge el concepto de alimentación funcional. Los alimentos 

funcionales se definen como alimentos que además de la función de nutrir (dada la 

composición en nutrientes) y de proporcionar placer (con su sabor, aroma, etc) poseen una 

tercera función, la de influir positivamente sobre la salud o sobre una determinada función 

fisiológica que beneficia el estado de salud. Un alimento convencional puede convertirse en 

funcional fundamentalmente a través de 3 procesos: mediante la eliminación de un 

componente conocido que puede causar un efecto no beneficioso, aumentando la 

concentración de un componente presente de forma natural en un alimento o bien mediante la 

adición de un componente al que se le ha descrito un efecto beneficioso. Pero para que un 

ingrediente sea considerado funcional tiene que haber demostrado de forma satisfactoria que 

posee un efecto beneficioso sobre una o varias funciones específicas del organismo y que 

puede ejercer sus actividades biológicas in vivo sin producir efectos adversos, toxicológicos o 

nutricionales. 

 

Numerosos estudios epidemiológicos muestran una baja incidencia de enfermedades 

cardiovasculares y cáncer en el área mediterránea que ha sido atribuida a sus hábitos 

alimentarios que incluyen gran cantidad de frutas, verduras, cereales, legumbres, vino y aceite 

de oliva (Keys et al., 1995). Los efectos beneficiosos atribuidos a la dieta mediterránea a nivel 

cardiovascular también han sido relacionados con un consumo reducido de grasas saturadas 

en favor del consumo de aceite de oliva, rico en ácidos grasos monoinsaturados. Además, el 

aceite de oliva virgen contiene una serie de compuestos minoritarios que, aunque se 

encuentran a concentraciones reducidas, se ha descrito que podrían contribuir al efecto 

protector del aceite de oliva sobre la ECV. Entre ellos se encuentra el hidroxitirosol (HT), un 

compuesto fenólico con una elevada actividad antioxidante (Visioli et al., 1998). Los estudios in 

vitro han puesto de manifiesto que el HT podría poseer propiedades beneficiosas y protectoras 

de la enfermedad cardiovascular. Así, se ha demostrado que puede prevenir la oxidación de la 

lipoproteína LDL in vitro (Salami et al., 1995), reducir la inflamación (Carluccio et al., 2003) e 

inhibir la agregación plaquetaria (Petroni et al.,1995). Además, también se ha descrito que el 

HT puede poseer propiedades antibacterianas (Bisignano et al., 1999) y anticancerígenas 

(Fabián et al., 2002). Sin embargo la mayoría de los estudios realizados in vivo, tanto en 

animales de experimentación como en humanos, utilizan aceites de oliva o extractos ricos en 

compuestos fenólicos siendo difícil separar los efectos producidos por el HT de los del resto de 

los componentes del aceite. 
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El HT es por tanto un compuesto natural presente en el aceite de oliva, con importantes 

propiedades biológicas que podrían sugerir su uso como ingrediente funcional. La presente 

Memoria Doctoral pretende evaluar el efecto del HT aislado en la prevención de la 

aterosclerosis y sus posibles mecanismos de acción implicados, así como investigar la 

absorción y farmacocinética de este compuesto, estableciendo de este modo bases científicas 

para futuras aplicaciones nutricionales y/o terapéuticas del HT. 



 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
 
 

Objetivos 
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OBJETIVO GENERAL. 

 

El objetivo global de esta Memoria Doctoral consiste en la caracterización y el estudio de la 

absorción y disponibilidad del hidroxitirosol cuando es administrado de forma aislada al aceite 

de oliva, así como sus efectos cardiovasculares y los posibles mecanismos de acción en 

modelos animales y sujetos humanos. 

 

 

 

OBJETIVOS ESPECÍFICOS. 

 

 

1. Estudiar los efectos del hidroxitirosol purificado sobre los principales factores de riesgo 

cardiovascular y en el desarrollo de la lesión aterosclerótica en un modelo animal de 

aterosclerosis inducida por una dieta rica en grasa saturada y colesterol. 

 

2. Establecer el perfil de absorción plasmática del hidroxitirosol en modelos animales. 

 

3. Estudiar la absorción, el metabolismo, la eliminación urinaria y las propiedades 

antioxidantes in vivo del hidroxitirosol purificado en humanos. 

 

4. Estudiar la afinidad de este compuesto por las distintas fracciones de lipoproteínas del 

plasma. 

 

5. Estudiar la toxicidad y los posibles mecanismos de acción del hidroxitirosol mediante el 

análisis de la expresión génica en hígado de ratón usando un sistema de microarray. 
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3.1. LA ENFERMEDAD CARDIOVASCULAR Y SUS FACTORES DE RIESGO 

 

Las enfermedades cardiovasculares (ECV) constituyen la primera causa de mortalidad y 

morbilidad en los países desarrollados. Son las responsables de 16,7 millones de 

defunciones en todo el mundo lo que supone el 29,3% del total. En España, las 

enfermedades cardiovasculares también son la primera causa de mortalidad ocasionando el 

36% de todas las defunciones. Entre ellas destacan la enfermedad isquémica del corazón y 

la enfermedad cerebrovascular, que en conjunto suponen algo más del 60% de la mortalidad 

cardiovascular total. Por otra parte, las ECV ocasionan 5 millones de estancias hospitalarias 

al año en España lo que supone un elevado impacto sanitario y social (Villar et al., 2003). 

 

ECV tales como la angina de pecho, el infarto de miocardio, y la enfermedad vascular 

periférica tienen su origen en la aterosclerosis. La aterosclerosis se caracteriza por la 

presencia de placas fibroadiposas que comienzan a desarrollarse en la íntima arterial (placas 

de ateromas) especialmente en aorta, arterias coronarias y arterias cerebrales que pueden 

llegar a invadir la luz arterial, comprometiendo la funcionalidad circulatoria. El estrechamiento 

de la luz del vaso (estenosis) dificulta la llegada de sangre a los tejidos irrigados (isquemia) 

disminuyendo el aporte de oxigeno. La isquemia puede acompañarse de un dolor muy 

intenso provocado al parecer por el exceso de lactato producido durante la anaerobiosis. En 

las lesiones más avanzadas se puede producir trombosis, lo que con frecuencia provoca la 

oclusión del vaso, cesando la irrigación al tejido, que se necrosa (infarto). Las placas de 

ateroma pueden producir también un debilitamiento progresivo de la pared arterial, que 

puede dilatarse hasta romperse y producir una hemorragia (aneurisma) (Mataix, 2001). 

 

Factores de riesgo cardiovascular 

 

La aterosclerosis es una enfermedad multifactorial y compleja a la que se han asociado 

multitud de factores de riesgo. Los estudios epidemiológicos de los últimos 50 años, que 

comenzaron con el estudio de Framingham (Dawber y Kannel, 1966), identificaron a la 

hipercolesterolemia, la hipertensión, la hiperglucemia y el consumo de tabaco como los 

mayores y principales factores de riesgo “causales” de la ECV. Otros trabajos de 

investigación posteriores han dado a conocer otros factores de riesgo como las 

hipertrigliceridemia, hiperhomocisteinemia, concentraciones elevadas en sangre de ciertos 

factores de coagulación y lipoproteína(a). Aunque la mayoría de estos factores presentan 

una asociación con el proceso aterosclerótico, el mecanismo por el cual conducen al 

desarrollo de la enfermedad aterosclerótica no está claramente establecido por lo que se 

conocen como factores de riesgo “condicionales”. Otros factores como obesidad, 

sedentarismo, sexo masculino, antecedentes familiares de ECV y factores psicosociales se 
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consideran “factores predisponentes” ya que pueden empeorar o agravar las consecuencias 

de los factores de riesgo mayores. (Grundy et al., 1999).  

 

El avance en el conocimiento acerca de nuestra predisposición genética han permitido una 

clasificación más completa de los factores de riesgo de ECV en dos categorías: factores con 

un alto componente genético y factores ambientales (Tabla 3.1).  

 

Tabla 3.1. Factores de riesgo genéticos y ambientales asociados con la Aterosclerosis 

y las enfermedades cardiovasculares. (Lusis, 2000). 

Factores de riesgo Bibliografía 

 
Factores con componente genético: 

 

 
 
 

• Niveles elevados de LDL/VLDL Assmann et al., 1999 
• Baja concentración de HDL  Gordon y Rifkind, 1989 
• Niveles elevados de lipoproteína(a)   Kronenberg et al., 1999 
• Presión arterial elevada Assmann et al., 1999; Luft, 1998 
• Niveles elevados de homocisteína  Gerhard y Duel, 1999 
• Antecedentes familiares       Goldbourt y Neufeld, 1988 
• Diabetes y Obesidad                                  Assmann et al., 1999 
• Factores hemostáticos    Assmann et al., 1999 
• Depresión y otros transtornos del 

comportamiento Glassman y Shapiro, 1998 
• Sexo masculino                       Nathan y Chaudhuri,. 1997 
• Inflamación Kugiyama et al., 1999 
• Síndrome metabólico Lusis et al., 1998 

Factores medioambientales:  

• Dieta rica en grasa y colesterol    Assmann et al., 1999 
• Tabaquismo Assmann et al., 1999 
• Niveles bajos de antioxidantes Steinberg y Witztum, 1999 
• Sedentarismo Assmann et al., 1999 
• Agentes infecciosos Hu et al., 1999  
 

 

La tabla 3.2. muestra los límites establecidos de los principales factores de riesgo 

cardiovascular según el ultimo informe consenso emitido por el Instituto Nacional de Salud 

Americano. (National Cholesterol Education Program, 2002-Adult Treatment Panel III, ATP 

III). 
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Tabla 3.2. Clasificación de la ATPIII de los factores de riesgo cardiovascular. 

 

Factor de riesgo Normales Límite superior Elevado 

Colesterol total (mg/dL) < 200 200-239 > 240 

LDL-colesterol (mg/dL) < 129 
< 100 (óptimo) 130-159 > 160 

� 190 (muy alto) 

Triglicéridos (mg/dL) < 150 150-199 200-499 
� 500 (muy alto) 

 Valores límites:   

HDL colesterol (mg/dL) < 40   

Hipertensión (mmHg) � 140/90   

Edad Hombres: � 45  
Mujeres: � 55   

 

 

El último informe de la Sociedad Española de Aterosclerosis (Informe SEA, 2003) alerta de el 

impacto que las ECV están teniendo en la salud y la economía de la población española, no 

solo por su elevadas tasas de mortalidad y morbilidad, sino que también por la alta 

prevalencia de los factores de riesgo asociados a la ECV entre la población española: 

 

• La prevalencia de hipercolesterolemia en la población española es elevada: el 18% de 

individuos entre 35-56 años posee valores de colesterol total elevados, superiores a 

250 mg/dL y el 57,8% lo tiene mayor de 200 mg/dL. Sin embargo la mayoría de las 

personas con hipercolesterolemia desconocen parecerla y la mayoría no reciben 

tratamiento dietético ni hipolipemiante (Banegas et al., 1993).  

• El 40 % de la población española padece hipertensión arterial. Este porcentaje 

aumenta con la edad y alcanza el 68% entre las personas mayores de 60 años. 

Además solo el 16% de la población hipertensa tiene controlada regularmente su 

presión arterial de forma óptima (Banegas et al, 1998, Banegas y Rodríguez Artalejo, 

2002b). 

• En España el porcentaje de población diabética entre los 30-65 años se estima en un 

6% y en un 10% si aumentamos la edad límite hasta los 89 años. Además la 

frecuencia de diabetes esta aumentando en los últimos años, y una parte muy 

importante de las personas diabéticas desconoce que lo son (Goday, 2002). 

• El 36% de los españoles son fumadores habituales y los jóvenes españoles tienen una 

de las prevalencias de tabaquismo más altas de Europa. El tabaco produce 

aproximadamente 52.000 muertes al año en España (16% de todas las defunciones) 

siendo la primera causa de enfermedad, discapacidad y muerte prematuras y evitables 

dentro de la población española (Informe SEA, 2003) 
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• La dieta española ha experimentado en los últimos años una serie de cambios, quizás 

asociados al desarrollo económico, que hacen que tienda a separarse en algunos 

aspectos del patrón dietético mediterráneo recomendable, evolucionando hacia un 

modelo anglosajón. Así encuestas nutricionales recientes han puesto de manifiesto 

como la dieta española tiene una ingesta excesiva de grasas saturadas (procedentes 

principalmente de la carne y los derivados lácteos) y una ingesta deficiente de hidratos 

de carbono (Aranceta y Serra-Majem, 2001). Estos mismos cambios dietéticos están 

presentes en la población infantil (Rodriguez Artalejo et al., 2002a). 

• Según las encuestas realizadas por el ministerio de Sanidad y Consumo entre 1989 y 

1999, el 46% de la población mayor de 16 años declara no realizar actividad física 

durante su tiempo libre, el 32% manifiesta no realizarla tampoco durante su actividad 

laboral y solo el 16% declara ser lo suficientemente activo como para obtener un 

beneficio para su salud. 

• Los últimos datos de prevalencia de obesidad indican también una tendencia al 

aumento de la misma tanto en población adulta como infantil: El 12.9% de los 

ciudadanos españoles mayores de 20 años son obesos (índice de masa corporal > 30) 

(Ministerio de Sanidad y Consumo, 1989-1999; Gutiérrez-Fisac et al, 2000). Mayor 

atención recibe la obesidad infantil, que al igual que en otros países desarrollados 

tiende a aumentar en España. Los últimos estudios epidemiológicos indican que el 29-

35% de los niños de 6-7 años presentan sobrepeso y el 8-16% son obesos (Rodríguez 

Artalejo et al., 2002a). 

 

Como consecuencia de todo ello, las autoridades sanitarias y sociedades nutricionales 

trabajan activamente en la búsqueda de estrategias eficaces que permitan controlar y reducir 

los factores de riesgo y disminuir el impacto de la ECV en la salud de la población y el 

enorme gasto sanitario que ocasiona. (Informe SEA, 2003) 

  

 

3.2. FISIOPATOLOGÍA DE LA ATEROSCLEROSIS: 

 

La aterosclerosis se definió inicialmente como una lesión arterial caracterizada por un 

engrosamiento de la intima, formado tras la acumulación de grasa y capas de fibra de 

colágeno, ambos en distintas proporciones, denominada “placa de ateroma” (Crawford, 

1960). 

 

Actualmente, se ha descrito que la formación de la placa de ateroma es el resultado de una 

compleja interacción entre el flujo, los componentes de la sangre y la pared vascular, donde 

pueden intervenir procesos (Ross y Fuster, 1996) como: 

- Inflamación, con un aumento de la permeabilidad endotelial, activación endotelial y 

atracción de monocitos. 
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- Crecimiento, con proliferación y migración de células de músculo liso y síntesis de 

matriz. 

- Degeneración, con acumulación de lípidos.  

- Necrosis, probablemente debida a efectos citotóxicos de los lípidos oxidados. 

- Calcificación y/u osificación, que pueden ser consideradas como un proceso activo. 

- Trombosis, con acumulación de plaquetas y formación de fibrina. 

 

Numerosos autores han sugerido que el proceso de aterosclerosis ocurre principalmente en 

tres etapas: la iniciación de la lesión o formación de la estría grasa, la formación de la placa 

fibrosa y por último las lesiones avanzadas y trombosis. (Berliner et al., 1995; Lusis, 2000; 

Glass y Witztum 2001, Berliner, 2002). Los principales eventos que tienen lugar en cada una 

de estas etapas se detallan en la tabla 3.3.  

 

Tabla 3.3. Etapas de la aterosclerosis (Berliner, 2002) 

 

 
Iniciación de la lesión formación de la estría grasa: 
 

A) Aumento en la entrada de monocitos a la pared arterial 
- Aumento en la expresión de moléculas de adhesión en las células endoteliales: P-

Selectina, VCAM, Cs-1, fibronectina 
- Aumento en la producción de factores quimiotácticos para monocitos y linfocitos: 

MCP-1 
- Aumento de factores de diferenciación de monocitos: M-CSF, IL-8, GM-CSF 
B) Formación de células espumosas 
- Alteración de lipoproteínas 
- Captación de estas lipoproteínas por receptores scavenger de macrófagos 
- Disminución de la excreción de colesterol por los macrófagos: acumulación 

 
 
Formación de la placa fibrosa: 
 

1. Aumenta la proliferación de las células de músculo liso 
2. Aumenta la quimiotaxis de las células de músculo liso 
3. Rotura de la membrana basal por metaloproteinasas 
4. Aumento de la síntesis de proteínas de la matriz por las células del músculo liso 
5. Muerte de las células espumosas por necrosis y apoptosis y formación del núcleo 

necrótico 
 

 
Lesiones avanzadas y trombosis: 
 

A) Aumentan las propiedades pro-trombóticas de las células endoteliales 
B) Aumenta la expresión de moléculas pro-trombóticas por parte de macrófagos y 

células del músculo liso: Factor tisular 
C) Ruptura del vaso sanguíneo. 
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a) Iniciación de la lesión: formación de la estría grasa 

 

El endotelio vascular actúa como una barrera semipermeable entre la sangre y los tejidos y 

ejerce numerosas funciones ya que regula procesos tan importantes como la trombosis, la 

inflamación y el tono y la remodelación vascular. Las fuerzas hemodinámicas determinan la 

morfología de las células endoteliales. Así, en las regiones lineales de las arterias, donde el 

flujo es laminar, las células son elipsoidales y están alineadas en dirección al flujo. Sin 

embargo en las zonas curvas de las arterias, como el cayado aórtico, el flujo sanguíneo es 

turbulento ejerciendo una mayor presión sobre la pared vascular por lo que las células 

adquieren formas poligonales y se disponen en una orientación irregular. Estas zonas tienen 

una mayor permeabilidad a macromoléculas como la LDL siendo los sitios preferentes para 

el inicio de la lesión aterosclerótica (Gimbrone, 1999). 

 

Las lipoproteínas LDL y otros componentes del plasma pueden entrar y salir de la matriz 

subendotelial. Sin embargo, cuando existe un exceso de LDL circulante, como consecuencia 

por ejemplo de un exceso de colesterol sanguíneo, se aumenta el transporte y la retención 

de las mismas. Este proceso ocurre preferentemente en los lugares donde la permeabilidad 

es mayor, como el cayado aórtico. La LDL difunde a través del endotelio y puede quedar 

retenida en la íntima arterial, posiblemente debido a una interacción entre la molécula de 

Apo-B100 de la LDL y los proteoglicanos de la matriz (Boren et al., 1998). Otras partículas 

lipídicas del plasma que contienen Apo-B100, como la lipoproteína(a) y los remanentes de la 

VLDL, también son susceptibles de quedar atrapadas en la matriz subendotelial y por ello 

también se consideran aterogénicas. Las lipoproteínas atrapadas quedan expuestas a los 

radicales libres (RL) generados por la actividad metabólica las células endoteliales y son 

susceptibles de sufrir modificaciones como oxidación, lipólisis, proteolisis y agregación. Una 

de las modificaciones de la LDL más significativas es la oxidación lipídica que da como 

resultado la aparición de unas partículas de LDL “mínimamente oxidadas” (LDLmo). En 

principio ni las LDL nativa, ni las LDLmo son reconocidas por los receptores scavenger de los 

macrófagos, pero estas LDLmo tienen un efecto pro-inflamatorio (Lusis, 2000).  

 

Así, la acumulación de estas partículas de LDLmo puede estimular al endotelio para la 

producción de moléculas pro-inflamatorias, incluyendo moléculas de adhesión (VCAM-1, 

PCAM-1, ICAM-1, P-selectina, E-selectina), proteínas quimiotácticas (MCP-1) y factores de 

crecimiento (M-CSF). Este proceso se conoce con el nombre de “activación endotelial” y 

consiste en una respuesta global mediada al parecer por el factor nuclear NF-�� (Collins y 

Cybulsky, 2001). La activación endotelial ocasiona a la llegada de monocitos y linfocitos a la 

pared arterial, que entran en a la matriz subendotelial donde por efecto de M-CSF proliferan y 

se diferencian a macrófagos. Además de la LDLmo, existen otros factores capaces de 

modular la inflamación como las fuerzas hemodinámicas, los niveles de homocisteína, las 

hormonas sexuales y las infecciones. La diabetes también puede promover la inflamación, en 
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parte a través de la glicación de moléculas como proteínas y lípidos que modifican la 

interacción con los receptores del endotelio (Ross, 2004). 

 

Los macrófagos presentan en su superficie unos receptores llamados “scavenger” o 

“basureros”, como el SR-A y el CD36. Estos receptores reconocen y captan a las 

lipoproteínas modificadas y otras partículas. A diferencia de los receptores de la LDL, la 

expresión de los receptores scavenger no esta regulada por la concentración intracelular de 

colesterol sino que su síntesis parece estar regulada un factor de transcripción (peroxisome 

proliferator-activated receptor-�) entre cuyos ligandos se incluyen: ácidos grasos oxidados y 

citoquinas, como el TNF� y el IFN-� (Tontonoz et al., 1998). La captación de lípidos por parte 

de los macrófagos produce la acumulación de los mismos en el interior de la célula 

transformándose en lo que se conoce como “celulas espumosas” (foam cells). Pero para que 

las LDL sean susceptibles de ser reconocidas por los receptores scavenger de los 

macrófagos es necesario que se modifiquen extensamente. En esta modificación los RL de 

oxigeno producidos por células endoteliales y macrófagos desempeñan un papel importante, 

aunque también podrían estar involucradas varias encimas como la mieloperoxidasa, la 

esfingomielinasa o las fosfolipasas (Lusis, 2000). Las LDL oxidadas parecen estar implicadas 

tanto en el inicio, como en la progresión de la aterosclerosis y su papel será tratado con 

profundidad más adelante en esta Memoria Doctoral. 

 

 
 

Figura 3.1. Acontecimientos inicales en el desarrollo de la estria grasa. (Glass y 

Witztum, 2001)  
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b) Formación de la placa fibrosa. 

 

La siguiente fase del desarrollo de la lesión parece estar mediada por las interacciones entre 

monocitos/macrofagos y células T que resulta en una serie de respuestas celulares y 

humorales características de un estado inflamatório crónico (Dzau et al., 2002). La formación 

de la placa fibrosa se inicia con la migración de las células de músculo liso (CML) desde la 

capa media hacia la matriz subendotelial. Allí las células proliferan y también son capaces de 

captar las lipoproteínas modificadas contribuyendo así junto con las células espumosas al 

engrosamiento del núcleo lipídico. Además las CML secretan proteínas fibrosas de la matiz 

extracelular, como colágeno y proteoglicanos conduciendo de este modo al desarrollo de la 

placa fibrosa. En la placa fibrosa suele observarse un núcleo central de lípidos 

extracelulares, con cristales de colesterol y abundantes células espumosas, rodeado de CML 

y una cubierta de fibras más o menos colagenizada e hialinizada que le da el nombre a esta 

lesión. Esta disposición de la placa fibrosa se ha interpretado como una reacción a la 

agresión ocasionada por los lípidos en la íntima arterial y una respuesta del tejido conectivo 

que trata de limitar la progresión del reciente depósito de lípidos. La formación de la placa 

fibrosa supone un importante avance en el desarrollo de la aterosclerosis, ya que supone un 

aumento en el tamaño de la lesión y una disminución en el grosor de la capa media (Glass y 

Witztum, 2001). 

 

 
 

Figura 3.2 : Progresion de lesión aterosclerótica: formación de la placa fibrosa. (Glass 

y Witztum, 2001). 
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c) Lesiones avanzadas y trombosis. 

 

La respuesta proliferativa de las CML y células inflamatorias hace que la estría grasa 

evolucione a una placa aterosclerótica más compleja. Los estadios más avanzados de la 

lesión implican muerte celular, rotura de las placas, calcificacón y procesos trombóticos. 

 

Las placas ateromatosas más avanzadas presentan un “núcleo necrótico” que consiste en un 

gran núcleo lipídico rodeado por una delgada cubierta fibrosa. Las células espumosas 

mueren liberando una gran cantidad de lípidos a la matriz extracelular, formándose así el 

núcleo necrótico al que contribuyen además los lípidos intracelulares, CML que también han 

captado LDL modificadas y el resto del material lipídico extracelular (Bennett, 1999). No se 

conoce muy bien los mecanismos que inducen a la apoptosis de macrófagos y células del 

músculo liso aunque se ha sugerido que las partículas de LDLox podrían participar en este 

proceso ya son capaces de inducir la muerte celular en muchos tipos de células. (Berliner, 

1996). Las placas más vulnerables a la rotura generalmente son delgadas y contienen un 

elevado número de células inflamatorias. La estabilidad de las placas depende del 

mantenimiento de la placa fibrosa, que a su vez depende del equilibrio entre la síntesis y la 

degradación de las proteínas de la matriz. Las CML sintetizan las fibras de colágeno y los 

proteoglicanos de la matriz extracelular, mientras que los macrófagos secretan varias 

proteinasas, como colagenasas, gelatinasas o catepsinas, que la degradan. Por otra parte, 

las células T también pueden producir una serie de moléculas capaces de inhibir la síntesis 

de la matriz, como el interferon-� (Lusis, 2000). 

 

Las placas más complejas también pueden presentar calcificación lo que ocasiona un cambio 

en las características mecánicas del tejido arterial, lo que contribuye a la inestabilidad de la 

placa (Beadenkopf et al., 1964). Esta calcificación limita la flexibilidad de los vasos 

sanguíneos por lo que el corazón necesitará ejercer más presión para la circulación de la 

sangre. Se ha descrito que la calcificación de la íntima ocurre de forma similar a la formación 

del hueso por los osteoblastos (Bostrom et al., 1993) y que este proceso podría estar 

favorecido por la presencia de oxiesteroles y citoquinas en la lesión aterosclerótica (Watson 

et al., 1994).  

 

Cuando las placas se rompen, los componentes internos de la misma y el factor tisular 

quedan expuestos a los componentes de la sangre y se inicia cascada de la coagulación, las 

plaquetas se adhieren y se origina la trombosis (Glass y Witztum, 2001). De esta forma las 

lesiones ateroscleroticas avanzadas pueden acarrear síntomas isquémicos como resultado 

de un estrechamiento progresivo de la luz arterial. Las consecuencias agudas de la ECV, 

tales como el infarto de miocardio o la enfermedad cerebrovascular, son el resultado 

generalmente de la ruptura de la placa y la trombosis (Lee y Lobby, 1997). 
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Figura 3.3. Lesiones avanzadas: ruptura de la placa fibrosa y trombosis. (Glass y 

Witztum). 

 

 

3.3. LIPOPROTEÍNAS PLASMÁTICAS Y ATEROSCLEROSIS. 

 

La relación existente entre y el riesgo de ECV ha sido descrita extensamente en la literatura 

científica (Steinberg, 2002). Las primeras evidencias a este respecto fueron obtenidas en 

1913 por el fisiólogo ruso Anitschkow, quien encontró que la adición de una cantidad 

importante de colesterol y de grasa saturada a la dieta de conejos les inducía una notable 

hipercolesterolemia, que transcurridos unos meses producía una grave aterosclerosis. 

Numerosos trabajos posteriores con otras especies animales han confirmado estos estudios 

y la alimentación con una dieta rica en grasa saturada y colesterol es un modelo ya clásico 

en los laboratorios para conseguir reproducir hipercolesterolemia en animales de 

experimentación. (Moghadasian et al., 2002) 

 

Sin embargo el colesterol es un componente esencial de todos los tejidos ya que forma parte 

de las estructuras de las membranas y es precursor de una serie de moléculas como 

vitaminas, hormonas, sales biliares. El colesterol es transportado por la sangre por las 

lipoproteínas entre las que se encuentran los quilomicrones (QM), las lipoproteínas de 

densidad muy baja (VLDL), las lipoproteínas de densidad baja, (LDL) y las lipoproteínas de 
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alta densidad (HDL). La tabla 3.4 muestra la composición y características de las principales 

lipoproteínas plasmáticas.  

 

Tabla 3.4. Composición y características de las lipoproteínas plasmáticas humanas. 

 QM VLDL LDL HDL 

Proteínas (% masa total) 2 7 20 50 

TG (% masa total) 83 50 10 8 

CT (% masa total) 8 22 48 20 

PL (% masa total) 7 20 22 22 

Peso molecular (KDa) 400-3000 10000-100000 2000-3500 175-360 

Densidad (g/mL) <0.95 0.95-1.006 1.019-1.063 1.063-1.210 

Diámetro (nm) >70 30-90 22-28 5-12 

Apolipoproteínas A-I, B-48, C-I, 
C-II, C-III B-100, E B-100 A-I, A-II 

 

QM, quilomicrones; VLDL, lipoproteínas de muy baja densidad; LDL, lipoproteínas de baja 

densidad; HDL, lipoproteínas de alta densidad; TG, triglicéridos; CT, colesterol total (libre + 

esterificado); PL, fosfolípidos. Fuente: Gurr & Harwood 1991. Lipid Biochemistry: an 

introduction, 4th edn. Chapman and Hall, London. 

 

Los quilomicrones (QM) son las lipoproteínas mayores del plasma y su función es transportar 

los triglicéridos el colesterol y otras componentes liposolubles de la dieta desde el intestino 

hasta el tejido adiposo y el hígado. Su densidad es muy baja (<0.94 g/mL) y su contenido 

proteico no alcanza el 2%. Se ha propuesto que estas lipoproteínas postprandiales ricas en 

triglicéridos y sus remanentes (originados en el plasma tras la hidrólisis de sus TG por la 

lipoprotein-lipasa) podrían ser potencialmente aterogénicas ya que estudios in vitro han 

sugerido que pueden provocar disfunción endotelial (Doi et al, 1998). 

 

Las VLDL son las principales lipoproteínas secretadas por el hígado, contienen colesterol, 

fosfolipidos, triglicéridos, Apo B100 y pequeñas cantidades de Apo E y Apo C. De la misma 

manera que los QM, los triglicéridos de las VLDL son hidrolizados por la lipoprotein-lipasa. 

Los remanentes de VLDL resultantes, ricos en esteres de colesterol se conocen como 

lipoproteínas de densidad intermedia (IDL), una parte de estas son recaptadas por el hígado. 

El papel de estas lipoproteínas ricas en TG en la aterosclerosis todavía no esta bien 

establecido. Si bien, se ha observado un desarrollo prematuro de aterosclerosis en individuos 

que padecen betadislipoproteínemia familiar, una enfermedad genética provocada por una 

mutación de la ApoE que se caracteriza por un aumento en los triglicéridos sanguíneos 

producido por la acumulación de QM y VLDL remanentes (Schaefer, 2002). 
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Las lipoproteínas de baja densidad (LDL) se generan en el plasma procedentes de las IDL y 

contienen solo una molécula de Apo B100. El papel de las LDL es transportar el colesterol a 

los tejidos periféricos y regular la síntesis de novo del colesterol en estos lugares. Esta 

ampliamente aceptado que altas concentraciones de LDL en plasma constituyen un 

importante factor de riesgo de ECV (Olson, 1998). Sin embargo los estudios in vitro han 

demostrado que las LDL nativas están desprovistas de actividad aterogénica y solo después 

de su modificación pueden dar lugar a la formación de células espumosas. Las oxidación de 

las lipoproteínas LDL parece ser un proceso clave en la iniciación de la aterosclerosis y por 

ello se tratará en profundidad en el siguiente apartado. 

 

Otras lipoproteínas como la lipoproteína(a) también se consideran aterogénicas. Estas 

lipoproteínas son similares a la LDL pero contienen otra subunidad proteíca, la Apo(a), unida 

a la ApoB100 mediante un puente disulfuro. Los estudios epidemiológicos han puesto de 

manifiesto que las concentraciones elevadas de Lipoproteína (a) constituyen un factor de 

riesgo de ECV (Genest et al., 1991; Schaefer et al., 1994; Boston et al., 1996; Seman et al, 

1999). Estudios en animales de experimentación han descrito que estas lipoproteínas 

también son susceptibles de oxidación y pueden contribuir a la formación de células 

espumosas (Nielsen et al 1998) y a la activación endotelial (Beaudeux et al., 1997). 

 

Las HDL pueden ser producidas por el hígado o generadas en el plasma como consecuencia 

de interacción entre las distintas lipoproteínas plasmáticas y los tejidos. El papel de las HDL 

es el transporte de colesterol desde los tejidos extrahepáticos hacia el hígado (Olson, 1998). 

Las lipoproteínas HDL también son ricas en colesterol pero a diferencia de las anteriores se 

consideran antiaterogénicas ya que pueden ejercer un doble mecanismo protector frente a la 

aterosclerosis: por una parte las HDL son capaces de retirar el exceso de colesterol 

acumulado en la matriz subendotelial y en el interior de las células espumosas (Tall et al., 

2000) y por la otra protege de la oxidación lipídica, debido en parte a la presencia en esta 

lipoproteína de una enzima, la paraxonasa sérica, que degrada ciertos fosfolípidos 

biológicamente activos (Barter et al., 2004). 

 

Por ello, hoy en día se tienden más a considerar los valores de colesterol-LDL como factor de 

riesgo cardiovascular en vez de las concentraciones totales de colesterol (ATP III, 2002). 

 

3.4. TEORIA DE LA OXIDACIÓN DE LA LDL. 

 

Entre los muchos factores implicados en la aterosclerosis, la teoría de la modificación 

oxidativa de las lipoproteínas LDL es la hipótesis más aceptada como causa de inicio del 

proceso aterosclerótico. Esta teoría afirma que la modificación oxidativa de las LDL u otras 

lipoproteínas es un proceso inicial primordial, aunque no exclusivo, del proceso aterogénico 

(Chisolm y Steinberg, 2000).  
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El concepto de que las LDL circulantes debían sufrir modificaciones para poder tener un 

efecto pro-aterogénico fue propuesto originalmente por Brown y Goldstein (1979). Estos 

investigadores descubrieron que los macrófagos no eran capaces de captar las LDL nativas 

con una eficacia suficiente como para saturar las células con colesterol y que las partículas 

de LDL debían de sufrir alguna modificación para que fueran reconocidas por sus “receptores 

scavenger”. La teoría de la oxidación de las LDL se basa principalmente en dos 

observaciones experimentales (Steinberg y Witztum, 2002): 

 

- Las LDL nativas son captadas por macrófagos con una velocidad lo suficientemente 

lenta como para prevenir la formación de células espumosas, mientras que la 

captación de las LDLox parece no estar regulada, acumulándose en el macrófago y 

dando lugar a la formación de células espumosas (Heinecke et al., 1984). 

- Las LDLox poseen actividad citotóxica pudiendo causar un daño directo sobre las 

células endoteliales y otras células constituyentes de las arterias. (Hessler et al., 

1983). 

 

Se ha sugerido que uno de los mecanismos por el que las LDLox ocasionan tales efectos es 

la reacción de los productos de peroxidación lipídica con la apolipoproteína B100 de la LDL. 

Esta reacción puede modificar la estructura de la misma ocasionando una alteración del lugar 

de reconocimiento de los receptores. De esta forma, las partículas de LDL atrapadas en la 

matriz subendotelial no podrían ser retiradas mediante los mecanismos habituales de 

captación, lo que origina la activación de mecanismos compensatorios a través de los 

receptores “scavenger” que, al no estar regulados por la concentración de colesterol 

intracelular, ocasiona una acumulación de colesterol en las células y una alteración de su 

función biológica (Berliner, 1996). 

 

No obstante, actualmente se ha descrito que la LDLox, así como sus productos de 

degradación, pueden contribuir a la fisiopatología de la aterosclerosis tanto en la iniciación 

como en la progresión de la lesión. Así otros procesos implicados en el desarrollo de la 

aterosclerosis como la inflamación, la proliferación celular y la trombosis pueden tener 

también su origen en la oxidación o estar inducidos por lipoproteínas oxidadas (Tabla 3.5) 

(Berliner, 1996). Entre los efectos descritos ocasionados por las LDL oxidadas se 

encuentran: alteración de la función del endotelio vascular (Boissonneault et al., 1995); 

alteración en los mecanismos de captación de lipoproteínas, su utilización y su 

reemplazamiento (Maor y Aviram, 1994); el aumento de la expresión de moléculas 

proinflamatoias por parte del endotelio (Hajjar y Pomerantz, 1992); una inhibición de la 

liberación de NO por las células endoteliales (Liao et al., 1995) o una disminución de su 

disponibilidad (Watson et al., 1997); y por último efectos citotóxicos e inducción de la 

apoptosis de células vasculares (Harada-Shiba et al., 1998). 
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Tabla 3.5. Mecanismos aterogénicos de las LDL oxidadas (Witztum y Steinberg, 2001)  

 

• Captación por macrófagos de forma no controlada, conduciendo a la 

formación de células espumosas. 

• Efecto quimiotáctico para monocitos y células-T e inhibición la movilidad de 

la los macrófagos tisulares. 

• Efecto citotóxico, en parte debido a los esteroles oxidados que pueden 

inducir la apoptosis. 

• Actividad mitogénica para SMC y macrófagos. 

• Alteraración de la expresión génica de células vasculares Ej. Inducción de 

MCP-1, factores estimuladores de colonias, IL-1, y expresión de moléculas de 

adhesión. 

• Aumento de la expresión de receptores “scavenger” de los macrófagos, 

aumentando de este modo su propia captación por los mismos. 

• Inducción de determinados genes proinflamatorios como la hemoxigenasa, 

y la celuloplasmina. 

• Actividad inmunogénica. Conduce a la formación de anticuerpos específicos 

y a la activación de células T. 

• Mayor susceptibilidad a la agregación, lo que ocasiona un aumento de su 

captación por los macrófagos.  

• Puede aumentar los mecanismos pro-coagulantes mediante la inducción del 

factor tisular y la agregación plaquetaria. 

• Impacto negativo sobre las propiedades vasomotoras de las arterias. 

 

 

Estudios científicos indican que dietas ricas en lípidos y/o colesterol pueden promover la 

producción de RL de oxigeno, la elevación los peróxidos plasmáticos y un incremento la 

susceptibilidad de las lipoproteínas a la oxidación (Prasad y Kalra, 1993; Yumaguchi et al, 

1993; Erdincler et al. 1997), y que la administración de antioxidantes a dietas ricas en 

colesterol redujeron los niveles plasmáticos de productos de peroxidación e inhibieron el 

desarrollo de la aterosclerosis. (Hodis et al., 1992; Fruebis et al., 1994; Crawford et al., 1998; 

Fukao et al., 2004; Kamada et al., 2005). La relación entre la actividad antioxidante de 

determinados compuestos y la protección que ejercen los mismos sobre la aterosclerosis 

refuerza la teoría de que la oxidación de la LDL es un paso principal en el desarrollo de la 

aterosclerosis (Steinberg et al., 1989; Berliner, 1996). 

 

Se han descrito dos factores que pueden influenciar en la susceptibilidad a la oxidación de 

las lipoproteínas LDL. Por un lado el contenido de antioxidantes, sobre todo de vitamina E, el 
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antioxidante mayoritario de la LDL (Esterbauer et al., 1992b; Reaven et al., 1993) y por el 

otro el tamaño y la densidad de la partícula. Se ha observado que las partículas más densas 

y pequeñas, aumentadas en varias condiciones de riesgo de ECV como diabetes, dismilemia 

mixta o hipercolesterolemia familiar, son más susceptibles a la oxidación que las partículas 

más grandes y menos densas (Campos et al., 1992; Lada y Rudel, 2004). 

 

Parece que la oxidación de lipoproteínas es poco probable que tenga lugar en el plasma, 

debido a la presencia de un número elevado de moléculas antioxidantes y de proteínas 

capaces de unirse a los iones metálicos, neutralizando así su efecto. Es más probable que 

esta oxidación ocurra en un ambiente donde la concentración de antioxidantes sea reducida 

y donde estas partículas estén expuestas al estrés oxidativo. La pared arterial presenta estas 

características y estudios in vitro han demostrado que la presencia de células vasculares 

puede acelerar la oxidación de la LDL(Berliner, 1996)  

 

Se han descrito varios sistemas responsables de la oxidación de las LDL in vitro y la mayoría 

de ellos comparten un mecanismo radicalario común. Los iones metálicos son uno de los 

mecanismos más utilizados para promover la oxidación de las LDL in vitro. Las CML en 

cultivo necesitan hierro o cobre para producir la modificación de las LDL, y esta oxidación es 

inhibida por agentes quelantes (Heinecke et al., 1984). Además, en ausencia de células, una 

alta concentración de estos iones metálicos también oxida las LDL, como también lo hacen 

proteínas que contienen metales como la celuloplasmina (Ehrenwald et al., 1994). Si bien, el 

papel de los iones metalicos en la oxidación de la LDL y en desarrollo de la ECV in vivo no 

esta tan claro (Sempos, 2002). La formación de tioles a partir de moléculas de L-cisteina en 

sistemas celulares in vitro también genera RL y pueden oxidar las LDL (Heinecke et al., 

1987). Las especies reactivas de oxigeno pueden promover la peroxidación lipídica mediante 

reacciones que dependen de la presencia de iones metálicos y posiblemente también 

interfieran en la oxidación de la LDL por parte de las células. Se ha demostrado que la 

generación de iones superóxido por sistemas celulares o enzimáticos puede promover la 

oxidación de LDL in vitro y que esta oxidación es inhibida en presencia de superoxido 

dismutasa (Berliner, 1996). Las células endoteliales liberan oxido nítrico (NO) un compuesto 

con actividad vasodilatadora que juega un importante papel en la fisiología del sistema 

vasomotor. Se ha sugerido que el NO podría tener propiedades anti-aterogénicas ya que 

posee importantes funciones como son la vasorelajación y la inhibición de la agregación 

plaquetaria (Cooke y Tsao, 1994). El NO es un radical libre relativamente estable al pH 

fisiológico, incapaz de oxidar por si mismo la LDL, sino que por el contrario, inhibe la 

peroxidación lipídica al actuar como aceptor final de la cadena de propagación radicalaria 

(Rubbo et al., 1995). Sin embargo en presencia de iones superóxido, el NO origina 

peroxinitrito, un radical libre muy reactivo, capaz de producir la oxidación lipídica de las 

partículas de LDL así como nitrosación de proteínas. (Beckman et al., 1990; Graham et al., 

1993). Algunos sistemas enzimáticos originan RL que pueden producir la oxidación de la 
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LDL. Algunos ejemplos son las lipoxigenasas, presentes en macrófagos, células endoteliales 

y CML, que oxidan los ácidos grasos poliinsatuados (AGPI) de fosfolipidos (Yamamoto, 

1992) o las mieloperoxidasas, sintetizadas por los fagocitos como mecanismo de defensa 

frente a agentes microbianos (Klebanoff et al., 1980). Se ha demostrado la presencia de 

ambas enzimas en las lesiones ateroscleróticas humanas lo que sugiere que podrían ser 

responsables de la oxidación de lipoproteínas in vivo. (Heinecke, 1998). Otros mecanismos 

no radicalarios también pueden producir la modificación de las partículas LDL, aumentando 

su susceptibilidad a la oxidación y haciéndolas más aterogénicas. Por ejemplo se ha descrito 

que las reacciones de glicosilación juegan un papel en la aceleración de la enfermedad 

cardiovascular en individuos que sufren diabetes (Baynes, 1991; Chisolm, 1992). 

 

3.5. ANTIOXIDANTES Y ENFERMEDAD CARDIOVASCULAR 

 

El capítulo anterior muestra el importante papel que podrían jugar los RL y el estrés oxidativo 

en el desarrollo de la aterosclerosis. Muchos de los ciclos bioquímicos que tienen lugar en el 

organismo implican reacciones de oxidación y reducción. Los RL pueden generarse 

continuamente en el organismo en multitud de reacciones bilógicas, como durante la 

respiración, la respuesta inmunitaria, el metabolismo de xenobióticos o la señalización celular 

(Halliwell y Gutteridge, 1999). Sin embargo la producción de RL puede verse incrementada en 

determinadas situaciones como consecuencia de enfermedades, el consumo de tabaco, 

contaminantes medioambientales, fármacos o la exposición a radiaciones ionizantes. Estos 

compuestos pueden reaccionar con otras moléculas biológicas como proteínas, ácidos 

nucleicos o lípidos, lo que ocasiona una alteración de la estructura y función de componentes 

celulares y produciendo un daño celular (McCord, 2000). Por lo tanto, la capacidad del 

organismo de evitar estos daños producidos por los RL depende en gran medida de la eficacia 

de su sistema de defensa antioxidante.  

 

Un antioxidante es cualquier sustancia que cuando esta presente a bajas concentraciones en 

presencia de un sustrato oxidable, retrasa o previene la oxidación del mismo (Halliwell y 

Gutteridge, 1999). Entre los mecanismos de defensa antioxidante del organismo se encuentran 

enzimas que actúan inactivando o descomponiendo los RL hacia moléculas menos reactivas, 

como la superoxido dismutasa, paraxonasa, catalasa, glutatión peroxidasa y glutation 

reductasa. Otras moléculas del organismo o procedentes de la dieta pueden actuar captando 

los RL o secuestrando iones metálicos. Este es el caso de las vitaminas E y C, coenzima Q, 

glutatión, �-carotenos, algunas proteínas plasmáticas, el ácido úrico o los polifenoles. El último 

frente de defensa son las enzimas de reparación como nucleasas, proteasas o transferasas 

que destruyen las moléculas dañadas o reparan los daños originados por los RL (Halliwell y 

Gutteridge, 1999). En los organismos aerobios, la producción de RL esta balanceada con la 

defensa antioxidante. Sin embargo la ruptura de este balance da lugar a una situación 

conocida como “estrés oxidativo” (Sies, 1991). El estrés oxidativo no se ha relacionado 
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solamente con el desarrollo de la aterosclerosis, sino que también con otras enfermedades 

crónicas degenerativas entre las que se incluyen la enfermedad de alzehimer o el cáncer 

(Halliwell y Gutteridge, 1999).  

 

Un gran número de estudios epidemiológicos han mostrado que el consumo de una dieta 

rica en frutas y verduras reduce el riesgo de desarrollar ECV y cáncer (Kris-Etherton, 2002; 

WHO/FAO, 2003) y que los niveles plasmáticos de antioxidantes, como la vitamina E, �-

carotenos, vitamina-C o selenio están inversamente relacionados con la incidencia de ECV 

(Stanner et al., 2004). Sin embargo, el mecanismo por el cual los antioxidantes pueden 

ejercer este efecto protector no ha sido todavía establecido. Una de las teorías propuestas 

es que los antioxidantes podrían actuar reduciendo el estrés oxidativo subyacente en 

multitud de procesos patológicos. No obstante, a pesar de que los antioxidantes han 

mostrado efectos beneficiosos en modelos experimentales y estudios epidiemiológicos, los 

resultados de los estudios de intervención no han resultado concluyentes (Griendling y 

FitzGerald, 2003; Scanner et al., 2004; Hasnain y Mooradian, 2004; Blomhoff, 2005). 

 

Entre los estudios observacionales destacan, por ejemplo, el “Nurses’ Health Study”, en el que 

participaron 87000 participantes. Los resultados de este estudio indicaron que el riesgo de 

ECV estaban inversamente relacionadas con la ingesta de vitamina E. En otro estudio llevado 

a cabo con 40000 participantes (“Health Professionals’ Follow-up Study”), la mayor ingesta de 

�-caroteno también se asoció con un menor riesgo coronario, pero en este caso el mayor 

consumo de la vitamina E en la dieta solo se asoció con un menor riesgo cardiovascular entre 

el subgrupo de fumadores (Stampfer et al., 1993; Rimm et al., 1993). La ingesta de vitamina C 

también fue inversamente relacionada con la ECV en otro estudio epidemiológico que contó 

con 12000 participantes (Enstrom et al., 1992). Por otra parte la baja ingesta de estos 

compuestos antioxidantes también se ha relacionado con mayor riesgo cardiovascular 

(Klipstein-Grobusch et al., 1999). 

 

Se han llevado a cabo un gran número de estudios de intervención para demostrar una posible 

relación entre el consumo de nutrientes antioxidantes, en la dieta o a través de suplementos, y 

la ECV (tabla 3.6). Sin embargo estudios de intervención realizados en humanos con cohortes 

muy numerosas no han mostrado efectos beneficiosos en la ECV producido por el consumo de 

antioxidantes. Este es el caso del “Large Finnish Alpha-Tocopherol-Beta-Carotene cancer 

prevention study” (ATBC) diseñado para estudiar los efectos de la vitamina E y el beta 

caroteno en cáncer de pulmón en más de 29000 varones fumadores de entre 50-69 años 

(Virtamo et al., 1998; Leppala et al., 2000). Tampoco se encontraron efectos de la 

administración de �-caroteno en el “Physicians’ Health Study” llevado a cabo con 22000 

voluntarios (Hennekens et al., 1996). Sin embargo otros estudios si que reportan resultados 

positivos. El “Cambridge Heart AntiOxidant Study” (CHAOS), llevado a cabo con 2002 hombres 

y mujeres con evidencias de enfermedad coronaria, encontró un efecto beneficioso del 
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tratamiento con antioxidantes. Así tras un periodo de 17 meses se observó un 47% de 

reducción en muerte por ECV y un 77% de reducción de infartos de miocardio no mortales, 

entre los pacientes tratados con antioxidantes con respecto al placebo (Stephens et al., 1996). 

En un estudio con 196 pacientes en hemodiálisis con un riesgo alto de ECV, la administración 

de �-tocoferol disminuyó el riesgo relativo de infarto de miocardio primario, enfermedad 

vascular periferica, y angina (Boaz et al., 2000). En un estudio prospectivo a doble ciego 

llevado a cabo con 40 pacientes de transplante cardiaco, donde existe un alto riesgo de 

aterogénesis acelerada, el tratamiento con un conjunto de vitaminas antioxidantes (vitaminas C 

y E) condujo a una menor progresión de la lesión comparada con el placebo. (Fang et al., 

2002). Estos resultados ponen de manifiesto la controversia existente sobre el papel del 

consumo de antioxidantes en la protección o la reducción del riesgo de padecer ECV. 

 

El conjunto de todos estos resultados han llevado a las autoridades sanitarias y a los 

organismos internacionales a recomendar el consumo habitual de frutas y verduras en la 

dieta, sin embargo la suplementacion con vitaminas antioxidantes en la prevención de ECV 

requiere aún de investigaciones adicionales y el desarrollo de técnicas que permitan evaluar 

el efecto de estos suplementos en la prevención de la ECV. 

 

 



 

Tabla 3.6. Grandes estudios de intervención (mas de 1000 participantes) con antioxidantes en ECV 
 

Estudio Pais Población de estudio 
Duración del 
tratamiento 

(años) 
Dosis diaria Resultados 

 
ESTUDIOS DE PREVENCIÓN PRIMARIA 
 
Linxian Cancer 
Preventio Study 
(Blot el al., 1993) 

China 29584 hombres y 
mujeres con 
deficiencias 
nutricionales, 40-69 
años  
 

5.2 15 mg �-caroteno, 30 mg �-
tocoferol y 50 �g selenio 

• Descenso no significativo de la 
mortalidad cerebrovascular. 

ATBC 
(Leppala et al., 
2000) 

Finlandia 29133 varones 
fumadores, 50-69 años 

6.1 50 mg �-tocoferol y/o 20 
mg �-caroteno 

• Aumento 11% en mortalidad por ECV 
entre el grupo �-caroteno. 

• Aumento 50% mortalidad por infarto 
hemorrágico entre el grupo �-tocoferol 

• Aumento 62% en hemorragia 
intracerebral entre el grupo �-caroteno. 

• Disminución 14% infarto cerebral entre 
el grupo �-tocoferol 

 
CARET  
(Omenn et al., 1996) 

EEUU 14254 fumadores y 
4060 trabajadores con 
amianto, 45-69 años 
 

4 30 mg �-caroteno y 25000 
UI retinol 

• Aumento 26% en ECV (no 
significativo) 

• Aumento 17% en mortalidad total 

PHS 
(Henneckens et al, 
1996) 
  

EEUU 22071 médicos 
varones, 40-94 años 

12 50 mg �-caroteno y/o 
aspirina (días alternados) 

• No efecto en la incidencia o mortalidad 
por infarto de miocardio o derrame 
cerebral 

Women’s Health 
Study 
(Lee et al., 1999) 
 

EEUU 39876 mujeres sanas, 
>45 años 

2.1 50 mg �-caroteno (días 
alternados) 

• No efecto en mortalidad por ECV 



 

Estudio Pais Población de estudio 
Duración del 
tratamiento 

(años) 
Dosis diaria Resultados 

 
Vitamin A and 
Cancer prevention 
Trial  
(De Klerk et al., 
1998) 
 

 
Australia 

 
1204 antiguos 
trabajadores con 
amianto, hombres y 
mujeres, 40-83 años 

 
5 

 
30 mg �-caroteno o 25000 
UI retinol (sin grupo 
placebo) 

 
• No efectos del �-caroteno en 

mortalidad por ECV 

Skin Cancer 
Prevention Trial 
(Greenberg et al., 
1996) 
 

Australia 1720 hombres y 
mujeres con cáncer de 
piel (no melanoma) 
reciente, 27-84 años 

4.3 50 mg �-caroteno • No efectos en mortalidad por ECV 

PHS II 
(Christen et al., 
2000) 
 

EEUU 15000 médicos sanos, 
� 55 años 

12 50 mg �-caroteno, 400 UI 
�-tocoferol, 500 mg 
vitamina C 

• A la espera de resultados. 

SU. VI.MAX 
(Hercberg et al, 
2004) 
 

Francia 13017 hombres (45-69 
años) y mujeres (35-60 
años) 

7.5 6 mg �-caroteno, 30 mg �-
tocoferol, 120 mg vitamina 
C, 100 �g selenio, 20 mg 
zinc 

• No efectos en mortalidad por ECV 

ESTUDIOS DE PREVENCIÓN SECUNDARIA 
 

ATBC 
(Rapola et al., 1997) 

Finlandia 1862 varones 
fumadores con 
antecedentes de infarto 
de miocardio y 1795 
con antecedentes de 
angina de pecho 50-69 
años 
 

5.3 50 mg �-tocoferol y/o 20 
mg �-caroteno 

• Reduce la isquemia aguda (vit E y �-
caroteno) 

• No efecto en riesgo de infarto de 
miocardio (Vit E) 

• Aumento riesgo infarto de miocardio 
(�-caroteno) 

• No efectos en síntomas o progresión 
de angina de pecho (vitamina E) 

 



 

Estudio Pais Población de estudio 
Duración del 
tratamiento 

(años) 
Dosis diaria Resultados 

 
CHAOS 
(Stephens et al., 
1996) 

 
Inglaterra 

 
2002 pacientes con 
aterosclerosis 
coronaria, media de 
edad 62 años 
 

 
1.4 

 
400 o 800 UI �-tocoferol 

 
• Disminución 77% en infarto de 

miocardio 
• No47% reducción en muerte por ECV 

GISSI 
(GISSI, 1999) 

Italia 11324 pacientes con 
antecedentes recientes 
de infarto de miocardio, 
edad no definida 
 

3.5 300 mg �-tocoferol y/o 1 g 
de AGPI omega-3 

• No beneficios de la vitamina E 
• Disminución 15% en riesgo de muerte, 

infarto de miocardio y derrame cerebral 
en grupo omega-3 

HOPE 
(Yusuf el al., 2000) 
 

Canada 9541 hombres y 
mujeres con alto riesgo 
ECV, > 55 años 
 

4-6 400 UI �-tocoferol y/o 
tratamiento antihipertensivo 

• No efecto de la vitamina E en infarto 
de miocardio, derrame cerebral o 
muerte por ECV 

PPP 
(de Gaetano, 2001) 

Italia 4495 hombres y 
mujeres con riesgo 
ECV, media edad 64 
años 
 

3.6 Dosis baja de aspirina y/o 
300 mg �-tocoferol 

• No efecto de la vitamina E en infarto 
de miocardio, derrame cerebral o 
muerte por ECV (Estudio interrumpido 
prematuramente) 

WACS 
(Manson et al., 
1995) 

EEUU 8000 mujeres con 
antecedentes ECV o 
alto riesgo, � 40 años 
 

4 50 mg �-caroteno o 600 UI 
�-tocoferol 

• Resultados no publicados 

Heart Protection 
Study, 2002 
 

Inglaterra 20536 hombres y 
mujeres con alto riesgo 
ECVm, 40-80 años 

� 5 20 mg �-caroteno, 600 mg 
�-tocoferol y 250 mg 
vitamina C 

• No efecto en infartos de miocardio o 
derrame cerebral 

 
ATBC, “Alpha Tocopherol Beta Carotene Cancer Prevention Study”; CARET, “�-Carotene and Retinol Efficacy Trial”; PHS, Physicians’ Health Study”; 
CHAOS, “Cambridge Heart Antioxidant Study”; GISSI, “ Gruppo Italiano per lo Studio della Soprovvivenza nell’Infarto Miocardio”; HOPE, Herat Outcomes 
Prevention Evaluation Study”;.PPP, “Primary Prevention Project”; WACS, “Women’s Antioxidant Cardiovascular Study”; 
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3.6. DIETA MEDITERRANEA 

 

Comparando las tasas de mortalidad por ECV (ajustadas por edades) de España y otros 

países del norte de Europa se ha observado que, al igual que otros países del mediterráneo, 

España posee unas tasas de mortalidad inferiores. Esta menor incidencia ha sido atribuida a 

los hábitos dietéticos de la región mediterránea, cuyas principales características son el 

empleo del aceite de oliva como principal aporte de grasa de la dieta y el elevado consumo 

de frutas y verduras frescas.  

 

El primer estudio que estableció los efectos beneficiosos producidos por el patrón dietético 

mediterráneo fue el estudio de los 7 países, llevado a cabo en la década de los 50 por Keys 

et al. (1980). Este estudio analizó una serie de factores de riesgo cardiovascular en 13.000 

hombres de 40-59 años distribuidos en 16 cohortes pertenecientes a 7 países: Finlandia, 

Estados Unidos, Japón, Holanda y 3 países mediterráneos: Grecia, Italia y Yugoslavia. Las 5 

cohortes mediterráneas estudiadas (Creta, Corfú, Crevalcore, Montegiorgio y Dalmacia) 

mostraron una dieta basada en el consumo de aceite de oliva, cereales, frutas, verduras 

frescas y vino. La dieta de las cuatro poblaciones no mediterráneas se caracterizaba, sin 

embargo, por un elevado consumo de grasa animal acompañado de lácteos y bebidas 

alcohólicas, fundamentalmente cerveza y licores. Estos distintos modelos dietéticos se 

asociaron con claras diferencias en las tasas de mortalidad por enfermedad cardiovascular, 

lo que puso de manifiesto el posible efecto protector la dieta mediterránea frente a esta 

enfermedad. 

 

Un estudio posterior, el “Lyon Diet Heart Study”, investigó el efecto de la dieta mediterránea 

en 605 pacientes que habían sufrido algún episodio de infarto de miocardio. Tras 27 meses 

de seguimiento los resultados mostraron que la mortalidad por evento cardiovascular fue 

70% menor en el grupo que siguió la dieta mediterránea que los que no la siguieron (De 

Lorgeril et al., 1994). Más adelante se examinó la ingesta diaria de nutrientes en ambos 

grupos con el fin de encontrar que componentes de la dieta podrían ser los responsables de 

dicho efecto protector llegando a la conclusión de que el tipo de grasa de la dieta, más que la 

cantidad de la misma, estaba relacionada con el riesgo cardiovascular y que particularmente, 

la sustitución en la dieta de los ácidos grasos saturados por los ácidos grasos 

monoinsaturados del aceite de oliva podría resultar beneficiosa en la enfermedad 

cardiovascular.(De Lorgeril t al., 1997) 

 

El elevado consumo de compuestos antioxidantes es otro de los argumentos empleados para 

explicar el efecto beneficioso de la dieta mediterránea en la ECV (Trichopolou et al., 1999). 

La elevada exposición a las radiaciones solares y las temperaturas cálidas existentes en las 

regiones de la cuenca mediterránea, lleva a las especies vegetales a desarrollar mecanismos 
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de defensa frente a las radiaciones ultravioletas y la producción excesiva de RL, mediante la 

acumulación de sustancias antioxidantes, como flavonoides, antocianinas y polifenoles 

(Cardell M, 1981). La dieta mediterránea rica en frutas, verduras y aceite de oliva conduce 

por tanto a una elevada ingesta de antioxidantes que podrían trasladar sus propiedades 

biológicas al organismo (Visioli F. et al., 1998). Así varios autores han sugerido que los 

compuestos antioxidantes podrían ser, al menos en parte, responsables de las bajas 

incidencias de enfermedad cardiovascular observadas en los países de la cuenca 

mediterránea (Ghiselli et al., 1997; Giugliano, 2000; Vita, 2005; Bazzano et al., 2003). 

 

En la actualidad, el término “dieta mediterránea” se refiere a los hábitos alimenticios de 

algunas regiones mediterráneas asociadas al cultivo del olivo. Aunque el patrón dietético 

mediterráneo varía según las regiones geográficas, se pueden identificar algunas 

características comunes al mismo (Trichopoulou y Lagiou, 1997): 

 

- Elevado consumo de alimentos de origen vegetal como frutas, verduras, legumbres, 

cereales, etc que se consumen frescos o mínimamente procesados lo que hace que 

conserven las propiedades nutricionales de los mismos. 

- El habito de tomar fruta fresca como postre diario y reducir el consumo de productos 

de pastelería. 

- El consumo de aceite de oliva como principal fuente de grasa de la dieta. 

- Consumo diario de lácteos (especialmente el yogur y el queso) en cantidades 

pequeñas o moderadas. 
- El consumo moderado de vino, especialmente durante las comidas. 

- Ingesta moderada de pescado y de aves y una ingesta reducida de carnes rojas y 

huevos (entre 0 y 4 por semana) 

 

Los beneficios cardiovasculares observados en las poblaciones con patrón dietético 

mediterráneo también han influenciado en las recomendaciones nutricionales para la 

prevención de ECV de sociedades y organismos internacionales. Así, la OMS en su último 

informe recomienda sustituir el consumo de grasa saturada por grasa monoinsaturada 

(subrayando así el consumo de el aceite de oliva) y aumentar el consumo de frutas y 

verduras frescas (OMS, 2003).  

 

3.7. ACEITE DE OLIVA  

 

El aceite de oliva ha estado ligado a la región mediterránea desde tiempos inmemorables. El 

cultivo del olivo pareció iniciarse en Asia Menor, en una región que se extiende desde Siria a 

Grecia, hace 6.000 años, pero el uso del mismo para la obtención de su fruto y del aceite 

data de mucho antes. (Mataix, 2001) 
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Podríamos definir al aceite de oliva como el zumo oleoso procedente de las aceitunas, 

aunque existen diferentes denominaciones en función del método de obtención y de su  

calidad, pudiéndose distinguir: 

 

• Aceite de oliva virgen: Es el obtenido del fruto del olivo únicamente por procedimientos 

mecánicos u otros procedimientos físicos, en condiciones, especialmente térmicas, que 

no impliquen la alteración del aceite y que no hayan tenido más tratamiento que el 

lavado, la decantación, la centrifugación y el filtrado, con exclusión de los aceites 

obtenidos por disolventes o por procedimientos de esterificación y de toda mezcla con 

aceites de otra naturaleza. Esta definición sólo establece una forma de obtención y limita 

su aplicación a otros aceites obtenidos por medios diferentes a los expresados. Dentro 

de los aceites de oliva vírgenes, se distinguen según su calidad sensorial y fisicoquímica: 

El aceite de oliva virgen extra, el aceite de oliva virgen, el aceite de oliva virgen corriente 

y el aceite de oliva virgen lampante. 

• Aceite de oliva: Compuesto por aceite de oliva refinado que se enriquece con aceite de 

oliva virgen apto para el consumo en proporción variable en función del aceite que se 

quiera obtener.  

 

La composición del aceite de oliva varía en función de múltiples factores tales como la 

variedad de aceituna, la exposición solar, la localización geográfica, las características del 

olivar, la forma de extracción y la conservación del aceite, etc. (Brenes et al., 1999). En 

general, pueden distinguirse dos fracciones en la composición del aceite de oliva:  

 

• Fracción saponificable: Constituye el 97-99% del total y esta formada en su mayor parte 

por triglicéridos. El ácido oleico es el ácido graso mayoritario de los aceites de oliva y 

representa por término medio el 79% del total de ácidos grasos aunque puede variar 

entre 57-82%. Le siguen en cantidad los ácidos grasos saturados (AGS) (13-20%) 

fundamentalmente palmítico (11-17%) y esteárico. Por último, el aceite de oliva contiene 

además ácidos grasos poliinsaturados (AGPI) entre los que se encuentran los ácidos 

grasos esenciales linoleico (4-20%) y �-linolénico (0.9%).  

• Fracción insaponificable: Constituye tan solo el 1-3% del aceite y esta compuesta por un 

gran número de compuestos que se encuentran en concentraciones del orden 

miligramos por kilo de aceite (ppm) (Tabla 3.1) por lo que también se le denominan como 

componentes minoritarios. Esta fracción es, en parte, la responsable de la estabilidad y 

las características organolépticas excepcionales de estos aceites. Los componentes 

minoritarios de los aceites vegetales se eliminan mayoritariamente durante los procesos 

de refinación (Tabla 3.7). Es por ello que el aceite de oliva virgen, al ser obtenido 

únicamente mediante los procesos de lavado, prensado, centrifugación y filtración, 

conserva todos sus componentes minoritarios, muchos de ellos con actividad 

antioxidante.  
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Tabla 3.7. Concentración (ppm) de los componentes  minoritarios del aceite de oliva 

virgen y el aceite de oliva refinado. (Ryan et al., 1998) 

Componentes 

Aceite de 
oliva 

virgen 

Aceite de 
oliva 

refinado 

Alcoholes terpénicos 3500 2500 

Esteroles 2500 1500 

Hidrocarburos 2000 120 

Escualeno 1500 100 

Compuestos fenólicos 350 80 

β- caroteno 300 120 

Alcoholes alifáticos 200 100 

Tocoferoles 150 100 

Ésteres 100 30 

Aldehídos y cetonas 40 10 

 

 

Esta bien establecido que el aceite de oliva tiene un papel beneficioso en la prevención de la 

ECV. En efecto, distintos estudios han puesto de manifiesto que el consumo de aceite de 

oliva y de una dieta rica en AGMI en sustitución de los AGS conduce a una reducción de 

factores de riesgo cardiovascular (Stara y Madar, 2002). En la mayoría de los estudios 

llevados a cabo en sujetos humanos, la sustitución de las grasas saturadas en la dieta por el 

aceite de oliva dio lugar a un descenso de los niveles de colesterol total y de colesterol LDL 

(Grundy, 1997; Kris-Etherton et al., 1999; Truswell y Choudhury, 1998) que fue acompañado 

de un aumento de colesterol-HDL (Thomsen et al., 1999). Por otra parte otros estudios han 

encontrado que dietas con aceite de oliva reducen la presión arterial sistólica en individuos 

hipertensos (Ruiz Gutiérrez et al., 1999; Ferrara et al., 2000; Herrera et al., 2001; Perona et 

al., 2004a). Tales efectos han sido atribuidos mayoritariamente a los ácidos grasos 

monoinsaturados, sin embargo, un elevado número de trabajos científicos en años recientes 

han puesto de manifiesto el posible papel de las sustancias antioxidantes presentes en la 

fracción insaponificable en relación con la enfermedad cardiovascular y el desarrollo de la 

aterosclerosis (Visioli y Galli, 1998). 

 

La oxidación de la LDL juega un importante papel en el desarrollo de la aterosclerosis 

(Berliner y Heinecke, 1996). Diversos estudios de intervención en humanos han mostrado un 

efecto protector del aceite de oliva virgen frente a la oxidación de la LDL (Ramírez Tortosa et 

al., 1999; Masella et al., 2001; Fito et al., 2002; Gimeno et al., 2002; Visioli et al., 2004; 
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Weinbrenner et al., 2004a; Marrugat et al., 2004). Dos mecanismos se han sugerido para 

explicar este efecto beneficioso del aceite de oliva. En primer lugar el consumo de dietas 

ricas en aceite de oliva y AGMI conduce a la producción de partículas de LDL enriquecidas 

en AGMI, con menor contenido de AGPI, que son más resistentes a la oxidación (Reaven et 

al, 1991; Berry et al, 1992; Bonanome et al., 1992; Aviran y Eias, 1993; Mata et al., 1997). 

Además estas LDL enriquecidas en AGMI son captadas por macrófagos en menor medida 

que las ricas en AGPI (Aviran y Eias, 1993). En segundo lugar, los componentes minoritarios 

del aceite podrían contribuir a este efecto protector ya que muchos de ellos, como el 

hidroxitirosol y la oleuropeina, poseen actividad antioxidante y han mostrado efectos 

inhibidores de la oxidación de las LDL in vitro (Visioli y Galli, 1994; Visioli et al., 1995, Salami 

et al., 1995). 

 

El aceite de oliva también parece tener un efecto sobre los procesos de inflamación que se 

desencadenan en las etapas tempranas de la aterosclerosis. Un estudio a doble ciego 

llevado a cabo en hombres adultos mostró que el consumo de aceite de oliva virgen por un 

periodo de dos meses originó un descenso en la expresión de moléculas de adhesión 

intercelular (ICAM-1) por las células mononucleares periféricas (Yaqoob et al., 1998). En otro 

estudio llevado a cabo en un modelo in vitro de aterosclerosis, usando células endoteliales 

estimuladas con citoquinas, el ácido oleico disminuyó la expresión de moléculas de adhesión 

como VCAM-1 y del factor nuclear NF-�� (Massaro et al., 1999). Por otra parte los 

compuestos minoritarios del aceite de oliva también ocasionaron una disminución de VCAM-

1 y una reducción de la adhesión de monocitos al endotelio en otro modelo de inflamación in 

vitro que empleaba células endoteliales (Carluccio et al., 2003).  

 

Por último, Larsen et al. (1999) encontraron que el aceite de oliva virgen produjo una 

disminución de los factores de coagulación en relación con otros tipos de aceites por lo que 

también podría disminuir el riesgo de trombogénesis. 

 

 

3.8. HIDROXITIROSOL 

 

Entre los compuestos fenólicos del aceite de oliva, se encuentra el (3,4-dihidroxifenil)etanol,  

más conocido como hidroxitirosol (HT). Este compuesto procede de la hidrólisis de la 

oleuropeina, un glicósido amargo que puede llegar a constituir mas del 14% del peso seco 

del fruto del olivo (Ryan y Robards, 1998). En el transcurso de la maduración del fruto y 

durante el proceso de elaboración de las aceitunas de mesa, la oleuropeina se hidroliza 

dando lugar a sus componentes: oleuropeina aglicona, HT y ácido elenóico (figura 3.4.).  
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Figura 3.4. Estructura química del hidroxitirosol y procedencia. 

 

Las aceitunas de mesa son por tanto una fuente substancial de HT en la dieta, donde se han 

encontrado concentraciones de hasta 761 mg/Kg en algunas variedades (Blekas G. et al., 

2002). 

 

Debido a su carácter polar, durante el proceso de elaboración del aceite, la mayor parte de 

los compuestos fenólicos quedan en los residuos acuosos formando parte del orujo, el 

alpechin o las aguas de lavado. Por tanto, estos residuos procedentes de la industria del 

aceite de oliva también son muy ricos en compuestos fenólicos y podrían constituir una 

fuente natural muy importante de HT (Fernandez-Bolanos et al., 2002). 

 

Por otra parte, debido a su carácter anfipático, una parte del HT permanece en el aceite de 

oliva. La concentración de HT en el aceite de oliva depende de muchos factores tales como 

de la variedad de aceituna de procedencia, su grado de maduración, el proceso de 

extracción, etc. Entre los aceites de oliva vírgenes españoles el contenido de HT oscila entre 

113.7 y 381.2 mg/kg  (Brenes M. et al., 2000). 

 

Otra fuente natural importante de HT y oleuropeina, es la hoja del olivo (Briante et al., 2002) 

cuyo extracto se comercializa actualmente como suplemento nutricional.  
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España es un país con una gran tradición de consumo de aceite de oliva virgen y aceitunas, 

por lo tanto el hidroxitirosol es consumido diariamente en nuestra dieta habitual. En función 

de los datos de consumo medio anual de aceite de oliva y aceitunas en los hogares 

españoles, publicados para el ejercicio 2002 por el Ministerio de Agricultura, Pesca y 

Alimentación, se ha calculado que la ingesta media de hidroxitirosol aportado por la dieta en 

España es de 8,42 mg/día (Tabla 3.8.). 

 

Tabla 3.8. Cálculo de la ingesta diaria de hidroxitirosol aportada por la dieta 

 

 Kg per capita 
anual 

Ingesta diaria 
por persona 

Media mg/Kg 
Hidroxitirosol * 

Hidroxitirosol  
(mg/dia) 

Aceite de oliva 
(Cualquier calidad) 10,31 28 mL 234,5 5,99 mg 

Aceitunas 2,79 7,6 g 320,6 2,43 mg 

   TOTAL: 8,42 mg 

 

* Valores promedio de contenido de HT en aceitunas y aceites de oliva españoles extraidos 

de Blekas G. et al. (2002), Brenes M. et al. (2000), respectivamente 

 

 

3.8.1. PROPIEDADES DEL HIDROXITIROSOL DESCRITAS EN MODELOS IN VITRO. 

 

El hidroxitirosol presenta una elevada actividad antioxidante y los estudios in vitro han 

demostrado que posee propiedades biológicas que hacen pensar que podría tener efectos 

beneficiosos en enfermedades tales como el cáncer, la enfermedad cardiovascular o las 

enfermedades neurodegenerativas. 

 

a) Antioxidante  

 

Una de las propiedades más descritas para el HT es su elevada actividad antioxidante 

demostrada en multitud de ensayos, tanto en sistemas fisicoquímicos, como en sistemas 

biológicos in vitro  y modelos celulares: 

 

Así, la estabilidad de los aceites a la oxidación muestra una clara correlación con el 

contenido de HT y oleuropeina de los mismos (Baldioli et al., 1996). Ambos compuestos 

presentaron una elevada actividad captadora de RL en el ensayo del radical DPPH, mayores 

que las de otros antioxidantes utilizados en alimentación tales como las vitaminas C y E o el 

BHT (Visioli et al., 1998). El HT también mostró actividad captadora del radical superóxido 
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generado por el sistema hipoxantina-xantina oxidasa y del peroxido de hidrogeno generado 

por la reacción de guayacol (De la Puerta et al., 1999). Además el HT inhibió la oxidación del 

ácido salicílico por el radical OH� (Owen et al., 2000), redujo la inactivación de la catalasa 

mediada por el ácido hipocloroso (Visioli et al., 1998) y podría acutar sobre especies 

reactivas de nitrógeno como el peroxinitrito (Deiana et al., 1999; de la Puerta et al., 2001). Su 

actividad antioxidante también se puso de manifiesto en ambientes lipofílicos actuando frente 

la autoxidación del acido linoleico (Chimi et al.,  1991).  

 

AL parecer, la estructura orto-difenólica del HT es fundamental para que pueda ejercer su 

actividad antioxidante, ya que otros compuestos similares presentes en el aceite de oliva, 

como el tirosol (p-hidroxifeniletanol), mostraron actividades antioxidantes mucho menores o 

nulas. Además, se ha descrito que gracias también a la estructura del anillo de catecol, el HT 

también puede actuar como quelante de metales (Ryan y Robards, 1998, Aeschbach et al., 

1994). Los iones metálicos como el hierro y el cobre son esenciales para el organismo, pero 

pueden ser potencialmente peligrosos ya que son capaces de actuar como transferidores de 

electrones y actuar como catalizadores de reacciones de autoxidación (Halliwell y Gutteridge, 

1999). Sin embargo otros modelos in vitro sugirieron que concentraciones elevadas el HT 

podrían tener cierto carácter prooxidante, si bien este efecto fue menor que el que produce el 

ácido ascórbico (vitamina C) que se administra en formas farmacéuticas a dosis de hasta 1g 

(Aeschbach et al., 1994). 

 

Estas propiedades antioxidantes sugieren que el HT podría tener cierto papel protector frente 

a la oxidación de las lipoproteínas LDL y contribuir de esta forma a la prevención de la 

enfermedad cardiovascular. Visioli et al (1995) estudiaron el efecto que cantidades 

micromolares de HT tenían sobre la oxidación de la LDL cuando esta era incubada in vitro 

con CuSO4. Sus resultados mostraron que el HT previno la perdida de vitamina E, inhibió la 

formación de peróxidos lipídicos, impidió la oxidación de los AGPI, redujo la modificación 

proteica y prolongó la fase de iniciación de oxidación de la lipoproteína LDL (medida como 

“lagtime” o tiempo necesario para alcanzar la fase exponencial de oxidación). Resultados 

similares fueron encontrados por Salami et al. (1995) en donde la preincubación de la LDL 

con cantidades micromolares de HT inhibieron la formación de F2-isoprostanos y protegieron 

a la vitamina E cuando esta lipoproteína fue oxidada por CuSO4. Otro estudio demostró que 

la preincubación del plasma con un extracto de los compuestos fenólicos del aceite de oliva 

originaba un aumento en el contenido de compuestos fenólicos en la LDL aislada y una 

mayor resistencia de la misma a la oxidación por cobre (aumento dosis-dependiente del 

“lagtime”). (Covas et al., 2000).  

 

Esta actividad captadora de los RL y de protección frente a la oxidación también se ha 

descrito para otras macromoléculas como el DNA (Deiana et al., 1999). Incluso a 

concentraciones que pueden considerarse fisiológicas (10 µM) el hidroxitirosol fue capaz de 
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inhibir en un 23% los daños ocasionados por el radical H2O2 en el DNA de células 

prostáticas. (Quiles et al., 2002).  

 

En modelos celulares se ha demostrado que concentraciones reducidas de HT podían 

protegger a los eritrocitos de los daños ocasionados por el estrés oxidativo, disminuyendo de 

forma significativa la hemólisis y protegiendo de la lipoperoxidación las membranas celulares 

eritrocitarias (Manna et al., 1999): Así mismo, redujo de la oxidación de fosfolípidos en 

microsomas hepáticos (Gutierrez et al., 2001), previno los daños ocasionados por H2O2 y 

O2
�- en células Caco-2 intestinales (Mana et al., 1997) y protegió contra el daño ocasionado 

por el H2O2 en células neuronales a través de un aumento en la actividad catalasa 

(Hashimoto et al., 2003). Además fue capaz de reducir la generación de RL por leucocitos 

(De la Puerta et al., 1999), neutrófilos (O’Dowd et al., 2004) y macrófagos activados (Leger et 

al., 2000). 

 

b) Anticancerígena. 

 

El estrés oxidativo y la generación de RL también parecen estar implicados en la patología 

del cáncer (Halliwell y Gutteridge, 1999) y se ha sugerido que el HT y los compuestos 

fenólicos del aceite de oliva también podrían tener relación con la baja incidencia de diversos 

tipos de cáncer en la región mediterránea (Owen et al., 2004). Estudios llevados a cabo en 

células cancerosas apoyan esta hipótesis. Así, el HT fue capaz de proteger al DNA celular  

de células prostáticas de los daños ocasionados por los RL por lo que podría prevenir la 

actividad mutagénica ocasionada por el estrés oxidativo (Deiana et al., 1999; Quiles et al., 

2002). También fue capaz de inhibir los daños ocasionados por la luz ultravioleta en una 

línea celular de melanoma (D’Angelo et al., 2005). Los compuestos fenólicos del aceite de 

oliva mostraron ser potentes inhibidores de la generación de RL en la matriz fecal, sugiriendo 

que estos compuestos podrían actuar directamente en el colon al reducir el daño oxidativo 

(Owen et al., 2000). Por otra parte, podrían existir otros efectos beneficiosos del HT no 

producidos por su actividad antioxidante. Así, estudios con cultivos celulares mostraron que 

el HT fue capaz de detener el ciclo celular, reduciendo el crecimiento y la proliferación de 

células cancerosas, e inducir la apoptosis de células HL60 (leucemia promielocítica) 

(DellaRagione et al., 2000) y células HT29  (adenocarcinoma de colon) sin afectar a otro tipo 

de células no cancerosas como linfocitos aislados y células polimorfonucleares (Fabiani et al, 

2002). 

 

c) Antiinflamatorio y antiagregante plaquetario  

 

También se han descrito efectos del HT en la inflamación y la agregación plaquetaria. La 

preincubación de células del endotelio vascular con varios compuestos antioxidantes como el 

hidroxitirosol, el resveratrol y la oleuropeina condujo a una disminución de la adhesión de 
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monocitos al endotelio activado y a una menor producción de VCAM-1 (Carluccio et al., 

2003). Las lipoproteínas ricas en TG aisladas de individuos tras la ingesta aceite de oliva 

enriquecido con compuestos fenólicos también redujeron la producción de eicosanoides 

inflamatorios y vasoconstrictores (PGE2 y TxB2) por parte de células endoteliales comparada 

con aquellas que fueron aisladas tras la ingesta de aceites de oliva no enriquecidos (Perona 

et al, 2004a). Otro estudio puso de manifiesto que el HT podría influenciar en la respuesta 

linfocitaria al inhibir su proliferación (Della Ragione et al., 2000). Por otra parte, el HT inhibió 

la agregación plaquetaria inducida por colágeno y ADP in vitro, mostrando una actividad 

comparable a la del ácido acetilsalicílico, un potente inhibidor de la agregación plaquetaria 

(Petroni et al., 1995). Se ha sugerido que el mecanismo por el cual produce tales efectos 

podría ser a través de una inhibición selectiva en la síntesis de eicosanoides por parte de las 

enzimas 5-lipoxigenasa y 12-lipoxigenasa, ya que se encontró una disminución en la 

producción de TxB2 y 12-hidroxieicosatetranoico por parte de las plaquetas activadas 

durante la coagulación (Petroni et al., 1995) y una reducción de la producción de LTB4 por 

leucocitos activados (De la Puerta et al., 1999). Sin embargo, el HT no afectó a la actividad 

de la ciclooxigenasa (Kohyama et al., 1997). 

 

d) Antimicrobiana 

 

Por último, el HT presentó propiedades antimicrobianas in vitro frente a varios agentes 

infecciosos del tracto gastrointestinal y respiratorio, tales como Haemophilus influenzae, 

Moraxella catarralis, Salmonella typhi, Vibrio parahaemolyticus, Vibrio cholerae o 

Staphylococcus aureus, a concentraciones mínimas inhibitorias que, en algunos casos, 

fueron inferiores a la que presentaron antibióticos como la ampicilina (Bisignano et al., 1999). 

Recientemente se ha descrito que el HT también posee actividad frente al agente causal de 

la pneumonia, el Mycoplasma pneumoniae y otras especies de la familia de los micoplasmas 

(Furneri et al., 2004) 

 

 

3.8.2. ESTUDIOS EN ANIMALES DE EXPERIMENTACIÓN: 

 

A pesar de las muchas propiedades descritas in vitro para el HT, son pocos los estudios que 

analizan los efectos in vivo de este compuesto y la mayoría de ellos han sido realizados con 

extractos ricos en compuestos fenólicos donde el HT también estaba presente.  

 

El efecto de protector de los componentes minoritarios del aceite de oliva sobre la oxidación 

de la LDL fue estudiado por Wiseman et al. (1996). Para ello tres grupos de conejos fueron 

alimentados con unas dietas enriquecidas en 3 aceites distintos (40% energía): aceite de 

oliva virgen, aceite de oliva refinado y aceite de girasol alto oleico. Todas las dietas contenían 

un perfil de ácidos grasos y un contenido de vitamina E similar, por lo que la diferencia 
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fundamental entre los distintos grupos fue la presencia de los compuestos fenólicos en la 

dieta de aceite de oliva virgen. La resistencia a la oxidación de la LDL medida como “lagtime” 

o tiempo de retardo, fue mayor en el grupo alimentado con la dieta rica en polifenoles que en 

los otros dos grupos, a pesar de que el contenido en vitamina E en esta lipoproteína fue 

significativamente menor. En otro estudio realizado con conejos también se utilizaron dietas 

enriquecidas con diversos aceites de oliva que se diferenciaban solamente en el contenido 

de compuestos fenólicos. Igualmente se encontró una mayor resistencia a la oxidación de las 

lipoproteínas LDL que fue proporcional al contenido de polifenoles de la dieta. En este caso 

se observó de un aumento en el contenido de antioxidantes, vitamina E y coenzima Q, de 

estas lipoproteínas (Ochoa et al., 2002).  

 

Coni et al. (2000) estudiaron específicamente los efectos la oleuropeina en conejos. El 

estudio consistió en tres grupos de conejos alimentados con 3 dietas distintas durante 6 

semanas: una dieta estándar, la dieta estándar con un 10% de aceite de oliva virgen, y esta 

última dieta pero adicionada de 7 mg de oleuropeina, equivalente a una cantidad extra de 

oleuropeina de 0.4 mg/Kg peso corporal. A pesar de que el contenido de vitamina E de la 

dieta estándar fue igualado al de las otras dos dietas por adición de vitamina E sintética, la 

concentración plasmática de esta vitamina fue mayor en los animales alimentados con las 

dietas enriquecidas con aceite de oliva. Las diferencias más notables encontradas entre los 

animales que consumieron el suplemento de oleuropeína o no fue una disminución de la 

concentración de colesterol total en plasma del 15%. La composición lipídica de la LDL 

también se vio afectada por el antioxidante, encontrando que las partículas de LDL de los 

animales que consumieron la oleuropeína tenían un mayor contenido en fosfolípidos y 

colesterol, principalmente colesterol esterificado, dando lugar a partículas de LDL de mayor 

tamaño, menos aterogénicas y más resistentes a la oxidación. En ratas, una dieta rica en 

compuestos fenólicos del aceite de oliva también produjo un cambio en la composición 

lipídica del plasma observándose en este caso un aumento en la concentración de 

lipoproteínas HDL que fue proporcional al contenido de compuestos fenólicos de la dieta 

(Mangas-Cruz et al., 2001).  

 

Los efectos antioxidantes in vivo de los compuestos fenólicos del aceite de oliva y del HT no 

se limitan a la protección de la LDL. Se han descrito efectos protectores frente a otros daños 

ocasionados por el estrés oxidativo y los RL. Visioli et al. (Circulation 2000c) estudiaron el 

efecto del HT en ratas expuestas al humo del tabaco. Para ello se midió la excreción urinaria 

de 8-isoPGF2�, un biomarcador establecido de estrés oxidativo in vivo. La exposición al humo 

de tabaco durante cuatro días produjo un aumento de la excreción de este compuesto, que 

se redujo con el pretratamiento de las ratas con un extracto de agua de lavado de aceitunas 

conteniendo 414 µg de HT. En otro modelo de estrés oxidativo se administro una inyección 

con cloruro de cadmio a ratas junto con una dosis doble de 9 mg/Kg de HT. Se ha descrito 

que el cadmio puede producir un efecto tóxico debido a su acumulación en diversos tejidos y 
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la oxidación de las membranas lipídicas. La intoxicación por cadmio produjo un aumento de 

peróxidos lipídicos en el hígado de las ratas que fue inhibido con la administración del HT 

(Casalino et al., 2002). 

 

La actividad antiinflamatoria del HT también ha sido estudiada in vivo. La aplicación tópica de 

HT, al igual que la de otros componentes de la fracción minoritaria del aceite de oliva, inhibió 

la inflamación, la reacción edematosa y la producción del enzima mieloperoxidasa 

(indicadora de la infiltración de neutrófilos al tejido inflamado) en varios modelos de 

inflamación en ratas (De la Puerta et al., 2000). Por otra parte, una dieta enriquecida en 

compuestos fenólicos del aceite de oliva produjo un menor índice de inflamación en ratas 

tanto en la fase aguda, como en la fase crónica (Martínez-Domínguez et al., 2001). Dietas 

enriquecidas en aceite de oliva virgen y oleuropeina también mostraron cierto efecto 

protector frente a la inflamación provocada en un modelo animal de ratas ovariectomizadas 

(Puel et al., 2004). 

 

No se ha encontrado ningún trabajo publicado que estudie específicamente los efectos del 

HT o de los compuestos fenólicos del aceite de oliva en modelos animales de aterosclerosis, 

pero sí del aceite de oliva virgen en comparación con otras fuentes lipídicas. En un modelo 

de aterosclerosis inducida por dieta en conejos se observó que la dieta con aceite de oliva 

virgen condujo a una mejora en el estado oxidativo provocado por la dieta rica en colesterol 

(Aguilera et al., 2003), una disminución de los lípidos del plasma (Ramirez-Tortosa et al., 

1998) y a un menor avance de la lesión aterosclerótica (Aguilera et al., 2002). En ratas 

hipertensas la adición de aceite de oliva virgen a la dieta atenuó la respuesta vascular 

(Herrera et al., 2001). Por otra parte en ratas alimentadas con aceite de oliva virgen se han 

observado efectos beneficiosos al reducir las concentraciones plasmáticas de colesterol y 

triglicéridos (Quiles et al., 2003) y además efectos antitrombóticos (Brzosko et al., 2002). En 

otro estudio con conejos hipercolesterolemicos la adición de aceite de oliva comercial (10-4 

mg/Kg compuestos fenólicos) a una dieta aterogénica produjo una disminución en el 

colesterol total y los triglicéridos, un aumento en la HDL, una reducción en la agregación 

plaquetaria, un menor desarrollo de la lesión aterogénica (De la Cruz et al., 2000a) y una 

reducción de la peroxidación lipídica a nivel tisular con respecto al grupo alimentado con la 

dieta aterogénica (De la Cruz et al.,  2000b). 

 

 

3.8.3. ESTUDIOS EN HUMANOS: 

 

La mayoría de los estudios en humanos que investigan los efectos de los compuestos 

fenólicos del aceite de oliva han sido realizados con aceites de oliva virgen o enriquecidos 

con compuestos fenólicos, sin embargo hasta la fecha no hay ningún estudio publicado que 

haya analizado los efectos biológicos del HT como tal. La tabla 3.9. resume los principales 
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resultados obtenidos en estudios llevados a cabo en humanos que investigan los efectos de 

los compuestos fenólicos del aceite de oliva. 

 

En general, los resultados de estas investigaciones indicaron que comparado con el aceite 

de oliva refinado, el consumo de un aceite de oliva virgen, rico en compuestos fenólicos, 

redujo la susceptibilidad a la oxidación de la LDL, disminuyó los parámetros de oxidación 

lipídica y aumentó las defensas antioxidantes. Estos efectos aunque moderados, se 

observaron en periodos de tiempo breves y con cantidades ingeridas similares o menores a 

las habitualmente consumidas en la dieta mediterránea (Ramírez Tortosa et al., 1999; 

Masella et al., 2001; Fito et al., 2002; Gimeno et al., 2002; Visioli et al., 2004; Weinbrenner et 

al., 2004a; Marrugat et al., 2004). Una sola ingesta de aceite de oliva virgen enriquecido con 

compuestos fenólicos produjo una reducción en la excreción urinaria de 8-isoprostano, y esta 

disminución fue proporcional al contenido de compuestos fenólicos incorporados en el aceite 

(Visioli et al., 2000a). Por el contrario Vissers et al. (2001a) y Moschandreas et al. (2002) no 

observaron diferencias significativas en los parámetros de peroxidación lipídica entre dos 

aceites de oliva vírgenes con distinto contenido en compuestos fenólicos tras 3 semanas de 

ingesta. A nivel postprandial, los compuestos fenólicos del aceite no produjeron ningún efecto 

sobre la oxidación de la LDL comparado con el control (Vissers et al., 2001b) mientras que 

en otra ocasión el consumo de 50 mL de aceite de oliva virgen (12.7 mg de compuestos 

fenólicos) produjo un aumento en la peroxidación lipídica y una reducción de las enzimas 

glutation peroxidasa y glutation reductasa durante las primeras horas tras la ingesta, aunque 

los valores volvieron a la normalidad transcurridas varias horas (Fito et al., 2002) 

 

Respecto a los lípidos sanguíneos los resultados son contradictorios: Ramirez-Tortosa et al. 

(1999) encontró que los TG plasmáticos fueron mayores entre los voluntarios que tomaron 

aceite de oliva virgen comparado con los que tomaron aceite de oliva refinado durante 3 

meses. En otro estudio de una semana de duración, donde los voluntarios consumieron 

diariamente 25 mL de aceite de oliva virgen, se produjo una pequeña elevación de TG del 

plasma (Gimeno et al.,  2002). Sin embargo en un estudio cruzado controlado de 7 semanas 

de duración se encontró una leve tendencia a disminuir los TG plasmáticos comparando con 

un aceite de oliva virgen con un refinado (Visioli et al., 2004). Sin embargo no se encontraron 

diferencias en los lípidos plasmáticos entre voluntarios que consumieron dietas con aceite de 

oliva con distinto contenido en compuestos fenólcos durante 3 semanas (Vissers et al., 

2001a). La concentración total de colesterol no se modificó significativamente en ninguna de 

las intervenciones nutricionales descritas publicadas. Sin embargo, una disminución en la 

concentración de LDL-colesterol fue observada en dos estudios (Fito et al., 2001;Gimeno et 

al., 2002). Estudios recientes mostraron además un aumento significativo de los niveles 

plasmáticos de HDL tras la ingesta de aceite de oliva virgen durante periodos relativamente 

cortos de tiempo (Weinbrenner et al., 2004a; Marrugat et al., 2004).  
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En un estudio cruzado de intervención llevado a cabo en ancianos hipertensos, una dieta con 

aceite de oliva virgen redujo la presión arterial sistólica comparado con un aceite de girasol alto 

oleico. Ambos aceites contenían cantidades similares de ácido oleico, lo que sugirió que 

compuestos fenólicos podrían ser los responsables de este efecto hipotensor. (Perona et al., 

2004a). En este mismo estudio se observó además una disminución del colesterol total y de 

colesterol LDL plasmático en los voluntarios normotensos.  

 

Por otra parte, un estudio cruzado con voluntarios dislipémicos puso de manifiesto la actividad 

antiagregante antiplaquetaria de los compuestos fenólicos del aceite de oliva in vivo. En ambos 

periodos de estudio se observó una disminución en la producción de TXB2 (21% de media) en 

el grupo que consumió aceite de oliva virgen pero no con el refinado (Visioli et al., 2004). En un 

trabajo recientemente publicado por Leger et al. (2005) se encontró que la administración de un 

extracto rico en HT (25 mg el dia 1, y 12.5 mg/día durante 3 días) producía una disminución del 

46% en las concentraciones séricas de TxB2. 

 

 

3.8.4. ESTUDIOS DE TOXICIDAD CON HT EN ANIMALES. 

 

D’Angelo et al. (2001) llevó a cabo el primer ensayo de toxicidad aguda con HT en animales de 

experimentación. Sus resultados mostraron que una dosis única de 2 g/kg de peso corporal no 

produjo ningún efecto tóxico y solamente originó piloerección, que comenzó 2 horas después 

de la administración de este compuesto y desapareció antes de las 48 horas. Ningún efecto 

adverso o alteración macroscópica de órganos internos fue encontrado en este estudio. 

 

Un estudio de toxicidad más completo se publicó recientemente para un producto consistente 

en un hidrolizado del extracto acuoso de la pulpa de la aceituna (HIDROX®) comercializado por 

la empresa estadounidense Creagri, conteniendo 24 mg/g de HT y 60 mg/g de compuestos 

fenólicos. Este producto ha sido reconocido oficialmente por la FDA americana (Food and Drug 

Administation) como seguro para su uso alimentario en humanos, adquiriendo el estatus GRAS 

(generally regarded as safe). Tanto los ensayos de toxicidad aguda como los ensayos de 

toxicidad crónica a 90 días confirmaron la ausencia de efectos tóxicos a dosis de 2000 

mg/Kg/día, así como la ausencia de efectos teratogénicos y mutagénicos (Christian et al., 

2004). 

 

 

3.8.5. ESTUDIOS DE ABSORCIÓN Y METABOLISMO DEL HIDROXITIROSOL. 

 

Como ya hemos mencionado, muchas de las propiedades beneficiosas del HT descritas en 

modelos in vitro también se han observado en animales y humanos cuando se administra un 
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aceite de oliva virgen lo que hizo suponer que estos compuestos pudieron absorberse y ejercer 

su efecto in vivo. 

 

En 1998, Chen Bai et al. estudió por primera vez la concentración plasmática de HT tras la 

ingesta oral de este compuesto en ratas. La máxima concentración plasmática se alcanzó en 

tan solo 5-10 minutos de la ingesta seguido de una rápida disminución de los niveles 

plasmáticos, de forma que a las tres horas de su administración apenas se detectó en plasma 

(Fig. 2). Tuck et al. (2001) calculó la biodisponibilidad oral en ratas a partir de la excreción 

urinaria de hidroxitirosol marcado con tritio, obteniendo una absorción del 75 y del 90% cuando 

se administró en disolución acuosa u oleosa, respectivamente. 

 

Las primeras evidencias de la absorción del HT en humanos se publicaron en el año 2000 

(Visioli et al 2000b). En este estudio se administraron diferentes aceites de oliva con distinto 

contenido en compuestos fenólicos, encontrando de HT y tirosol en orina cuya cantidad fue 

proporcional al contenido de los mismos en el aceite. También se ha descrito que la cantidad 

absorbida de este compuesto depende del vehículo de administración. Así, la excreción de HT 

por orina fue mayor cuando se ingirió aceite de oliva virgen que cuando el aceite estaba 

enriquecido en compuestos fenólicos, o cuando este compuesto fue incorporado a otro 

alimento como el yogurt (Visioli et al., 2003). En un trabajo publicado por Bonanome et al., 

(2000) se detectó tirosol y en algunos casos también HT en las lipoproteínas plasmáticas 

después del consumo de 100 mL de aceite. El único estudio publicado hasta el momento que 

analizó la cantidad de HT presente en el plasma fue Miro Casas et al. (2003) que detectaron en 

plasma no solo HT sino también su metabolito, el alcohol homovanílico, de nuevo tras el 

consumo de un aceite de oliva virgen. 

 

Todos los estudios en los que se ha investigado la absorción de HT y los compuestos fenólicos 

del aceite de oliva en humanos se han realizado con aceites de oliva vírgenes o enriquecidos 

en compuestos fenólicos, donde la absorción del compuesto puede estar afectada por el 

proceso de digestión. Además en esta situación puede existir dificultad al estimar la cantidad 

administrada debido a que el HT también puede proceder de la hidrólisis de sus precursores 

como la oleuropeína. 

 

Como se ha mencionado anteriormente, el HT en el aceite de oliva puede encontrarse en forma 

libre o formando parte de la oleuropeina o su aglicona. Durante la digestión y después de su 

absorción, en los entericitos o en el hígado, tiene lugar la hidrólisis de la oleuropeína dando 

lugar a la forma libre. Los lugares de absorción descritos para el HT son el intestino delgado y 

del colon (Vissers et al., 2002) y se ha sugerido que el transporte a través del epitelio intestinal 

puede tener lugar por difusión pasiva y de forma bi-direccional (Manna  et al., 2000). 
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D’Angelo et al. (2001) estudiaron la distribución tisular del HT marcado con 14C administrado 

por vía intravenosa en ratas. A los 5 minutos de la inyección, menos del 8% de la radiactividad 

estaba todavía presente en la sangre (6% en el plasma y 1.9% en la fracción celular de la 

sangre) por lo que se estimó que el tiempo de vida media del compuesto en sangre fue muy 

reducido, del orden de 1 o 2 minutos. Niveles de radiactividad similares procedentes del 14C 

fueron encontrados en el músculo esqueletico, hígado, pulmones y corazón, mientas que el 

riñón acumuló 10 veces más radiactividad que los otros órganos (Figura 3.5.). También se 

detectó 14C en el cerebro lo que indicó que el HT fue capaz de atravesar la barrera 

hematoencefálica, aunque se ha descrito que el HT puede ser generado además 

endogenamente en el cerebro a partir de la dopamina (Edwards y Rizk, 1981) y del acido 

DHPA a través de la dihidroxifenilacetico reductasa presente en el cerebro. (Xu y Sim, 1995). 5 

horas después de la inyección intravenosa de HT, solo el 0.1% de la radiactividad administrada 

estaba presente en el organismo de los animales. 
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Figura 3.5. Distribución de la radiactividad en tejidos de ratas después de la inyección 

intravenosa de 14C-HT a distintos tiempos (D’Angelo et al., 2001). Resultados expresado 

como desintegraciones por minuto (dpm) por gramo de tejido. 

 

Los metabolitos del HT se encontraron en sangre 5 minutos después de la inyección 

intravenosa de 14C-HT, indicando que el compuesto se metabolizaba rápidamente en los 

tejidos, especialmente en el hígado y el entericito. En este trabajo se propusieron tres vías 

metabólicas para el HT (Fig. 3.6): 
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• Oxidación: a través de los enzimas alcohol-deshidrogenasa y aldehído-deshidrogenasa 

dando lugar al ácido dihidroxi-fenilacético (DHPA) 

• Metilación: a través el enzima catecol-O-metiltransferasa (COMT) dando lugar a el alcohol 

homovanílico (HvOH) 

• Metilación + Oxidación, para formar el ácido homovanílico (HvAc) 

Tanto el HT como cualquiera de sus metabolitos, se conjugaron con sulfato (D’Angelo et al., 

2001) o con ácido glucurónico (Tuck et al., 2002) originando un elevado número de metabolitos 

que pudieron detectarse en plasma o en orina. 
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Figura 3.6.: Metabolismo del hidroxitirosol (D’Angelo et al, 2001) 

 

Respecto a la excreción se encontró que el 90% de la radiactividad era detectada en orina 5 

horas después de la inyección intravenosa de 14C-HT y una pequeña proporción se excretaba 

por heces. (D’Angelo, 2001), Estos resultados coinciden con los resultados obtenidos en 

humanos por Miro Casas et al., (2001) donde se encontró la mayor parte del HT y el tirosol en 

la orina recogida durante las primeras 4 horas después de la ingestión de 50 mL de aceite de 

oliva virgen.  
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4.1. MATERIALES 
 
 
4.1.1. APARATOS DE USO GENERAL 
 
 
• Centrífuga refrigerada modelo 3K15 provista de un rotor vascular nº11133 de 

SIGMA (Osterode am Harz, Alemania) 

• Ultracentrífuga Beckman OptimaTM L-90K provista de un rotor vertical VTi 50 de 

Beckman Coulter (Fullerton, California, EEUU) 

• Centrífuga refrigerada modelo 5415 R para tubos de 1.5 mL de Eppendorf 

(Hamburg, Alemania) 

• HPLC, equipo de cromatografía líquida de alta resolución modelo 2695 provisto con 

un detector de fluorescencia modelo 474 de Waters (Milford Massachusetts, EEUU) 

• Cromatografo de gases con detercor FID modelo CP3800 de Varian (Palo Alto, 

California, EEUU) 

• CG-EM cromatógrafo de gases modelo 3400, provisto de un inyector automático 

modelo 8200 y acoplado a un espectrofotómetro de masas modelo Varian Saturn MS/MS 

2000 de Varian (Palo Alto, California, EEUU) 

• Espectrofotometro modelo Cary 100 BIO UV-Visible de Varian (Palo Alto, 

California, EEUU) 

• Fraccionador de gradiente  modelo 185 de ISCO (Lincoln, Nevada, EEUU) 

• Evaporador “SpeedVac”  modelo SPD 2010 de Thermo Savant (EEUU). 

• Rotavapor modelo R2000 de Büchi (Suiza) 

• Balanza de precisión modelo BP61S de Sartorius AG, (Göttingen, Alemania) 

• Balanza analítica modelo BL 3100 de Sartorius AG (Göttingen, Alemania) 

• pH-metro modelo GLP22 de Crisol (Barcelona, España) 

• Congelador -80ºC modelo MDF-U71V de SANYO (Bensenville, Illinois, EEUU). 

• Micropipetas de precisión modelo Pipetman de Gilson (Francia) 

• Bloques calefactores de Stuart-Scientific (UK). 

• Agitadores magnéticos con calefactor modelo MR 3001 K de Heidolph 

(Schwabach, Alemania). 

• Agitador vasculante modelo Gyro-Rocket de Stuart-Scientific (UK). 

• Agitador vibrador (Vortex) modelo Reax Top de Heidolph (Schwabach, Alemania).  

• Homogenizador eléctrico modelo DIAX 900 de Heidolph (Schwabach, Alemania). 

• Fotomicroscopio LEICA DMRB (Wetzlar, Alemania) conectado a una cámara de 

video Sony CCD. 

• Analizador de imágenes de análisis de imagen LEICA Q 500MC (Wetzlar, 

Alemania). 

• Thermomixer modelo Confort de Eppendorf (Hamburg, Alemania). 
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• Sistemas de electroforesis de ARN. Cubeta de electroforésis modelo Bio-Rad Mini-

Sub Cell®  GT (Hercules, California, EEUU) conectado a una fuente de alimentación 

BIORAD modelo Powerpac 300 (Hercules, California, EEUU). 

• Horno de hibridación modelo Genechip Hybridizaton Oven 640 de Affymetrix 

(Santa Clara, California, EEUU). 

• Estación fluídica de array modelo GeneChip Fluidics Station 400 de Affymetrix 

(Santa Clara, California, EEUU). 

• Escáner de array  modelo GeneChip Scanner® de Affymetrix (Santa Clara, 

California, EEUU). 

• Software Microarray Suite versión 5.0 de Affymetrix (Santa Clara, California, EEUU). 

• SPSS (versión 10.1, Chicago, EEUU). 

 
 

4.1.2. ANIMALES DE EXPERIMENTACIÓN  
 
 
4.1.2.1. Conejos 
 

Se emplearon 64 conejos machos de la raza New Zealand White, de 2.5 a 3 Kg de peso al 

comienzo del estudio, para estudiar los efectos del HT en un modelo de aterosclerosis 

experimental inducida por dieta. Los animales fueron proporcionados por Harlam Interfauna 

Iberica S.A. (Barcelona, España) y se ubicaron en el Centro de Experimentación Animal de la 

Universidad de Granada.  
 

Los animales se dispusieron en jaulas individuales situadas en 

una habitación termorregulada a  18±1ºC , con una humedad del 

60% y unas condiciones de luminosidad de 12 horas de luz (8:00 

- 20:00 h) y 12 horas de oscuridad (20:00 - 8:00 h). Se 

suministraron 150 g diarios de dieta y agua “ad libitum”. La 

ingesta de la dieta se controló por pesada diaria de los sobrantes 

no consumidos, que fueron desechados. El peso de los animales 

se controló semanalmente.  

 

 � Figura 4.1: Conejo New Zealand White. 

 

4.1.2.2. Ratas 

 

Se estudió la absorción de HT empleando 21 ratas de la cepa Wistar-Kyoto. El peso de los 

animales osciló entre 220 y 250 g. Los animales fueron proporcionados por el Centro de 

Instrumentación Científica de la Universidad de Granada y alojados en el Centro de 

Experimentación Animal de esta misma Universidad.  
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4.1.2.3. Ratones 

 

Se emplearon 15 ratones hembras de la cepa Balb/C de tres meses de edad para el estudio 

de los efectos del HT sobre la expresión génica. El peso inicial de los ratones osciló entre los 

20 y 25 g. Los animales fueron proporcionados por el Centro de Instrumentación Científica 

de la Universidad de Granada y alojados en el Centro de Experimentación Animal de esta 

misma Universidad. Los animales se distribuyeron en tres grupos de cinco ratones que 

fueron ubicados en jaulas situadas en una habitación termorregulada a  20±1ºC, con una 

humedad del 60% y en unas condiciones de luminosidad de 12 horas de luz (8:00 - 20:00 h) 

y 12 horas de oscuridad (20:00 - 8:00 h). Se suministraron comida y agua “ad libitum”. El 

peso de los animales se controló diariamente.  

 

4.1.3. DIETAS  

 

4.1.3.1. Dietas de conejos 

 

Las dietas empleadas en este estudio fueron las siguientes: 

 

� Dieta control (Dieta C): 97% dieta chow estándar + 3% aceite de girasol refinado 

(Coosur, España) 

� Dieta aterogénica (Dieta A): 95.66% dieta chow estándar + 3% manteca de cerdo 

(Campofrío, España) + 1.33% colesterol (Sigma Aldrich). 

� Dieta aceite de oliva virgen (Dieta V): 97% dieta chow estándar + 3% aceite de oliva 

virgen (Cordoliva, España) 

 

La composición nutricional de la dieta chow estándar (Conejo 112, Panlab, Barcelona) fue: 

13.5% de proteínas, 3% de grasa, 50% de hidratos de carbono, 15.5% de fibra, 7% de 

minerales y 11% de humedad. La elaboración de las distintas dietas fue realizada por Panlab 

(Barcelona) mezclando la dieta base pulverizada con la grasa atomizada, calentando 

levemente para que la incorporación de la grasa fuera homogénea. La dieta se peletizó y se 

envasó al vacío en bolsas de 20 Kg que fueron almacenadas en oscuridad y a 4ºC hasta su 

uso.  

 

El contenido de grasa de las distintas dietas utilizadas en el estudio, medido por gravimetría  

(apartado 4.2.3.1.) se muestra en la tabla 4.1. La adición del 3% de los distintos aceites y 

grasas utilizadas para la elaboración de las dietas aumentó el contenido de grasa de la dieta 

estándar de conejos proporcionada por la casa comercial hasta un 6% del peso total 

(excluyendo el colesterol). El peso del extracto graso de la dieta A fue mayor debido a que el 

método extrajo también el colesterol añadido.  
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Tabla 4.1. Contenido de grasa de las dietas.  

 Dieta C Dieta A Dieta V 

Muestra (g) 35.19 34.69 35.37 

Extracto graso (g) 2.09 2.52 2.11 

% grasa 5.93 7.26 5.96 

Las dietas se elaboraron a partir de la dieta estándar para conejos 

adicionadas de: 3% de aceite de girasol (dieta C); 3% de manteca de cerdo 

y 1,33% de colesterol (dieta A); 3% de aceite de oliva virgen extra (dieta V). 

 

Tras comprobar el contenido de grasa de las distintas dietas se procedió al análisis de 

ácidos grasos de los extractos lipídicos (apartado 4.2.3.2.). Los porcentajes de los 

principales ácidos grasos de las dietas están recogidos en la tabla 4.2. La dieta C contenía el 

mayor porcentaje de ácido linoleico (18:2n6) y AGPI. La dieta A, contenía la mayor 

proporción de AGS. La dieta V, contenía mayoritariamente ácido oleico (18:1n9) y AGMI. 

 

Tabla 4.2. Porcentaje de ácidos grasos de las diferentes dietas.  

 Dieta C Dieta A Dieta V 

C16:0 10.16 24.54 13.5 

C16:1 0.32 1.33 0.69 

C18:0 3.63 11.25 2.46 

C18:1n9 26.3 29.34 55.24 

C18:2n6 54.82 24.08 21.33 

C18:3n3 2.16 3.35 3.43 

AGS 15.15 38.33 16.97 

AGMI 27.56 33.64 58.08 

AGPI 57.28 28.03 24.95 

n6/n3 23.29 6.73 5.95 

AGS, ácidos grasos saturados; AGMI, ácidos grasos monoinsaturados; 

AGPI, ácidos grasos poliinsaturados; n6/n3, indica la relación de ácidos 

grasos n6/n3. 
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4.1.3.2. Dietas de ratones 

 

La dieta suministrada a los ratones durante el tratamiento con HT en el estudio de expresión 

génica fue una dieta chow estándar suministrada por Panlab (Mantenimiento AO4). La 

composición nutricional de esta dieta fue: 15.4% de proteínas, 2.9% de grasa, 60.5% de 

hidratos de carbono, 3.9% de fibra, 5.3% de minerales y 12% de humedad. 

  

 

4.1.4. OBTENCIÓN DEL HIDROXITIROSOL EMPLEADO PARA LOS ESTUDIOS  

 

4.1.4.1. Síntesis química  

 

El HT utilizado para los estudios en modelos animales fue sintetizado químicamente por el 

Departamento de Síntesis Química de Puleva Biotech S.A. de acuerdo con el procedimiento 

descrito por Capasso et al. (1999). El método consiste en una reducción directa del ácido 

3,4-dihidroxifenil acético con hidruro de aluminio y litio en tetrahidrofurano anhidro (THF) a 

reflujo durante 2 horas. El procesado incluye la destrucción del exceso de reductor y 

posterior extracción con acetato de etilo y purificación cromatográfica. El grado de pureza del 

producto resultante se estimó por HPLC (apartado 4.2.3.3) y fue del 98%. 
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Figura 4.2. Síntesis química del HT 

 

Para su administración a los animales de experimentación, el compuesto se disolvió en agua 

destilada y se conservó en alícuotas a -20ºC hasta su uso.  

 

4.1.4.2. Purificación a partir de alpeorujo 

 

El HT utilizado en los estudios con voluntarios humanos se purificó a partir del alpeorujo por 

el Departamento de Ingeniería de Procesos de Puleva Biotech S.A. El proceso de obtención 

se realizó en varias etapas: solubilización de la materia prima, extracción con disolventes y 

finalmente purificación por cromatografía preparativa. Los disolventes orgánicos utilizados en 

la extracción fueron los autorizados para uso alimentario según RD 226/1994 de 11 de 
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febrero y se eliminaron posteriormente por secado a vacío. El grado de pureza del producto 

resultante se estimó por HPLC (apartado 4.2.3.3) y fue del 98%. Una vez purificado, el HT se 

disolvió en agua de mineralización débil y se conservó a -20ºC hasta su uso. 

 

 

4.2. MÉTODOS 

 

4.2.1. DISEÑOS EXPERIMENTALES  

 

4.2.1.1. Estudio de los efectos del hidroxitirosol en un modelo experimental de 

aterosclerosis inducida por dieta 

 

En este estudio se utilizaron 64 conejos (apartado 4.1.2.1) que fueron distribuidos al azar en 

8 grupos de 8 animales cada uno de acuerdo con el esquema mostrado en la figura 4.3. Tres 

de los grupos fueron sacrificados a los 30 días (grupos C, A y H) y el resto a los 60 días del 

comienzo del estudio (grupos CC, AA, AC, AH y AV).  

 

Los grupos C, A y H fueron alimentados durante un mes con la dieta C, la dieta A y la dieta A 

con HT respectivamente. Otros dos grupos fueron alimentados durante dos meses con la 

dieta C y la dieta A (grupos CC y AA respectivamente). El resto de los grupos (grupos AC, 

AV y AH) fueron alimentados durante el primer mes con la dieta A y durante el segundo mes 

con la dieta C, la dieta V o la dieta C con HT respectivamente. El HT utilizado en este estudio 

fue obtenido por síntesis química (apartado 4.1.4.1). Una dosis diaria de 4 mg de HT por 

kilogramo de peso fue administrada a los conejos mediante una sonda oral (Pennine 

Inglaterra UK).  
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Figura 4.3. Diseño experimental del estudio de los efectos del HT en modelo 

experimental de aterosclerosis inducida por dieta. 

 

Los conejos fueron sacrificados en el quirófano del Centro de Experimentación Animal, 

acondicionado para tal efecto, trascurridas 12 horas de ayuno, mediante anestesia con 1 mL 

de una disolución pentotal sódico al 1% (P/V) administrada por la vena marginal de la oreja. 

Una vez anestesiados, se canuló la arteria carótida para la obtención de la sangre.  

 

El procedimiento fue llevado a cabo por técnicos especialistas en experimentación animal. La 

sangre de los conejos se recogió en tubos tipo falcon estériles de 50 mL conteniendo 3 mL 

de una solución acuosa de heparina sódica al 0.2% (P/V) (Rovi, Madrid). Se aisló el plasma 

por centrifugación de la sangre (apartado 4.2.2.1.) para el análisis de ácidos grasos, CT, TG, 

HDL, CAO y MDA (apartados 4.2.3.4 a 4.2.3.9). Se tomaron muestras del cayado aórtico de 

aproximadamente 5 cm de longitud. Los fragmentos de aorta se transfirieron a placas “petri” 

estériles conteniendo una disolución de Krebs-Henseleit sin calcio cuya composición es 118 

mmol NaCl, 1.2 mM MgSO4, 1.2 mM KH2PO4, 4.7 mM KCl, 11 mM glucosa y 25 mM 

NaHCO3.  

 

Los fragmentos de aorta se incubaron en esta solución durante 15 minutos y se eliminó la 

grasa periférica con ayuda de unas pinzas estériles. A continuación los fragmentos limpios de 

la aorta fueron depositados en una solución fijadora de tampón fosfato sódico 0.1 M (pH=7.4) 



Capítulo 4:  Materiales y Métodos 60 

conteniendo formol al 10% (V/V). La solución fijadora se renovó cada 15 días por solución 

fresca, un total de 5 veces. Este tratamiento permitió conservar los diferentes tipos celulares 

de la capa endotelial, muscular y adventicia de las muestras para su análisis histológico 

(apartado 4.2.3.10).  

 

 

4.2.1.2. Estudio de absorción del hidroxitirosol en ratas 

 

En este estudio se utilizaron 21 ratas (apartado 4.1.2.2.) las cuales permanecieron en 

ayunas durante las 12 horas previas a la realización del ensayo. A los animales se les 

administró una dosis de 3.7 mg (25 µmoles) de HT disuelto en 1 mL de agua mediante una 

sonda oral (Vygon, Francia). Las ratas fueron divididas en 7 grupos de 3 ratas cada uno que 

fueron sacrificados transcurridos 0 (basal), 5, 10, 15, 30, 60 y 120 minutos después de la 

administración del compuesto. El HT utilizado en este estudio fue obtenido por síntesis 

química (apartado 4.1.4.1). Las ratas se sacrificaron por dislocación cervical, llevada a cabo 

por técnicos especialistas en experimentación animal. La sangre fue recogida de forma 

inmediata sobre tubos adicionados de EDTA (sal potásica 1.6 mg/mL sangre). El plasma se 

aisló por centrifugación de la sangre  (apartado 4.2.2.1.) para el análisis de HT y sus 

metabolitos (apartado 4.2.3.11). 
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Figura 4.4. Diseño experimental del estudio  de absorción de HT en ratas  

 

 

4.2.1.3. Estudio de biodisponibilidad del hidroxitirosol en humanos y su afinidad in 

vivo a las lipoproteínas LDL  

 

El estudio de biodisponibilidad del HT y su afinidad in vivo a las lipoproteínas LDL en 

humanos se llevó a cabo en dos fases separadas por un periodo de descanso de 15 días o 

"wash out”. En el estudio participaron 10 voluntarios sanos (8 hombres y 2 mujeres) con 

edades comprendidas entre los 21 y los 31 años (media: 25 ± 1) e índice de masa corporal 

de 23.6 ± 0.9 Kg/m2. Ninguno de los voluntarios tenia antecedentes de enfermedades 

gastrointestinales, de hígado o de riñón que pudieran afectar a la absorción y/o eliminación 

de nutrientes y tras un examen físico fueron considerados sanos. Los voluntarios no 

consumieron aceitunas o aceite de oliva durante los dos días previos a la realización de los 

ensayos. Los participantes llegaron a los servicios médicos de Puleva Food S.L. en ayunas y 

permanecieron sentados y en reposo durante todo el ensayo.  
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La toma de muestras de sangre se realizó utilizando un dispositivo de extracción con cánula 

tipo “mariposa” acabado en una conexión tipo “Luer” o adaptador múltiple (Set cánula 

Multifly®, Sarstedt, Alemania) y un sistema de extracción a vacío con tubos de tipo 

“vacutainer” aicionados de EDTA (sal potásica 1.6 mg/mL sangre) (S-Monovette®, Sarstedt, 

Alemania). La extracción fue realizada por un ATS especialista y bajo supervisión médica.  

 

Los voluntarios ingirieron en una sola dosis 2.5 mg por kilogramo de peso de HT obtenido a 

partir de alpeorujo (apartado 4.1.4.2.) que se administró disuelto en agua.  

 

Para el estudio de la biodisponibilidad, se extrajeron muestras de sangre antes de la toma del 

preparado (tiempo 0) y transcurridos 10, 20, 30, 40, 50, 60, y 120 minutos de la ingesta. Se 

aisló el plasma (apartado 4.2.2.1.) y las lipoproteínas LDL (apartado 4.2.2.2). Se recogió una 

muestra de orina antes de la ingesta del HT (orina basal) y se recopiló la orina durante las 24 

horas posteriores a la administración del compuesto y se midió su volumen. Se determinaron 

la concentración de HT y sus metabolitos en plasma y en orina, así como la CAO del plasma 

y la resistencia a la oxidación de las lipoproteínas LDL. 
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Figura 4.5. Diseño experimental del estudio de biodisponibilidad del HT en humanos.  

 

Para el estudio de afinidad del HT a las lipoproteínas LDL se llevaron a cabo extracciones de 

sangre antes de la toma del preparado (tiempo 0) y transcurridos 10 y 20 minutos de la 

ingesta. El plasma se obtuvo por centrifugación de la sangre (apartado 4.2.2.1) y las 

lipoproteínas del plasma se aislaron por ultracentrifugación en gradiente salino (apartado 

4.2.2.2.). El gradiente de densidad resultante se dividió en fracciones de 1 mL de densidad 

creciente mediante la inyección de una solución de sacarosa al 66% (P/V) desde la parte 

inferior del tubo de ultracentrífuga usando un fraccionador de gradientes. Se realizó una 

caracterización previa del gradiente de lipoproteínas mediante la determinación de la 

densidad, la concentración de proteínas totales, ApoB, ApoA1 (apartados 4.2.3.14 y 

4.2.3.15), CT y TG (apartados 4.2.3.5. y 4.2.3.6.). Las fracciones obtenidas se reunieron en 6 

grupos, conteniendo cada uno 6 fracciones consecutivas de 1 mL, que se denominaron de 

menor a mayor densidad: A, B, C, D, E y F (Figura 4.6.) que fueron almacenadas a -80ºC 

hasta su uso. Se realizó una electroforesis en gel de agararosa (apartado 4.2.3.16) de cada 

uno de estos grupos y se determinó la concentración de HT y metabolitos derivados en el 

plasma y en los distintos grupos del gradiente de lipoproteínas (apartado 4.2.3.11). 
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Figura 4.6. Diseño experimental del estudio de  afinidad del HT por LDL en humanos. 

 

Se utilizaron dos soluciones control diferentes al plasma consistentes en a) una disolución 

acuosa de HT (250 µg/L) y b) una disolución de 40 g/L de albúmina sérica bovina en PBS 

(pH=7.4) conteniendo 250 µg/L de HT. Estos controles siguieron el mismo proceso de 

ultracentrifugación y tratamientos que las muestras de plasma.  

 

 

4.2.1.4. Estudio del efecto del hidroxitirosol sobre la expresión génica de ratones  

 

En este estudio se utilizaron 15 ratones (apartado 4.1.2.3.) que fueron divididos en 3 grupos 

de 5 animales cada uno que recibieron durante 14 días consecutivos el siguiente 

tratamiento: 

- Grupo control: 0.5 mL de agua al día  

- Grupo 1 mg: 1 mg de HT al día (0.5 mL de una disolución 2 mg/mL en agua) 

- Grupo 10 mg: 10 mg de HT al día (0.5 mL de una disolución 20 mg/mL en agua)  
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El HT utilizado en este estudio fue obtenido por síntesis química (apartado 4.1.4.1). La 

administración de los distintos tratamientos se realizó mediante una sonda oral (Vygon, 

Francia). El peso de los animales se comprobó diariamente. 24 horas después de haber 

recibido la última dosis de HT, los ratones fueron sacrificados por dislocación cervical y sus 

hígados fueron aislados y congelados inmediatamente en nitrógeno liquido. Se obtuvieron 

muestras de ARN de los tejidos (apartado 4.2.3.17) y para cada grupo se preparó un pool 

con 10 µg de ARN total de cada muestra. El efecto del HT en la expresión génica se analizó 

utilizando un sistema de microarrays (Murine Genome U74Av2) de Affymetrix (MedPlant 

Genetics, Bilbao) (apartado 4.2.3.18). 

 

 

4.2.2. OBTENCIÓN DE MUESTRAS. 

 

 

4.2.2.1. Obtención de plasma 

 

El plasma se obtuvo por centrifugación de la sangre a 1750 g durante 10 minutos y a 4ºC. 

Las alícuotas de plasma se gasearon con nitrógeno para prevenir la oxiación y se 

almacenaron a -80ºC hasta su uso. 

 

 

4.2.2.2. Aislamiento de lipoproteínas LDL  

 

Las lipoproteínas se aislaron por ultracentrifugación en gradiente de densidad según el 

método descrito por Chung et al. (1980). Se utilizaron 10 mL de plasma que fueron 

introducidos en un tubo de ultracentrífuga (OptisealTM Beckman, EEUU). La densidad del 

plasma se ajustó a 1.30 g/mL mediante la adición de bromuro potásico (KBr) cuya cantidad 

se determinó mediante la siguiente fórmula:  

 

MKBr =
(13-Mp+Mv) 

1-(0.01335x(13+Mp-Mv)
MKBr =

(13-Mp+Mv) 

1-(0.01335x(13+Mp-Mv)

(13-Mp+Mv) (13-Mp+Mv) 

1-(0.01335x(13+Mp-Mv)  
 

En donde: 

MKBr = g de KBr a añadir para ajustar la densidad a 1.3 

Mp = Peso del tubo con 10 mL de plasma (g) 

Mv = Peso del tubo vacío (g) 

 

El KBr se disolvió mediante agitación suave y el tubo se completó con 26 mL de una solución 

de NaCl 0.15 M que se añadieron lentamente dejándolos resbalar gota a gota por las 
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paredes del tubo en el que se formaron claramente dos fases de distinta densidad. Los tubos 

se centrifugaron a 242000 g durante 2.5 horas y a 4ºC en una ultracentrífuga. Finalizado el 

tiempo de centrifugación aparecieron 3 bandas claramente definidas correspondientes a las 

lipoproteínas VLDL, LDL y HDL como se muestra en la figura 4.7  

 

 
 

Figura 4.7. Bandas de las lipoproteínas aisladas por ultracentrifugación. 

 

La banda que contenía a las partículas LDL se dializó para sus posteriores análisis utilizando 

membranas de celulosa (Sigma): en primer lugar las membranas de diálisis se activaron 

calentándolas a 80ºC en una disolución acuosa saturada de EDTA y a continuación se 

enjuagaron con abundante agua destilada. La banda de LDL, correspondiente al intervalo de 

densidad entre 1.019 y 1.063, se recogió con ayuda de una pipeta Pasteur y se introdujo en 

la membrana de diálisis cerrada por sus extremos con unas pinzas de plástico. Todas las 

membranas se sumergieron en dos litros de de una solución PBS en agitación continua y se 

mantuvieron durante 24 horas a 4ºC y en oscuridad. La solución de diálisis se renovó cada 8 

horas. Tras la diálisis, las alícuotas de LDL se gasearon con nitrógeno y se almacenaron a -

80ºC hasta su uso.  
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4.2.3. MÉTODOS ANALÍTICOS 

 

 

4.2.3.1. GRASA TOTAL DE LAS DIETAS.  

 

La extracción de grasa de las dietas se realizó empleando un dispositivo Soxhlet según el 

protocolo oficial descrito en el Reglamento CE num. 2472/97 del Comité Oleícola 

Internacional (COI).  

 

En un cartucho de extracción de 33x100 mm, se introdujeron 35 g de dieta y se colocó en un 

extractor tipo Soxhlet (Afora) conectado en su parte superior a una columna refrigeradora. 

Como disolvente extractor se utilizaron 200 mL de n-hexano que se colocaron en un matraz 

redondo, previamente tarado, situado en la parte inferior del dispositivo que a su vez que se 

encontraba en contacto con una manta calefactora. La extracción de la grasa se llevo a cabo 

a reflujo durante un periodo de 6 horas. A continuación, el n-hexano se evaporó en un 

rotavapor hasta la completa eliminación del disolvente y el matraz se enfrió a temperatura 

ambiente en un desecador. La grasa de la dieta se determinó por diferencia de pesadas 

entre el matraz con grasa y el matraz vacío y se expresó como porcentaje en función de la 

cantidad exacta de dieta introducida en el cartucho de extracción. 

 

 

4.2.3.2. ANÁLISIS DE LOS ÁCIDOS GRASOS DE LA DIETA  

 

El método empleado para la determinación de los ácidos grasos de la dieta se describe en el 

Reglamento CE num. 2472/97 del Comité Oleícola Internacional (COI) y se basa en la 

cromatografía gaseosa de los ésteres metílicos de los ácidos grasos que componen los 

triglicéridos de los aceites.  

 

Se emplearon 0.5 g del extracto graso de la dieta que se pesaron en un tubo de cristal de 15 

mL y se disolvieron en 5 mL de n-hexano de calidad HPLC. A continuación se llevó a cabo 

una trans-esterificación añadiendo 0.5 mL de una solución 2 N de KOH en metanol y se agitó 

con la ayuda de un vórtex durante unos segundos. Las muestras se centrifugaron a 3000 g 

durante 5 minutos. El sobrenadante se transfirió a un vial y se inyectó en un cromatógrafo de 

gases (Varian CP3800) con las siguientes condiciones experimentales: 

 

- Fase estacionaria: columna SPB 2380 (60 m, 0.2 mm). 

- Fase móvil: helio purísimo. 

- Volumen de inyección: 2 �L. 

- Flujo: 1.2 mL/min. 
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- Temperaturas del hormo: T0 = 60ºC (0.5 min), T1 = 150ºC (rampa 10ºC/min, 14.5 

min), T2 = 220ºC (rampa 2ºC/min, 50.5 min). 

- Temperatura del inyector: 60ºC alcanzando los 250 ºC. 

- Temperatura del detector: 250ºC. 

- Gases combustión: aire e hidrogeno. 

 

Para la identificación de los ácidos grasos se compararon los tiempos de retención de los 

picos con los obtenidos a partir de una solución patrón de 37 ácidos grasos (Sulpeco 37 

Component FAME mix, Sigma). La cuantificación se realizó mediante integración de los 

picos y los resultados se expresaron como tanto por ciento del total de los ácidos grasos 

correspondientes. 

 

 
 

Figura 4.8. Cromatograma del patrón de ácidos grasos empleados para el análisis de 

las dietas. 

 

 

4.2.3.3. ANÁLISIS DE LA PUREZA Y CONCENTRACIÓN DE HT EN LOS EXTRACTOS Y 

SOLUCIONES ACUOSAS. 

 

El análisis de la pureza del HT obtenido por síntesis o por extracción a partir del alpeorujo y 

el análisis de la concentración de HT en las disoluciones acuosas empleadas para los 

diferentes estudios se realizó por el método descrito por Brenes et al. (1999) utilizando un 

sistema de HPLC conectado a un detector de ultravioleta (PDA).  

 

Las muestras se diluyeron en agua milliQ y se filtraron con un filtro de nylon de 0.2 �m. Las 

muestras diluidas se transvasaron a un vial y se inyectaron en HPLC conectado a un 

detector ultravioleta con las siguientes condiciones experimentales: 
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- Fase estacionaria: Columna LiChroCart RP-18, 250 x 4.1 mm 

- Fase Móvil (gradiente): Fase A: disolución de ácido acético al 2%. Fase B: metanol.     

Flujo: 0.8 mL/min. Las condiciones del gradiente se indican en la siguiente tabla: 

 

t(min) % Fase A % Fase B 

0 min 85 15 
8 min 85 15 

15 min 60 40 

20 min 45 55 

21 min 0 100 
25 min 0 100 
26 min 85 15 
30 min 85 15 

5 minutos de acondicionamiento 
 

- Volumen de inyección: 10 �L.

- Profundidad de la aguja: 2 mm. 

- Temperatura del carrusel de muestras: 25.0 ± 5.0ºC.

- Temperatura columna: 40.0 ± 5.0ºC.

- Duración del cromatograma (tiempos de retención): 30 min. (HT = 6.90 min. Tirosol = 

11.40 min). 

- Modo de medida: áreas. 

 

Para la cuantificación se preparó una recta patrón de HT con las siguientes concentraciones: 

0, 1, 5, 10, 25, 50, 100, 250, 500, 750 y 1000 mg/L. La concentración en la muestra se 

determinó mediante interpolación del área correspondiente al pico de HT en la función de 

calibración obtenida con los patrones. 

 

 
Figura 4.9 Análisis cromatográfico por HPLC del extracto natural rico en hidroxitirosol 
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4.2.3.4. DETERMINACIÓN DE ÁCIDOS GRASOS EN PLASMA  

 

El método empleado fue el descrito por Lepage y Roy (1986) que presenta la ventaja de 

realizar la extracción lipídica y la transesterificación de los ácidos grasos en una sola etapa.  

 

Los análisis de los ácidos grasos del plasma se realizaron en tubos de ensayo de vidrio Pirex 

con 200 µL de plasma a los que se adicionaron 2 mL de una mezcla metanol:tolueno 4:1 

(V:V) y se agitaron vigorosamente durante 30 segundos. A continuación se añadieron, 

lentamente 200 �L de cloruro de acetilo en agitación continua y campana de extracción de 

gases. Los tubos se cerraron herméticamente y se incubaron durante 1h a 100ºC en una 

placa calefactora. Seguidamente se enfriaron en un baño de hielo y se le adicionaron 5 mL 

de una disolución de carbonato potásico al 6% (P/V). Para finalizar, los tubos se 

centrifugaron a 1700 g durante 10 minutos a 4ºC. Los sobrenadantes se recuperaron con 

ayuda de pipetas “Pasteur” de vidrio y se introdujeron en viales antes de su análisis por  

cromatografía gaseosa. 

 

La determinación de los ésteres metílicos de los ácidos grasos en plasma se llevó a cabo 

empleando un cromatógrafo de gases con inyector automático, acoplado a un detector de 

llama (detector FID) en las siguientes condiciones experimentales: 

- Fase estacionaria: columna Supelco SPTM 2380 Fused Silica Capillary Column 60m 

x 0.25 mm x 0.2 �m. 

- Fase móvil: helio purísimo. 

- Volumen de inyección: 2 �L. 

- Temperaturas del hormo: To = 60ºC (0.5 min), T1 = 150ºC (rampa 10ºC/min, 5 min), 

T2 = 220ºC (rampa 2ºC/min, 1 min), duración 50.5 min. 

- Temperatura del inyector: 250ºC. 

- Liner: Split/splitless 2 mm ID, Split: 50%. 

- Flujo: 1 mL/min. 

- Temperatura del detector: 280ºC. 

- Gases combustión: aire e hidrogeno. 

 

La identificación cromatográfica de los ácidos grasos se realizó también por comparación de 

los tiempos de retención de los picos con los obtenidos a partir de una solución patrón de 37 

ácidos grasos (Sulpeco 37 Component FAME mix, Sigma). La cuantificación se realizó 

mediante integración de los picos y los resultados se expresaron como tanto por ciento del 

total de los ácidos grasos correspondientes. 
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Figura 4.10. Ejemplo de cromatograma de ácidos grasos del plasma.  

 

 

4.2.3.5. DETERMINACIÓN DE COLESTEROL TOTAL  

 

La cuantificación de colesterol total (CT) se llevó a cabo empleando un kit enzimático 

comercial proporcionado por BioSystems (Barcelona, España). El método de la 

determinación de CT esta basado en la liberación del colesterol esterificado mediante la 

colesterol esterasa y la posterior oxidación de este y el colesterol libre por la colesterol 

oxidasa. Esta reacción libera agua oxigenada que al reaccionar con 4-aminoantipirina y fenol 

produce quinonaimina, un compuesto coloreado cuya absorbancia se mide a 500 nm (Allain 

et al, 1974; Meiattini et al, 1978) 

 

Colesterol esterificado + H2O Col. esterasa Colesterol + Ácido graso

Colesterol + ½ O2 + H2O Colestenona + H2O2
Col. oxidasa

2 H2O2 + 4-Aminoantipirina + Fenol Quinonaimina + 4 H2O
Peroxidasa

Colesterol esterificado + H2O Col. esterasa Colesterol + Ácido grasoColesterol esterificado + H2O Col. esterasaCol. esterasa Colesterol + Ácido graso

Colesterol + ½ O2 + H2O Colestenona + H2O2
Col. oxidasaColesterol + ½ O2 + H2O Colestenona + H2O2
Col. oxidasaCol. oxidasa

2 H2O2 + 4-Aminoantipirina + Fenol Quinonaimina + 4 H2O
Peroxidasa2 H2O2 + 4-Aminoantipirina + Fenol Quinonaimina + 4 H2O
PeroxidasaPeroxidasa

 
 

Las determinaciones de CT se llevaron a cabo mezclando 10 �L de plasma con 1 mL del 

reactivo cuya composición era: pipes 35 mM, colato sódico 0.5 mM, fenol 28 mM, colesterol 

esterasa 0.2 U/mL, colesterol oxidasa 0.1 U/mL, peroxidasa 0.8 U/mL, 4-aminoantipirina 0.5 

mM (pH=7). La mezcla resultante se agitó en vortex y se incubó durante 5 minutos en un 

bloque calefactor a 37ºC. La absorbancia de la mezcla resultante se leyó en el 

espectrofotómetro a 500 nm. Los valores de CT se obtuvieron por comparación de 

absorbancias con un patrón acuoso de colesterol de 200 mg/dL. Para las muestras con una 

concentración de CT superior al limite de linealidad (1000 mg/dL) se realizó una dilución en 

agua. 
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4.2.3.6. DETERMINACIÓN DE TRIGLICÉRIDOS  

 

La cuantificación de triglicéridos (TG) se llevó a cabo empleando un kit enzimático comercial 

proporcionado por BioSystems (Barcelona, España). El método de determinación de TG esta 

basado en la hidrólisis de los TG presentes en la muestra por la acción de la lipasa liberando 

una molécula de glicerol que en presencia de ATP y de la enzima glicerol quinasa produce 

glicerol-3-fostato. Este se oxida por la glicerol-3-fosfato oxidasa liberando agua oxigenada, 

que al reaccionar con 4-aminoantipirina y fenol produce quinonaimina, un compuesto 

coloreado cuya absorbancia se mide a 500 nm (Bucolo y Davis, 1973; Fossati y Prencipe, 

1982): 

 

Trigliceridos + H2O
Lipasa Glicerol + Ácidos grasos

Glicerol + ATP Glicerol-3-P + ADPGlicerol quinasa

Glicerol-3-P + O2 Dihidroxiacetona-P + H2O2
G-3-P-Oxidasa

2 H2O2 + 4-Aminoantipirina + Clorofenol Quinonaimina + 4 H2O
Peroxidasa

Trigliceridos + H2O
Lipasa Glicerol + Ácidos grasosTrigliceridos + H2O
LipasaLipasa Glicerol + Ácidos grasos

Glicerol + ATP Glicerol-3-P + ADPGlicerol quinasaGlicerol + ATP Glicerol-3-P + ADPGlicerol quinasaGlicerol quinasa

Glicerol-3-P + O2 Dihidroxiacetona-P + H2O2
G-3-P-OxidasaGlicerol-3-P + O2 Dihidroxiacetona-P + H2O2
G-3-P-OxidasaG-3-P-Oxidasa

2 H2O2 + 4-Aminoantipirina + Clorofenol Quinonaimina + 4 H2O
Peroxidasa2 H2O2 + 4-Aminoantipirina + Clorofenol Quinonaimina + 4 H2O
PeroxidasaPeroxidasa

 
 

Las determinaciones de TG se llevaron a cabo mezclando 10 �L de plasma con 1 mL del 

reactivo cuya composición era: pipes 45 mM, 4-clorofenol 6 mM, cloruro magnésico 5 mM, 

lipasa 100 U/mL , glicerol quinasa 1.5 U/mL, glicerol-3-fosfato oxidasa 4 U/mL, peroxidasa 

>0.8 U/mL, 4-aminoantipirina 0.75 mM, ATP 0.9 mM (pH=7). La mezcla resultante se agitó en 

vortex y se incubó durante 5 minutos en un bloque calefactor a 37ºC. La absorbancia de la 

mezcla resultante se leyó en el espectrofotómetro a 500 nm. Los valores de TG se obtuvieron 

por comparación de absorbancias con un patrón acuoso de glicerol equivalente a 200 mg/dL 

de trioleina.  

 

 

4.2.3.7. DETERMINACIÓN DE COLESTEROL HDL 

 

La cuantificación de colesterol de alta densidad (HDL) se llevó a cabo empleando un kit  

enzimático comercial proporcionado por BioSystems (Barcelona, España). El método esta 

basado en la precipitación de las lipoproteínas de muy baja densidad (VLDL) y de baja 

densidad (LDL) presentes en la muestra en presencia de fosfotungstato e iones magnesio. El 

colesterol es cuantificado en el sobrenadante, que contiene las HDL, mediante hidrólisis del 

colesterol esterificado por la colesterol esterasa y la posterior oxidación de este y el 

colesterol libre por la colesterol oxidasa. Esta reacción libera agua oxigenada que, al 

reaccionar con 4-aminoantipirina y clorodifenol sulfonato (DCFS), produce quinonaimina, un 

compuesto coloreado cuya absorbancia se mide a 500 nm (Grove, 1979; Burstein et al., 

1980): 
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Colesterol esterificado + H2O Col. esterasa Colesterol + Ácido graso

Colesterol + ½ O2 + H2O Colestenona + H2O2
Col. oxidasa

2 H2O2 + 4-Aminoantipirina + DCFS Quinonaimina + 4 H2O
Peroxidasa

Colesterol esterificado + H2O Col. esterasa Colesterol + Ácido grasoColesterol esterificado + H2O Col. esterasaCol. esterasa Colesterol + Ácido graso

Colesterol + ½ O2 + H2O Colestenona + H2O2
Col. oxidasaColesterol + ½ O2 + H2O Colestenona + H2O2
Col. oxidasaCol. oxidasa

2 H2O2 + 4-Aminoantipirina + DCFS Quinonaimina + 4 H2O
Peroxidasa2 H2O2 + 4-Aminoantipirina + DCFS Quinonaimina + 4 H2O
PeroxidasaPeroxidasa

 
 

Las determinaciones de HDL se llevaron a cabo mezclando 200 �L de plasma con 0.5 mL de 

reactivo precipitante (solución acuosa de Fosfotungstato 0.4 mM y cloruro de magnesio 20 

mM). La mezcla se agitó vigorosamente y se incubó a temperatura ambiente durante 10 

minutos. Seguidamente se centrifugó a 4000 rpm durante 10 minutos. Se  tomaron 50 �L del 

sobrenadante y se mezclaron con 1 mL de reactivo cuya composición era: fosfatos 35 mM, 

colesterol esterasa 0.2 U/mL, colesterol oxidasa 0.1 U/mL, peroxidasa 1 U/mL, 4-

aminoantipirina 0.5 mM, colato sódico 0.5 mM, DCFS 4 mM, (pH=7). La mezcla resultante se 

agitó en vortex y se incubó durante 10 minutos en un bloque calefactor a 37ºC. La 

absorbancia de la mezcla resultante se leyó en el espectrofotómetro a 500 nm. Los valores 

de HDL se obtuvieron por comparación de absorbancias con un patrón acuoso de colesterol 

de 15 mg/dL. 

 

 

4.2.3.8. DETERMINACIÓN DE CAPACIDAD ANTIOXIDANTE DEL PLASMA  

 

Para la determinación de la capacidad antioxidante del plasma (CAO) se utilizó el método 

descrito en Re R. et al. (1999). El método esta basado en la decoloración del catión 

radicalario ABTS•+ llevado a cabo por los compuestos antioxidantes presentes en el plasma. 

 

ABTS•+ (verde azulado) + Antioxidantes     ABTS (incoloro) 

 

La solución madre del radical ABTS•+ se preparó mezclando 5 mL de una disolución acuosa 

7 mM de ABTS (2,2’-Azino-bis(3-ethylbenzthiazoline-6-sulfonic acid) Diammonium salt 98% 

de pureza, de Sigma)  con 88 µL de una disolución 140 mM de persulfato potásico que se 

incubó durante 16 horas en oscuridad y a 4ºC. El radical  ABTS•+ generado es un cromóforo 

de color verde azulado que presenta un máximo de absorción a la longitud de onda de 734 

nm. Antes de la realización del ensayo la disolución madre del radical ABTS•+ se disolvió en 

PBS (pH 7.4) hasta ajustar su densidad óptica a 0.70 ± 0.02, esta disolución constituyó la 

solución de trabajo. Las determinaciones de CAO se llevaron a cabo diluyendo la muestra de 

plasma en PBS  en proporción 1/10. A continuación, 20 �L de las muestras diluidas se 

mezclaron con 980 �L de la solución de trabajo. La mezcla se incubó durante 10 minutos en 

oscuridad y a temperatura ambiente. Transcurrido este tiempo la absorbancia fue leída a 734 

nm. Para la cuantificación de la CAO se utilizaron estándares de TROLOX (ácido 6-hidroxi-

2,5,7,8-tetrametil cromano-2-carboxilico, de Sigma) en solución etanólica cuyas 

concentraciones fueron 0, 0.125, 0.250, 0.500, 0.750 y 1 mM. La CAO de las muestras se 
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determinaron mediante interpolación del la absorbancia de la muestra en la función de 

calibración obtenida con los patrones y multiplicando por el factor de dilución. Los valores de 

CAO se expresaron en µM como equivalentes de TROLOX. 

 

 

4.2.3.9. DETERMINACIÓN DE MALONDIALDEHIDO EN PLASMA  

 

El malondialdehido (MDA) es un marcador aceptado de peroxidación lipídica en plasma y su 

determinación se ha llevado a cabo según el método descrito por Fukunaga et al. (1998). 

Este método esta basado en la reacción del MDA, que se produce durante la oxidación 

lipídica en el plasma, con  ácido tiobarbitúrico (TBA) a pH ácido y a alta temperatura, que da 

lugar a la formación de un compuesto fluorescente que se cuantifica por HPLC. 

 

La determinación de MDA en plasma se llevó a cabo utilizando 20 �L de muestra,  que se 

dispusieron en tubos eppendorf de rosca, a las que se adicionaron 0.5 mL de una disolución 

al 0.2% de TBA en tampón 2 M de acetato sódico a pH=3.5 y se agito vigorosamente. La 

mezcla resultante se incubó durante una hora en un bloque calefactor a 95ºC. Tras la 

incubación los tubos se centrifugaron a 10000 rpm durante 2 minutos y a 4ºC. A continuación 

se adicionaron 0.5 mL de un tampón 50 mM de KH2PO4 a pH 6.8 y se volvió a centrifugar a 

13000 rpm durante 10 minutos a 4ºC. Para finalizar se tomaron 600 �L de sobrenadante y se 

mezclaron en un vial para HPLC con 600 µL de un tampón 50 mM de KH2PO4 a pH 3.5 

agitando vigorosamente.  

 

La mezcla se inyectó en un cromatógrafo HPLC con un detector de fluorescencia en las 

siguientes condiciones experimentales: 

- Fase estacionaria: columna LiChroCart 250-4 (Superspher 100 RP-18) 250 x 4.6 

mm. 

- Fase móvil: 96 % fase A (tampón KH2PO4 50 mM pH 6.8 con 20% de acetonitrilo) + 4 

% fase B: (acetonitrilo/agua, 70/30); flujo 0.5 ml/min. 

- Volumen de inyección: 50 �L. 

- Temperatura columna: 40.0 ± 5.0ºC. 

- Detector: longitud de onda de medida de fluorescencia: excitación 515 nm/emisión 

543 nm; ganancia 10. 

- Duración del cromatograma: 12 minutos. 

- Modo de medida: áreas. 

 

Para la cuantificación del MDA presente en el plasma se preparó una recta patrón de MDA 

con las siguientes concentraciones: 0, 0.1, 0.25, 0.50, 1, 2.5, 5, 7.5 y 10 µmol/L. La 

concentración en la muestra se determinó mediante interpolación del área correspondiente al 
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pico de MDA en cada una de las muestras en la función de calibración obtenida con los 

patrones. 

 

 

4.2.3.10. ANÁLISIS HISTOLÓGICO DE AORTAS  

 

Los fragmentos de aorta fueron analizados en colaboración con el 

Departamento de Cirugía II de la Facultad de Medicina de la Universidad 

Complutense de Madrid. Las muestras correspondían a la región 

próxima al cayado aórtico de los conejos. Las muestras fueron 

fotografiadas bajo lupa y con una regla de calibrado. 

 

� Figura 4.10. Fragmento de callado aórtico.  

 

 

A) Tinciones histológicas de las secciones de arteria: 

 

Las muestras se deshidrataron en concentraciones crecientes de alcohol: 35%, 50%, 70%, 

96%, 100%, alcohol/tolueno y tolueno y se incluyeron en parafina. A continuación se cortaron 

en secciones de 5 �m de espesor. El número de secciones por arteria fue aproximadamente 

de 40 cortes por muestra. 

 

Las secciones se desparafinaron en xileno y fueron rehidratadas posteriormente en etanol a 

concentraciones decrecientes: 100%, 96%, 70%, 50%, 35% y agua bidestilada. Después de 

teñirlas y ser observadas a microscopio, las secciones se deshidrataron de nuevo en 

concentraciones crecientes de alcohol (35%, 50%, 70%, 96%, 100% y xileno). 

 

Para las tinciones se utilizaron los siguientes colorantes de anilinas: 

 

a) Hematoxilina-Eosina: que tiñe de color violaceo los núcleos celulares debido a la 

hematoxilina de Weigert y el citoplasma celular de color naranja corresponde a la 

eosina. 
b) Orceína: Tiñe las fibras elásticas de púrpura oscuro a pardo negruzco, el colágeno 

casi incoloro, y el color azul corresponde a núcleos celulares y la monocapa 

endotelial.           

c) Azan: es un colorante tricrómico, en el que se diferencian los núcleos de color rojo 

brillante y el colágeno, la membrana basal y las mucinas de color azul. En algunos 

casos la lámina elástica interna se observa teñida de azul como una membrana 

basal. 
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d) Masson: es un colorante tricrómico, que permite diferenciar las estructuras de 

colágeno en verde, el núcleo de las células en azul negruzco y el citoplasma de color 

rosa rojizo.                                       

e) Van Giesson: es un colorante tricrómico que permite distinguir el colágeno en rojo 

intenso, los núcleos en azul oscuro y el citoplasma en amarillo 

  

a b

c d

e

a b

c d

e

 
 

Figura 4.11. Tinciones histológicas realizadas en secciones consecutivas de una 

muestra de cayado aórtico. a) Hematoxilina-eosina; b) Orceína; c) Azán; d) Masson; e) Van 

Gielsson. 

 

 

B) Estudio de análisis morfométrico:  

 

De cada fragmento de arteria se analizaron 4 secciones de 5 �m de espesor cada una. Entre 

cada sección analizada había una diferencia de 50 �m. Las imágenes fueron tomadas 

mediante un fotomicroscopio conectado a una cámara de video. Las imágenes fueron 

digitalizadas utilizando un programa de análisis de imagen LEICA Q 500MC (Alemania). En 

el análisis morfométrico se consideraron los siguientes parámetros: 
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- Área total: los valores obtenidos corresponden con el área total de la arteria sin 

diferenciar entre las diferentes capas. La unidad de medida fue el mm2.  

- Área de la media: corresponde al área de la capa media exclusivamene. La unidad 

de medida fue el mm2. 

- Área de la capa intima: corresponde al área de la capa intima y endotelio, ya que no 

es posible separar esta monocapa celular de la capa íntima con las técnicas 

empleadas. La unidad de medida fue el mm2. 

 

 

4.2.3.11. DETERMINACIÓN DE HIDROXITIROSOL Y METABOLITOS DERIVADOS. 

 

Se cuantificaron el HT, el alcohol homovanílico (HvOH), el ácido homovanílico (HvAc) y el 

ácido dihidroxifenilacético (DHPA) en sus formas libres y conjugadas con glucurónico y 

sulfato en las muestras de plasma y orina obtenidas en los estudios de absorción. Las formas 

conjugadas se hidrolizaron enzimaticamente según las condiciones descritas por D’Angelo et 

al. (2001) y la determinación de las formas libres de HT y los metabolitos derivados se realizó 

por cromatografía de gases con detector de espectroscopia de masas (CG-EM) según el 

método descrito por Bai C et al. (1998).  

 

 

A) Preparación de la muestra y derivatización. 

 

La extracción de las formas libres de HT, HvOH, HvAc y DHPA de las diferentes muestras y 

patrones, así como de los compuestos liberados por hidrólisis enzimática, se realizó 

empleando acetato de etilo como disolvente extractor. Con objeto de corregir las diferencias 

producidas en el grado de extracción de las diferentes muestras, una cantidad fija de un 

éstandar interno fue añadida tanto a muestras como patrones. Se seleccionó �-Naftol como 

estándar interno por presentar un peso molecular y grado de extracción similar al de los 

compuestos estudiados. 

 

Los volúmenes de muestras, así como las cantidades empleadas de estándar interno y 

disolvente extractor dependieron del tipo de muestra de partida y se indican en la tabla 4.3 
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Tabla 4.3. Muestras y condiciones de extracción empleadas para el análisis de HT y 

sus metabolitos derivados por CG-EM. 

 

 
Hidrólisis 
enzimática 

previa 

Volumen 
muestra 

(mL) 

Estándar 
interno (�L)  

Volumen 
acetato de 
etilo (mL) 

Plasma de rata NO 0.9 2 3 

Plasma humano SI 2 2 3 

Orina Humana SI 5 2 3 

Grupos del gradiente de 
lipoproteínas NO 9 3 8 

 

Estándar interno: disolución etanólica de �-Naftol de 1g/L.  

 

Para la cuantificación de las formas conjugadas, las muestras de plasma y orina humanas, 

así como sus respectivos patrones de calibración se incubaron antes de la extracción con 

800 U/mL de �-glucuronidasa (Tipo L-II, Sigma) o con 100 U/mL de sulfatasa (Tipo H-I, 

Sigma) durante 20 minutos a 37ºC. 

 

La extracción se llevó a cabo en tubos de ensayo de vidrio donde se depositó el volumen 

adecuado de muestra o patrón, se añadió una cantidad exacta (Tabla 4.3.) de una disolución 

etanólica de �-naftol (1g/L) con una jeringa Hamilton® y se agitó durante un minuto. A 

continuación se añadió el acetato de etilo (Tabla 4.3.), se agitó en vórtex durante un minuto y 

se centrifugó a 2200 g durante 10 minutos a 4ºC. El sobrenadante obtenido (fase orgánica) 

se separó con una pipeta Pasteur a un tubo limpio y seco. La fase inferior acuosa se volvió a 

extraer empleando el mismo volumen de acetato de etilo, agitando un minuto y centrifugando 

a 2200 g durante 10 minutos a 4ºC. Los sobrenadantes se reunieron en el mismo tubo y se 

llevaron a sequedad en condiciones de vacío durante 1 hora y a 45ºC usando un sistema de 

evaporación a vacío tipo SpeedVac®. El residuo seco fue resuspendido en 200 �L de acetato 

de etilo y transferido a un inserto, el cual volvió a ser evaporado usando el mismo sistema. El 

residuo contenido en el inserto fue silanizado con 30 �L de una mezcla de N,O-Bis(trimetill-

silil)-trifluoroacetamida (BSTFA), piridina y acetato de etilo en proporción 2:1:2, 

respectivamente. La mezcla se incubó durante 30 minutos a temperatura ambiente 

previamente a su inyección en el cromatógrafo de gases.  

 

 

B) Análisis cromatográfico. 

 

La determinación de HT y sus metabolitos se llevó a cabo empleando un cromatógrafo de 

gases con inyector automático acoplado a un detector de espectroscopia de masas. El 
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volumen de la mezcla silanizada inyectado en el cromatógrafo fue de 2 �L. Las muestras 

fueron inyectadas en un inserto de vidrio silanizado de 2 mm de diámetro interno (ID) 

estableciendo una relación de split 10. La separación de los compuestos se realizó 

empleando una columna CP-Sil 8CB de 30 m x 0.25 mm ID y 0.25 � de tamaño de partícula. 

La fase móvil empleada fue helio purísimo con un flujo de 1 mL/min. Las condiciones 

optimizadas para el análisis de los compuestos en las muestras problema fueron las 

siguientes: 

• Cromatógrafo de gases (CG):  

- Inyector:  150 ºC (30 min). 

- Horno: To = 45 ºC (2 min). 

T1 = 150 ºC (20ºC/min, 8.25 min). 

   T2 = 270ºC (10ºC/min, 9.75 min). 

   Duración del cromatograma 30 min. 

• Espectrómetro de Masas (MS): 

- Temperatura trampa:   200ºC. 

- Temperatura “manifold”:  50ºC. 

- Temperatura “transfer line”: 260ºC. 

- intervalo de masas:    Delay 4.50 min. 

      Hasta 6 minutos � Cerrado. 

De 6 a 30 minutos � 45 a 400 m/z. 

 

En el detector, los compuestos se ionizaron por impacto electrónico dando lugar a una serie 

de fragmentos característicos de cada especie molecular. La identificación de los distintos 

compuestos analizados se realizó en función de los tiempos de retención y los espectros de 

masas obtenidos a partir de disoluciones patrón de los compuestos puros (Cromatograma 

tipo y espectro de masas característicos de los compuestos en figuras 4.12 y 4.13). La 

cuantificación se realizó mediante integración de las áreas de los picos en modo de trabajo 

SIM (Selected ion monitoring). En este modo se establece una relación masa/carga 

característica de la fragmentación de cada compuesto por lo que solamente se integran los 

picos donde se detecten estos fragmentos, evitando los problemas de solapamiento con 

otros picos. En la tabla 4.4. se muestran los iones seleccionados en modo SIM así como los 

tiempos de retención de los distintos compuestos estudiados.  
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Tabla 4.4. Tiempo de retención en minutos e iones selectivos (relación masa/carga) 

establecidos para la identificación e cuantificación  de los picos de HT y sus 

metabolitos. 

 

Compuesto Tiempo de retención (min) Iones (m/z) 

�-Naftol 11.3 201+216 

HT 13.5 179+267+370 

HvOH 12.9 209+312 

DHPA 14.1 384+385 

HvAc 13.6 296+311+326 
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Figura 4.12.  Cromatogramas resultante del análisis de HT y sus metabolitos en 

plasma de rata por CG-EM. 1: �-Naftol, 2: HvOH, 3: HT, 4: HvAc, 5: DHPA. 
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Figura 4.13. Estructura de los compuestos silanizados y espectro de masas 

característico de los compuestos puros. (1), �-Naftol; (2), HvOH; (3), HT; (4), HvAc y (5), 

DHPA.  
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C) Preparación de las curvas de calibración y muestras control. Validación del método. 

 

Para la preparación de las curvas de calibración y los controles se emplearon como 

materiales de referencia los plasmas, grupos del gradiente de lipoproteínas y orinas básales, 

obtenidos de los mismos voluntarios después de dos días de consumo de una dieta sin 

aceite de oliva ni aceitunas y antes de la administración del HT (Tiempo 0). Estas muestras 

basales fueron previamente analizadas para asegurar la ausencia de estos compuestos. Los 

patrones fueron preparados añadiendo los volúmenes adecuados de soluciones de trabajo, 

consistentes en disoluciones etanólicas de los compuestos de referencia puros (HT, HvOH, 

HvAc, DHPA), preparadas a concentraciones de 10, 100 o 1000 mg/L. Las concentraciones 

finales de las curvas de calibración están indicadas en la tabla 4.5. Los patrones fueron 

procesados siguiendo el mismo procedimiento que las muestras analizadas. 

 

Tabla 4.5. Concentración de los patrones de HT y sus metabolitos derivados (HvOH, 

HvAc y DHPA) usados en los distintos tipos de muestra. 

 

Tipo de muestra Compuesto  Concentraciones (µg/L) 

Plasma rata HT 0, 1, 5, 10, 50, 100 

 HvOH 0, 10, 50, 100, 500, 1000 

 HvAc y DHPA 0, 25, 125, 250, 1250, 2500 

Plasma humano Todos 0, 10, 25, 50, 100, 500, 1000 

Orina humana HT, HvOH, DHPA 0, 10, 20, 50, 100, 200, 400, 1000, 5000, 10000 

 HvAc 0, 10, 20, 50, 100, 400, 1000, 5000, 10000, 20000 

 

Para cada uno de estos calibrados se calculó la linealidad, los límites de detención y 

cuantificación y la sensibilidad analítica del método mediante regresión simple utilizando el 

programa informático Statgraphics Plus 5.0 para Windows. Los resultados por CG-EM de los 

patrones adicionados al plasma de ratas, plasma humano, orina humana y grupos del 

gradiente de lipoproteínas indicaron que existía un efecto de la matriz que interfería en la 

cuantificación de HT y sus metabolitos en los diferentes tipos de muestras. Como 

consecuencia, la detección de los distintos compuestos así como las características del 

calibrado, tales como el limite de detención, la linealidad o la sensibilidad, dependieron tanto 

del tipo de muestra utilizado y como del procesado de las mismas: 

 

• Plasma de rata: El método permitió la determinación simultánea de HT, HvOH, HvAc y 

DHPA en el plasma de ratas mediante una única inyección en el cromatógrafo.  

• Plasma humano: No se detectaron los picos correspondientes al HvAc ni al DHPA en 

ninguno de los patrones, incluso a concentraciones elevadas (100 mg/L), lo que indicó 
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que el método de extracción empleado no permitió la recuperación de estos compuestos 

ácidos del plasma humano. Por lo tanto en este tipo de muestras solo fue posible el 

análisis del HT y HvOH. El tratamiento enzimático previo de los plasmas para la 

cuantificación de las formas conjugadas precisó de funciones de calibrado adicionales 

para ambos metabolitos. 

• Orina humana: En orina humana fue posible la determinación simultánea de HT, HvOH, 

HvAc y DHPA mediante una única inyección en el CG-MS. Teniendo en cuenta la amplia 

variabilidad encontrada entre los voluntarios se realizaron rectas patrón que 

comprendieran un intervalo de concentraciones bajo y alto. Al igual que en el caso 

anterior, fueron necesarias funciones de calibración adicionales para la cuantificación de 

las formas conjugadas. 

 

Por lo tanto se emplearon en total 22 rectas de calibrado diferentes para la cuantificación de 

estos compuestos en los distintos tipos de muestra. La tabla 4.6. indica las distintas rectas 

obtenidas y los principales parámetros de validación obtenidos a partir de las mismas. 

 

El análisis de HT en los distintos grupos del gradiente de lipoproteínas necesitó un volumen 

de muestra muy elevado (9 mL) por lo que, en lugar de realizar curvas de calibración, se 

incluyeron muestras control de concentración conocida con el objeto de comprobar si existía 

diferencia en la recuperación de este compuesto entre los distintos grupos del gradiente de 

lipoproteínas. Estos controles se prepararon a partir de los grupos de fracciones obtenidos de 

un gradientes de plasma basal al que se añadió una cantidad final de 250 µg/L de HT en 

etanol. Como muestra la tabla 4.7., las relaciones de área (HT/�-naftol) fueron similares en 

todos los grupos del gradiente, no encontrando diferencia significativa en la cantidad 

detectada en cada grupo.  
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Tabla 4.6. Funciones de calibración y parámetros de validación del HT y sus 

metabolitos derivados en los distintos tipos de muestras. 

 

Tipo muestra Función de calibración Parámetros de validación  

O P compuesto a b r2 Lin CC� CC� S 

L HT 0.0047 2.847 99.8 97.1 0.0034 0.0055 0.0024 

L HvOH -0.0103 1.679 99.8 97.7 0.0270 0.0443 0.0194 

L HvAc -0.0130 0.146 98.1 91.9 0.2383 0.3908 0.1717 

P
la

sm
a 

ra
ta

s 

L DHPA -0.0078 0.086 98.7 93.3 0.1952 0.3202 0.1406 

L HT 0.0006 0.117 99.2 96.4 0.0170 0.0279 0.0157 

L HvOH 0.0001 0.169 98.9 95.7 0.0206 0.0337 0.0190 

G HT -0.0083 2.016 99.9 98.6 0.0078 0.0127 0.0060 

G HvOH -0.0159 0.419 99.8 97.5 0.0134 0.0220 0.0103 

S HT 0.0006 1.815 100.0 99.5 0.0025 0.0041 0.0011 P
la

sm
a 

hu
m

an
o 

S HvOH 0.0021 0.386 99.9 98.5 0.0081 0.0133 0.0055 

L HT 0.2453 8.339 99.7 97.8 0.0921 0.1510 0.0988 

L HvOH 0.2161 2.674 99.7 98.1 0.1677 0.2751 0.1873 

L HvAc -0.0420 0.630 99.1 96.2 0.7192 1.1795 0.7246 

L DHPA 0.0637 0.486 99.7 97.6 0.1955 0.3205 0.2160 

G HT 0.1113 6.380 99.6 97.7 0.1973 0.3236 0.2204 

G HvOH -0.0424 3.318 98.8 98.1 0.0183 0.0300 0.0165 

G HvAc 0.8629 0.860 99.9 98.1 0.4471 0.7333 0.3335 

G DHPA 0.0652 0.908 99.9 98.9 0.1019 0.1670 0.1038 

S HT -0.0289 9.414 99.6 97.3 0.0262 0.0430 0.0235 

S HvOH 0.0023 3.216 99.9 98.2 0.0025 0.0040 0.0013 

S HvAc 0.1364 0.316 99.6 97.3 0.4904 0.8043 0.5160 

O
ri

na
 h

u
m

an
a 

S DHPA 0.0212 0.260 99.5 97.3 0.2316 0.3799 0.2586 

Tipo de muestras: O, origen; P, procesado;  L, compuestos libres sin tratamiento enzimático; 

G, incubada con glucuronidasa; S, incubada con sulfatasa. Función de calibración: 

concentración (muestra) =  a + b*(área compuesto/área naftol); a, ordenada en el origen; b, 

pendiente; r2 , coeficiente r2 o de determinación. Parámetros de validación: Lin, linealidad en 

el intervalo de concentraciones empleado (%); CC�, límite de decisión o limite de detección 

(mg/L); CC� , Capacidad de detección o limite de cuantificación (mg/L); S, sensibilidad 

analítica (L/mg).  
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Tabla 4.7. Relación de áreas HT/�-Naftol obtenidas en las muestras control de 0.25 

mg/L del gradiente de lipoproteínas.  

 

Grupo Área (HT/ �-naftol)  

A 1.30 ± 0.05 

B 1.36 ± 0.26 

C 1.51 ± 0.02 

D 1.32 ± 1.01 

E 1.41 ± 0.80 

F 1.86 ± 1.19 

 

Resultados expresados como media ± SEM 

 

 

D) Expresión de los resultados  

 

La cuantificación de cada uno de los compuestos presentes en la muestra se calculó a partir 

de la razón entre el área del pico correspondiente a cada uno de los compuestos y el área 

del pico correspondiente al �-Naftol. El valor resultante se interpoló en la función de 

calibración obtenida con los patrones de concentración conocida. La concentración de los 

compuestos conjugados con ácido glucurónico y sulfato se calculó por diferencia entre los 

valores de concentración obtenida en las muestras previamente hidrolizadas con las enzimas 

glucuronidasa y sulfatasa, respectivamente, y las concentraciones de los compuestos libres 

resultantes de las muestras que no fueron sometidas a la hidrólisis enzimática. 

  

 

4.6.12. DETERMINACIÓN DE LAS CONSTANTES FARMACOCINÉTICAS  

 

Las constantes farmacocinéticas se determinaron a partir de la curva de concentración 

plasmática obtenida tras la ingesta de HT a los distintos tiempos estudiados. Para el calculo 

de estas constantes se emplearon las funciones farmacocinéticas de Microsoft Excel (PK 

Functions for Microsoft Excel) suponiendo un modelo de distribución monocompartimental. 

 

Para cada voluntario se calcularon los siguientes parámetros farmacocinéticos: 

 

- La concentración máxima alcanzada en plasma (Cmax) 

- El tiempo en el cual se alcanzó la máxima concentración plasmática (Tmax). 
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- La constante de eliminación (Ke) que se define como la velocidad a la que se elimina 

el compuesto y que viene dada por la pendiente de la zona de descenso de la curva 

de concentración plasmática que se calculó por regresión lineal. 

- Tiempo de vida media plasmática (t1/2): tiempo necesario para que la concentración 

del compuesto en el plasma se reduzca a la mitad y se calculó a partir de la 

constante de eliminación empleando la siguiente fórmula: 

t1/2 = Ln(2) / Ke 

- El área bajo la curva (AUC). Indica la cantidad del compuesto presente en el 

organismo. El área bajo la curva se calculó por el método de los trapecios a partir de 

la curva de concentración plasmática en función del tiempo.  

 

 

4.2.3.13. DETERMINACIÓN DE LA RESISTENCIA A LA OXIDACIÓN DE 

LIPOPROTEÍNAS LDL O “LAGTIME”  

 

La resistencia a la oxidación de las lipoproteínas LDL se determinó empleando un método 

indirecto descrito por Esterbauer et al. (1989) basado en el tiempo que tarda una cantidad 

determinada de lipoproteínas LDL en alcanzar la fase expotencial de propagación cuando es 

oxidada con iones de cobre.  

 

En una cubeta de cuarzo, se tomaron 50 mg de LDL purificada y se llevaron a un volumen 

final de 1 mL con PBS. La cubeta se introdujo en un espectrofotómetro y la absorbancia se 

ajustó a cero. A continuación se añadió sulfato de cobre a una concentración final de 10 mM. 

La formación de dienos conjugados se midió mediante monitorización continua de la 

absorbancia a 234 nm cada 10 minutos y durante 4 horas a 37ºC.  

 

Según este método, en la curva originada durante la oxidación de la LDL por cobre se 

distinguen tres fases (Figura 4.14): una fase de iniciación en el que los antioxidantes 

lipofílicos de la LDL protegen a los lípidos de la oxidación, una fase exponencial de 

propagación en donde los producen rápidamente hidroperóxidos lipídicos ocasionando un 

aumento en la absorbancia a 234 nm, y por último una fase de terminación en donde la 

pendiente de la curva desciende hasta que la absorbancia alcanza un valor máximo.  

 

El tiempo de retardo o “lagtime” se calculó como el punto de intersección entre las dos líneas 

tangentes trazadas en la fase de iniciación y de propagación (figura 4.14). Este tiempo indica 

de forma indirecta el contenido en antioxidantes de la LDL y por tanto su resistencia a la 

oxidación. 
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Figura 4.14. Determinación del “lagtime” de lipoproteínas. 

 

 

4.2.3.14. DETERMINACIÓN DE PROTEÍNAS  

 

La determinación de proteínas de la LDL purificada y de las fracciones del gradiente se 

realizó usando un kit comercial BCATM Protein Assay Kit de Pierce (EEUU). Este método esta 

basado en la reducción de los iones Cu++ a Cu+ por parte de los enlaces peptídicos de las 

proteínas en un medio alcalino. El Cu+ así producido se une a dos moléculas de ácido 

bicinconínico originando un color púrpura que absorbe a 562 nm. En las condiciones de la 

reacción, la absorción del compuesto es proporcional a la concentración de proteínas de la 

muestra. (Smith et al. 1985) 

 

El reactivo de trabajo se preparó en el momento mezclando una parte de una disolución de 

sulfato de cobre al 4% con 50 partes de otra disolución que contenía ácido bicinconínico, 

carbonato sódico, bicarbonato sódico y tartrato sodico en hidroxido sódico 0.1M. La 

determinación se realizó con 50 µL de muestra a los que se les añadió 1 mL de reactivo de 

trabajo. La mezcla se incubó durante 30 minutos en un bloque calefactor a 37ºC. La 

absorbancia resultante se leyó en el espectrofotómetro a 562 nm. Para la cuantificación de 

proteínas se utilizaron soluciones estándares de albúmina sérica bovina en agua cuyas 

concentraciones fueron 0, 0.1, 0.2, 0.4, 1 y 2 mg/mL. La concentración de proteínas de la 

muestra se determinó mediante interpolación del la absorbancia en la función de calibración 

obtenida con los patrones.  
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4.2.3.15. DETERMINACIÓN DE APOLIPOPROTEÍNAS B Y A1 

 

La determinación de las apolipoproteínas B y A1 se realizó mediante un método inmuno-

turbidimétrico de punto final descrito por Tietz (1987) adaptado para ser usado con auto-

analizadores de química-clínica (Olimpus, Irlanda). El método se basa en que las 

apolipoproteinas B o A1 presentes en la muestra reaccionan específicamente con los 

anticuerpos anti-ApoB o Anti-ApoA1 humanas respectivamente para producir complejos 

insolubles que se miden por turbidimetría. La absorbancia de estos complejos es 

proporcional a la concentración de estas apolipoproteínas en la muestra. 

 

 

4.2.3.16. ELECTROFORESIS DE LIPOPROTEÍNAS EN GEL DE AGAROSA  

 

Se utilizó un kit de electroforesis de lipoproteínas (LIPO) Paragon® diseñado para la 

separación de lipoproteínas en el suero humano. Esta técnica usa la electroforesis en geles 

de agarosa tamponado para separar las lipoproteínas humanas en cuatro zonas o fracciones: 

Quilomicrones, lipoproteínas beta (correspondiente a las LDL), lipoproteínas pre-beta 

(correspondientes a las VLDL) y lipoproteínas alfa (correspondientes a las HDL).  

 

Los grupos de fracciones obtenidas en el gradiente se depositaron en los pocillos de un gel 

de agarosa al 0.5 % en tampón barbital 1.0% y se dejaron reposar durante 5 minutos. El gel 

se colocó, en una cubeta de electroforesis conteniendo tampón Barbital (10 mM de ácido 

dietilbarbitúrico, 50 mM de sal sodica del ácido dietilbarbitúrico). La cubeta se conecto a una 

fuente de alimentación y el gel se sometió a una corriente eléctrica de 100V durante 30 

minutos. Una vez finalizada la electroforesis las lipoproteínas del gel se inmovilizaron 

sumergiendo el gel en una solución fijadora compuesta por alcohol, agua y ácido acético 

glacial (60:30:10) durante 5 minutos. El gel se secó sobre papel y la distribución de 

lipoproteínas se visualizó tiñendo el gel con un colorante Sudan Black 0.07% (P/P), durante 5 

minutos sucedido de 3 lavados en alcohol al 45%.  

 

 

4.2.3.17. OBTENCIÓN DE ARN 

 

A) Extracción:  

 

Para la extracción de ARN se empleó el método de extracción con TRIzol (Gibco BRL Life 

technologies, EEUU) según el método descrito por Chomczynski y Sacchi (1987). El ARN se 

aisló a partir de 100 mg de tejido hepático que se homogeneizaron en 1 mL de TRIzol con 

ayuda de un homogeneizador eléctrico. Las muestras homogeneizadas se incubaron durante 

5 minutos a temperatura ambiente para permitir la disociación de los complejos de 
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nucleoproteínas. A continuación se añadieron 200 �L de cloroformo, los tubos se agitaron a 

mano vigorosamente durante 15 segundos y se mantuvieron durante 3 minutos a 

temperatura ambiente. Después las muestras se centrifugaron a 12000 g durante 15 minutos 

a 4ºC. El ARN se recuperó con una pipeta a partir de la fase acuosa situada en la parte 

superior del tubo cuyo volumen fue de aproximadamente el 60% del volumen del TRIzol 

utilizado en la homogenización. Esta fase acuosa se transfirió a un tubo limpio y el ARN se 

precipitó añadiendo 500 �L de isopropanol y posterior incubación a temperatura ambiente 

durante 10 minutos. Los tubos se centrifugaron a 12000 g durante 10 minutos a 4ºC. El 

sobrenadante se aspiró con cuidado y al precipitado de ARN se le anadió con 1 mL de etanol 

al 75%, se agitó y se centrifugó a 7500 g durante 5 minutos a 4ºC. El sobrenadante se aspiró 

de nuevo y el precipitado de ARN se secó durante unos 10 minutos. El ARN obtenido se 

disolvió en 100 �L agua libre de ARNasas incubando a 55ºC durante 10 minutos. 

 

B) Limpieza: 

 

La limpieza del ARN se llevó a cabo con el Kit Rneasy® Mini (Quiagen). Este método de 

limpieza se basa en la adsorción selectiva del ARN a una membrana de silicagel mediante la 

utilización de tampones salinos y etanol, que son eliminados por centrifugación. A 100 �L de 

muestra de ARN se añadieron 350 �L de tampón RTL (Qiagen, EEUU. fórmula privada), al 

que previamente se le habían añadido un 1% de �-mercaptoetanol. La mezcla se agitó 

suavemente y se añadieron 250 �L de etanol al 96%, se mezcló suavemente con la pipeta y 

se traspasó todo a una columna Rneasy que se centrifugó 15 segundos a 8000 g. El filtrado 

se desechó, se añadieron sobre la columna 500 �L de tampón RPE (Qiagen, EEUU. fórmula 

privada) y se centrifugó a 8000 g durante 15 segundos. Se desechó de nuevo el filtrado, se 

añadieron otros 500 �L de tampón RPE y se centrifugó a máxima velocidad durante 2 

minutos. Se desechó otra vez el filtrado y se volvió a centrifugar a máxima velocidad durante 

1 minuto para secar completamente la columna. La columna se colocó sobre un tubo nuevo 

de 1.5 mL libre de ARNasas, se añadieron  cuidadosamente 30 �L de agua libre de 

ARNasas sobre la membrana, se incubó durante un minuto y se centrifugó a 8000 g durante 

1 minuto recuperándose el ARN en el filtrado.  

 

C) Cuantificación: 

 

El ARN obtenido se cuantificó mediante espectrofotometría utilizando la convención de que 1 

unidad de densidad óptica a 260 nm equivale a 40 �g de ARN por mL: 

 

Concentración de ARN en la muestra = 40 x A260 x Factor de dilución 

 

La relación de absorbancias 260/280 fue siempre cercana a 2.0 lo que indicó que el ARN 

obtenido tenía la pureza adecuada para la realización del estudio genómico.  
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D) Electroforesis en gel de agarosa: 

 

Para comprobar la correcta extracción y la integridad del ARN obtenido en la purificación a 

partir de los hígados de ratón se realizó una electroforesis en gel de agarosa. 

 

Se preparó un gel de agarosa al 2% en TAE (40 mM de tris-acetato, 1mM EDTA) y se 

introdujo en una cubeta de electroforesis conteniendo tampón TAE hasta cubrir 

completamente el gel. En cada pocillo se cargaron 5 �l de muestra (mínimo 1 �g de ARN) 

previamente mezcladas en proporción 1:5 con tampón de carga (Blue/orange Loading Dye 

6x de Promega, EEUU) y se conectó a una fuente de alimentación a 80V durante 

aproximadamente 30 minutos. A continuación el gel se introdujo en una solución acuosa de 

bromuro de etidio durante 15 minutos y se observó bajo luz ultravioleta utilizando un 

analizador de imágenes. 

 

 

4.2.3.18. ANALISIS DE LA EXPRESIÓN GENICA DE LOS ARN DE RATON CON 

SISTEMA MICROARRAY 

 

Se estudiaron los efectos del HT en la expresión génica de ratones empleando un sistema 

microarray y microchips “Genechip Murine Genome U74Av2 Array” de Affymetrix. Este 

sistema permite el análisis simultaneo de la expresión de 12422 genes. Las distintas fases 

del procedimiento vienen reflejadas en el esquema de la figura 4.15.  

 

A) Obtención de ARN marcado con biotina 

 

En primer lugar, a partir de 10 �g de ARN total de cada una de las muestras se sintetizó la 

primera cadena de ADN utilizando un kit enzimático de retrotranscriptasa y oligonucleotido 

T7-oligo dT, de Invitrogen Life Technologies (EEUU). A partir de esta se sintetizó la segunda 

hebra de ADN con una ADN polimerasa y una ADN ligasa. El ADN obtenido se purificó 

utilizando un kit específico de Genechip (Sample cleanup Module, de Affymetrix, EEUU). A 

continuación, utilizando como molde esta cadena de ADN, se sintetizó de nuevo ARN 

mensajero empleando una ARN polimerasa y un ribonucleótido marcado con biotina de 

manera que el ARN resultante quedará marcado con la misma. El ARN mensajero obtenido 

se purificó y se cuantificó según se ha descrito en el apartado 4.2.3.17. Finalmente 15 mg de 

cada preparación se fragmentaron mediante calentamiento a 94ºC quedando listo para su 

hibridación del Genechip Murine Genome U74Av2 Array de Affymetrix. 
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Figura 4.15. Esquema general del procesado de muestras de ARN para su hibridación 

con el GeneChip® de Affymetrix 
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B) Hibridación con el test de prueba 

 

Previo al análisis en el Murine Genome U74Av2 Array se comprobó la calidad de las mezclas 

de hibridación preparadas mediante su hibridación con un array de prueba (Test3 Array). La 

calidad de las mezclas de hibridación se evaluó usando los datos de lectura obtenidos a 

partir de genes constitutivos (gliceraldehido-3-fosfato deshidrogenasa y beta-actina) y de 

sondas control adicionadas a las muestras previamente (“Spike controls”). Los resultados de 

los Test3 Array para las muestras analizadas en este estudio indicaron que las mezclas de 

hibridación proporcionaban la sensibilidad requerida y que la calidad de los ARNs era la 

óptima para el abordaje del experimento de análisis de la expresión.  

 

C) Hibridación del ARN marcado con biotina con los microchips y lectura de los datos 

obtenidos. 

 

La hibridación se llevó a cabo incubando los ARN marcados con biotina obtenidos en las 

etapas anteriores con los fragmentos de oligonucleotidos complementarios incluidos sobre el 

soporte sólido del microchip.  

 

Se preparó la siguiente mezcla de hibridación conteniendo el ARN marcado con biotina de 

acuerdo con la siguiente tabla: 

 

Componente Volumen Concentración     
Final 

ARN marcado con biotina y fragmentado 15 µg 0.05 µg/µl 

Control Oligonucleotido B2(3 nM) 5 µl 50 pM 

20X controles de hibridación de eucariotas 
(bioB,bioC,bioD,cre) 15 µl 1.5,5,25 and 100 pM 

Herring Sperm ADN (10 mg/ml) 3 µl 0.1 mg/ml 

Albumina serica bovina acetilada (50 mg/ml) 3 µl 0.5 mg/ml 

2X tampón de hibridación 150 µl 1X 

Agua Csp. 300 µl  

Volumen final 300 µl  

 

La mezcla se calentó a 99ºC durante 5 minutos e inmediatamente después se llevó a cabo la 

hibridación con el microchip en un horno de hibridación ajustado a 60 rpm. durante 16 horas 

a 45ºC. Una vez transcurrida la hibridación el chip se colocó en la estación fluídica, 

previamente preparada según los protocolos del fabricante, donde se llevó a cabo la limpieza 

del chip y una tinción con soluciones de estreptavidina y ficoeritrina. La fluorescencia emitida 
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por el ARN de las muestras unidos a la sonda de los microchips se determinaron usando un 

escáner de array.  

 

El software utilizado para el procesamiento de los chips y de los resultados fue el Microarray 

Suite versión 5.0 (Affymetrix®, EEUU) 

 

El procesado de las muestras de ARN y su posterior análisis con el GeneChip de Affymetrix 

fue llevado a cabo en MedPlant Genetics (Bilbao).  

 

 

4.2.3.19. ANÁLISIS ESTADÍSTICO DE LOS RESULTADOS  

 

Todos los resultados se han expresado como media ± error estándar de la media (EEM). 

Todos los datos obtenidos en esta Memoria Doctoral, a excepción de los resultados de 

expresión génica, fueron analizados usando el programa SPSS (versión 10.1, Chicago, 

EEUU). 

 

a) Para el análisis estadístico de los datos del estudio con modelo animal de aterosclerosis 

se comprobó si los valores seguían o no una distribución normal mediante el test 

Kolmoronow-Smirnoff. La mayoría de los datos no mostraron una distribución normal por lo 

que usaron test no paramétricos para el análisis de los mismos: 

- Se compararon los grupos A, C y H entre si mediante la prueba de Krustal-Wallis 

seguido del test de U de Mann-Whitney. 

- Se compararon los grupos CC, AA, AC, AV y AH entre si mediante la prueba de 

Krustal-Wallis seguido del test de U de Mann-Whitney. 

En todos los casos el nivel de significación estadística se estableció en P<0.05 

 

b) El análisis estadístico de los datos obtenidos en los estudios de absorción del HT en 

animales y humanos y los datos del estudio de afinidad del HT por las lipoproteínas 

plasmáticas humanas, se realizó mediante un ANOVA de una vía seguido de un test de 

Bonferroni. En todos los casos el nivel de significación estadística se estableció en P<0.05 

 

d) El análisis de los cambios en la expresión génica producidos por el HT fueron analizados 

con el software Microarray Suite versión 5.0 (Affymetrix®, EEUU) mediante una serie de 

algoritmos estadísticos: 

 

- Análisis simple de los array: Indica el perfil de expresión génica de las muestras 

analizadas y clasifica los genes expresados en presentes, marginales o ausentes en 

función de la señal obtenida y según el valor de significación estadística obtenido del 

test de Wilconxon (Figura 4.16.) 
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PRESENTE AUSENTEMARGINAL

0.00 0.04 0.06 1.00

Valor “P” de detección

PRESENTE AUSENTEMARGINAL

0.00 0.04 0.06 1.00

Valor “P” de detección  
Figura 4.16. Valores de significación para la detección en el análisis simples de los 

array. 

 

- Análisis comparativo de los array: Indica los cambios en la expresión génica entre 

las muestras experimentales (1 mg o 10 mg) y la muestra control, que se considera 

expresión basal. El análisis genera un valor cuantitativo para cada cambio en el nivel 

de expresión en la muestra A respecto a la muestra B y cada cambio en la expresión 

del transcrito es clasificado cualitativamente como: aumentado, poco aumentado, sin 

cambio, poco disminuido o disminuido en función de un valor de probabilidad de 

cambio dado por el test de Wilconxon. 

 

AUMENTADO SIN CAMBIOMARGINAL

0.0000 0.0025 0.9970 1.0000

Valor “P” de probabilidad de cambio

DISMINUIDO

0.0030 0.9975

MARGINALAUMENTADO SIN CAMBIOMARGINAL

0.0000 0.0025 0.9970 1.0000

Valor “P” de probabilidad de cambio

DISMINUIDO

0.0030 0.9975

MARGINAL

 
Figura 4.17. Valores de significación para la probabilidad de cambio de los array. 

 

 

4.3. CONSIDERACIONES ÉTICAS  

 

Todos los animales de experimentación empleados en los diferentes estudios fueron 

supervisados por personal veterinario especialista. La experimentación y las condiciones de 

la misma se llevaron a cabo de acuerdo con RD 223/1988 de 14 de Marzo, sobre “protección 

de los animales utilizados para experimentación y otros fines científicos”.  

 

Los estudios con voluntarios humanos contaron antes de ser realizados con un informe 

favorable del Comité Ético de Investigación Clínica de Puleva Biotech S.A. y en todo 
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momento se realizaron bajo condiciones de respeto a los derechos fundamentales de la 

persona y a los postulados éticos que afectan a la investigación biomédica con seres 

humanos, siguiéndose a estos efectos los contenidos en la declaración de Helsinki y 

sucesivas actualizaciones. Los voluntarios firmaron antes de su inclusión en el estudio un 

consentimiento informado, libremente expresado, en los términos del artículo 12 del Real 

Decreto 561/1993 de 16 de Abril. 



 



 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
 
 

Resultados 
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5.1. EFECTOS DEL HIDROXITIROSOL EN UN MODELO EXPERIMENTAL 

DE ATEROSCLEROSIS INDUCIDA POR DIETA. 

 

 

5.1.1 ADAPTACIÓN DE LOS ANIMALES A LA DIETA. 

 

Todos los animales de experimentación finalizaron el estudio en los tiempos establecidos. La 

figura 5.1.1. muestra la evolución en el peso de los conejos de los distintos grupos 

experimentales. Al inicio del estudio, la media de peso de los animales de experimentación 

fue de 2.673 ± 0.025 Kg. No se encontraron diferencias significativas en el peso inicial entre 

los distintos grupos. Una vez iniciado el estudio, los animales fueron incrementando su peso 

gradualmente y no se observaron variaciones significativas en la evolución del mismo. 

Transcurrido el primer mes del estudio, los animales incrementaron su peso hasta 3.342 ± 

0.034 Kg, mientras que aquellos que continuaron hasta el final del segundo mes (grupos CC, 

AA, AC, AV y AH) lo incrementaron hasta 3.522 ± 0.050 Kg. 

 

0

1

2

3

4

C A H CC AA AC AV AH

P
es

o 
(K

g)

Inicial 1 mes 2 meses

 
 

Figura 5.1.1. Evolución del peso de los conejos de los distintos grupos 

experimentales. 
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5.1.2. EXAMEN MACROSCÓPICO. 

 

Los plasmas de los conejos con aterosclerosis inducida por la dieta (grupos A, H, AA, AC, 

AV y AH) presentaban un color lechoso y una gran turbidez debido a la elevada 

concentración de lípidos, muy diferente de los plasmas de los conejos de los grupos control 

(grupos C y CC) con un color anaranjado y transparente característico (Figura 5.1.2).  

 

 

 
 

Figura 5.1.2. Plasma representativo de los conejos ateroscleróticos (izquierda) y 

control (derecha). 

 

El examen interno de los animales sacrificados mostró una gran acumulación de lípidos en 

los órganos de aquellos animales alimentados con la dieta rica en colesterol y grasa 

saturada. Los hígados mostraron un color blanquecino y en algún caso aislado un color 

amarillo indicativo de una posible lesión hepática. Cabe destacar de este examen 

macroscópico, que los animales del grupo AH, a los que se administró hidroxitirosol durante 

el segundo mes de estudio, mostraron un hígado de aspecto similar al de los conejos 

controles (figura 5.1.3., representativa de los hígados de los distintos grupos animales). 
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Figura 5.1.3.  Aspecto macroscópico de los hígados de los conejos alimentados con 

las distintas dietas. a) grupo CC; b) grupo AA; c) grupo AC y d) grupo AH. 

 

 

5.1.3. PERFIL DE ÁCIDOS GRASOS DEL PLASMA. 

 

Las tablas 5.1.1. y 5.1.2. muestran los porcentajes de ácidos grasos mayoritarios del plasma 

transcurridos un mes (grupos C, A, H) o dos meses (grupos CC, AA, AC, AV y AH) de 

consumo de las distintas dietas del presente estudio. 

 

Al final del primer mes de estudio, la composición en ácidos grasos del plasma se modificó  

en función de las diferentes dietas administradas a los conejos. Los animales del grupo C, 

alimentados con una dieta rica en aceite de girasol, presentaron el mayor porcentaje de 

ácido linoleico (C18:2n6) y AGPI, sin embargo también este grupo fue el que mostró el 

mayor porcentaje de AGS a pesar de que el contenido de estos ácidos grasos en la dieta era 

reducido (15.2%). Por otra parte los conejos del grupo A, alimentados con la dieta 

enriquecida en colesterol y manteca de cerdo (conteniendo un 38.3% de grasa saturada), 

mostraron un mayor porcentaje de ácido oleico (C18:1n9) y AGMI. La composición en ácidos 

grasos del plasma de los grupos A y H fue muy similar lo que indicó que la administración de 

HT junto a la dieta A no produjo ningún cambio significativo en el perfil de ácidos grasos en 

plasma. 
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Tabla 5.1.1. Composición de ácidos grasos en plasma de conejos (expresados como 

porcentaje del total) transcurridos un mes de consumo de las distintas dietas 

experimentales.  

 

  GRUPO / DIETA  

 C A H 

C16:0 24.12 ± 0.57 25.29 ± 0.45 24.37 ± 0.48 

C16:1 1.84 ± 0.22 a 4.45 ± 0.57 b 3.41 ± 0.35 b 

C18:0 9.38 ± 0.40 8.92 ± 0.39 9.15 ± 0.19 

C18:1n9 20.75 ± 1.19 a 29.75 ± 1.25 b 30.51 ± 0.69 b 

C18:2n6 31.30 ± 0.77 a 21.02 ± 1.01 b 22.26 ± 0.77 b 

C18:3n3 1.82 ± 0.11 a 2.62 ± 0.12 b 2.68 ± 0.13 b 

AGS 41.00 ± 0.76 a 37.12 ± 0.71 b 36.88 ± 0.50 b 

AGMI 22.81 ± 1.40 a 36.22 ± 1.84 b 35.83 ± 0.99 b 

AGPI 36.19 ± 1.02 a 26.65 ± 1.28 b 27.27 ± 0.87 b 

n6/n3 15.57 ± 0.51 a 7.72 ± 0.49 b 8.21 ± 0.42 b 

 

Grupos experimentales  C, A y H alimentados durante un mes con las dietas C, A y A con 4 

mg/Kg de HT administrado por vía oral, respectivamente. AGS: ácidos grasos saturados; 

AGMI: ácidos grasos monoinsaturados; AGPI: ácidos grasos poliinsaturados. Los resultados 

se expresan como media ± EEM. Valores con distinto superíncide son significativamente 

diferentes (P<0.05). 

 

En la segunda parte del estudio, los conejos de los grupos CC y AC, alimentados con la 

dieta de aceite de girasol durante el segundo mes, presentaron el mayor porcentaje de ácido 

linoleico (C18:2n6) y AGPI. Los animales del grupo AC mostraron un mayor porcentaje de 

ácido palmitoleico (C16:1; P=0.009), ácido oleico (C18:1; P=0.003) y AGMI (P=0.002) a 

expensas de un menor porcentaje de AGS (P=0.001), en comparación con los conejos que 

no fueron alimentados con la dieta aterogénica (AC vs. CC). Los conejos del grupo AV, 

alimentados con la dieta de aceite de oliva virgen, fueron los que presentaron el mayor 

porcentaje de ácido oleico (C18:1n9) y AGMI. La administración de HT a los conejos 

ateroscleróticos junto con la dieta C (grupo AH) produjo cambios modestos, aunque 

significativos, en el perfil de ácidos grasos del plasma (grupo AH vs. AC). Así, en el grupo AH 

se encontró un mayor porcentaje plasmático de ácido palmitoleico (C16:1; P=0.037) y 

menores porcentajes de ácido esteárico (C18:0), ácido linoleico  (C18:2n6) (ambos 

P=0.049), y AGPI (P=0.037). También se observó una tendencia al aumento en el porcentaje 
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de acido oleico (P=0.064) y AGMI (P=0.065). Los conejos alimentados durante uno o dos 

meses con la dieta C (grupos C y CC) mostraron perfiles similares de ácidos grasos en 

plasma, al igual que lo hicieron los grupos A y AA alimentados respectivamente durante 1 ó 

2 meses con la dieta aterogénica.  

 

Tabla 5.1.2. Composición de ácidos grasos en plasma de conejos (expresados como 

porcentaje de la grasa total) transcurridos dos meses de consumo de las distintas 

dietas experimentales.  

   GRUPO   

 CC AA AC AV AH 

C16:0 23.52 ± 0.63 ªb  24.14 ± 0.52 a  22.66 ± 0.80abc 22.12 ± 0.63 bd 21.04 ± 0.62 cd 

C16:1 1.54 ± 0.19 ª 4.06 ± 0.41 bc 3.50 ± 0.72 b 3.78 ± 0.28 b 4.94 ± 0.38 c 

C18:0 10.52 ± 0.59 ª 8.16 ± 0.17 b 7.10 ± 0.36 c 7.90 ± 0.42 bc 6.41 ± 0.31 d 

C18:1n9 18.61 ± 1.17 ª 32.81 ± 0.79 b 29.02 ± 1.27 c 37.97 ± 1.42 d 31.75 ± 0.88 bc 

C18:2n6 30.39 ± 1.04 ª 21.73 ± 0.50 b 29.03 ± 0.83 ª 18.35 ± 0.89 c 26.61 ± 0.49 d 

C18:3n3 1.60 ± 0.09 ª 2.59 ± 0.15  b 1.82 ± 0.10 ªc 1.67 ± 0.09 ªc 1.94 ± 0.13 c 

AGS 44.17 ± 1.10 ª 35.04 ± 0.61 b 32.97 ± 1.19 bc 34.60 ± 1.07 b 30.64 ± 1.02 c 

AGMI 20.25 ± 1.36 ª 38.43 ± 0.96 b 33.18 ± 1.88 c 43.41 ± 1.62 d 37.86 ± 1.17 bc 

AGPI 35.57 ± 1.06 ª 26.52 ± 0.51 b 33.85 ± 0.96 ª 21.99 ± 0.87 c 31.50 ± 0.49 d 

n6/n3 15.28 ± 0.80 ª 8.38 ± 0.77 b 14.55 ± 0.71 ªc 8.54 ± 0.58 b 12.39 ± 0.68 c 

 

Grupo CC alimentado durante dos meses con dieta C; Grupos AA, AC, AV y AH alimentados 

durante el el primer mes con la dieta A y durante el segundo mes con la dieta A, C, V y C+HT 

administrado por vía oral, respectivamente. Los resultados se expresan como media ± EEM. 

Valores con distinto superíndice son significativamente diferentes (P<0.05). 

 

 

5.1.4. COMPOSICIÓN LIPÍDICA DEL PLASMA. 

 

Las tablas 5.1.3. y 5.1.4. muestran las concentraciones plasmáticas de colesterol total (CT), 

triglicéridos (TG), colesterol HDL (C-HDL) y el ratio CT/C-HDL de los conejos de los distintos 

grupos experimentales transcurridos uno o dos meses de ingesta de las dietas 

experimentales, respectivamente. 
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La administración de la dieta A durante un mes produjo una gran elevación de los lípidos 

plasmáticos: El CT del plasma de los conejos del grupo A se incrementó 25 veces y los 

valores de TG aumentaron 7 veces respecto a los del grupo control (P=0.001, A vs. C). No 

se encontraron cambios significativos en la concentración de C-HDL del plasma entre los 

grupos del estudio transcurrido el primer mes. Sin embargo, el ratio CT/C-HDL fue 30 veces 

superior en el grupo aterosclerótico con respecto al control (P=0.001, C vs. A). La 

administración de 4 mg/Kg de HT junto con la dieta A durante un mes no produjo cambios 

significativos en la composición lipídica del plasma respecto al grupo A.  

 

Tabla 5.1.3. Composición lipídica del plasma de los conejos transcurrido un mes de 

consumo de las distintas dietas experimentales. 

  GRUPO / DIETA  

 C A H 

TG (mg/dL) 54 ± 6 a 394 ± 44 b 456 ± 33 b 

CT (mg/dL) 80 ± 9 a 2046 ± 330 b 2229 ± 103 b 

C-HDL (mg/dL) 23 ± 1 a 20 ± 2 b 21 ± 3 b 

CT/C-HDL 3.4 ± 0.3 a 104.3 ± 18.3 b 125.0 ± 16.6 b 

Los grupos C, A y H consumieron durante un mes las dietas C, A y A+HT, respectivamente. 

Los resultados se expresan como media ± EEM.  Valores con distinto superíndice son 

significativamente diferentes (P<0.05) 

 

En la segunda parte del estudio, aquellos animales que continuaron con la dieta aterogénica 

durante un mes adicional (grupo AA) presentaron las concentraciones plasmáticas más 

elevadas de CT y TG, así como de el ratio CT/C-HDL. La eliminación del colesterol y la 

sustitución parcial de la grasa saturada de la dieta por grasas insaturadas (grupos AC, AV y 

AH) produjo una reducción general de los lípidos del plasma respecto al grupo AA: la 

concentración de TG disminuyó un 57% (P=0.001) en el grupo AC, un 63% (P=0.010) en el 

grupo AV y un 78% (P=0.001) en el grupo AH. Asimismo, la concentración de CT se redujo 

un 45% (P=0.001) en el grupo AC, un 54% (P=0.003) en el grupo AV y un 68% (P=0.001) en 

el grupo AH. El grupo AH fue por lo tanto el que mostró la mayor reducción en las 

concentraciones plasmáticas de CT y TG. La administración diaria de HT junto con la dieta C 

durante un mes a los conejos  ateroscleróticos (grupo AH), redujo la concentración de TG del 

plasma en un 48% con respecto al grupo AC (P=0.002) alcanzando valores próximos al 

intervalo de normalidad medido en conejos sanos (Grupo CC). La administración de HT 

redujo la concentración de CT en un 42% (P=0.015) y duplicó la concentración de C-HDL 

(P=0.001) comparados con el grupo AC. Así mismo, el ratio CT/C-HDL fue el menor de todos 

los grupos ateroscleróticos. 
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Tabla 5.1.4. Composición lipídica del plasma de conejos transcurridos dos meses de 

consumo de  las distintas dietas experimentales. 

   GRUPO   

 CC AA AC AV AH 

TG (mg/dL) 66 ± 10 a 278 ± 34 b 119 ± 8 c 102 ± 38 ac 61 ± 9 a 

CT (mg/dL) 35 ± 4 a 2427 ± 243 b 1337 ± 132 c 1106 ± 265cd 779 ± 90 d 

C-HDL (mg/dL) 13 ± 2 a 13 ± 1 a 14 ± 1 a 17 ± 2 a 33 ± 1 b 

CT/C-HDL 2.8 ± 0.1 a 204.9 ± 42.4b 95.7 ± 9.7 c 72.2 ± 21.6cd 23.4 ± 2.7 d 

 

Grupo CC alimentado durante dos meses con la dieta C; grupos AA, AC, AV y AH 

alimentados durante el el primer mes con la dieta A y durante el segundo mes con la dieta A, 

C, V y C+HT, respectivamente. Los resultados se expresan como media ± EEM. Valores con 

distinto superíndice son significativamente diferentes (P<0.05). 

 

 

5.1.5. CONCENTRACIÓN DE PERÓXIDOS DEL PLASMA. 

 

Los efectos producidos por las dietas experimentales en la oxidación del plasma se 

determinaron usando malondialdehido (MDA) como marcador de peroxidación lipídica y los 

resultados se muestran en la figura 5.1.4.  

 

El consumo de la dieta aterogénica durante 1 mes incrementó la concentración plasmática 

de MDA hasta 7 veces respecto al grupo que consumía la dieta control (10.42 ± 0.70 µM, 

grupo A vs. 1.42 ± 0.11 µM, grupo C; P=0.002). La administración adicional de HT no produjo 

ningún cambio significativo en este parámetro cuando se comparó con los valores obtenidos 

en el grupo A (9.75 ± 0.89 µM). 

 

Después del segundo mes de consumo de las dietas, la concentración de MDA del plasma 

de los conejos aterogénicos disminuyó en todos los grupos con respecto al grupo A, aunque 

fueron superiores a los encontrados en el grupo CC. No se encontraron diferencias 

significativas entre los grupos AA, AC y AV. La administración diaria de HT redujo 

significativamente un 26% los valores plasmáticos de MDA respecto al grupo AC (4.65 ± 0.26 

µM, grupo AC vs. 3.41 ± 0.33 µM, grupo AH; P=0.021). 
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Figura 5.1.4. Concentración de MDA en el plasma de los conejos de los distintos 

grupos experimentales.  Grupos C, A y H alimentados durante un mes con las dietas C, A y 

A+HT, respectivamente. Grupo CC: dos meses de consumo de la dieta C. Grupos AA, AC, 

AV y AH: el primer con la dieta A y el segundo mes con las dietas A, C, V y C+HT, 

respectivamente. Los resultados se expresan como media ± EEM. Letras distintas en la parte 

superior de las barras indican valores significativamente diferentes (P<0.05) entre los grupos 

de experimentación a un mes (minúsculas) o dos meses (mayúsculas).  

 

 

5.1.6. CAPACIDAD ANTIOXIDANTE DEL PLASMA (CAO). 

 

Los resultados de CAO obtenidos para los distintos grupos experimentales se muestran en la 

figura 5.1.5.  

 

Los animales alimentados con la dieta aterogénica durante un mes mostraron una CAO del 

plasma muy inferior a la obtenida en el grupo control (116 ± 4 µM, grupo C vs. 19 ± 9 µM,  

grupo A; P=0.003). Sin embargo, cuando además de la dieta aterogénica se administró HT 

los valores de CAO alcanzados fueron significativamente mayores (67 ± 8 µM grupo H vs 19 

± 9 µM,  grupo A; P=0.016) aunque sin llegar a alcanzar los valores obtenidos en los 

animales sanos. 

 

Durante el segundo mes de estudio los animales que continuaron con la dieta A (grupo AA) 

presentaron una CAO superior con respecto al primer mes de consumo de esa misma dieta 

(grupo A) (77 ± 9 µM, grupo AA vs. 19 ± 9 µM, grupo A; P=0.003). Los conejos alimentados 

con las distintas dietas no aterogénicas presentaron valores similares a los obtenidos en 
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animales sanos: 112 ± 5 µM del grupo CC, 114 ± 4 µM del grupo AC y 114 ± 3 del grupo AV. 

La administración diaria de HT durante este segundo periodo (grupo AH) produjo un 

incremento en la CAO que alcanzó valores de 147 ± 1 µM de Trolox, estadísticamente 

significativos respecto a los obtenidos en animales sanos (P=0.001, grupos AH vs. CC) y un 

30% superiores a los encontrados en el grupo AC (P=0.001, grupos AH vs. AC). 
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Figura 5.1.5. Capacidad antioxidante del plasma de los conejos de los distintos grupos 

experimentales. Grupos C, A y H alimentados durante un mes con las dietas C, A y A+HT, 

respectivamente. Grupo CC: dos meses de consumo de la dieta C. Grupos AA, AC, AV y AH: 

consumo de dieta A durante el primer mes y de las dietas A, C, V y C+HT durante el 

segundo mes, respectivamente. Los resultados se expresan como media ± EEM. Letras 

distintas en la parte superior de las barras indican valores significativamente diferentes 

(P<0.05) entre los grupos de experimentación a un mes (minúsculas) o dos meses 

(mayúsculas).  

 

 

5.1.7. ANÁLISIS HISTOLÓGICO Y MORFOMÉTRICO DE LA AORTA. 

 

La administración de las diferentes dietas a los animales experimentales afectó de manera 

diferente a la morfología del cayado aórtico (Tabla 5.1.5). 
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El análisis histológico de las aortas de los grupos C y CC (figura 5.1.6., tinción de Masson) 

mostró la estructura típica de una arteria sana, caracterizada por tener una capa íntima 

imperceptible quedando el endotelio en contacto con la capa media, compuesta por fibras 

musculares que aparecen de color violáceo-rojo, y una capa adventicia formada 

principalmente por tejido conectivo que aparece de color verde.  

 

Capa endotelial

Capa media

Capa adventicia

Capa endotelial

Capa media

Capa adventicia

 
 

Figura 5.1.6. Micrografía (20x) típica de sección de cayado aórtico de grupos control.   

Tinción de Masson.  

 

Después de un mes de consumo de dieta aterogénica, la capa intima de la aorta apareció 

ligeramente engrosada y discontinua (figura 5.1.8., A). El grupo alimentado con la dieta A al 

que también se administró HT (Grupo H) presentó un engrosamiento menor de la capa 

íntima, que también apareció discontinua por lo que la mayor parte del endotelio quedaba en 

contacto con la capa media (figura 5.1.8., H). El análisis morfométrico (Tabla 5.1.5) mostró  

una diferencia significativa en el área de la capa intima de las arterias de los conejos del 

grupo H con respecto al grupo A (P=0.043). 

 

Los animales alimentados durante dos meses con la dieta A (grupo AA) presentaron una 

estructura de arteria caracterizada por presentar una capa íntima muy engrosada y uniforme 

con abundantes vacuolas y donde se observo además la presencia de fibrillas elásticas en 

las zonas próximas a la luz arterial (Figura 5.1.8., AA. Señaladas con flechas) indicativo de 

un estado más avanzado de la lesión (placa fibrosa). Los animales ateroscleróticos 

alimentados durante el segundo mes con las dietas no aterogénicas (grupos AC y AV) 

mostraron igualmente un engrosamiento de la capa íntima que en algunos casos fue 

uniforme y en otros discontinuo. En todas las preparaciones microscópicas, la capa íntima, 

formada principalmente por colágeno, presentaba zonas con células claras, probablemente 

ricas en lipidos. Al igual que en el grupo AA, en las preparaciones teñidas con orceína de las 

aortas del grupo AC se pudieron observar pequeños haces de fibras elásticas con una 

disposición similar a la capa media en el borde de la íntima, próximo a la luz arterial, lo que 

indicó un mayor avance de la lesión aterosclerótica (figura 5.1.8, AC: señaladas con flechas).  
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Las secciones de cayado aórtico de los conejos a los que se administró HT (grupo AH) se 

caracterizaron por presentar una capa íntima discontinua, con unas regiones muy 

engrosadas y otras zonas con una capa íntima muy reducida quedando el endotelio en 

contacto directo con la capa media. En ninguna de las arterias del grupo AH se observaron 

fibras elásticas en las zonas próximas a la luz arterial lo que indicó que se produjo un menor 

grado de lesión en este grupo con respecto al AC. El análisis morfométrico (Tabla 5.1.5.) 

reveló que el área total de la aorta, así como del área de la capa íntima fueron 

significativamente menores en el grupo AH comparado con grupo AC (ambos P=0.000, AC 

vs. AH) (Figura 5.1.7). 

 

 

AHAC AHAC

 

Figura 5.1.7. Micrografías (20x) de secciones de cayado aórtico de grupos AC y AH.   

Tinción de Masson 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

(Pagina siguiente): 

�Figura 5.1.8. Micrografías de secciones de cayado aórtico de grupos los grupos A, 

H, AA, AC, AV, AH. Tinción con Orceína. A, 10x; B, 20x. Las flechas indican la presencia de 

fibras elásticas en las zonas próximas a la luz arterial. 
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5.2. ESTUDIO DE LA ABSORCIÓN DE HIDROXITIROSOL EN RATAS. 
 

La figura 5.2.1. muestra los cromatográmas representativos resultantes del análisis por CG-

EM de los plasmas de ratas antes de la administración de HT (A), y después de 10 minutos 

de la administración del compuesto (B). No se detectaron los picos correspondientes al HT ni 

ninguno de sus metabolitos en el plasma de las ratas a los que no se les administró el 

compuesto (Figura 5.2.1.A). La administración por vía oral de 25 µmoles de HT en solución 

acuosa, produjo la aparición de cuatro nuevos picos en el cromatograma (figura 5.2.1.B) 

correspondientes a HT, alcohol homovanílico (HvOH), ácido homovanílico (HvAc) y ácido 

dihidroxifenil acético (DHPA) (D’Angelo et al., 2001). Estos picos fueron identificados en 

función de los tiempos de retención y espectros de masas caracteristicos obtenidos a partir 

de compuestos puros comerciales. 
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Figura 5.2.1. Cromatogramas (CG-EM) de plasma de rata basal (A) y plasma obtenido a 

los 10 minutos de la administración oral de 25 µmoles de HT. 1: estándar interno (�-

naftol); 2: HvOH; 3: HT; 4: HvAc; 5: DHPA. 

 

La figura 5.2.2. muestra a estructura del HT (3,4-dihidroxifenil etanol) y sus metabolitos 

derivados detectados en el plasma de ratas: el HvOH (4-hidroxi-3-metoxi feniletanol) 

incorpora un grupo metilo en el hidroxilo situado en posición 3 del HT; El HvAc (4-hidroxi-3-
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metoxi fenilacético) y el  DHPA (3,4-dihidroxi fenilacético) resultan de la oxidación del grupo 

etanólico del HvOH y el HT, respectivamente. 
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Figura 5.2.2. Estructura de los distintos metabolitos del HT detectados en el plasma de 

ratas.  

 

La tabla 5.2.1. indica las concentraciones medias de HT, HvOH, HvAc y DHPA en el plasma 

de ratas antes y después de la administración de HT. Tanto el HT como sus metabolitos 

estaban presentes en el plasma de las ratas a los 5 minutos de su administración oral y las 

concentraciones más elevadas correspondieron a los metabolitos ácidos lo que indicó que el 

HT se absorbió y se metabolizó rápidamente. 

 

Tabla 5.2.1. Concentración plasmática del HT y sus metabolitos derivados antes y 

después de la administración por vía oral de 25 µmoles de HT. 

 

Tiempo HT HvOH HvAc DHPA SUMA 

0 0.00 ± 0.000 0.00 ± 0.000. 0.00 ± 0.000 0.00 ± 0.000 0.00 ± 0.000 

5 0.90 ± 0.663 0.83 ± 0.324 19.25 ± 5.24 29.64 ± 10.37 50.62 ± 16.41 

10 2.19 ± 2.059 2.08 ± 0.955 20.35 ± 8.47 15.31 ± 6.18 39.94 ± 17.24 

15 0.054 ± 0.022 0.53 ±0.117 7.12 ± 2.74 4.11 ± 2.13 11.82 ± 4.80 

30 0.052 ± 0.013 0.16 ± 0.071 9.68 ± 4.20 4.55 ± 1.84 14.45 ± 6.08 

60 0.012 ± 0.006 0.072 ± 0.049 4.83 ± 2.94 1.73 ±0.68 6.64 ± 3.67 

120 0.029 ± 0.026 0.025 ± 0.025 3.05 ± 1.50 1.32 ± 0.50 4.42 ± 1.97 

 

Concentraciones expresadas en µmol/L. Valores expresados como media ± EEM. 

 

Las curvas de concentración plasmática promedio obtenidas para el HT, HvOH, HvAc y 

DHPA están representadas en la figura 5.2.3. y los principales parámetros farmacocinéticos 

estimados a partir de las curvas de concentración plasmática promedio de todos estos 
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compuestos, se indican en la tabla 5.2.2. Estos valores están calculados suponiendo un 

modelo monocompartimental de distribución.  
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Figura 5.2.3. Curvas de concentración plasmática promedio del HT y sus metabolitos 

en ratas después de la administración oral de 25 µmoles de HT en disolución acuosa. 

 

Tabla 5.2.2. Principales parámetros farmacocinéticos del HT y sus metabolitos en 

plasma de ratas. 

 Cmax 
(�mol/L) Tmax (min) t1/2 (min) AUC0-2h 

(�mol*min/L) 

AUC0-inf 
(�mol*min/L) 

HT 2.1 10 8.98 19 19 

HvOH 2.2 10 20.26 27 28 

HvAc 20.3 10 51.02 796 1020 

DHPA 29.6 5 30.73 486 544 

SUMA 50.62 5 37.59 1328 1565 

Cmax: concentración plasmática máxima; Tmax: tiempo necesario para alcanzar la 

concentración plasmática máxima; t1/2: tiempo de vida media a partir de la Tmax; AUC0-2h: 

área bajo la curva entre 0 y 2 horas; AUC0-inf área bajo la curva entre 0 y infinito.  HT: 

hidroxitirosol; HvOH: alcohol homovanílico; HvAc: ácido homovanílico; DHPA: ácido 

dihidroxifenilacético.  
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El HT se detectó en el plasma a los 5 minutos de su administración y alcanzó una 

concentración máxima (Cmax) de 2.19 ± 2.06 µmol/L a los 10 minutos. A continuación su 

concentración descendió bruscamente de manera que a los 15 minutos tan solo el 2.5% de 

la Cmax alcanzada estaba presente en el plasma. A partir de este momento el descenso fue 

más lento y solo se detectó el 1.2% de la Cmax dos horas después de la ingesta (Figura 

5.2.2). El tiempo de vida media del HT (t1/2) una vez alcanzada la Cmax fue el menor de 

todos los compuestos detectados en el plasma de las ratas y se estimó en 9.0 minutos. El 

área bajo la curva (AUC) medida para HT fue la menor de todas las obtenidas para los 

metabolitos derivados del mismo y fue de 19 µmol*min/L. A partir del AUC se realizó 

estimación de la absorción del compuesto. Para ello se empleó una fórmula propuesta por 

Ivarsson et al. (1975) que permite el cálculo del volumen plasmático de ratas en función del 

peso (mL plasma = (0.026 * peso corporal) + 0.92). Según este cálculo teórico, el porcentaje 

de HT administrado presente en el compartimento plasmatico fue de 0.59%. Este valor 

asciende hasta un 46% si el cálculo se realiza sobre el AUC total (AUCT) obtenida a partir de 

la suma de las concentraciones plasmáticas de todos los compuestos derivados del HT 

(Figura 5.2.4.). Solo el 1.2% de este AUCT correspondió al HT.  

 

El HvOH se detectó en el plasma a los 5 minutos de la ingesta, aunque su máxima 

concentración se detectó a los 10 minutos, siendo esta muy similar a la encontrada para el 

HT (2.08 ± 0.95 µmol/L). A los 15 minutos su concentración se redujo en un 75% pero este 

valor fue 10 veces superior al obtenido para el HT. Una vez alcanzada su Cmax el t1/2 en 

plasma de este metabolito fue de 20.3 minutos. El AUC de alcohol homovanílico supuso un 

1.8% del AUCT. 

 

Para el HvAc se encontró una Cmax de 20.35 ± 9.69 a los 10 minutos de la ingesta aunque 

ya se detectó en plasma a los 5 minutos. Un segundo pico de concentración plasmática 

apareció a los 30 minutos prolongando el tiempo de vida media de este compuesto en el 

plasma, que se estimó en 51 minutos. El 15% de la Cmax de este compuesto se encontraba 

en el plasma de las ratas transcurridas dos horas después de la ingesta del HT. El AUC del 

HvAc fue la mayor de todos los compuestos detectados en el plasma y supuso el 68% de 

AUCT. 

 

El DHPA fue el metabolito del HT que alcanzó la concentración plasmática más elevada y 

más rápida, detectando una Cmax de 29.64 ± 10.38 a tan solo 5 minutos de la ingesta. Una 

vez alcanzada su Cmax su tiempo de vida media en plasma fue de 31 minutos y el 4.5% de 

la Cmax estaba presente en el plasma de las ratas transcurridas dos horas de la ingesta. El 

AUC de a este compuesto supuso el 34.8% del AUCT. 

 

En la figura 5.2.4. se muestra la curva de absorción plasmática resultante de la suma de las 

concentraciones molares de HT y sus metabolitos. 
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Figura 5.2.4. Curva de concentración plasmática total del HT y sus metabolitos 

después de la administración oral de HT. Suma de las concentraciones molares de HT y 

todos las sus metabolitos en función del tiempo.  
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5.3. ESTUDIO DE LA ABSORCIÓN DEL HIDROXITIROSOL EN 

HUMANOS. 

 
5.3.1. CONCENTRACIÓN PLASMÁTICA DE HT Y SUS DERIVADOS EN PLASMA 

HUMANO. 

 

No se detectaron HT ni sus metabolitos derivados en el plasma basal de ninguno de los 

voluntarios incluidos en el estudio después de dos días de consumo de una dieta sin aceite 

de oliva ni aceitunas y un periodo de ayuno mínimo de 12 horas (Figura 5.3.1.A). La 

administración de una disolución acuosa de 2.5 mg/Kg de peso produjo un aumento de las 

concentraciones plasmáticas de HT y HvOH inmediatamente después de su consumo en 

todos los voluntarios (Figura 5.3.1.B). No se detectaron en el plasma humano los metabolitos 

ácidos: HvAc y DHPA. Tampoco se encontraron variaciones en las concentraciones 

plasmáticas de HT ni de ninguno de sus metabolitos tras la incubación del plasma con las 

enzimas glucuronidasa y sulfatasa, lo que sugirió que estos compuestos no se encontraban 

conjugados en plasma.  
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Figura 5.3.1. Cromatogramas de plasma basal  (A) y plasma obtenido a los 10 minutos 

de la administración del compuesto (B). 1: HvOH; 2: HT. 
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La figura 5.3.1. muestra las curvas de concentración plasmática y las principales constantes 

farmacocinéticas obtenidas a partir de las mismas de cada uno de los voluntarios del 

estudio, así como la cantidad total de los distintos metabolitos y el porcentaje de HT 

recuperado en orina de 24 horas después de la ingesta oral. El perfil de absorción y 

parámetros farmacocinéticos obtenidos mostraron una gran variabilidad entre los voluntarios 

como se muestra a continuación. Las concentraciones máximas (Cmax) de HT detectadas 

oscilaron entre 0.47 y 2.24 �mol/L que se alcanzaron a los 10 o 20 minutos. Una vez 

alcanzada la máxima concentración, el HT desapareció rápidamente el plasma con una vida 

media (t1/2) entre 4.8 y 12.5 minutos. El área bajo la curva osciló entre 7.8 y 40 µmol/L. La 

presencia de HvOH en plasma mostró aún más variabilidad entre los voluntarios: las Cmax 

de HvOH se obtuvieron entre los 10 y los 30 minutos. En 9 de los 10 voluntarios las Cmax de 

este metabolito fueron menores que las encontradas para el HT, con valores entre 1.48 y 0 

�mol/L. Solo en uno de los participantes no se detecto el HvOH en el plasma. El  t1/2 del 

HvOH osciló entre 2.9 y 17.8 minutos y el AUC entre 0 y 34.8. En ninguno de los voluntarios 

se detectó HT o HvOH a las dos horas de su administración. 

 

PLASMA 
 

ORINA 

 Cmax Tmax T1/2 AUC  RECUPERACIÓN URINARIA = 5.46% 
HT 2.24 10 8.97 40.0  75.5 �moles totales excretados en orina 24h 
HvOH 0.25 10 4.57 3.7  54% como glucurónido de DHPA 
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 Cmax Tmax T1/2 AUC  RECUPERACIÓN URINARIA = 20.1% 

HT 0.49 10 6.97 8.5  223.8 �moles totales excretados en orina 24h 
HvOH 0.30 10 5.50 5.7  28% como glucurónido de DHPA 
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Figura 5.3.1. Absorción de HT en los distintos voluntarios. (continúa pag. siguiente) 
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PLASMA 
 

ORINA 

 Cmax Tmax T1/2 AUC  RECUPERACIÓN URINARIA = 2.01% 
HT 1.91 10 4.78 23.4  24.3 �moles totales excretados en orina 24h 
HvOH 0.65 20 5.33 14.5  99% como glucurónido de HvAc  
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 Cmax Tmax T1/2 AUC  RECUPERACIÓN URINARIA = 0.03% 

HT 0.77 20 12.53 13.3  0.23 �moles totales excretados en orina 24h 
HvOH 0.17 30 2.92 2.6  65% como HT libre  
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 Cmax Tmax T1/2 AUC  RECUPERACIÓN URINARIA = 4.7 % 

HT 1.39 10 8.25 31.1  50.4 �moles totales excretados en orina 24h 
HvOH 0.26 20 10.60 4.9  43% como glucurónido de HvAc 
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 Cmax Tmax T1/2 AUC  RECUPERACIÓN URINARIA = 35 % 

HT 0.83 10 8.26 13.6  344 �moles totales excretados en orina 24h 
HvOH 0.44 10 16.51 8.9  47% como HvAc  libre 
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Figura 5.3.1. Absorción de HT en los distintos voluntarios. (continúa pag. siguiente) 
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PLASMA 
 

ORINA 

 Cmax Tmax T1/2 AUC  RECUPERACIÓN URINARIA = 0.04 % 
HT 0.53 10 8.98 7.8  0.42 �moles totales excretados en orina 24h 
HvOH 0.34 10 17.76 5.7  91% como DHPA libre 
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 Cmax Tmax T1/2 AUC  RECUPERACIÓN URINARIA = 1.01 % 

HT 0.47 20 - 7.8  12.0 �moles totales excretados en orina 24h 
HvOH - - - -  68% como sulfato de HvAc. 
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 Cmax Tmax T1/2 AUC  RECUPERACIÓN URINARIA = 15 % 

HT 0.91 20 8.75 28.9  146 �moles totales excretados en orina 24h 
HvOH 1.48 20 7.19 34.8  45% como HvAc  libre 
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 Cmax Tmax T1/2 AUC  RECUPERACIÓN URINARIA = 0.06 % 

HT 1.53 10 9.31 28.7  0.8 �moles totales excretados en orina 24h 
HvOH 1.03 20 7.47 24.8  54% como glucurónido de HvAc. 
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Figura 5.3.1. Absorción de HT en los distintos voluntarios: Curvas de concentración 

plasmática, principales parámetros farmacocinéticos y formas de excreción urinaria 

obtenidos después de la administración oral de una disolución acuosa 2.5 mg/Kg de 
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HT. Cmax, máxima concentración plasmática en µmol/L; Tmax, tiempo necesario para 

alcanzar la concentración plasmática en minutos; T1/2, tiempo de vida media en plasma a 

partir de la Tmax en minutos; AUC, área bajo la curva entre 0 y 2 horas en µmol*min/L. L, 

compuestos libres; G,  compuestos conjugados con ácido glucurónico; S, compuestos 

conjugados con sulfato. 

 

La curva de concentraciones plasmáticas medias del HT y el HvOH están representadas en 

la figura 5.3.3. y los valores promedio de los principales parámetros farmacocinéticos se 

indican en la tabla 5.3.1. En general podemos decir la absorción oral del HT en solución 

acuosa se llevó a cabo de forma rápida, encontrándose una concentración máxima de 1.11 ± 

0.20 �mol/L a los 13.0 ± 1.5 minutos de su administración. El valor promedio de 

concentración plasmática máxima de HvOH fue un 55% inferior al del HT y se alcanzó 4 

minutos más tarde (Cmax del HvOH 0.49 ± 0.14 �mol/L a los 16.7 ± 2.4 minutos). Una vez 

alcanzada la máxima concentración plasmática ambos compuestos desaparecieron 

rápidamente del plasma, mostrando un valor promedio de semivida plasmática similar (8.60 

± 0.68 minutos para el HT y 8.65 ± 1.76 minutos en el caso del HvOH). El área bajo la curva 

del HT fue de 20.3 ± 3.6, prácticamente el doble que la del HvOH que fue de 10.6 ± 3.5.  
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Figura 5.3.3. Concentración media de HT y HvOH detectada en los plasmas humanos 

tras la ingesta de 2.5 mg/Kg peso de HT.  
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Tabla 5.3.1. Parámetros farmacocinéticos obtenidos en plasma para el HT y el HvOH. 

 

 Cmax (µmol/L) Tmax (min) t1/2 (min) AUC(0-2h) 
(µmol*min/L) 

HT 1.11 ± 0.20 
(0.47-2.23) 

13.0 ± 1.5  
(10-20) 

8.60 ± 0.68 
(4.78-12.53) 

20.3 ± 3.6  
(7.8-40.0) 

HvOH 0.49 ± 0.14 
(0.00-1.48) 

16.7 ± 2.4  
(10-30) 

8.65 ± 1.76 
(2.92-17.76) 

10.6 ± 3.5  
(0.0-34.78) 

Suma (HT+HvOH)  1.50 ± 0.24 
(0.47+2.49) 

13.0 ± 1.5  
(10-20) 

9.32 ± 0.78 
(5.34-11.90) 

30.9 ± 6.0  
(7.8-63.7) 

 

Cmax concentración plasmática máxima; Tmax, tiempo necesario para alcanzar la 

concentración plasmática máxima; t1/2,, tiempo de vida media a partir del Tmax; AUC(0-2h), 

área bajo la curva entre 0 y 2 horas; HT, hidroxitirosol; HvOH, alcohol homovanílico. Valores 

expresados como media ± EEM. Los valores mínimos y máximos encontrados se muestran 

entre paréntesis. 

 

Se realizó una estimación teórica de la cantidad de HT absorbida a partir del AUC y un 

volumen teórico de plasma calculado en función del peso (48 mL plasma/Kg, Guyton y Hall, 

1997). El porcentaje estimado de HT administrado presente en el compartimento plasmático 

fue de 6.2 ±1.1% (intervalo: 2.4-11.8%). Este valor ascendió a 9.4±1.8% (intervalo: 2.4-

19.6%) cuando se tuvo en cuenta además el HvOH presente en plasma. 

 

5.3.2. EXCRECIÓN DE HT Y SUS METABOLITOS POR ORINA. 

 

Se investigó la presencia de HT, HvOH, HvAc y DHPA tanto en sus formas libres como 

conjugadas con ácido glucurónico y sulfato en las orinas de los distintos voluntarios. No se 

detectaron cantidades cuantificables de HT ni de ninguno de sus metabolitos en la orina 

basal de los voluntarios recogida antes de la ingesta del compuesto y después de dos días 

de consumo de una dieta exenta de aceite de oliva y aceitunas. Sin embargo en la orina total 

recopilada durante las 24 horas después de su consumo se encontraron hasta 12 

metabolitos distintos procedentes del HT: las formas libres y conjugadas con ácido 

glucurónico o con sulfato de HT, HvOH, HvAc y DHPA.  

 

Al igual que para el plasma, el análisis de los metabolitos del HT en orina mostró una 

elevada variabilidad entre los distintos voluntarios (Figura 5.3.1.): El HvAc fue el metabolito 

más abundante en 6 de los 10 voluntarios: en 3 voluntarios apereció como glucurónido de 

HvAc, en 2 como libre y en 1 como sulfato. Otros dos participantes mostraron como 

metabolito principal el glucurónido de DHPA y su forma libre lo fue en otro de los voluntarios. 

El HT solo fue la forma de eliminación principal en uno de los voluntarios. El HvOH, único 
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metabolito del HT detectado en el plasma, fue el compuesto menos abundante en la orina de 

todos los participantes.  

 

La tabla 5.3.2. muestra los cantidades medias de los metabolitos del HT encontrados en 

orina de 24 horas tras la administración oral del compuesto. Las formas más abundantes 

detectadas en orina fueron el HvAc libre y al DHPA conjugado con glucurónico, mientras que 

las menos abundantes fueron las formas libres del HvOH y el HT, los únicos compuestos 

detectados en el plasma.  

  

Tabla 5.3.2. Cantidad de HT y sus metabolitos detectados en orina recogida de 24 

horas después de la administración oral de HT.  

 

 HT HvOH HvAc DHPA 

Libre 0.10 ± 0.04 
(0.00-0.35) 

0.00 ± 0.00 
(0.00-0.01) 

24.29 ± 14.98 
(0.00-163.25) 

10.35 ± 5.63 
(0.00-55.82) 

Glucurónido 0.91 ± 0.45 
(0.00-4.92) 

0.29 ± 0.19 
(0.00-1.97) 

7.93 ± 3.48 
(0.00-32.43) 

17.76 ± 6.87 
(0.00-63.00) 

Sulfato 2.95 ± 1.93 
(0.00-19.89) 

0.20 ± 0.17 
(0.00-1.98) 

9.08 ± 5.54 
(0.00-55.90) 

4.41 ± 3.33 
(0.00-36.41) 

 

HT, hidroxitirosol; HvOH, alcohol homovanílico; HvAc, ácido homovanílico; DHPA, ácido 

dihidroxifenilacético. Los valores están expresados en µmoles detectados en el volumen total 

de orina de 24 horas como media ± EEM. Los valores mínimos y máximos encontrados se 

muestran entre paréntesis.  

 

La Fig. 5.3.4. muestra los porcentajes de cada metabolito detectado en orina de 24 horas 

respecto al total. El 44.4% de todos los metabolitos se excretaron como formas libres, el 

34.3% conjugados con ácido glucurónico y el 21.2% con sulfato. Solo se encontró el 0.12% 

como HT en forma libre.  

 

Para el cálculo de la recuperación urinaria se consideró la suma de las cantidades totales 

acumuladas en orina de 24 horas de HT y sus metabolitos derivados. De nuevo se observó 

una gran variabilidad entre los distintos voluntarios, obteniendo valores comprendidos en el 

intervalo entre 0.2 y 344.7 �moles. Los porcentajes de recuperación en la orina de 24 horas 

respecto de la cantidad administrada obtenidos en los diferentes participantes oscilaron entre 

0.03% y 35.39%, obteniendo un valor promedio de recuperación urinaria de 7.45 ± 3.27%. 
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Figura 5.3.4. Cantidades promedio de las distintas formas metabólicas encontradas en 

orina de 24 horas. En la parte superior de las barras se indican los porcentajes respecto al 

total. 

 

 

5.3.3. PARÁMETROS DE OXIDABILIDAD DEL PLASMA Y LAS LIPOPROTEÍNAS LDL.  

 

La administración de una única dosis de 2.5 mg/Kg de HT en solución acuosa no produjo 

cambios significativos en la concentración de MDA plasmático en ninguno de los tienpos 

estudiados durante las dos horas después de la ingesta (Figura 5.3.5). El valor máximo de 

MDA detectado en plasma fue de 0.357 ± 0.066 que se encontró a los 20 minutos después 

de la ingesta, mientras que el valor mínimo, que fue de 0.266 ± 0.029, se halló a los 120 

minutos. 

 

Tampoco se produjeron cambios significativos en la resistencia a la oxidación de las 

lipoproteínas LDL, medida como “lagtime”, en el periodo inmediatamente posterior a la 

administración de HT (Figura 5.3.6). El valor máximo de “lagtime” de las LDL se encontró 50 

minutos después de la ingesta del compuesto y el mínimo a los 60 minutos. 
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Figura 5.3.5: Concentración plasmática de MDA tras la administración de una dosis 

única de 2.5 mg/Kg de HT. Datos expresados como media ± EEM.  
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Figura 5.3.6. Susceptibilidad de las lipoproteínas LDL a la oxidación inducida por 

cobre tras la administración de una dosis única de 2.5 mg/Kg de HT. Medida como 

“Lagtime” o tiempo necesario para que las lipoproteínas alcancen la fase exponencial de 

propagación. Datos expresados como media ± EEM.  

 

 

5.3.4. CAPACIDAD ANTIOXIDANTE DE LOS METABOLITOS DEL HT.  

 

Con objeto de estudiar la posible contribución de los metabolitos del HT a los efectos 

antioxidantes del HT descritos en literatura se estudió la CAO de los metabolitos 

procedentes del HT, encontrados tanto en plasma de ratones como en plasma y orina 

humanos, mediante el ensayo del ABTS, Este método emplea como sustancia antioxidante 

de referencia el trolox, un análogo de la vitamina E. La tabla 5.3.3. muestra esta CAO, 

expresada como TEAC (Trolox Equivalent Antioxidant Capacity). Una unidad de TEAC se 
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define como la concentración de Trolox con una actividad antioxidante equivalente a una 

disolución 1 mM de la sustancia investigada. Las capacidades antioxidantes encontradas 

fueron de mayor a menor: DHPA > HvAc > HvOH > HT, como se muestran en la siguiente 

tabla.  

 

Tabla 5.3.3. Capacidad antioxidante del HT y las formas libres de los metabolitos 

expresada en TEAC.  

 

Compuesto TEAC 

HT 2.59 

HvOH 3.89 

HvAc 4.67 

DHPA 9.20 
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5.4. ESTUDIO DE LA AFINIDAD DEL HIDROXITIROSOL POR LAS 

LIPOPROTEÍNAS LDL. 
 

5.4.1. CARACTERIZACIÓN DEL GRADIENTE DE LIPOPROTEÍNAS. 

 

Las lipoproteínas del plasma fueron separadas por ultracentrifugación en gradiente de 

densidad (apartado 4.6.5). Los gradientes se fraccionaron en alícuotas de 1 mL con ayuda 

de un fraccionador de gradientes. La densidad, la concentración de proteínas totales, Apo-B, 

Apo-A1 y las concentraciónes de colesterol total y triglicéridos se determinaron en las 

fracciones (figura 5.4.1). 

 

El gradiente de densidad resultante se muestra en la figura 5.4.1.a. Las lipoproteínas VLDL 

se detectaron en el intervalo de densidades plasmáticas comprendidas entre 0.95 y 1.006 

g/mL (fracciones 3-8), las LDL en el intervalo 1.019-1.063 g/mL (fracciones 13-18) y las HDL 

en el intervalo 1.063-1.210 g/mL (fracciones 21-29).  

 

La concentración de proteínas en las fracciones obtenidas en el gradiente de densidad del 

plasma también esta representada en la figura 5.4.1.a. En la fracción 14 se observó un pico 

de proteínas que correspondió a la LDL. A partir de la fracción 20 la concentración de 

proteínas aumentó coincidiendo con la aparición de la HDL aunque las concentraciones de 

proteínas máximas se encontraron en las últimas fracciones del gradiente, a partir de la 

fracción 26. 

 

La figura 5.4.1.b. representa la distribución de apolipoproteínas Apo B y Apo A1 en el 

gradiente de densidades del plasma. La Apo B, se encontró mayoritariamente entre las 

fracciones 12 y 20 y el pico máximo se situó en la fracción 16. Por otra parte la Apo A1, 

característica de las lipoproteínas de alta densidad, se detectó a partir de la fracción 19 y 

alcanzó la máxima concentración en la fracción 24. 

 

La figura 5.4.1.c. muestra la concentración de colesterol y triglicéridos en el gradiente de 

lipoproteínas plasmáticas. Las concentraciónes máximas de colesterol se encontraron en las 

fracciones 14-19 de gradiente, que coincidían con el pico de Apo B y los datos de densidad 

típica para estas lipoproteínas, lo que confirmó la presencia de las LDL en estas fracciones. 

Además, se detectó un pico en la concentración de colesterol más pequeño entre las 

fracciones 23-26 que también coincidió con el pico de concentración máxima de Apo A1, 

indicando la presencia de las HDL en el gradiente. Por otra parte se encontraron 

concentraciones más elevadas de triglicéridos en las primeras fracciones del gradiente 

posiblemente debido a la presencia de lipoproteínas VLDL. 
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(página anterior) Figura 5.4.1. Caracterización del gradiente de lipoproteínas.. a) 

Densidad (—�—) y concentración de proteínas (—�—); b)  concentración de Apo B (—�—) 

y Apo A1 (—�—) y c) Concentración de colesterol (—�—) y triglicéridos (—�—) en las 

fracciones de 1 mL obtenidas tras la ultracentrifugación del plasma. 

 

Las 36 fracciones de 1 mL del gradiente de densidad se combinaron en 6 grupos de 6 

fracciones consecutivas (grupos A, B, C, D, E y F) (Figura 5.4.2.) donde el grupo C contenía 

las LDL purificadas. 
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Figura 5.4.2. Distribución de las fracciones de lipoproteínas en el gradiente de 

densidad del plasma obtenido por ultracentrifugación en gradiente salino. 

 

Para comprobar la localización y pureza de las lipoproteínas en las fracciones A-F del 

gradiente de densidad, las muestras se sometieron a una electroforesis de lipoproteínas en 

gel de agarosa (figura 5.4.3.). En los geles teñidos resultantes se pudieron observar unas 

bandas anchas pre-beta en los grupos A y B, correspondientes a la VLDL. El grupo C obtuvo 

una sola banda beta, correspondiente a las LDL, indicando la pureza de la misma. La 

fracción D produjo tres bandas, una tipo beta, correspondiente a restos de LDL, y otras dos 

pre-beta y alfa, correspondientes a subfracciones de HDL. La fracción E solo produjo la 

banda alfa de HDL. El grupo de fracciones F, que se sitúa al fondo del tubo de 

ultracentrifuga, es rico en albumina que no tiñe con el colorante específico empleado. 
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Figura 5.4.3. Electroforesis en gel de agarosa: 1, control de LDL purificada;  calles 2-7, 

grupos de fracciones A-F del gradiente. 

 

 

5.4.2. CONCENTRACIÓN DE HT EN PLASMA Y LOS DISTINTOS GRUPOS DE 

FRACCIONES DE LIPOPROTEÍNAS. 

 

Los resultados del estudio de absorción en humanos mostraron concentraciones máximas 

de HT en plasma a los tiempos 10-20 minutos tras la ingesta de HT. Por ello se 

seleccionaron estos tiempos de toma de muestras para estudiar la posible asociación in vivo 

del HT a las lipoproteínas.  

 

Las concentraciones plasmáticas de HT y HvOH a los 10 y 20 minutos fueron similares a las 

encontradas en el estudio de absorción y se muestran en la tabla 5.4.1.  

 

Tabla 5.4.1. Concentración plasmática de HT y alcohol homovanílico. 

 

Tiempo HT (µmol/L) HvOH   (µmol/L) 

0 min. 0.0 ± 0.0 0.0 ± 0.0 

10 min. 1.097 ± 0.539  0.244 ± 0.112 

20 min. 0.521 ± 0.139 0.518 ± 0.371 

 

 

La eliminación de las sales del gradiente usado para la purificación de lipoproteínas es un 

proceso de rutina previo a la purificación final de las mismas. Estudios preliminares llevados 

a cabo en nuestro laboratorio mostraron que el HT era capaz de atravesar las membranas 
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de diálisis y eliminarse en los sucesivos cambios de tampón de diálisis de las lipoproteínas 

LDL. Para ello, muestras purificadas de LDL fueron adicionadas de HT e incubadas durante 

10 minutos a 37ºC. A continuación la LDL se dializó en una membrana de diálisis con 1 L de 

tampón PBS. Se midieron cantidades de HT en el interior de la membrana de diálisis y el 

tampón que la contenía. Transcurrida 1 h de diálisis, aproximadamente el 90% del HT 

adicionado a la muestra de LDL se encontró en el tampón de diálisis, mientras que solo el 

10% permanecía en el interior de la membrana. Cambios sucesivos de tampón de diálisis 

eliminaron completamente el HT añadido a la LDL. Estos resultados nos sugirieron llevar a 

cabo las determinaciones de HT en los grupos de fracciones del gradiente sin dializar. 

 

Las cantidades de HT detectadas en los grupos de fracciones A-F del gradiente de 

lipoproteínas a 10 y 20 min después de la ingesta oral se muestran en figura 5.4.4. A los 10 

minutos (Tmax) la mayoría del HT se detectó en el grupo C de fracciones (51.7 ± 5.7% del 

total) a una concentración de 0.676 ± 0.273 µmol/L. Esta concentración fue 

significativamente mayor (P < 0.001) que las obtenidas en el resto de los grupos que 

oscilaron entre 0.044 ± 0.018 µmol/L en el grupo E y 0.168 ±  0.063 µmol/L en el grupo D. El 

valor promedio obtenido en los grupos de fracciones A, B, D, E y F fue de 0.089 ± 0.031 

µmol/L. A los 20 minutos, la concentración plasmática de HT disminuyó y con ella la cantidad 

absoluta de HT presente en los distintos grupos de fracciones. La mayor parte del HT se 

detecto de nuevo en el grupo C (61.4 ± 8.8%) a una concentración de 0.394 ± 0.122 µmol/L. 

El resto de los grupos obtuvieron concentraciones significativamente menores (P<0.001) que 

oscilaron entre 0.018 ± 0.018 µmol/L en el grupo F y 0.059 ± 0.030 µmol/L en el grupo D. El 

valor promedio obtenido de en los grupos de fracciones A, B, D, E, y F fue de 0.035 ± 0.018. 

No se detectaron alcohol homovanílico ni ningún otro metabolito derivado del HT en ninguno 

de los grupos del gradiente. 
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Figura 5.4.4. Concentración de HT en los distintos grupos de fracciones del gradiente 

de lipoproteínas del plasma. Valores expresados como media ± EEM. *, Valores 

estadísticamente diferentes del resto de los grupos. 

 

Para comprobar que esta distribución se debía a la existencia de una afinidad específica de 

esta molécula a las lipoproteínas LDL y no a un efecto de distribución de densidad o de 

proteínas, se llevaron a cabo dos controles que consistieron en dos disoluciones de HT a 

una concentración equivalente a la contenida en el plasma (250 µg/L), una en agua y otra en 

una disolución acuosa de albúmina sérica bovina en PBS (40 g/L). Esta última disolución 

tenía el pH, la concentración de proteínas y la densidad semejante a la del plasma. La 

densidad de ambos controles fue previamente ajustada a 1.3 g/L mediante la adición de BrK 

tal y como se realizó para las muestras de plasma (apartado 4.2.2.2.). 

 

Se comprobó que la distribución de densidad del gradiente obtenido en ambos controles era 

similar a la del plasma (Figura 5.4.5). A continuación los gradientes se distribuyeron en 6 

grupos de 6 fracciones consecutivas de 1 mL, equivalentes a los grupos de fracciones A-F 

del gradiente de lipoproteínas del plasma. El análisis de HT por CG-EM reveló que en ambos 

casos la mayoría del HT se localizó en los grupos de mayor densidad del gradiente (E y F) y 

no en en el grupo C como se observó en el gradiente de lipoproteínas plasmáticas (figura 

5.4.6).  

 

Estos resultados sugirieron que existí una cierta afinidad entre el HT y las lipoproteínas LDL 

no encontrada para el resto de los metabolitos, pero esta unión fue lábil y transitoria ya que 

dependió de la concentración plasmática. 
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 Figura 5.4.5. Gradiente de densidad de los controles de agua (—�—) y albúmina      
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Figura 5.4.6. Distribución del HT en los distintos gradientes de densidad. Porcentaje de 

HT, del total presente en la muestra inicial, detectado en los distintos grupos de fracciones 

obtenidos de los gradientes de densidad tras la ultracentrifugación de: plasma obtenido tras 

la ingesta oral de HT, disolución acuosa de 250 ng/mL de HT, disolución de albúmina en 

agua con 250 ng/mL de HT. 
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5.5. ESTUDIO 5: ESTUDIO DEL EFECTO DEL HIDROXITIROSOL SOBRE 

LA EXPRESIÓN GÉNICA EN RATONES 
 

 

5.5.1. EVOLUCIÓN DEL PESO CORPORAL Y EXÁMEN MACROSCÓPICO. 

 

Todos los animales de experimentación finalizaron el estudio. No se observaron diferencias 

significativas en la evolución del peso corporal entre el grupo control y los grupos a los que 

se le administro HT (figura 5.5.1). Tampoco se encontró ninguna anomalia en el examen 

macrocópico de los órganos internos. 

 

 

16

18

20

22

24

26

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 15

días

pe
so

 (g
)

CONTROL 1 mg 10 mg

 
Figura 5.5.1. Evolución del peso corporal de los ratones de los distintos grupos de 

experimentación. 

 

 

5.5.2. EFECTO DEL HT EN LA EXPRESIÓN GÉNICA EN HÍGADO DE RATÓN 

  

Los niveles de expresión de más de 12400 genes fueron analizados utilizando microarrays 

(Murine Genome U74Av2) y un sistema de lectura y análisis de Affymetrix, con el fin 

determinar si la administración de HT producía cambios significativos en la expresión génica 

en tejido hepático.  

 

En los estudios de expresión génica los genes más interesantes son aquellos que se 

inducen o reprimen en una muestra respecto a otra muestra control, que se considera línea 

base. El factor de cambio (F) indica la relación entre la expresión de un gen en una muestra 
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problema con respecto a la expresión en la muestra control. Estos cambios se consideraron 

significativos cuando la expresión de los genes en la muestras se incrementaron al doble 

(F>2) o se redujeron la mitad (F<0.5) con respecto a la muestra control. 

 

De los 12422 genes analizados se encontraron incrementos en la expresión de 33 genes 

(0.26% del total) a la dosis más baja (1 mg), de los cuales tan solo 24 (0.19%) presentaron 

cambios significativos. A la dosis más elevada (10 mg) el número de genes inducidos fue de 

28 (0.22%) y de ellos solamente 22 transcritos (0.17%) mostraron cambios significativos. 

 

En relación a los genes cuya expresión se vio inhibida por la ingesta del antioxidante, la 

dosis más baja ocasionó una reducción de la expresión de 288 genes (2.32% del total), 

aunque solamente 8 (0.06%) mostraron un cambio significativo. A la dosis más alta el 

número de genes inhibidos fueron 316 (2.54%) y solo 15 de ellos (0.12%) mostraron 

cambios significativos. 

 

Entre todos los genes inducidos o inhibidos se seleccionaron aquellos para los que existe 

una función biológica conocida (tabla 5.5.1) y se dividieron en 5 categorías principales: 

a) Genes implicados en el metabolismo lipídico y sustancias relacionadas.  

b) Genes implicados en el metabolismo glucídico. 

c) Genes implicados en el transporte electrónico. 

d) Genes implicados en procesos inflamatorios, angiogénesis y coagulación sanguínea. 

e) Otros genes. 

 

 

Tabla 5.5.1. Genes inducidos o inhibidos en hígado de ratón tratado con 1 mg y 10 mg 

al día de HT frente al grupo control. 

 

Factor de 
cambio Nombre del gen 

1 mg 10 mg  

  METABOLISMO LIPÍDICO 

0.66 0.76 Phosphatidylserine synthase 

0.87 0.81 Low density lipoprotein receptor 

0.76 0.81 Sterol regulatory element binding factor 1 

0.61 0.54 Oxysterol binding protein-like 1A 

0.71 0.61 ATP-binding cassette, subfamily A, member 1  

0.71 0.61 Aldehyde dehydrogenase 9A1 
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Factor de 
cambio Nombre del gen 

1 mg 10 mg  

0.81 0.87 Fatty acid synthase 

NC 0.5* Sterol-C5-desaturase 

NC 0.71 Cytochrome P450 7b1 

NC 0.81 Elongation of very long chain fatty acids-llike 2 

NC 0.76 Acyl-CoA synthetase long-chain family member 4 

NC 0.76 Sulfotransferase family 1A, phenol-preferring, member 1 

NC 0.81 Hydroxy-delta-5-steroid dehydrogenase 

NC 0.76 2,4-dienoyl CoA reductase 1 mitochondrial 

NC 0.61 Lysophospholipase 1 

NC 0.81 Hydroxysteroid (17-beta) dehydrogenase 12 

NC 0.71 Acetyl-CoA dehydrogenase, long chain 

NC 0.76 Apolipoprotein B 

NC 0.81 Paraoxonase 1 

NC 0.81 NADH dehydrogenase (ubiquinone) 1, alpha/beta subcomplex, 1 

NC 0.81 Fatty acid binding protein 2, intestinal 

  METABOLISMO GLUCIDICO 

0.71 0.57 Dihydrolipoamide dehydrogenase 

0.81 0.76 Glucokinase 

0.71 0.71 Solute carrier family 2 (facilitated glucose transporter) 

0.81 0.65 Succinate-CoA ligase, ADP-forming, beta subunit 

0.76 0.76 Succinate dehydrogenase complex, subunit A, flavoprotein (Fp) 

NC 0.81 Malic enzyme supernatant 

NC 0.71 Phosphoglycerate mutase 1 

NC 0.76 Pyruvate dehydrogenase (lipoamide) beta 

  TRANSPORTE ELECTRÓNICO MITOCONDRIAL 

0.71 0.71 NADH dehydrogenase (ubiquinone) Fe-S protein 2 

0.81 0.81 Electron transferring flavoprotein, dehydrogenase 
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Factor de 
cambio Nombre del gen 

1 mg 10 mg  

0.81 0.61 Nicotinamide nucleotide transhydrogenase 

NC 0.81 ATP synthase, H+ transporting mitochondrial F1 complex, � subunit, 
isoform 1 

NC 0.76 ATP synthase, H+ transporting mitochondrial F1 complex, gamma 
polypeptide 1 

NC 0.57 Sarcosine dehydrogenase 

NC 0.81 Ubiquinol-cytochrome c reductasa (6.4kD) subunit 

  INFLAMACIÓN, COAGULACIÓN SANGUÍNEA, ANGIOGÉNESIS 

16* NC Thrombospondin 1 

0.65 0.46* CD1d1 antigen 

0.71 0.61 Cd47 antigen 

0.61 0.50* Chemokine (C-X-C motif) ligand 12 

0.71 0.76 Plasminogen 

0.71 0.61 Tissue factor pathway inhibitor 2 

0.71 0.81 Complement component factor h 

NC 0.76 Coagulation factor XIII, beta subunit 

NC 0.65 Hemolytic complement 

NC 0.81 Complement component 9 

  OTROS GENES 

2.46* 2.46* Aminolevulinic acid synthase 1 

14.00* 13.00* Calponin 2 

2.00* 2.46* Transgelin 

0.71 0.65 Peptidase 4 

0.81 0.81 Betaine-homocysteine methyltransferase 2 

0.81 0.76 Phenylalanine hydroxylase 

NC 0.71 Ferritin light chain 1 

1.87 NC Hemoglobin alpha, adult chain 1 

1.74 NC Hemoglobin beta, adult major chain 
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*, Cambio significativo en el nivel de expresión de los genes respecto al grupo control 

(remarcados en negrita). (Factor de cambio >2 para los sobreexpresados, y <0.5 para los 

reprimidos). NC, no se detecta cambio en el nivel de expresión del gen con respecto al 

control a la concentración indicada. 

 

Los cambios más representativos fueron los siguientes: 

 

- Aumento en la expresión del gen que codifica la trombospondina 1 en el grupo que 

recibió la dosis más baja. Esta proteína esta implicada en la regulación de la 

angiogénesis y el crecimiento tumoral. 

- Aumento importante en la expresión del gen que codifica la calponina 2 y en menor 

medida del transgelin a ambas dosis, estas proteínas están implicadas en la 

contracción muscular y la adhesión celular. 

-  Aumento a ambas dosis de la expresión del gen que codifica la ácido 

aminolevulinico sintasa 1, la enzima limitante en la síntesis del grupo hemo. 

- Disminución de la expresión del gen de la esterol-C5-desaturasa, enzima que 

cataliza uno de los últimos pasos de la síntesis de colesterol a partir del latosterol.  

 



 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
 
 

Discusión 
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En esta Memoria Doctoral se ha llevado a cabo por primera vez el estudio de los efectos del 

hidroxitirosol purificado en un modelo animal de aterosclerosis, demostrando que este compuesto 

podría tener efectos beneficiosos sobre la enfermedad cardiovascular. Así mismo este trabajo ha 

sido pionero en la realización de estudios de absorción con el compuesto puro, aislado del aceite 

de oliva, evidenciando su presencia en plasma humano y poniendo de manifiesto la afinidad de 

este compuesto antioxidante por las lipoproteínas LDL tras su ingesta. Por último, se ha aplicado  

tecnología genómica para evaluar los posibles efectos del HT sobre la expresión génica en hígado 

de ratón. 

 

Aunque son muchas las propiedades beneficiosas descritas para el HT y los compuestos fenólicos 

del aceite de oliva en modelos in vitro, son escasos los estudios que analizan los efectos de este 

compuesto in vivo y la mayoría de ellos han sido llevados a cabo con aceite de oliva virgen o 

aceites enriquecidos con extractos fenólicos. Una de las limitaciones de este trabajo ha sido la 

imposibilidad de encontrar suministradores de HT puro por lo que fue necesario desarrollar 

métodos de síntesis y purificación eficaces que permitieran la obtención de HT con un elevado 

grado de pureza y adecuado para su uso alimentario.  

 

6.1. EFECTOS DEL HT SOBRE EL DESARROLLO DE LA ATEROSCLEROSIS  

 

Existen diversos modelos animales para el estudio de la aterosclerosis y la búsqueda de 

estrategias dirigidas a prevenir y limitar la progresión de esta enfermedad. El modelo experimental 

de aterosclerosis en conejos alimentados con una dieta rica en colesterol presenta algunas 

ventajas como son el desarrollo de un tipo de lesión aterosclerótica similar a la producida en 

humanos, tener un periodo de inducción corto, ser fácil de manejar y tener un coste de 

mantenimiento reducido (Moghadasian, 2002). Los conejos son especialmente sensibles a 

desarrollar aterosclerosis cuando se les alimenta con una dieta rica en colesterol por que el hígado 

es incapaz de aumentar la excreción del mismo, lo que resulta en un aumento de la producción y 

secreción de lipoproteínas VLDL y LDL y una disminución en el número de receptores 

lipoproteícos. Todo ello ocasiona un exceso en la circulación sanguínea de estas lipoproteínas que 

conduce a una acumulación de las mismas y al desarrollo de una lesión aterosclerótica similar a la 

encontrada en humanos (Kolodgie et al., 1996).  

 

En este estudio, la aterosclerosis fue inducida mediante una dieta aterogénica rica en grasa 

saturada y con 1.33% de colesterol (Aguilera et al., 2002) durante un mes. En este tiempo la dieta 

aterogénica produjo una dislipemia mixta severa que llevó al desarrollo inicial de una lesión 

aterosclerótica tal y como se ha descrito previamente por otros trabajos que utilizan este mismo 
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modelo (Ramírez-Tortosa et al., 1998; Aguilera et al., 2002). A continuación y durante un mes 

adicional, los animales fueron alimentados con diversas dietas exentas de colesterol y menor 

contenido en grasa saturada. Los efectos del HT se evaluaron tanto durante el primer mes, 

administrándose junto a la dieta aterogénica, como durante el segundo mes donde se estudiaron 

por separado los efectos ocasionados por del HT, que fue administrado junto con la dieta control 

rica en AGPI, y los producidos por el aceite de oliva virgen.  

 

Un inconveniente de las condiciones experimentales del modelo fue la posible lesión hepática 

producida por la dieta aterogénica (Kolodgie et al., 1996; Schneider et al., 1999; Aguilera et al., 

2003). Se ha descrito que el HT podría tener efectos beneficiosos en un modelo de toxicidad 

hepática en ratas (Casalino et al., 2002) y el aceite de oliva virgen también produjo un aumento de 

la defensa antioxidante hepática en conejos ateroscleróticos (de la Cruz et al., 2000; Aguilera et al., 

2003). Los resultados derivados del estudio macroscópico mostraron que los hígados de los 

conejos a los que se administró HT presentaban un aspecto más parecido al de los conejos sanos 

que al del resto de los conejos ateroscleróticos, sin embargo, hubieran sido necesarios la 

determinación de marcadores específicos para demostrar un posible efecto hepatoprotector del HT 

pero esta investigación se centró en el estudio de los efectos a nivel cardiovascular del compuesto. 

 

La influencia de los ácidos grasos procedentes de la dieta en el perfil de ácidos grasos del plasma 

y las lipoproteínas LDL ha sido descrita extensamente en literatura (Parthasaraty et al., 1990; Berry 

et al., 1992). El consumo de las distintas dietas por parte de los conejos produjo diferencias en el 

perfil de ácidos grasos del plasma entre los distintos grupos de experimentación en función de la 

composición lipídica de las mismas. Por consiguiente los animales que consumieron dieta C, 

enriquecida en aceite de girasol, obtuvieron los mayores porcentajes de ácido linoleico y AGPI, 

mientras que la dieta V, con aceite de oliva virgen, condujo a la mayor proporción de ácido oleico. 

Sin embargo también se observó que los animales alimentados con la dieta C (grupos C y CC), 

tenían los mayores porcentajes de AGS a pesar de su menor contenido en la dieta, mientras que 

los animales alimentados con la dieta aterogénica (grupos A y AA), rica en grasas saturadas y 

colesterol, contenían un porcentaje de AGMI mayor. El aumento de AGS producidos por una dieta 

rica en AGPI, así como el incremento en AGMI ocasionado por la dieta aterogénica ha sido 

descrito previamente en plasma (Ochoa et al., 2002) y tejido aórtico (De la Cruz et al., 2000b) 

usando este mismo modelo animal. Una posible explicación para este fenómeno es la adaptación 

del organismo mediante mecanismos compensatorios para controlar la fluidez de la membrana. Así 

los AGPI podrían inducir la síntesis de novo de ácidos grasos (Perona et al., 2004b) y disminuir la 

actividad de el enzima delta-9 desaturasa (Seiquer et al., 1994; Mataix et al., 1998) aumentando de 

esta forma el contenido de AGS, cuyo uso evitaría también el empleo de PUFA para su oxidación 

permitiendo su empleo para otras funciones. Por otra parte, el consumo de una dieta rica en grasa 

saturada y colesterol, podría aumentar la actividad del enzima delta-9-desaturasa, con el fin de 
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generar más AGMI que aumentaran la fluidez de la membrana y favorecieran el transporte del 

exceso de colesterol (Sivaramakrishnan y Pynadath, 1982; Garg et al., 1988). La delta-9-

desaturasa es una enzima clave en la regulación de la fluidez de las membranas y en el 

metabolismo lipídico y es la encargada de transformar los AGS en AGMI. El ácido oleico es el 

sustrato preferido de la Acil-CoA colesterol aciltransferasa, la enzima responsable de la 

esterificación del colesterol. Esta esterificación previene la acumulación de colesterol libre en el 

hígado y aumenta la disponibilidad de colesterol esterificado para su transporte en forma de VLDL 

(Ntambi, 1999). Estos mecanismos podrían explicar el porcentaje superior de AGS en el plasma 

obtenido en los animales de los grupos C y CC, así como de AGMI en los grupos A y AA. No se 

observaron diferencias en el perfil de ácidos grasos del plasma cuando el HT fue administrado con 

la dieta aterogénica. Sin embargo, cuando se administró con la dieta control, el HT produjo 

diferencias significativas en la proporción relativa de AGMI en el plasma que igualmente podrían 

tener su origen en la regulación de la delta-9 desaturasa (Ntambi 1999) si bien estos cambios 

fueron relativamente pequeños y podría tener poca relevancia nutricional.  

 

La administración de HT no produjo ningún efecto sobre los lípidos sanguíneos en el contexto de 

una dieta aterogénica (grupo H vs. A). Sin embargo cuando se administró junto a una dieta control 

a los conejos ateroscleróticos (grupo AH) los efectos fueron notables. Así la concentración de 

triglicéridos fue un 48% menor, llegando incluso a alcanzar los valores obtenidos en los controles 

sanos, el colesterol total se redujo un 42% y la concentración de HDL-colesterol se duplicó con 

respecto al grupo AC alimentado con las mismas dietas pero que no recibió el compuesto.  

 

Los estudios de intervención realizados en humanos con aceite de oliva virgen proporcionan 

resultados contradictorios en cuanto a los efectos sobre los lípidos plasmáticos. Un aumento de los 

TG fue observado por Ramirez-Tortosa et al. (1999) y Gimeno et al. (2002) tras el consumo de 

aceite de oliva virgen comparado con un aceite de oliva refinado, mientras que Visioli et al., (2004) 

encontraron una tendencia no significativa a la disminución de las concentraciones plasmáticas de 

TG. También se ha descrito en humanos una disminución en la concentración de LDL-colesterol 

(Fito et al., 2001; Gimeno et al., 2002) y un aumento significativo de HDL-colesterol tras la ingesta 

de aceite de oliva virgen (Weinbrenner et al., 2004a, Marrugat et al., 2004). En animales de 

experimentación, Wiseman et al. (1996) no encontraron efectos cuando estos compuestos 

formaban parte de una dieta con un alto contenido en grasa (40% energia). Tampoco otros 

antioxidantes mostraron efectos positivos cuando se administraron junto con una dieta aterogénica. 

(Wilson et al., 1996, Chen et al., 1999). Sin embargo, la oleuropeina, que al hidrolizarse libera HT, 

administrada con una dieta estándar conteniendo aceite de oliva produjo una disminución del 15% 

en el CT en conejos (Coni et al., 2000). En otro estudio empleando dietas con aceites de oliva de 

elevado contenido en compuestos fenólicos, también observaron resultados positivos sobre el 
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perfil lipídico en ratas, incluyendo un aumento significativo de HDL, una disminución de la razón de 

colesterol LDL/HDL y una tendencia no significativa a reducir los TG (Mangas Cruz et al., 2001). 

Existen antecedentes de efectos hipolipemiantes de antioxidantes fenólicos procedentes de frutas 

y verduras en otros modelos animales de aterosclerosis (Yugarani et al., 1992; Kirk et al., 1998; 

Gorinstein et al., 1998). Estudios realizados sobre células hepáticas e intestinales han atribuido 

dichos efectos a una disminución del ensamblaje y la secreción de lipoproteínas VLDL y LDL 

(Borradaileet al., 1999; Yee et al., 2002; Pal et al., 2003; Vidal et al., 2005). De hecho, se ha 

descrito que el estado oxidativo del hígado puede influenciar en la función hepática en procesos 

como la síntesis de lipoproteínas por lo que un mecanismo antioxidante no puede excluirse 

(Botham et al., 2003). Los compuestos fenólicos presentes en el te verde redujeron los lípidos 

sanguíneos mediante una disminución en la solubilización del colesterol en el tracto digestivo y un 

aumento en la excrección de sales biliares y colesterol en modelos animales. (Chan et al., 1999; 

Yang y Koo 2000; Raederstorff et al., 2003). Krzeminski et al. (2003) observaron un efecto 

hipocolesterolémico del aceite de oliva virgen en ratas alimentadas con una dieta rica en colesterol 

que se relacionó con una mayor excreción fecal de colesterol y sales biliares. Los resultados del 

estudio de expresión génica muestran que otro posible mecanismo podría ser la inhibición de la 

síntesis de colesterol que se discutirá más adelante. 

 

El aumento en el colesterol HDL en los conejos que ingirieron HT podría haber contribuido a las 

reducciones de la lesión aterosclerótica encontrada en este estudio. Las HDL podrían proteger 

contra el desarrollo de la aterosclerosis mediante varios mecanismos: por un lado recogen el 

exceso de colesterol y peróxidos lipídicos de las células y de la LDL y por otra parte poseen 

actividades antiinflamatorias y antioxidantes. (Barter et al., 2004). Este efecto antioxidante de las 

HDL puede deberse a que estas lipoproteínas se encuentran en plasma asociadas a la enzima 

paraxonasa (Mackness et al.,  2000). Se ha descrito que esta enzima es muy susceptible a la 

inactivación por oxidación y su actividad disminuye en presencia de lípidos oxidados y LDLox 

(Aviram et al., 1999). Sin embargo, algunos antioxidantes fenólicos procedentes de la dieta, como 

la quercetina y glabridina, fueron capaces de prevenir esta perdida de actividad (Aviram et al., 

1999). Por otra parte el consumo de un zumo de granada, rico en polifenoles y antioxidantes, 

aumentó la actividad de la paraxonasa en 20% tanto en ratones ApoE como en humanos (Kaplan 

et al., 2001) y los polifenoles del vino también aumentaron la actividad de este enzima en ratones 

(Hayek et al., 1997). 

 

Las especies reactivas del oxígeno están implicadas en los procesos de iniciación y desarrollo de 

la aterosclerosis (Berliner, 2002). Se ha descrito que dietas ricas en lípidos y colesterol promueven 

la producción de radicales libres de oxigeno, elevan los peróxidos plasmáticos y aumentan la 

susceptibilidad de las lipoproteínas a la oxidación (Ursini et al., 1999). El organismo posee toda 
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una serie de sistemas antioxidantes no enzimáticos (vitamina E y C, ceruloplasmina, albúmina) y 

enzimáticos (superóxido dismutasa, glutation peroxidasa, glutation reductasa), que protegen frente 

a la acción de tales especies (Halliwell y Gutteridge, 1999). Por otra parte no existe un claro 

consenso respecto a cuales son los marcadores del estado de oxidación del organismo que deben 

ser empleados para evaluar los efectos de compuestos antioxidantes (Meagher y Rader. 2001). Si 

bien, la capacidad antioxidante total del plasma (CAO) proporciona una determinación global poco 

especifica del estado antioxidante general, la determinación del malondialdehido por cromatografía 

líquida se considera como uno de los marcadores más aceptados en lo que se refiere a 

peroxidación lipídica (Moore y Roberts 1998).  

 

Los resultados del modelo de aterosclerosis en conejos mostraron que la dieta aterogénica produjo 

una drástica disminución en la CAO y un aumento de la peroxidación lipídica medida como MDA. 

La administración de HT en esta primera etapa inhibió parcialmente la perdida de CAO pero no 

afecto a las concentraciones plasmáticas de MDA. Durante el segundo mes de estudio, el consumo 

de las dietas no aterogénicas normalizaron la CAO del plasma de los conejos aterogénicos y 

redujeron a la mitad la concentración de MDA. La administración de HT durante este periodo 

produjo un aumento del 30% en el valor de CAO del plasma y redujo significativamente la 

concentración de MDA en los conejos ateroscleroticos. El efecto antioxidante del HT ha sido 

demostrado en multitud de estudios in vitro e in vivo (Manna et al. 1999). Entre los mecanismos 

antioxidantes del HT se incluyen la capacidad del HT de captar radicales libres de oxigeno, actuar 

como aceptor final en las reacciones de oxidación en cadena o de secuestrar metales de transición 

iniciadores de reacciones de peroxidación lipídica (Aeschbach et al., 1994). 

 

Los efectos de las diferentes dietas y del HT se estudiaron en secciones de cayado aórtico por ser  

esta una de las zonas preferentes de desarrollo de la lesión aterosclerótica (Moghadasian, 2002). 

El HT produjo una clara reducción en el área total de la aorta y en el área de la capa íntima, así 

como un menor grado de avance de la lesión en comparación con los grupos que consumieron las 

mismas dietas pero sin el aporte de HT (grupo H vs. A y AH vs. AC). Una tendencia no significativa 

en este sentido también fue observada con la dieta de aceite de oliva virgen, aunque la cantidad de 

HT aportado en esta dieta fue aproximadamente 10 veces inferior al HT que el que se administró a 

los grupos AH y H. Estudios previos usando este mismo modelo animal mostraron reducciones en 

la lesión aterosclerótica de los animales que consumieron un aceite de oliva virgen comparado con 

otros tipos de aceites (Mortensen et al., 1998; de la Cruz et al., 2000; Coni et al.,  2000; Aguilera et 

al., 2002) pero de nuevo en estos casos no distinguió entre los efectos derivados de los 

compuestos fenólicos de los ocasionados por los AGMI presentes en el aceite de oliva. En este 

estudio, se evaluaron por separado los efectos producidos por del HT y por el aceite de oliva 

virgen. En este caso el HT fue administrado junto a una dieta rica en grasa saturada y colesterol 

(grupo H) y junto a una dieta de continuación rica en AGPI (grupo AH). 
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Se ha descrito que la dieta aterogénica produce un fenotipo inflamatorio y una disfunción endotelial 

en la aorta de los conejos aterogénicos (Scalia et al., 1998). El factor nuclear- ��  (NF-��) es un 

factor de transcripción que se activa en respuesta a múltiples estímulos entre los que se encuentra 

la LDLox, el estrés oxidativo, la hiperglucemia, etc (de Martin et al., 2000) a través del cual se 

activan genes implicados en la respuesta inmune e inflamatoria como interleuquinas, factores de 

crecimiento y citoquinas contribuyendo de este modo al desarrollo del proceso aterosclerótico 

(Pahl, 1999). Un trabajo reciente compara los efectos a nivel postprandial de una dieta rica en AGS 

con otra con aceite de oliva encontrando que los AGS pueden producir un aumento en la expresión 

de genes inflamatorios a través de la activación del NF-��, pero este efecto no fue observado en el 

caso de una dieta de aceite de oliva rica en AGMI (Bellido et al., 2004). También se ha descrito que 

los compuestos fenólicos del aceite de oliva pueden inhibir la activación endotelial posiblemente a 

través de una modulación de diferentes factores de transcripción, principalmente NF-�� (Carluccio 

et al., 2003). El menor desarrollo de la lesión aterosclerótica en ambos grupos indica claramente un 

efecto beneficioso del HT independiente del que podría tener el ácido oleico del aceite de oliva. 

Además de las mejoras en el perfil lipídico y del estado oxidativo observado en los animales a los 

que se administró HT, otras propiedades del HT que podrían explicar este menor grado de 

desarrollo de la lesión aterosclerótica, entre los que se incluyen: protección frente a la oxidación de 

lipoproteínas LDL (Visioli et al., 1995; Salami et al., 1995, Covas et al., 2000), la mejora de la 

defensa antioxidante (Vissers et al., 2004), la actividad antiinflamatoria (della Ragione et al., 2000), 

la reducción de la captación de LDL oxidada por macrófagos (Ramírez-Tortosa 1999), la actividad 

antiagregante plaquetaria (Petroni et al., 1995) o una modificación del tamaño de la partícula de 

LDL haciéndola menos aterogénica (Coni et al., 2000).  

 

Pocos trabajos en modelos animales han mostrado un efecto sobre los lípidos sanguíneos con la 

administración de antioxidantes pero sí que en la mayoría de los casos se ha observado una 

mejora en los parámetros antioxidantes del plasma, hígado o aorta acompañados de un menor 

grado de lesión en las arterias. La relación entre la actividad antioxidante de determinados 

compuestos y la protección que ejercen los mismos sobre la aterosclerosis refuerza la teoría de la 

oxidación de la LDL como proceso esencial en el desarrollo de la aterosclerosis y pudiendo su 

inhibición resultar beneficiosa en la progresión de la enfermedad. (Steinberg et al., 1989; Berliner y 

Heinecke, 1996). Por ello en esta memoria doctoral se ha estudiado el efecto del HT y su posible 

afinidad a las lipoproteínas LDL en voluntarios humanos. 

 

6.2. ABSORCIÓN DEL HT EN ANIMALES Y EN HUMANOS. 

 

Los resultados obtenidos en el estudio del modelo de ECV en conejos indicaron que el HT podría 

tener propiedades cardiovasculares beneficiosas y por lo tanto, entre otras aplicaciones, podría ser 
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empleado como un ingrediente funcional en la elaboración de alimentos enriquecidos. En este 

sentido nuestra investigación se dirigió hacia el estudio de la absorción oral del compuesto así 

como su metabolismo en modelos animales y en sujetos humanos.  

 

Hasta la fecha se han encontrado 9 trabajos publicados que analizan la absorción del HT o  

compuestos fenólicos del aceite de oliva en humanos (Visioli et al., 2000b; Bonanome et al., 2000; 

Miro-Casas et al., 2001a, Miro-Casas et al., 2001b; Caruso et al., 2001; Vissers et al. 2002; Miro-

Casas et al., 2003; Visioli et al., 2004; Weinbrenner et al., 2004b). Todos estos trabajos de 

investigación fueron realizados con aceite de oliva virgen o aceites enriquecidos en compuestos 

fenólicos pero nunca con HT purificado. Una de las limitaciones de estos estudios fue la estimación 

de la cantidad total de HT suministrado ya que el aceite de oliva contiene otros compuestos, como 

son la oleuropeina, oleuropeina aglicon o acetato de HT (Brenes et al., 1999), que al hidrolizarse 

liberan cantidades adicionales de HT. Por otra parte, la mayoría de estos trabajos estudiaron la 

presencia de HT en orina y solo uno de ellos (Miro-Casas et al., 2003) determinó la concentración 

HT en plasma. En animales se han encontrado 6 estudios que analizaron la absorción oral de HT  

tanto en plasma como en orina (Bai et al., 1998; Coni et al., 2000; Tuck et al., 2001; Visioli et al., 

2001; Del Boccio et al., 2003; Christian et al, 2004) y otros dos que estudiaron el metabolismo del 

HT tras su administración intravenosa empleando compuestos marcados radiactivamente 

(D’Angelo et al., 2001; Tuck et al., 2002). 

 

El estudio de absorción presentado en esta Memoria Doctoral es el primer estudio en humanos 

que evalúa la biodisponibilidad del HT aislado, con una elevada pureza y administrado en 

disolución acuosa sin la intervención de otros nutrientes. Este estudio evaluó además la presencia 

en plasma de este compuesto y sus metabolitos mediante un método de análisis optimizado que 

permitió calcular las principales constantes farmacocinéticas obtenidos a partir de la curva de 

concentración plasmática en función del tiempo que fueron: la concentración plasmática máxima 

(Cmax), el tiempo al que se alcanzó la  concentración máxima (Tmax), el tiempo de vida media en 

plasma (t1/2) y el área bajo la curva de absorción (AUC) (Flórez, 1997). Así mismo se estudió la 

excreción urinaria del HT y los efectos antioxidantes producidos por el consumo de una dosis única 

de HT. Antes del estudio en humanos se realizó un estudio empleando animales de 

experimentación que proporcionó un conocimiento previo de la absorción del compuesto y facilitó 

la selección de los tiempos más apropiados para la determinaciones plasmáticas. 

 

Los resultados mostrados en esta Tesis indicaron que tanto en ratones como en humanos la 

absorción del HT puro en solución acuosa fue muy rápida originando un pico de concentración 

plasmática a los pocos minutos de su administración oral. Teniendo en cuenta la cantidad de HT 

administrada, la Cmax de HT obtenida en el plasma de ratas (0.34 mg/L al administrar una dosis 

de 15 mg de HT/Kg) fue similar a la obtenida previamente por Bai et al. (1998) (1.877 mg/L tras la 
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administración de 55 mg de HT/Kg) que en ambos casos se alcanzó a los 10 minutos. En humanos 

sin embargo, solo existe referencia de la concentración plasmática de HT cuando se consumió 

aceite de oliva virgen y mostró un perfil de absorción bastante diferente al obtenido en nuestro 

estudio. Mientras que la administración de HT en disolución acuosa produjo un pico prominente de 

concentración plasmática a los 10 minutos, el consumo de aceite de oliva produjo una curva de 

absorción más mantenida, con concentraciones máximas a los 32 minutos y con un tiempo de vida 

media mayor (Miro-Casas et al., 2003). Considerando que el aporte de HT por el aceite de oliva fue 

mucho menor que el administrado en el presente estudio, la  Cmax y el AUC de HT obtenida por el 

consumo de aceite fue relativamente mayor. En un estudio llevado a cabo en ratas (Tuck et al., 

2001) se observó que la absorción de este compuesto cuando se administraba disuelto en agua 

era un 25% menor que cuando se administraba disuelto en aceite. Estas diferencias podrían 

también explicarse por a una subestimación de la cantidad de HT  ingerida, por las razones 

anteriormente mencionadas. Se ha descrito que la absorción del HT tiene lugar preferentemente 

en el intestino delgado y en el colon (Vissers et al., 2002). En el estudio presentado en esta 

Memoria Doctoral el HT se administró en disolución acuosa y en ayunas por lo que el compuesto 

alcanzaría rápidamente a los lugares de absorción. La administración de HT en aceite de oliva 

podría haber retrasado el Tmax posiblemente debido al proceso de digestión de la grasa y el 

retraso que experimenta el vaciado gástrico. Aún así, la absorción del HT fue muy rápida 

comparada con la de otros compuestos fenólicos (Mannach et al., 2005).  

 

La estructura simple y el carácter anfipático de este compuesto sugiere que el compuesto podría 

atravesar fácilmente las membranas celulares. En efecto, en un estudio realizado en un modelo de 

transporte intestinal con células caco-2 se observó que el transporte de HT era muy rápido, no 

saturable, bidireccional y no era inhibido por la presencia de compuestos de estructura similar que 

pudieran actuar como posibles inhibidores competitivos de sistemas de transporte, indicando que 

la absorción del HT podría tener lugar por difusión pasiva (Manna et al., 2000).  

 

Los resultados de AUC obtenidos en los distintos voluntaros del estudio mostraron que la 

absorción del compuesto tenia una amplia variabilidad interindividual que también fue encontrada, 

aunque en menor medida, en otros trabajos anteriores (Visioli et al., 2000b; Miro-Casas et al., 

2001a; Miro-Casas et al., 2003). Esta variabilidad puede ser debida al importante metabolismo de 

primer paso que, como indicaron los resultados de este y otros estudios, sufre el HT durante su 

absorción. Este fenómeno de primer paso en el metabolismo del HT fue mayor en ratas donde 

además del HT, a los 5 minutos de la ingesta se detectaron 3 metabolitos adicionales distintos: El 

HvOH, el HvAc y el DHPA. Todos estos compuestos habían sido identificados previamente por 

otros autores en plasma (D’Angelo et al., 2001) y orina de ratas (Tuck et al., 2001). En humanos, el 

HvOH también apareció inmediatamente en plasma pero no se detectaron los compuestos ácidos 

(HvAc y DHPA). La incubación del plasma con glucuronidasa o con sulfatasa no aumentó la 
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cantidad detectada en el plasma por lo que podemos decir que estos compuestos no se 

encontraban conjugados en el plasma o se encontraban en cantidades muy reducidas en relación 

a las formas libres. El HvOH también se detectó en plasma humano en el estudio publicado por 

Miro-Casas et al. (2003), salvo que en este caso la presencia de ambos compuestos (HT y HvOH) 

en plasma solo se observó tras la hidrólisis ácida o enzimática del plasma y no se encontraron sus 

formas libres. Esta diferencia podría tener su explicación en una saturación de los enzimas de 

conjugación implicados producida en nuestro estudio llevado a cabo con una dosis más elevada 

(Manach et al., 2004). Si se tienen en cuenta todos los compuestos derivados del HT, la cantidad 

de HT absorbida estimada a partir de las concentraciones plasmáticas en ratas fue mayor que en 

humanos (46% y 9.4%, respectivamente), pero esta relación se invierte si considera sólo la 

cantidad de HT del plasma (0.59% y 6.2%, respectivamente). Estas diferencias entre ratas y 

humanos en la absorción del HT fue observada también por Visioli et al. (2003) y puede deberse a 

diferencias en los enzimas implicados en el metabolismo de este compuesto entre las especies 

(White y Wu, 1975). La aparición inmediata de los metabolitos del HT sugiere que el metabolismo 

del HT pudo comenzar durante su absorción en las propias células intestinales probablemente por 

la acción de la enzima catecol-ortometil-transferasa (COMT) (Manna et al., 2001). La COMT esta 

presente en todas las células del organismo y juega un papel fundamental en el metabolismo de 

catecolaminas endógenas en el cerebro. Esta enzima cataliza la transferencia de un grupo metilo 

desde la S-adenosil-metionina al los compuestos fenólicos que tengan una estructura o-difenólica 

en su molécula (Zhu, 2002). Por acción de este enzima el HT incorpora un grupo metilo en el 

hidroxilo situado en posición 3 del HT originando HvOH. El DHPA y el HvAc son el resultado de la 

oxidación del grupo etanólico del HT y del HvAc, respectivamente, posiblemente por las enzimas 

alcohol-deshidrogenasa y aldehido deshidrogenasa (D’Angelo et al., 2001). Estos compuestos 

ácidos no se detectaron en el plasma de los voluntarios humanos pero si en la orina indicando que 

las rutas de transformación metabólica no fueron tan diferentes entre ratas y humanos. Aún así no 

podemos descartar la presencia de estos compuestos en plasma de los voluntarios ya que el 

método de análisis empleado en este estudio (CG-EM) tiene unos límites de detención superiores 

a 100 �M para el HvAc y el DHPA en el plasma humano.  

 

Este metabolismo rápido del HT podría sugerir en un primer momento una perdida de actividad del 

compuesto. Sin embargo, cuando se analizaron las capacidades antioxidantes de los metabolitos 

procedentes del HT se encontró que todos ellos tenían una CAO similar o mayor que la del propio 

HT, ya descrita en (Tuck et al. 2002), por lo que los metabolitos también podrían ejercer un efecto 

antioxidante y contribuir al efecto global del HT observado en el modelo experimental de 

aterosclerosis en conejos. Algunas de las propiedades descritas in vitro para el HT también se han 

observado para algunos de sus metabolitos. Así, el DHPA fue capaz de inhibir el crecimiento e 

inducir la apoptosis de células cancerosas HL60 (leucemia promielocítica) (Ragione et al., 2000). 

Además se ha descrito que los compuestos fenólicos también podrían tener un efecto indirecto al 
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utilizar las mismas rutas metabólicas que varios xenobioticos u hormonas endógenas (Manach et 

al., 2004). Se ha sugerido que el HT puede ser mejor sustrato para la COMT que algunos de los 

compuestos endógenos, catecolaminas y estrógenos (Manna et al., 2000). La regulación de las 

reacciones de metilación de estos compuestos, que actúan como neurotransmisores y hormonas, 

tienen una importante función en el desarrollo de la enfermedad cardiovascular, algunas 

enfermedades neurodegenerativas como el alzheimer y el cancer. Por lo tanto el HT podría tener 

un efecto beneficioso indirecto en estas patologías a través de la inhibición competitiva de la 

actividad de la COMT (Zhu, 2002). 

 

En la orina de los voluntarios humanos se detectaron, además de las formas libres del HT, el 

HvOH, el HvAc y el DHPA, las formas conjugadas con glucurónico y sulfato de estos mismos 

compuestos. De nuevo se encontró una gran variabilidad en cuanto a las formas de eliminación 

urinaria entre los distintos voluntarios. La metilación, la oxidación y la conjugación son elementos 

comunes en el metabolismo de los compuestos fenólicos. La conjugación con glucurónico puede 

tener lugar en células de la mucosa intestinal por parte de una subfamilia de enzimas UDP-

glucuronidasas (Spencer et al., 1999) que poseen un amplio patrón de expresión polimórfica, 

resultando en una amplia variabilidad interindividual (Boersma et al., 2002). En el hígado estos 

compuestos pueden transformarse de nuevo (Mannach et al., 2004): por una parte pueden 

metilarse y por otra pueden perder el glucurónido y se conjugarse con sulfato. (O’Leary et al., 

2003). La actividad de estos enzimas dependen de la naturaleza del compuesto fenólico y de la 

dosis administrada y puede estar influenciada por circunstancias fisiológicas y polimorfismos 

genéticos que conducen a importantes diferencias interindividuales en la capacidad de metabolizar 

los compuestos fenólicos. (Manach et al., 2004). Todo ello contribuiría a explicar la alta variabilidad 

encontrada en este estudio. 

  

La cantidad total de HT absorbida, calculada como la suma de todas sus formas metabolicas 

detectada en orina humana de 24 horas, fue del 7.45 ± 3.27% de la cantidad administrada. Este 

valor fue ligeramente inferior al porcentaje de absorción teórico estimado a partir de las 

concentraciones plasmáticas (9.4±1.8%, considerando también al HvOH), que podría explicarse si 

consideramos que la orina podría no ser la única vía de excreción de los metabolitos de HT 

(D’Angelo et al., 2001). Por otra parte, el porcentaje de recuperación urinaria fue menor que los 

encontrados en otros trabajos donde se utiliza aceite de oliva virgen: 29 - 64% en et al., 2000b; 

72% en Miro-Casas et al., 2001; 28% en Caruso et al., 2001, 44% en Visioli et al., 2004. De nuevo 

estas diferencias observadas en los porcentajes de recuperación urinaria podrían explicarse por 

una mayor absorción del compuesto cuando es administrado en una matriz alimentaria oleosa 

(Tuck et al., 2001) o por una subestimación de la cantidad de HT suministrada por el aceite de 

oliva. La hidrólisis de la oleuropeína y de otros precursores del HT contenidos en el aceite de oliva 

podría tener lugar durante la digestión, en el estómago, el intestino o por las bacterias del colon, o 
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también podrían ser absorbidos como tales y ser hidrolizados en el organismo por las propias 

células intestinales, sanguíneas o hepáticas, liberando el HT. (Vissers et al., 2002). Es posible 

también que alguno de estos compuestos se absorba en mayor proporción que el propio HT. En 

este sentido, en un estudio realizado en sujetos con ileostomia se encontró que la oleuropeina era 

más estable en el contenido intestinal que el HT por lo tanto podría ser que la fracción disponible 

de oleuropeína que llegase a los lugares de absorción fuera mayor (Vissers et al., 2002). Además 

se ha descrito que algunos compuestos fenólicos como la quercetina son absorbidos en mayor 

proporción cuando se encuentran en forma de glucósidos que cuando se encuentran en forma libre 

(Hollman et al., 1995). La presencia de oleuropeina en el plasma de conejos (Coni et al., 2000) y 

de ratas (Del Boccio et al., 2003) indica que la oleuropeina puede ser absorbida como tal. Además, 

en este trabajo el metabolito más abundante procedente de la oleuropeina detectado en orina fue 

el HT (Del Boccio et al., 2003). En un trabajo llevado a cabo por Visioli et al. (2003) se observó que 

cuando la administración de HT no se llevó a cabo en del aceite de oliva virgen, el porcentaje de la 

cantidad de HT administrada que se recuperó en orina de 24 horas fue bastante menor: un 5.8% 

para un yogurt con HT y de 6.7% en el caso de un aceite de oliva refinado adicionado de un 

extracto de compuestos fenólicos. Estos valores son más similares a los encontrados en nuestro 

estudio y a los obtenidos con otros compuestos fenólicos (Manach et al., 2005).  

 

La administración de una sola ingesta de HT no produjo cambios significativos en la concentración 

de peróxidos en plasma ni en la oxidabilidad de la LDL durante las dos horas posteriores a su 

consumo. Otros autores que analizaron los efectos a nivel postprandial de los compuestos 

fenólicos del aceite de oliva virgen tampoco encontraron cambios en los marcadores de estrés 

oxidativo (Weinbrenner et al., 2004a) o en marcadores de peroxidación lipídica de LDL a las pocas 

horas de la ingesta de aceite de oliva virgen (Fito et al., 2002; Gimeno et al., 2002). Sin embargo, 

trascurridas 24 horas después de la administración, sí se observaron efectos antioxidantes tales 

como un aumento significativo del “lagtime” de LDL (Gimeno et al., 2002) y una disminución en la 

excreción de 8-isoprostano en orina de 24 horas que fue proporcional al contenido de compuestos 

fenólicos del aceite ingerido (Visioli et al., 2000a). Tampoco otros compuestos fenólicos que han 

mostrado actividad protectora frente a la oxidación de la LDL in vitro mostraron efectos positivos in 

vivo justo después de su consumo, a pesar de que fueron absorbidos (Abu-Amsha Caccetta et al., 

2000) 

 

En función de estos resultados podemos decir que cuando el HT fue administrado en disolución 

acuosa tuvo una absorción efectiva y rápida pero mostró un importante metabolismo de primer 

paso y sus concentraciones plasmáticas descendieron rápidamente. Dado que la incorporación del 

compuesto en una matriz alimentaria podría modificar su perfil de absorción serian necesarios 

nuevos estudios en el alimento final.  
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6.3. ASOCIACIÓN DEL HIDROXITIROSOL A LA LDL IN VIVO. 

 

Uno hallazgo interesante obtenido en esta Tesis es el descubrimiento de una afinidad específica 

del HT a las lipoproteínas LDL humanas. 

 

Los resultados presentados en esta Memoria Doctoral muestran como el HT presente en el plasma 

humano después de su consumo, se distribuyó en el gradiente de densidad de lipoproteínas 

plasmáticas obtenido localizándose preferentemente en el grupo de fracciones del gradiente que 

contenían las LDL (51.7 ± 5.7% a los 10 minutos y 61.4 ± 8.8% a los 20 minutos respecto a la 

cantidad total detectada en todas las fracciones). Sin embargo, en los gradientes control que no 

contenían lipoproteínas plasmáticas, el HT permaneció en el fondo del tubo resultante del 

gradiente de densidad. Los resultados mostraron además que esta unión fue transitoria ya que a 

medida que disminuyó la concentración plasmática de HT también disminuyó la cantidad de HT 

presente en la fracción de LDL. Si bien se detecto la presencia de HvOH en el plasma humano, 

este no se detecto en ninguna de las fracciones de lipoproteínas. Aunque el HvOH posee una 

actividad antioxidante similar a la del HT no ha encontrado ningún estudio que ponga de manifiesto 

un efecto protector de este compuesto sobre la oxidación de las LDL. Un problema que se planteó 

al demostrar esta posible asociación in vivo a partir de la ingesta de HT fue que la purificación de 

las lipoproteínas LDL requiere usualmente de un paso final de diálisis para eliminar la gran 

cantidad de sales las sales añadidas para generar el gradiente. Nuestro laboratorio comprobó que 

durante el paso final diálisis el HT difundía a través de las membranas por lo que se eliminaba en 

los sucesivos cambios de tampón de diálisis. Esta puede ser la causa de que no se observaran 

cambios en la resistencia a la oxidación o “lagtime” de las LDL aisladas en nuestro estudio de 

absorción, así como el hecho de que otros estudios anteriores no encontraron afinidad in vivo ni 

cambios en la oxidabilidad de las lipoproteínas aisladas (Bonanome et al., 2000). 

 

Se ha descrito que la oxidación de las LDL tiene un papel central en la patología de la 

aterosclerosis y la ECV. Cuando la LDL se modifica, principalmente por oxidación, se produce un 

cambio en la estructura de la apoB100 que puede ocasionar la alteración de los lugares de 

reconocimiento de los receptores, por lo que estas LDL oxidadas (LDLox) son captadas por los 

receptores “scavenger” de los macrófagos de forma no controlada dando lugar a la formación de 

células espumosas, cargadas de lípidos, que se acumulan en la intima arterial (Berliner et al, 1996; 

Lusis, 2000). Además se ha descrito que la LDLox puede tener funciones no solo en el inicio sino 

en todas las etapas del proceso aterosclerótico ya que entre los efectos ocasionados por las 

LDLox se encuentran la alteración de la función endotelial, la atracción de monocitos y linfocitos al 

endotelio, actividad proinflamatoria y citotóxica y el aumento de las señales e intermediarios de la 

coagulación (Witztum y Steinberg 2001). Esta teoría oxidativa de la aterosclerosis es una de las 

más aceptadas y de ahí el creciente interés por los antioxidantes en la prevención de ECV. 
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El HT es un antioxidante natural con una elevada actividad captadora de radicales libres 

(Aeschbach et al., 1994; Visioli et al., 1998; De la Puerta et al., 1999). Numerosos trabajos de 

investigación han demostrado, in vitro e in vivo, que el HT ejerce un efecto protector frente a la 

oxidación de las LDL. Así, el HT previno la oxidación de vitamina E, inhibió la peroxidación lipídica, 

redujo la modificación de la ApoB100 y prolongó la duración del “lagtime” de la LDL ocasionados 

por iones Cu in vitro. (Visioli et al., 1995; Salami et al., 1995). En conejos, el consumo de aceite de 

oliva rico en compuestos fenólicos originó un aumento de la resistencia a la oxidación de la LDL ex 

vivo (Wiseman 1996) y a un aumento en el contenido de antioxidantes de esta lipoproteína, como 

la vitamina E o el coenzima Q (Ochoa et al., 2002). En estudios de intervención en humanos 

también se ha observado una disminución de la susceptibilidad a la oxidación de la LDL (Ramírez 

Tortosa et al., 1999 ; Masella et al., 2001; Fito et al., 2001; Gimeno et al., 2002, Marrugat et al., 

2004), un aumento de los antioxidantes de esta lipoproteína (Gimeno et al., 2002) o una 

disminución de la LDLox en plasma (Weinbrenner et al., 2004a, Marrugat et al., 2004) comparando 

el consumo de aceite de oliva virgen con un aceite de oliva refinado u otros tipos de aceites de 

similar perfil de ácidos grasos. Estos efectos protectores sobre las lipoproteínas LDL sugirieron de 

forma indirecta una posible afinidad del HT y de los compuestos fenólicos por las lipoproteínas 

LDL. 

 

La unión de los compuestos fenólicos del aceite de oliva a las lipoproteínas ya había sido 

investigada “ex vivo” por Covas et al. (2000) que puso de manifiesto la presencia de compuestos 

fenólicos en la LDL aislada de plasma incubado con un extracto etanólico de aceite de oliva. El 

contenido de estos compuestos en la fracción LDL fue proporcional a la cantidad añadida en 

plasma y produjeron un aumento de la resistencia de esta lipoproteína a la oxidación por cobre 

(“lagtime”). En este caso, la LDL fue purificada para el estudio de “lagtime” por medio de una 

columna de exclusión aunque no especifica si la determinación de compuestos fenólicos se llevó a 

cabo antes o después de la misma. Bonanome et al. (2000) también detectó a nivel postprandial 

compuestos fenólicos, fundamentalmente tirosol, en las lipoproteínas plasmáticas de voluntarios 

que ingirieron aceite de oliva virgen. Este estudio no fue capaz de establecer una afinidad 

específica por ninguna de las lipoproteínas plasmáticas posiblemente debido a la eliminación del 

HT en el paso de diálisis. Recientemente Lamuela-Raventós et al. (2004) encontró un aumento en 

el contenido de compuestos fenólicos en las LDL después de una semana de consumo de aceite 

de oliva. En este trabajo también se empleó un método de purificación en columna de las 

lipoproteínas. A pesar de ello, al igual que en los casos anteriores, el método de análisis fue 

inespecífico ya que cuantificaba compuestos fenólicos totales y solamente se identificaron 

quercetina y rutin (Lamuela-Raventos et al., 1999), compuestos que pueden estar presentes 

también en frutas, vegetales o vino tinto (Manach et al., 2004). Sin embargo, no se encontraron 

cambios significativos en el contenido de compuestos fenólicos de la LDL a nivel postprandial entre 
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dos y ocho horas después de la ingesta del aceite de oliva. Esto podría ser debido a que, como se 

ha mencionado con anterioridad, la absorción y el metabolismo del HT ocurre de forma rápida y 

además la ingesta de aceite de oliva pudo no proporcionar cantidades suficientes de HT en plasma 

para poder ser detectado en la LDL. (Miró-Casas et al., 2003). 

 

Los efectos y la localización del HT fue estudiado en un modelo de liposomas (Paiva-Martins et al., 

2003). Cantidades micromolares de HT (0.75 �M) adicionadas a los liposomas prolongaron el 

tiempo peroxidación lipídica (“lagtime”) inducida por AAPH, un compuesto que genera radicales 

libres de oxígeno en la fase acuosa. Este efecto protector fue mayor en combinación con �-

tocoferol y vitamina C. Debido a su lipofília, el �-tocoferol se sitúo en el interior de las membranas 

fosfólipidicas, mientras que el HT y la vitamina C se localizaron en su superficie. La vitamina C y 

sobre todo el �-tocoferol son antioxidantes endógenos que pueden proteger de la oxidación a las 

lipoproteínas LDL (Stocker et al., 1991; Esterbauer et al., 1992a). Se ha descrito que los radicales 

libres de oxigeno son generados en las lesiones ateroscleróticas por los sistemas celulares y 

enzimáticos y podrían ser responsables de la oxidación de la LDL in vivo (Berliner y Heinecke, 

1996). Estos radicales libres de oxigeno actuarían desde la fase acuosa iniciando las reacciones 

de peroxidación lipídica de los fosfolípidos de la superficie de la lipoproteína (Terao et al., 1994). 

En esta situación, el HT podría actuar como una primera línea de defensa sobre los radicales libres 

presentes en la fase acuosa, protegiendo de la oxidación a la vitamina E presente en la 

lipoproteína que actuaría como una segunda línea de defensa impidiendo la propagación de los 

radicales peroxilipídicos (Paiva-Martins et al., 2003). La protección y reducción de la vitamina E de 

la LDL por el HT y otros polifenoles vegetales ha sido descrita anteriormente. Visioli et al. (1995) y 

Salami et al. (1995) encontraron que la presencia de cantidades micromolares de HT previnieron la 

perdida de vitamina E en la LDL inducida por iones Cu in vitro. Ochoa et al. (2002) compararon los 

efectos de varios aceites de oliva virgen con distinto contenido con compuestos fenólicos 

incorporados en la dieta de conejos durante 8 semanas, encontrando que aquellos animales 

alimentados con el aceite que contenía el mayor contenido de compuestos fenólicos (entre 4 y 18 

veces más que los otros dos aceites de oliva estudiados) contenían en su LDL casi 3 veces mas 

vitamina E y cerca del doble de coenzima-Q que las LDL aisladas del resto de grupos animales. 

Sin embargo este aumento no fue significativo cuando se determinaron estos antioxidantes en el 

plasma total donde aparte de la en LDL, están presentes en las otras lipoproteínas. Estos 

resultados sugirieron que los compuestos fenólicos del aceite de oliva podrían proteger 

específicamente a los antioxidantes contenidos en las LDL. En estudios de intervención en 

humanos, una semana de ingesta de aceite de oliva virgen también ocasionó un aumento 

significativo de la vitamina E presente en las lipoproteínas LDL de los voluntarios, sin embargo este 

efecto no se observó a nivel postprandial entre las 2 y 24 horas después de una única ingesta. Hay 

que tener en cuenta que en este trabajo, desde los 4 días anteriores a la 1ª administración del 

aceite y durante todo el estudio, los voluntarios consumieron una dieta donde se excluyeron los 
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alimentos que contenían compuestos fenólicos como el café, el vino, la fruta y las verduras. En 

solo 4 días esta dieta redujo la concentración de vitamina E de la LDL en un 30% lo que indicó una 

vez más el efecto protector de este tipo de compuestos sobre la vitamina E de las LDL. Una sola 

ingesta de aceite de oliva no consiguió recuperar estos niveles, pero si lo hizo el consumo 

continuado del aceite de oliva virgen durante una semana ocasionando además un aumento del 

“lagtime” y una disminución de peróxidos de estas lipoproteínas (Gimeno et al., 2002).  

 

Otros compuestos fenólicos procedentes de la dieta también fueron capaces de proteger de la 

oxidación a las lipoproteínas LDL y de unirse a ellas. (Ivanov et al., 2001). Se ha descrito como las 

catequinas (flavanoles) del té presentaron afinidad por las lipoproteínas LDL, pero la mayoría se 

encontraron en la fracción que contenía la HDL (23%) y en la fracción rica en proteínas del plasma 

(60%), compuesta principalmente albúmina (van het Hof et al., 1999). Lo mismo se observó para el 

resveratrol (Belguendouz et al., 1998) o la isoflavona de la soja genisteína (kaamanen. Bioch 

Biophys Acta 2003;1631). En nuestro estudio sin embargo el HT mostró una mayor afinidad por las 

lipoproteínas LDL que por otras fracciones proteicas del plasma. No obstante, en los controles 

empleados que no contenían LDL, el HT se localizó en las fracciones de mayor densidad del 

gradiente (parte inferior) donde sedimento la albúmina sin que se observaran diferencias el la 

localización del HT en los gradientes control usados con o sin albúmina, por lo que no pudimos 

confirmar si una parte del HT puede unirse también a la albúmina. 

 

Los resultados de este estudio muestran que el HT tiene una afinidad específica por las 

lipoproteínas LDL y esta unión podría proteger frente a la oxidación de esta lipoproteína in vivo 

bien directamente captando los radicales libres de oxígeno y otros especies reactivas, quelando 

iones metálicos desencadenantes de las reacciones de peroxidación, o bien indirectamente a 

través de la regeneración de la vitamina E presente en la lipoproteína. 

 

6.4. EFECTOS DEL HIDROXITIROSOL SOBRE LA EXPRESIÓN GÉNICA EN HÍGADO DE 

RATÓN. 

 

La tecnología microarray permitió el análisis simultáneo de la expresión de más de 12000 genes en 

hígado de ratón con el fin de investigar posibles efectos tóxicos y mecanismos de acción del HT. 

 

Los resultados obtenidos muestran la ausencia de efectos tóxicos del HT a las dosis empleadas 

(0.05 y 0.5 g/Kg/día), tanto por el mantenimiento del peso de los animales como por el leve efecto 

ocasionado sobre la expresión génica en hígado de ratón. Los resultados de toxicidad aguda 

obtenidas por D’Angelo et al. (2001) también mostraron ausencia de efectos tóxicos a una dosis de 

2 g/Kg de peso, excepto una piloerección que desapareció a las pocas horas. En un estudio más 

extenso de toxicidad llevado a cabo para un extracto acuoso de aceituna conteniendo 24 mg/g de 
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HT y 60 mg/g (HIDROX®), se estableció que la dosis oral aguda en la cual no se observaron 

efectos adversos fue de 2 g/Kg. Los resultados de toxicidad crónica a 90 días indicaron que una 

dosis diaria de 2 g/Kg de este producto no ocasionó ningún efecto adverso. Tampoco se 

encontraron efectos sobre el desarrollo del feto, ni actividad mutagénica (Christian et al., 2004). 

 

El HT afectó de forma significativa a la expresión de solo un 2.5‰ de los genes analizados a la 

dosis más baja y un 2.9‰ a la dosis más alta. En ambas dosis, el número de genes cuya 

expresión se vio reducida por la ingesta de HT fue mayor que los genes inducidos. De entre los 

genes que se modificaron se realizó una selección de los genes que tuvieran una función conocida 

y se agruparon en 5 categorías, encontrando que el consumo de HT produjo un ligero efecto (en la 

mayoria de los casos no significativo) en la expresión de genes implicados en el metabolismo 

lipídico y glucidico, la cadena de transporte electrónico, la inflamación, la angiogénesis, la 

apoptosis y la coagulación sanguínea, que podrían explicar en parte algunos de los resultados 

obtenidos en esta Memoria Doctoral, y otros efectos del HT reflejados en la literatura científica.  

 

La interpretación y extrapolación de los resultados de microarray para explicar los efectos del HT 

en el modelo experimental de aterosclerosis con conejos hipercolesterolemicos debe realizarse 

con cautela ya que el estudio de expresión génica se llevó a cabo con ratones sanos, donde es de 

esperar que no estén activados los genes que podrían estar implicados en el desarrollo de la 

aterosclerosis. Sin embargo algunos de los resultados podrían arrojar luz sobre los posibles 

mecanismos de acción del HT para así orientar la investigación futura. 

  

Se observó una disminución significativa en la expresión del enzima latosterol-C5-desaturasa, un 

enzima implicada en uno de los últimos pasos la síntesis de colesterol a partir de latosterol.  Es 

posible por tanto que parte del efecto hipocolesterolemico ocasionado por el HT en el modelo 

experimental de aterosclerosis en conejos se deba a una disminución de la síntesis de colesterol. 

Sin embargo sería necesario la confirmación mediante RT-PCR de estos resultados y la realización 

de otros ensayos que permitan evaluar el efecto del HT sobre la síntesis de colesterol. 

 

El efecto del HT sobre el perfil de ácidos grasos en plasma de conejos ateroscleróticos, donde se 

encontró un aumento de AGMI en el grupo AH, también podría explicarse teniendo en cuenta que 

el HT produjo una disminución de la expresión de la sintasa de ácidos grasos y que la regulación 

de la transcripción de la enzima delta-9 desaturasa, que cataliza la instauración de AGS a AGMI, 

por los AGPI y el colesterol ocurre a través de  un factor de transcripción, el SREBP-1 (“sterol 

regulatory element binding protein-1”) (Ntambi, 1999), cuya expresión se encuentra reducida en el 

hígado de los ratones en las dos dosis empleadas. El SREBP-1 también regula la expresión del 

receptor de la LDL y algunos genes implicados en la síntesis de colesterol. Aún así, la variación en 

la expresión de ambos genes fue muy leve y no alcanzó significación estadística. La administración 
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de HT a los ratones también redujo la expresión de varios enzimas hepáticos implicadas en el 

metabolismo glucídico, lipídico y proteico, así como varios componentes de la cadena electrónica 

mitocondrial, lo que sugiere que el HT podría tener un efecto en el metabolismo hepático. En el 

estudio de toxicidad crónica del HIDROX citado anteriormente se observó una disminución de la 

actividad de enzimas hepáticas, alanino aminotransaminasa (ALT), aspartato aminotransferasa 

(AST) y sorbitol deshidrogenasa (SDH) y un descenso en el colesterol plasmático (Christian et al., 

2004). En este mismo estudio se observó también un aumento significativo en el número de 

glóbulos rojos entre las ratas hembras a las que se administro una dosis de producto equivalente a 

0.05 g/Kg de peso. 

 

La expresión del gen de la trombospondina 1 también fue aumentada de forma importante en los 

animales a los que se administro la dosis más baja de HT respecto al control, pero no se modificó 

a la dosis más alta. Esta proteína esta implicada en la regulación de la angiogénesis y se ha 

descrito que inhibe del crecimiento tumoral (Lawler, 2002). Algunos genes con funciones en la 

inflamación y la respuesta inmunitaria como el “CD1d1”, implicado en la presentación de antígenos 

y la activación de células T (Ichimiya et al., 1994), o el gen “Chemokine (C-X-X motif) ligand 12”, 

cuyo homólogo humano está implicado en la quimiotaxis de monocitos y células T (Shirozu et al., 

1995), también redujeron su expresión a ambas dosis respecto al control, aunque fue significativa 

solo con la dosis más alta. La expresión del gen “CD47 antigen”  que actúa activando la fagocitosis 

(Lindberg et al., 1993), también mostró una pequeña reducción no significativa a ambas dosis. 

Otros genes implicados en la coagulación sanguínea como el del plasminógeno o algunos factores 

del complemento, vieron reducida su expresión aunque los cambios fueron muy leves y no 

alcanzaron significación con ninguna de las dosis empleadas. Los estudios in vitro con el HT 

mostraron que este compuesto fue capaz de reducir la respuesta inflamatoria en células 

endoteliales activadas con LPS y citoquinas (Carluccio et al., 2003) y de reducir la agregación 

plaquetaria inducida por colágeno y ADP (Petroni et al.,1995). 

 

Uno de los genes que experimentó una mayor inducción correspondió al gen que codifica la 

calponina-2. Esta proteína esta implicada en la regulación y la modulación de la contracción del 

músculo liso (Masuda et al., 1996). En menor medida, aunque también de forma significativa, el HT 

indujo la expresión del gen que codifica la transgelina, otra proteína implicada en la contracción 

muscular. 

 

Los resultados del array mostraron que a las dos dosis ensayadas se produjo un aumento 

significativo en la expresión del gen que codifica la enzima ácido aminolevulinico sintasa, el enzima 

limitante de la síntesis del grupo hemo (Kawasaki et al., 1996). La administración de la dosis más 

baja (1 mg de HT, equivalente a 0.05 g/Kg de peso) produjo un aumento significativo en la 

expresión de hemoglobina � y � con respecto al grupo control. Aunque sería necesario su 
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confirmación por RT-PCR, estos resultados sugieren que el HT podría tener un efecto sobre la 

hematopoyesis lo que abre una nueva vía de investigación para el HT. Este efecto pudo 

observarse en el estudio de toxicidad crónica del HIDROX® donde se encontró un aumento en el 

número de glóbulos rojos con la administración de una dosis de producto equivalente a 0.05 g de 

HT/kg de peso (Christian et al., 2004). Estudios in vitro también demostraron un efecto protector 

del HT frente a los radicales libres en eritrocitos, inhibiendo la lipoperoxidación a las membranas y 

reduciendo la hemolisis (Manna et al.,1999).  

 

Por ultimo se observó una disminución no significativa de la expresión del gen que codifica la 

ferritina, proteína plasmática que transporta el hierro, con a la dosis más alta administrada a los 

ratones. La capacidad del HT de quelar iones hierro (Aeschbach et al.,1994) podría ocasionar una 

menor disponibilidad del mismo. En este sentido será necesario prestar una especial atención a 

una posible alteración de la disponibilidad del hierro y  en los futuros estudios de intervención con 

HT.  
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CONCLUSIÓNES: 
 
 

1. La administración diaria de 4 mg/Kg de hidroxitirosol purificado produjo beneficios a 

nivel cardiovascular en un modelo experimental de aterosclerosis inducida en conejos 

por una dieta rica en grasas saturadas y colesterol, ocasionando una reducción de las 

concentraciones plasmáticas de colesterol total y triglicéridos, un aumento de colesterol 

HDL y una mejora de los parámetros antioxidantes. Así mismo, la administración de HT 

condujo a un menor desarrollo de la lesión aterosclerótica cuantificada en el cayado 

aórtico.  

 

2. El hidroxitirosol administrado en disolución acuosa fue absorbido rápidamente por el 

organismo tanto en ratones como en humanos, encontrándose concentraciones 

plasmáticas máximas a los 10 minutos. Una vez alcanzada la concentración máxima, el 

hidroxitirosol mostró una vida media en plasma de 9 minutos y su concentración 

descendió rápidamente. Los metabolitos procedentes del hidroxitirosol encontrados 

fueron alcohol homovanílico, ácido homovanílico y ácido dihidroxifenil-acetico, todos 

ellos con actividad antioxidante, que en humanos fueron excretados por orina en forma 

libre o conjugados con glucurónido y sulfato. Las estimaciones del porcentaje de 

absorción de hidroxitirosol administrado en solución acuosa fueron del 46% y 9.4% en 

ratas y en humanos, respectivamente. 

 

3. En el plasma el hidroxitirosol muestra una afinidad específica por las lipoproteínas LDL. 

Esta unión es lábil y transitoria y no se encontró para el resto de los metabolitos 

procedentes del hidroxitirosol.  

 

4. La administración diaria de 0.5 mg/Kg durante 15 días a los ratones sanos produjo 

efectos débiles sobre la expresión de genes implicados en la síntesis de colesterol, el 

metabolismo lipídico, glucídico y proteico, la inflamación, la coagulación sanguínea, la 

angiogénesis y la contracción del músculo liso en hígado de ratón. 
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