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Abstract

Human and animal feeding is continuously needed of new alimentary sources both healthy and highly
productive, in order to accommodate increasing demographic pressure and strong demand of
specialized foods. Apart from the regular primary agro-food sources, the design of alternative ways
for raw foods processing, re-usage of secondary products or by-products, or the isolation of essential
components from foods and their addition to functional or dedicated design-foods represent
strategies of wide evolution.

The present work focuses into the alternative usage of two basic food resources. On one side, olive
fractionation prior to olive processing in the oil factories is a source or new and valuable products of
high added value. One of these products is the flour arising from the olive stone, which is becoming
highly valuated because of its high content in nutritional components and its emerging nutraceutical
capacities. On the other side, the different species of sweet lupins, particularly narrowleafed lupin,
represent crops in continuous growth, as its consumption in several preparations (i.e. whole seeds
or flours) have shown to display anti-diabetic properties, as well as a satiating property contributing
to fight obesity. We lack, however of scientific evidence supporting such properties, which were
observed empirically only. Therefore, the main objective of the present Ph.D. work is to obtain such
evidence, through the biological assay of components derived from these alimentary sources.

In the case of the olive, the NUTRAOLEUM study was used as the basis. This study has shown to be a
highly informative scenario to analyze in vivo the benefits of triterpenes of the olive oil (oleanolic and
maslinic acids) on the health of healthy humans. The assay encompasses the raw intake by
participants of a supplementary dose (30 mL/day) of optimized olive oil, and a functional olive ail,
both created by means of olive-derived-technical procedures, in comparison with intake of an extra-
virgin olive oil (all of them displaying differential concentrations of these compounds). Fifty-one
adults participated in this random, crossed, controlled assay. Differently from other studies emerging
from this clinical assay already performed in vivo, in this Ph. D. work a new method for ex vivo culture
of the patients’ blood including the induction of an artificial inflammatory state was designed, which
allowed the amplification of the signaling network involved. The plasma samples, or the peripheral
mononuclear blood cells isolated from the cultures were subjected to a comprehensive analysis of
inflammation and oxidative stress by means of ELISA, Q-PCR, quantitative Western blotting and Bio-
Plex [i.e. IL-1B, IL-2, IL-4, IL-5, IL-6, IL-7, IL-8, IL-10, IL12, IL-13, IL-17, granulocyte macrophage colony-
stimulating factor (GM-CSF), interferon (IFN)-y, TNF-a, granulocyte colony-stimulating factor (G-CSF),
macrophage inflammatory protein (MIP)-1B, monocyte chemotactic protein (MCP)-1], NO
concentration, presence of iNOS and changes in the protein nitration profiles), which allowed
demonstrating the high anti-inflammatory and anti-oxidant capacity of these compounds
(triterpenes) from the olive oil. It was also shown (by using analogous procedures) the anti-
inflammatory character of flours derived from olive seeds, which were added to the ex vivo blood
cultures of the patients. This was particularly evident in the type-2 diabetic patients, who showed a
diminution of the sub-clinic inflammatory state, subjacent to this pathology. Such assays with seed
flours were also confirmed in a different experimental system, which consist in cell cultures of
pancreatic cells, induced by using three different inflammation inducers.

In the case of lupin proteins, recombinant forms of the narrowleafed (rf1, r2, r3, rf4 y rB6),
purified by affinity chromatography were used. These proteins were assayed in several biological
systems including their ex vivo co-culture with the blood of healthy patients and diabetic/metabolic
syndrome patients, in vitro culture of pancreatic cells, and in vitro cultures of pancreatic cells after
the induction of insulin tolerance. In this case, on top of the most relevant markers of inflammation
and oxidative state mentioned above, additional markers were used, as those corresponding to



protein carbonylation, markers involved in the insulin signaling pathways and others like IRS-1, GLUT-
4, CCL5, CCR2, ICAM-1 and NF-kB1 (p50), protein kinase B (AKT). Also, analyses regarding the
straightforward capacity of the recombinant conglutins to bind insulin and an analysis of IRS-1
phosphorylation were performed. Such studies concluded that r1, rB3, y rB6 conglutins are able to
reduce the expression of pro-inflammatory molecules as well as the whole oxidative state, increasing
on the other side the expression of insulin receptors and transporters, possibly favoring recognition
and control of the insulin levels. r2 y rB4 isoforms of conglutins are, contrarily, favoring the
inflammatory state and had no effect insulin signaling. In the case of insulin-resistant cells, the
recombinant conglutins rB1, rB3, y rB6 were able to noticeably improve the levels of the most
relevant markers involved in maintaining optimal inflammatory and oxidative state in the resistant
cultures.

The present Ph. D. allowed to develop tools and procedures able to dissect the potential nutraceutical
effects of different food components, by exemplifying them in two foods of broad use like the olive
(and its derivatives) and lupin. This knowledge will be of utility for the agro-food industry and
develops new aspects of health, which are likely applicable to the treatment of several pathologies
like type-2 diabetes.

Keywords:

Antiinflammatory, antioxidant, B-conglutins, biomarker, ex vivo blood culture, diabetes, GLUT-4,
flour, IL-1R, induction, inflammation, INOS, insulin, legumes, Lupinus angustifolius L., Olea europaea
L., olive, oxidation, pancreatic cells, PI3-kinase, resistance, seed, sweet lupin, vicilin.



Resumen

La alimentacion humana y animal estan continuamente necesitadas de nuevas fuentes alimentarias
saludables y altamente productivas para dar cabida a la creciente presion demografica y a la fuerte
demanda de alimentos especializados. Aparte de las fuentes agroalimentarias primarias habituales,
el disefio de vias alternativas de procesamiento de estos alimentos basales, la reutilizacién de
productos secundarios o subproductos, o el aislamiento de componentes esenciales de los alimentos
y su adicidén a alimentos funcionales o de disefio son estrategias en amplia evolucién.

El presente trabajo se centra en la utilizacidn alternativa de dos recursos alimentarios basicos. Por
una parte, el fraccionamiento de la aceituna de forma previa a su procesado en las almazaras es una
fuente de nuevos y valiosos productos con alto valor afiadido. Uno de estos productos son las harinas
procedentes de la semilla del hueso, que estdn siendo valoradas por su alto contenido en
componentes nutricionales y por sus emergentes capacidades nutracéuticas. Por otra parte, las
diversas especies de altramuz dulce, y especialmente el altramuz de hoja estrecha, representan
cultivos en continuo crecimiento dado que su consumo en diversas preparaciones (ej. semillas
completas o harinas) ha mostrado poseer propiedades antidiabéticas, asi como propiedades
saciantes que contribuyen a luchar contra la obesidad. Carecemos, sin embargo, de evidencias
cientificas que soporten estas propiedades observadas de forma empirica. Es por tanto el objetivo
fundamental de esta Tesis Doctoral obtener dicha evidencia, a través del ensayo bioldgico de
componentes derivados de estas fuentes alimentarias.

En el caso de la aceituna, se ha tomado como base el estudio NUTRAOLEUM, que ha mostrado ser
un escenario altamente informativo para analizar in vivo los beneficios de los triterpenos del aceite
de oliva (acidos oleandlico y maslinico) sobre la salud de humanos sanos. El ensayo incorpora la toma
basal por parte de los participantes de un suplemento diario (30 mL/dia) de aceite optimizado de
aceite de oliva, y de un aceite de oliva funcional, ambos creados mediante procedimientos de
elaiotecnia, en comparacion con la toma de un aceite de oliva virgen extra (todos ellos con
concentraciones diferenciales de estos compuestos). En el ensayo (aleatorizado, cruzado vy
controlado) participaron 51 adultos. A diferencia de otros estudios emergentes de este ensayo clinico
ya realizados in vivo, en esta Tesis Doctoral se optimizé un método de cultivo ex vivo de la sangre de
los pacientes con induccién de un estado inflamatorio artificial que permitié una amplificacion de la
red de sefiales implicadas. Las muestras de plasma obtenidas o las células mononucleares de sangre
periférica aisladas de los cultivos fueron sometidas a un exhaustivo anadlisis de marcadores de
inflamacion y estrés oxidativo mediante ELISA, Q-PCR, Western blotting cuantitativo y Bio-Plex [i.e.
IL-1B, IL-2, IL-4, IL-5, IL-6, IL-7, IL-8, IL-10, IL12, IL-13, IL-17, granulocyte macrophage colony-
stimulating factor (GM-CSF), interferon (IFN)-y, TNF-a, granulocyte colony-stimulating factor (G-CSF),
macrophage inflammatory protein (MIP)-1B, monocyte chemotactic protein (MCP)-1], concentracién
de NO, presencia de iNOS y cambios en los patrones de nitracion proteica), que permitieron
demostrar la elevada capacidad antiinflamatoria y antioxidante de estos compuestos (triterpenos)
del aceite de oliva. Igualmente se demostré (por procedimientos andlogos), el caracter
antiinflamatorio de las harinas derivadas de semillas de olivo que fueron anadidas a los cultivos ex
vivo de sangre de pacientes, y que fue especialmente evidente en pacientes diabéticos tipo 2 en los
cuales se detectd una disminucion de la inflamacidn subclinica subyacente a esta patologia. Estos
ensayos con harinas de semillas fueron ademas confirmados en otro sistema experimental,
consistente en experimentos en cultivos celulares de células pancreaticas, inducidos con tres
inductores diferenciales de inflamacion.



En el caso de las proteinas de altramuz, se utilizaron las formas recombinantes (rp1, r2, rB3, rB4y
rB6) de las conglutinas del altramuz de hoja estrecha, purificadas mediante cromatografia de
afinidad. Estas proteinas fueron ensayadas en diversos sistemas bioldgicos que incluyen su co-cultivo
ex vivo con sangres de pacientes sanos y diabéticos/sindrome metabdlico, cultivos in vitro de células
pancreaticas, y cultivos in vitro de células pancreaticas en las que se habia inducido tolerancia a
insulina. En este caso, ademds de los marcadores de inflamacién y del estado oxidativo mas
relevantes mencionados anteriormente, se analizaron marcadores adicionales como la carbonilacién
proteica, y marcadores implicados en la ruta de sefializacion de la insulina y otros, como IRS-1, GLUT-
4, CCL5, CCR2, ICAM-1 y NF-kB1 (p50), proteina kinasa B (AKT). También se realizaron analisis de la
capacidad de unidn directa de estas conglutinas recombinantes con la insulina y un analisis de la
fosforilacidon de IRS-1. Estos estudios concluyeron que las conglutinas r1, rf3, y rB6 son capaces de
reducir la expresion y la presencia de moléculas proinflamatorias y el estado oxidativo en general, e
incrementar por otra parte la expresion de receptores y transportadores de la insulina, favoreciendo
posiblemente el reconocimiento y el control de los niveles de ésta. Las isoformas r2 y rB4 son, por
el contrario, favorecedoras de un estado inflamatorio y no tuvieron efecto sobre la seiializacién de
la insulina. En el caso de células resistentes a la insulina, las conglutinas recombinantes r1, rp3, y
rB6 fueron capaces de mejorar notablemente los niveles de los marcadores mas relevantes
referentes a inflamacién y estado oxidativo de los cultivos resistentes.

Esta Tesis Doctoral ha permitido, por tanto, desarrollar herramientas y procedimientos capaces de
diseccionar los efectos potencialmente nutracéuticos de diferentes componentes agroalimentarios,
ejemplificdndolos en el caso de dos alimentos de amplia utilizacion como son la aceituna (y sus
derivados) y el altramuz. Este conocimiento es de utilidad para la industria agroalimentaria y
desarrolla nuevos aspectos de la salud, probablemente aplicables al tratamiento de diversas
patologias como la diabetes tipo 2.

Palabras clave:

Altramuz dulce, antiinflamatorio, antioxidante, biomarcador, células pancredticas, conglutinas R,
cultivo ex vivo de sangre, diabetes, GLUT-4, harina, IL-1B, induccién, inflamacién, INOS, insulina,
legumbres, Lupinus angustifolius L., Olea europaea L., olivo, oxidacion, PI3-quinasa, resistencia,
semilla, vicilina.



Notas aclaratorias sobre la estructura de la presente
memoria de Tesis Doctoral

- La presente memoria contiene textos inéditos que forman parte de la estructura candnica de una
Tesis Doctoral. Dichos textos han sido preparados de acuerdo con las instrucciones dictadas por el
Programa de Doctorado correspondiente, es decir basicamente escritos en espanol, con fuente
homogénea (tipo Calibri), y tamafio de 12.

- De forma adicional se incluyen dos tipos de documentos:

a) MANUSCRITOS EN PREPARACION. Se trata de textos correspondientes a entidades
individualizadas (manuscritos listos para su envio a revistas periddicas indexadas de alto
indice de impacto), y que incluyen material y contenido coherente con su lugar de insercidn
en la Memoria de Tesis Doctoral. Puesto que se trata de textos listos para su envio, se han
preparado de acuerdo con las recomendaciones generales para su envio a una revista, y
contienen la estructura propia de un articulo (titulo, palabras clave, resumen, introduccion,
material y métodos, resultados, discusién, agradecimientos, contribuciones de los autores,
leyenda de las figuras etc.). En este caso, los manuscritos han sido preparados en inglés. Para
facilitar la lectura y evaluacion de la presente memoria, se antecede un resumen en espafol
y un listado de palabras clave a cada uno de estos manuscritos.

b) PUBLICACIONES. En este caso se trata de manuscritos aceptados en revistas de alto indice de
impacto. Incluyen material y contenido coherente con su lugar de insercion en la Memoria
de Tesis Doctoral. Puesto que se trata de textos ya publicados, contienen la estructura propia
de un articulo (titulo, palabras clave, resumen, introduccidn, material y métodos, resultados,
discusion, agradecimientos, contribuciones de los autores, leyenda de las figuras etc.). En
este caso, se han incluido los textos y figuras originales correspondientes al ultimo envio
realizado a la editorial, de forma previa a su aceptacion y publicacidn (articulos “pre-print”),
con objeto de evitar infringir los derechos de copyright. En estos casos, los documentos “pre-
print” se han incluido en el idioma original de la publicacidon aceptada, bien en espafiol o
inglés, y se ha respetado la estructura de la publicacidon original. Para facilitar la lectura y
evaluacién de la presente memoria, se antecede un resumen en espafol a cada una de estas
publicaciones, en el caso de que éstas hayan sido publicadas en inglés. En todos los casos se
incluye la referencia completa de dichas publicaciones.

Los dos tipos de documentos mencionados aparecen claramente identificados en la memoria
mediante un marco coloreado en azul en toda su extension.

- Las citas bibliograficas correspondientes a la presente memoria de Tesis Doctoral (apartados de
introduccion, material y métodos, resultados, discusion etc.) han sido preparadas en estilo CSE, para
diferenciarlas claramente de las citas incluidas en cada uno de los manuscritos en preparacion y
publicaciones, en los que se ha utilizado el estilo solicitado por los editores (generalemente de tipo
Vancouver).
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1.1 El olivo y la Industria Oleicola

1.1.1 Origen e Historia del olivo.

Actualmente sigue siendo una incégnita el auténtico origen del olivo cultivado, aunque
coexisten variadas teorias, si bien ninguna de ellas es absolutamente concluyente.

La inquietud de los botanicos por la clasificacion de las plantas de forma estructurada se
remonta a los trabajos de Linneo (Linnaeus 1735). Fueron los taxdonomos, en su empefio de
establecer diferenciaciones morfoldgicas, los primeros en intuir la relaciéon entre silvestre y
domesticado. Concretamente, en el siglo XIX, uno de los pioneros en desarrollar teorias sobre la
domesticacién fue Alphonse de Candolle (1886), que propugna que, en la localizacién del origen de
una planta cultivada, deberian coincidir, su drea de distribucién natural y la localizacién de sus
parientes silvestres.

Disiente sobre esa teoria, Vavilov (1922), que en cambio defiende que los centros de origen
de plantas cultivadas no siempre coincidirian con sus antecesores silvestres. En esta teoria se apoya
en las caracteristicas genéticas de los especimenes estudiados. Distingue entre centros primarios
(areas en que inicialmente aparecen los cultivos), y centros secundarios, con alta diversidad, pero
distintos de los primarios.

Como consideran Zohary D y Spieguel Roy (1975), aunando investigaciones arqueo- botdnicas
y genéticas, es apropiado retomar las teorias de Alphonse de Candolle, y dan una base mas sélida a
las actuales aproximaciones del origen geografico del cultivo del olivo, que desde de Candolle se
denomina Creciente Fértil, zona situada en Siria e Irdn, al norte del Mar Muerto, y se dataria
aproximadamente en unos 4000 afos a.C. Con esta teoria coincide también Vossen (2007), que
afirma que el origen pudo ser multilocal y que en la mayoria de los asentamientos en que hay olivo
cultivado, se detecta coexistencia con su especie salvaje, acebuche.

Estudios mas recientes combinan estos hallazgos con la extraccion de aceite a partir de
aceituna y la arqueologia de los sistemas de extraccion (Kapellakis et al., 2008).

Investigadores mads actuales, utilizando técnicas mas innovadoras, comparan ADN de distintas
especies de olivo, localizadas en 21 paises, buscando similitudes genéticas, para establecer distintas
posibles rutas de expansién del olivar primigenio (Diez et al.,, 2015) (Figura 1). Estos estudios
corroboran el origen geografico en el Creciente Fértil mencionado previamente.

La expansion del olivo estd asociada al comercio maritimo, por lo que su extension coincide
con las rutas del comercio; la confirmacién de esta teoria siempre basada en restos arqueolégicos
(Vossen 2007). La difusién mas importante se produjo durante el Imperio Romano y esta
documentado su uso preferente en la cosmética, usos curativos y fuente de energia; no para uso
alimentario, como en la actualidad. (Kapellakis et al., 2008).
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Figura 1. Distribucion mediterrdnea de olivos primigenios, y olivos relacionados. Elaboracion propia;
Adaptado de Diaz et al., 2015

A Espafa llegaria el olivo, a través del comercio fenicio; las variedades mas importantes se
asientan en Andalucia y tienen similitudes genéticas con las de Portugal y Norte de Africa y
Marruecos. Siguiendo las lineas anteriormente expuestas, sobre el origen global del olivo como
cultivo, vemos que las dos cuestiones fundamentales que se plantean, es desde cuando esta el olivo
como cultivo, y como diferenciar entre los restos arqueolégicos pertenecientes a olivo, versus
acebuche. En Andalucia se han realizado estudios de datacién del olivo y su domesticacién. Para esta
funcién, son fundamentales dos disciplinas, la antracologia o estudio de los carbones encontrados en
yacimientos arqueoldgicos, y la carpologia o estudio de los huesos. De estos estudios se concluye que
en Andalucia el cultivo del olivo no se produce hasta época romana, mas concretamente hacia el siglo
I d. C, época en que aparecen gran cantidad de macrorrestos fuera del area natural de crecimiento
del acebuche, si bien se detecta recoleccion de acebuchinas desde asentamientos neoliticos
(Rodriguez-Ariza y Montes 2005).

Durante el siglo XV, el cultivo del olivo se introdujo en América por misioneros. No obstante,
sélo se asentd en algunas areas de Argentina y Chile; también en California (Kapellakis et al., 2008)

Los estudios genéticos realizados por Diez corroboran que los cultivos de olivo actuales, en el
continente americano, tienen similitudes con los del sur de Espafa, Portugal y Marruecos, lo que
ayuda a corroborar la mencionada teoria (Diez et al., 2015).

Una expansién del olivo mas reciente tuvo lugar durante finales del siglo XIX y principios del
siglo XX, donde se comenzod a cultivar en Australia, India, China, Japén y Pakistan. También en el sur
de Africa (Civantos 2004).
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1.1.2 Caracteristicas generales de la planta.

La familia Oleaceae, perteneciente al orden Lamiales, comprende 29 géneros de plantas
lefiosas. De entre estos 29 géneros, el mas importante desde el punto de vista econémico a nivel
internacional es el género Olea. El género Olea incluye 35 especies, entre las que destaca por su
importancia, la Olea europaea L., especie diploide de 46 cromosomas.

Se trata de arbustos o arboles de tamafio mediano, troncos gruesos y tortuosos y ramas
jévenes de corteza grisacea. Las caracteristicas morfoldgicas dependen mucho de la variedad. Su
tamario es variable, generalmente de 4 a8 m. Hojas de 15a 70 mm x 4 a 15 mm, opuestas, de peciolo
corto, simples, entre oblongo y lanceoladas, o elipticas; coridceas, de haz verde obscuro y envés
grisdceo, densamente cubierto de pelos peltados.

Inflorescencia con eje central y ramificaciones que pueden ramificarse a su vez; flores de 5 a
7 mm, aisladas, o en pequefios racimos. Pueden ser flores perfectas, que son hermafroditas y estdn
compuestas de estambres y pistilo. Dan fruto.

También se pueden presentar como flores estaminiferas o masculinas, con ovario
rudimentario o ausente. No dan fruto, y pueden constituir hasta el 50% en afios normales.

Fruto en drupa, de 8 a 20 mm, elipsoidal a mas esférica segun las variedades; verde en
principio, y en la madurez se torna negruzco o pardo, incluso violaceo, también segun la variedad. Se
describe en apartado independiente.

Sus raices en general son poco profundas, por lo que es facilmente trasplantable, aunque su
profundidad dependera de las caracteristicas del terreno, la climatologia y la edad del ejemplar.
(Rapaport 2008)

Se distinguen dos variedades (Gomez y Iris, 2011);

= QOlea europaea variedad sativa, u olivo cultivado, de tallos no espinosos, hojas mas
largas y oblongo-lanceoladas y fruto, por lo general mayor a 15 mm (Figura 2).

= QOlea europaea variedad oleaster, u olivo silvestre, o acebuche, de tallos mas
tortuosos, ramas mas espinescentes, hojas mas cortas y a menudo elipticas u
abovedadas. Fruto mas pequefio.

Figura 2. Olivo de la variedad Picual. Terrenos calizos en Villanueva de las Torres. Granada
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1.1.3 La drupa del olivo.

El fruto del olivo es la aceituna. Su procesamiento constituye en la actualidad el motor
econdmico mas importante de la industria oleicola. Representa ademas un activo de futuro en otros
posibles sectores de la industria olivarera, en cuanto a que cada vez es mas frecuente su
procesamiento desglosado en sus distintas fracciones.

Se trata de una drupa, es decir un fruto de una sola semilla, de un tamafio longitudinal entre
1y 4 cmyentre 0,6 y 2 cm de diametro. Entre las variedades de tamafio mayor, destaca la Gordal
Sevillana, que se destina a consumo de mesa, y entre las mas pequefias, la Arbequina, que se destina
a produccion de aceite (Rapaport 2008).

La drupa estd compuesta de una membrana externa, o epicarpio, una pulpa carnosa de
textura oleosa, o mesocarpio y el hueso interior o endocarpio. El endocarpio, a su vez esta compuesto
de una capa externa, dura, y la semilla en su interior (Figura 3).

Figura 3. Partes de la drupa de olivo. Elaboracion propia

1.1.4 Agricultura del olivo.

El olivo se cultiva en una franja localizada entre los 30° y 45° de latitud, tanto en hemisferio
norte, como sur. La planta soporta bien las altas temperaturas, aunque son perjudiciales en periodo
de floracién, y unidas a fuerte exposicidn solar pueden provocar dafios en ramaje, incluso en el
tronco.

Soporta también el frio, incluso heladas de -8° a -10°, siempre que no se encuentre en fase
vegetativa, o que la exposicidn sea prolongada en el tiempo. La resistencia al frio es muy dependiente
de la variedad. Se desarrolla mejor en dreas con una pluviometria entre 600 y 800 mm/afio. Es poco
exigente en cuanto a suelos.

El olivo tiene un gran poder regenerativo, por lo que sobrevive cientos de afos, siendo
productivo.

Esta capacidad regenerativa es importante también de cara a su multiplicacion. La forma mas
habitual es mediante un trozo de madera, o estaca, generalmente proveniente de la poda, que,
enterrada en condiciones favorables, emite raices, y genera el brote de yemas en la parte aérea. En
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los ultimos 20 afios es mas frecuente que las estacas se enraicen en viveros, donde permanecen uno
o dos afios. (Molina et al., 2010).
Respecto a los sistemas de cultivo, se clasifican en:
= Tradicional, el mas clasico, habitual en la cuenca mediterranea. Densidad baja, entre
30 y 175 arboles por hectarea. En un intento por simplificar sus caracteristicas, se
propuso clasificar las explotaciones entre olivar de secano de alta pendiente (>15%),
con mayores costos de produccion; olivar de secano con pendiente moderada (<15%),
y olivar de regadio, que se incorpora a partir de la década de los 70 y crece mucho
desde 1986 (Molina et al., 2010)
= |ntensivo entre 350y 550 arboles por hectdrea.
= Sdper-intensivo, sobre todo para variedades precoces como Arbequina. Entre 1665 y
3000 arboles por hectdrea.

El uso de determinados fertilizantes puede afectar a la calidad y composicién del aceite de
oliva. Generalmente se usan compuestos nitrogenados, potasio y fosfatos (Romero et al., 2016).
Otros aspectos que pueden influir en las caracteristicas del producto final son el manejo de la
explotacion en modo ecoldgico o tradicional, incluso el tipo de poda, en cuanto que modifica la
distribucion luminica dentro del arbol.

Una vez madurado el fruto, la recoleccidn se realiza por distintos medios; el mds tradicional
es el “vareo”, consistente en la sacudida de la rama para que caigan las olivas. Cada dia es mas
frecuente el uso de aparatos mecdnicos como vibradoras, a veces unipersonales y otras adaptadas al
tractor que actuan sobre una de las patas del olivo. En sistemas superintensivos hay maquinaria
especifica para la recoleccion. Respecto al transporte, se debe evitar transportar aceituna ensacada,
y en cuanto a su procesamiento, que revisaremos en un apartado independiente, se debe realizar
como maximo en las 24 horas posteriores a su recogida.

Ill

1.1.5 Industria oleicola.

Segun estimaciones de la compafiia independiente alemana Oil World (www.oilworld.biz),
una vez terminado el balance sobre el ejercicio 2017/18, la produccidon mundial de aceites vegetales
se incrementd un 2,3% respecto a la campafia previa.

La produccidn de aceites vegetales muestra un incremento muy evidente en el curso de esta
década, desde 160 millones de toneladas en la campafia 2011/12 a 203 millones de toneladas en la
campana cerrada a final de septiembre 2018. Entre los aceites de palma y soja, constituyen mas del
60% del total de la produccién, siendo minoritaria la produccién internacional de aceite de oliva como
se puede ver desglosado en el grafico adjunto (Figura 4).

Por otra parte, la mayoria de los aceites mayoritarios han sufrido un incremento notable de
su produccién en esta ultima década, como el caso del aceite de palma, del que se incrementd su
produccidn un 39,2%, y el de soja, un 33,7%. El tercer aceite mas consumido es el aceite de colza, del
gue también se incrementd su produccién un 7,5%, y el de girasol en cuarto lugar, del que se
incremento la produccion hasta un 28% (Mielke 2018).
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Figura 4. Produccion de aceites vegetales. Elaboracion propia con datos de Oil World

1.1.6 Cultivo y explotacion del olivo

Actualmente, segun la base de datos de FAO, con datos de 2017 (FAO 2017), se estima que

hay unas 11.425 Hectdareas de olivo plantadas en el mundo, de las cuales la mayor extensién (unas
2630 Hectareas) se encuentran en Espafia, que es, con diferencia, el primer productor mundial de
aceite de oliva (Figura 5).
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En 1959 se cred en Madrid, bajo los auspicios de Naciones Unidas, el Consejo Oleicola
Internacional (COIl), organismo encargado de la promocidn responsable y sostenible del olivar. Este
organismo también gestiona los convenios internacionales sobre los productos del olivar y establece
o actualiza normas sobre los mismos, con el objetivo de mejorar su calidad. También difunde
informacién y estadisticas sobre el mercado del aceite de oliva y la aceituna de mesa. En los paises
productores miembros del COI, se concentra el 98% de la produccién de aceituna, basicamente
localizada en la regién mediterrdnea (COI 2018) (Figura 6).

Respecto a la produccion de oliva de mesa, a nivel mundial, y durante el ejercicio 2017/18,
fue de 2908500 Tm, registrando un leve incremento de 109000 Tm respecto al ejercicio anterior.

Una vez mas, Espafia figura como el primer pais productor y exportador del mundo en ese
campo, representando un 19,35% de la produccién, aunque en este Ultimo ejercicio, y respecto al
anterior, ha sufrido un descenso de produccién en torno a un 1,134%.

Le siguen, en cuanto a produccion, Egipto el 17,19%; Turquia 15,47%; Grecia 8,97%;
Marruecos 4,46%; Argentina 3,66%; Siria 3,44%.

El resto de los paises productores, no alcanzan el 3% del total mundial (COI 2018).

Produccion Mundial de Produccion y Exportacion
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Figura 6. Produccion Mundial de Aceite de Oliva. (COIl, 2018)

En cuanto al cultivo olivarero en Espaia, existen grandes diferencias por comunidades
autéonomas, no solo en cuanto a la extension de los cultivos, también con relacién a las variedades
cultivadas en cuanto a su uso y aprovechamiento industrial (Tabla 1). Incluso en una misma
comunidad auténoma, como es Andalucia, encontramos grandes diferencias entre provincias, no
solo en cuanto a produccidn, en la que ocupa el primer lugar, Jaén que declara unas salidas netas de
aceite de sus almazaras de 243481 toneladas al final de la campafia 2018/19, frente a Huelva, que
declara solo 4015 toneladas en el mismo periodo (Gobierno de Espafia. Ministerio de Agricultura,
Pesca y Alimentacién 2018). En cuanto al porcentaje de la produccidon exportada, ocupa el primer
lugar, Sevilla, con un 45.50%, siendo el primer exportador espafiol (Junta de Andalucia 2019).
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Comunidad Auténoma Tipo de cultivo Secano Regadio Total, usos Total, Autonomia
Galicia Almazara 20 20
Total, Galicia 20
Aceituna de mesa 18 18
Pais Vasco Almazara 189 114 303
Total, Pais Vasco 321
Doble aptitud 350 350
Navarra Almazara 3169 5263 8432
Total, Navarra 8782
Doble aptitud 41 41
Rioja Almazara 1779 1498 3277
Total, Rioja 3318
Aceituna de mesa 6 6
) Doble aptitud 1590 2 1592
Aragon
Almazara 46491 11829 58320
Total, Aragén 59918
Aceituna de mesa 20 20
. Doble aptitud 970 189 1159
Catalufia
Almazara 89666 23186 112852
Total, Catalufia 114031
Aceituna de mesa 27 11 38
Baleares Doble aptitud 46 28 74
Almazara 6233 2298 8531
Total, Baleares 8643
Doble aptitud 135 135
Castilla Ledn Almazara 5349 845 6194
Total, Castilla Ledn 6329
Madrid Almazara 29045 : 494 29539
Total, Madrid 29539
Aceituna de mesa 33 33
Castilla La Mancha Almazara 369697 59119 428816
Total, Castilla La Mancha 428849
Aceituna de mesa 9 37 46
R I Doble aptitud 21 16 37
Almazara 77287 17393 94680
Total, Comunidad Valenciana 94763
Aceituna de mesa 5 40 45
Murcia Doble aptitud 15 7 22
Almazara 20012 8663 28675
Total, Murcia 28742
Aceituna de mesa 18997 1078 20075
Extremadura Doble aptitud 631 280 911
Almazara 205170 57258 262428
Total, Extremadura 283414
Aceituna de mesa 23564 32683 56247
Andalucia Doble aptitud 68899 37288 106187
Almazara 909762 558277 1468039
Total, Andalucia 1630473
Aceituna de mesa 10 16 26
. Doble aptitud 13 147 160
Canarias
Almazara 20 86 106
Total, Canarias 292
Extension cultivada en Espafia 2697434

Tabla 1. Tabla de Elaboracion propia con datos Ministerio de Agricultura
(Gobierno de Espafia 2018). Comparativa por Comunidades Auténomas.
Encuesta sobre superficies y rendimientos de cultivo, 2018
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1.2 El procesamiento tradicional de la aceituna y sus alternativas.
1.2.1 Tratamiento tradicional de la aceituna de mesa.

En el sector de la aceituna de mesa, Espafia es el primer exportador mundial, segin datos de
COl, referidos a 2017, siendo Andalucia, lider en la producciéon nacional. La comercializacién del
producto, tanto dentro de la CEE como para exportaciones extracomunitarias viene regulado por el
Reglamento (UE) n? 1308/2013. Existen en Andalucia 250 entamadoras (industrias de aderezo) y
envasado de aceituna de mesa. De ellas, en torno al 36% son a la vez entamadoras y envasadoras,
segun datos de la Junta de Andalucia. Consejeria de Andalucia y Pesca (2008).

Segun la Asociacién Espafiola de Exportadores e Industriales de Aceitunas de Mesa
(ASEMESA), y como describen en su web (2019), “se denomina aceituna de mesa al fruto de
variedades determinadas del olivo cultivado (Olea europaea sativa), sano, cogido en el estado de
madurez adecuado y de calidad tal que, sometido a un determinado proceso de elaboracion,
proporcione un producto listo para el consumo y de buena conservacién”.

Las principales variedades empleadas para la comercializacién como aceituna de mesa son:
Manzanilla, Gordal, Hojiblanca, Carrasquena, Cacereiia, Alorefia, Verdial, Lechin y Picual, muchas de
ellas también dedicadas a la explotacidn oleicola. Respecto a su coloracidn, se catalogan en tres tipos,
dependiendo del momento de recoleccién y del proceso de elaboracién llevado a cabo:

0 Verdes, recogidas en su punto de maduracién y de tamafio normal.

O De color cambiante. Recogidas antes de su completa madurez. Frutos de color
violaceo, rosado o marroén.

0 Negras. Frutos totalmente maduros que segun zona de produccidon pueden
tener tintes violaceos o rojizos.

¢ Ennegrecidas, que adquieren un tinte negro al someterse a un proceso de
oxidacion.

Otras variedades con menos repercusién internacional, aunque reconocidas y apreciadas por
su gran valor gastrondmico son la Kalamata griega, que también se dedica a la extraccion de aceite,
la Barnea israelita, exclusivamente para verdeo, la Picholine francesa de la Costa azul, muy
apreciada, y la Ascola italiana, de caracteristicas parecidas a la Gordal sevillana (Estrada 2011).

Las principales presentaciones comercializadas son:

o Enteras. Conservan su forma original y mantienen el hueso.

o Deshuesadas. Se les ha extraido el hueso y practicamente mantienen su forma
original.

o Rellenas, deshuesadas y rellenas con ingredientes alimentarios.

o Saladas, deshuesadas y cortadas en gajos, o bien en lonjas (aros de grosor
similar).

La aceituna de mesa se recoge generalmente antes de concluir su proceso de maduracion. En
Andalucia, durante los meses de septiembre y octubre.

Los dos principales procedimientos de elaboracién son:

-En el caso de aceitunas verdes, tratamiento alcalino para eliminar el sabor
amargo de la oleuropeina, y preparacidon para su posterior fermentacién lactica.
Posteriormente, se mantienen en salmuera entre 2 y 4 meses.

-En el caso de aceitunas negras, se conservan directamente en salmuera.
Existen diversos procesos basicos de elaboracion: aderezo, curado en salmuera,

oxidacion, deshidratacion, y otros (ASEMESA 2019).
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Con relacion a los productos autorizados en Espaifa para el procesamiento de la aceituna de
mesa, “podra usarse cualquier producto alimenticio empleado como acompafamiento o relleno,
tales como agua, sal, vinagre, aceite de oliva, azUcares, especias, plantas aromaticas y sus extractos
naturales u otros ingredientes utilizados en alimentacion humana autorizados segun la normativa
europea vigente y en particular, la relativa a los nuevos alimentos.” Real Decreto 679/2016, de 16 de
diciembre. (Espafia. BOE num 304; 2016)

1.2.2 Tratamiento tradicional de la aceituna de almazara.

La expansién del olivo, como cultivo agricola, lleva asociado un desarrollo similar de los
procesos de extraccion del aceite. Originariamente, y desde la Edad de Bronce, las plantas de
produccidn de aceite se ubicaban dentro de las casas, pues el uso del aceite era sobre todo familiar,
y se basaban sobre todo en la formacién de pasta de aceituna que se obtenia triturando la aceituna
con utensilios duros, como piedra o madera y su posterior mezcla con agua caliente, donde se
separaba la fase oleosa, por un proceso de decantacion.

Durante el imperio romano, al incrementarse la demanda de aceite de oliva, se desarrollaron
métodos de extraccion mas eficaces, como los tornos de presién, al principio de manipulacion
humana y posteriormente, apoyandose en la fuerza motriz de caballos o vacas (Kapellakis et al.,
2008). Este sistema, se fue modernizando y motorizando mediante prensas hidraulicas, y sistemas
de centrifugacion. De los subproductos que genera este procedimiento, encontramos una fase sélida,
gue es el orujo y una fase liquida, el alpechin.

En la década de los 70 del pasado siglo, se comenzoé a sustituir el sistema de prensado
hidraulico, por el sistema de centrifugacion de tres fases. Este sistema se basa en una centrifugacion
horizontal, en la que, por diferencia de densidad, separan aceite, orujo y agua residual (de ahi la
denominacion, de tres fases). Este sistema, genera mas cantidad de alpechin que el sistema
convencional de prensas.

Dos décadas después, debido sobre todo a razones de caracter medioambiental, se fue
sustituyendo paulatinamente por el sistema de centrifugacién de dos fases. En Espafia, esa
sustitucion fue mucho mas repentina, probablemente porque los problemas sobre el medio
ambiente, que motivaron el cambio, fueron mas graves (Figura 7).

La principal ventaja del sistema de centrifugacion horizontal de dos fases, denominado
comunmente como ecoldgico, estriba en el menor consumo de agua, hasta 70% inferior. Esto
conlleva una menor necesidad de energia para calentarla, y asimismo produce un aceite con un
mayor contenido en agentes antioxidantes, siendo, por tanto, mds estable frente a fendmenos
oxidativos.

Sin embargo, la ventaja mas importante de este sistema es que no genera alpechin, que se
trata de un efluente liquido, con mds problemas medioambientales. El procesamiento de
centrifugacién de dos fases origina mayoritariamente un subproducto denominado alpeorujo. Se
estima que en Espafia se genera anualmente mas de 4 millones de toneladas de este producto.
(Albuquerque el al., 2004)
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En el informe presentado por la European Union Network for the Implementation and
Enforcement of Environmental Law (IMPEL), en noviembre de 2003, en que se desglosan los distintos
tipos de molturacion de aceituna en distintos paises productores de aceite de oliva, ya se refleja que,
en Espafia, practicamente la totalidad de los sistemas industriales almazareros son de 2 fases (Figura
8). También Croacia presenta un potente proceso de modernizacién, mientras el resto de los paises

productores tienen un proceso mads lento, conservando procedimientos cldsicos. (Kotronarou y
Mendel 2003)
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Figura 8. Tipos de molturacion de aceituna en paises europeos. IMPEL 2003 (Kotronarou y Mendel
2003)
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1.2.3 Tratamientos alternativos de la aceituna. Aislamiento y procesamiento del hueso.

Actualmente existe una importante tendencia investigadora sobre el olivo y sus derivados por
diversas razones, como se evidencia en el numero creciente de proyectos financiados por la
Comunidad Europea. En una consulta reciente al Portal CORDIS de la Comisién Europea, encontramos
168 proyectos financiados y recientemente actualizados sobre olivo (http://cordis.europa.eu). Esta
tendencia se evidencia también en otras entidades potencialmente financiadoras de proyectos de
investigacion en esta linea.

Indudablemente, esta actividad investigadora dara sus frutos en el futuro. En la actualidad
estamos siendo testigos de la implementacion de medidas, resultados de investigaciones previas que
estan provocando innovaciones en el sector.

Los procedimientos tradicionales, por tanto, esta sufriendo cambios, en todos los campos,
desde la agricultura, cada vez menos dependiente de los caprichos climaticos, la ecologia, con la
regulacion y aprovechamiento cada vez mas eficiente de los subproductos del olivar, como el hueso
para combustible, o incluso para fabricacidon de nuevos elementos para la construccion; el control de
las plagas, con la aplicacion de técnicas y productos cada vez mas eficientes, siempre con una visién
econdmica que lo haga sostenible (Berbel et al., 2018)

Aportamos a continuacién unos ejemplos sobre actividades investigadoras, con su consecuente

aplicacion a la practica.

e Tesis Doctoral sobre el potencial de la desinfeccidn quimica del agua de riego para el control
de la verticilosis del olivo (Gomez-Galvez 2018). Estas investigaciones promueven la
publicacién en la Junta de Andalucia (Consejeria de Agricultura, Pesca y Desarrollo Rural) de
Folleto Divulgativo destinado a agricultores, en el que se informa sobre la forma de control
de la plaga mediante el uso de productos peroxilados en el riego.

e Tesis Doctoral sobre aprovechamiento del alpeorujo como enmienda orgdanica en el olivar
(Garcia-Ortiz 2016). En paralelo, se observan ya empresas de compostaje y comercializacion
de abono de orujo, como se puede apreciar en la web www.olipe.com.

e Empresas innovadoras sobre cosmética, alimentacién funcional, uso de subproductos como
el hueso, para extraccién de semilla, incluso fabricacion de aceite, y harina de semilla.

(www.elayo.es )

1.3 La semilla del olivo. Estructura, composicion y usos. Proteinas de interés alimentario y
biotecnolégico de la semilla del olivo.

1.3.1 La semilla del olivo.

Como ya hemos visto en apartados previos, Espafia es muy importante a nivel mundial en el
cultivo de olivar. Este hecho confiere especial relevancia en su consideracion como productor de
biomasa, siendo el sector oleicola el principal contribuyente a la biomasa agricola del pais.

La campafia olivarera de 2018 ha alcanzado una produccion de 1.339.221 toneladas, segun la
Consejeria de Agricultura y Pesca de la Junta de Andalucia (www.juntadeandalucia.es/organismos )

Esta produccion genera una serie de subproductos, con importante contenido energético,
ademas de otros productos valorizables (Figura 9).
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Figura 9. Fraccionamiento industrial de la aceituna. Datos de Agencia Andaluza de Energia,
actualizados en diciembre 2018.

Respecto a dichos subproducto, el hueso de aceituna constituye el 15% de la aceituna. La
industria de la aceituna de mesa deshuesa aproximadamente el 80% del producto para su
comercializacién, con o sin relleno. Este procedimiento se lleva a cabo mediante maquinaria
deshuesadora, que clasifica, orienta y procesa la aceituna, resultando un subproducto que contiene
el hueso en si, y un cilindro de pulpa denominado tapin, que generalmente se destina a la industria
de orujo.

Respecto a la aceituna de almazara, el alpeorujo resultante se destina igualmente a la
industria orujera. EI 70% del orujo se deshuesa tras la molturacién. (Junta de Andalucia. Agencia
Andaluza de la Energia 2018). Gran parte del contenido proteico del alpeorujo corresponde a
proteinas de almacenamiento, dato que podria abrir una nueva via de expectativa comercial sobre
todo de cara a la nutricidon animal (Jiménez JC et al., 2005).

1.3.2 Estructura, composicion y usos.

La semilla es la parte reproductiva o germinativa del olivo, aunque como hemos comentado
antes, es poco eficiente en ese sentido, y desde el punto de vista agricola, se prefieren otros sistemas
como el de estacas.

Se encuentra dentro de la parte lefiosa o hueso de la aceituna, y se compone de una piel o
tegumento, una porcidn rica en nutrientes, que envuelve al embrién, denominada endospermo, y el
embridn propiamente dicho, que estd constituido por dos cotiledones.
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Figura 10. Esquema de la distribucion histoldgica de la semilla de olivo. (basado en Rapaport, 2008)

La semilla puede ser aislada del hueso tras la fractura del endocarpio y su separacion. Desde
el punto de vista industrial, este sistema se ha llevado a cabo mediante prensas y tamices selectivos,
por tamafio y densidad y actualmente hay empresas que usan sistemas mas modernos, que se
apoyan en sistemas Opticos para descartar las particulas de hueso.

La semilla tiene una composicién nutricional, con alto contenido en fibra (16%), parcialmente
insoluble y alta concentracion de grasas insaturadas saludables (47.5%). Del total de la grasa, el 67%
es acido oleico, y el 19% son &cidos grasos omega 6, y entre ellos, una alta proporcién de
eicosapentaenoico (EPA) y docosahexaenoico (DHA). Presenta cantidades elevadas de compuestos
fendlicos, hidroxitirosol, oleuropeina, y destaca la presencia de nuzhenida. No contiene gluten.
(Informacidn nutricional en el etiquetado de Semillas Elayo, 2019). Recientemente, un amplio estudio
ha refinado el andlisis proximal de componentes de la semilla del olivo (Maestri et al., 2019)
estableciendo datos mas precisos sobre la proporcion de fibra/lipidos/proteina (47%/30%/17%), la
composicion de dacidos grasos, polifenoles etc. Hay estudios que comparan la composicion de la
semilla de la aceituna con la del alpeorujo, encontrando interesantes similitudes, sobre todo en
cuanto al contenido en proteinas de almacenamiento tipo globulinas. (Jiménez et al., 2007) También
encontramos componentes de la semilla en el aceite de oliva, sobre todo proteinas, aunque también
otros elementos que no siempre le confieren caracteristicas positivas. (Luaces et al., 2004)

Los sistemas de explotacion oleicola mas frecuentes en Espaia utilizan el fruto en su totalidad,
y como hemos visto en apartados anteriores, a pesar de que existen sistemas eficientes de
deshuesado.

Actualmente existe la tendencia en algunas empresas, de promover y comercializar varios
productos innovadores dentro de la linea de explotacién del olivo. Todo ello parte de iniciar el
proceso con el deshuesado. Para ello se utilizan maquinarias basadas en una modificacién mas
eficiente del sistema Ulrich (Schlegel 1962). (Figura 11).

24



Figura 11. Deshuesadora industrial. Foto de publicidad del Grupo INTEA (www.grupointea.com).

El deshuesado previo permite el procesado de la pulpa, con muchos menos residuos, y otras
alternativas de procesamiento como la deshidratacion de la pulpa, que también se usa como técnica
de estabilizacién y conservacion previa a su comercializacién. Asi, encontramos en el mercado en la
actualidad, aceite de oliva desecada sin hueso, semillas de Olivo, aceite de semillas de Olivo, harina
de semilla de olivo, aceites funcionales, productos cosméticos y mas.

Respecto al aprovechamiento del hueso, el uso mas habitual, al que estamos mas
familiarizados es a la comercializacion como pellet para calefaccidon. Actualmente se han patentado
otros usos como el empaquetado para filtros de carbdn activado, fabricacidon de electrodos para
baterias de litio, briquetas de mayor duracidn para ahumado (Driss 2010); incluso, al combinarlo con
resinas, materiales con superficie ultra compacta de madera de propiedades estéticas atractivas,
gran dureza y resistencia a la erosién, asi como resistencia al calor (www.elayo.es).

1.3.3 Proteinas de interés alimentario y biotecnoldgico de la semilla de olivo.

Cada vez tienen mas trascendencia para la alimentacién humana los alimentos de origen
vegetal, como muestran las tendencias de consumo. También las recomendaciones de expertos en
nutricion han desplazado las recomendaciones de los ultimos afios hacia un consumo menos
abundante en carnes, y de mayor frecuencia en productos vegetales, haciendo hincapié en el
consumo de semillas.

Independientemente, o quizds con alguna relacidn a estas recomendaciones, es cierto que
hay un incremento notable en la tendencia investigadora en cuanto a la composicién y efectos de las
semillas en general, y en particular, del caso de la semilla de olivo que tratamos a continuacion.
También pueden influir en este aspecto, los avances en técnicas protedmicas, y la tendencia creciente
de seguridad alimentaria, en cuanto al conocimiento y minimizacion de compuestos téxicos
(Rodriguez et al., 2012).

El aceite de oliva, en su composicion presenta un componente mayoritario de triacilglicéridos
(98% del total), destacando entre ellos el acido oleico. Ademas de este componente, una parte
minoritaria estd constituida por un complejo conjunto de sustancias (unos 230 compuestos
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guimicos), algunos de ellos volatiles, fenoles, pigmentos como la clorofila, alcoholes alifaticos,
hidrocarburos triterpénicos, esteroles y otros (Luchetti 2000), (Lozano et al., 2009).

Esta descrito el aporte proteico de la semilla (y su origen tisular concreto), a la composicion
global de proteinas del aceite de oliva, obtenido mediante el método habitual de molturacién
completa del fruto (Krebesova et al., 2015). Este estudio describe que el aporte proteico procedente
de la semilla es, cuantitativamente, muy superior al que procede el mesocarpio. Muy recientemente
se ha conseguido conocer la composicion polipeptidica del aceite de oliva (Castro et al., 2020), que
contienen mayoritariamente proteinas de almacenamiento de semillas de tipo globulina, ademas
una 13-lipoxigenasa activa, y varias proteinas potencialmente alergénicas entre las que figura el
panalérgeno profilina.

El estudio de la estructura celular y subcelular de los tejidos de la semilla permite situar los
lugares donde se acumulan los componentes lipidicos y proteicos, localizandose, respectivamente en
cuerpos lipidicos y proteicos, mostrando una organizacién eficiente que se repite en distintos
estudios, y que se modifica segun el estadio fisiolégico de la semilla, por ejemplo, durante su
desarrollo (Zafra et al., 2018) y durante la germinacién. La composicién de la semilla varia segun su
estado de madurez. Determinados componentes como las oleosinas, localizadas en la superficie de
los cuerpos lipidicos (proteinas pequefias, con funciones diversas, como organizador de formacion y
estructura de cuerpos lipidicos, un probable papel sefializador), enzimas, como lipasas, con actividad
durante el proceso de germinacion (Zienkiewicz et al., 2011a, 2011b). Sin embargo, las proteinas mas
abundantes son proteinas de almacenamiento de semillas de tipo 11S (globulinas).

Segun su solubilidad, las proteinas de almacenamiento de semillas (SSP), se clasifican en
albuminas (solubles en agua), globulinas (solubles en soluciones salinas diluidas), prolaminas
(solubles en mezclas de alcohol y agua), y glutelinas (solubles en soluciones diluidas de acidos o
bases) (Alché et al., 2006).

En el olivo, las proteinas mas abundantes en la semilla madura pertenecen a la familia de las
globulinas 11S (similares a leguminas), que representan aproximadamente el 70% del total. Dichas
proteinas, se sintetizan en forma de dos precursores de 41 kDa y 47,5 kDa, que a su vez estan
formados por varias subunidades, unidas entre si por puentes disulfuro (Alché et al., 2006; Wei et al.,
2007).

Recientemente se ha estudiado también la presencia de SSP adicionales en la semilla de olivo,
encontrandose globulinas 7S pertenecientes a la familia vicilina. (Jiménez Lépez et al., 2016; Zafra et
al., 2016, 2018).

En relacion con otros componentes mas minoritarios, como son enzimas (algunas de ellas
responsables del aroma del aceite), destacan lipooxigenasas, alcohol-deshidrogenasa, alcohol-acil-
transferasa, y otras enzimas relacionadas con el metabolismo de 13-hidroperdxido (Luaces et al.,
2004) entre otras (Zienkiewicz et al., 2014).

En la tendencia de evitar en lo posible componentes antinutricionales, se han realizado
estudios sobre digestibilidad, alergenicidad, presencia de gluten, en la tendencia a que este
conocimiento mejore las caracteristicas nutricionales y las potenciales propiedades funcionales de
este producto. (Zafra 2019, Zafra et al., 2019).

Dentro de las caracteristicas nutracéuticas de la semilla de olivo, comenzando por el
concepto, acuiiado por Stephen de Felice en 1989, y sujeto a una serie de regulaciones, como la
propuesta por Ziesel (1999): “I propose to define nutraceuticals as those diet supplementars that
deliver a concentrated form of a presumed bioactive agent from a food, presented in a nonfood
matrix, and used to enhance health in dosages that exceed those that could be obtained from normal
foods”.
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Dentro de esta tendencia se encuentran distintos estudios que pretenden detectar y analizar
desde las caracteristicas ultraestructurales y tisulares de los alimentos a sus bases quimicas,
composicidon proximal, hasta las propiedades funcionales que se desprenden de ellos, tanto de
productos alimentarios clasicos como novedosos, incluyendo los subproductos derivados de su
procesamiento y estableciendo en la medida de lo posible el paralelismo entre su estructura y su
funcién (Varzakas et al., 2016)

El aceite de oliva virgen extra (AOVE) ya esta reconocido como alimento funcional per se,
desde el desarrollo del concepto de dieta mediterrdnea como alimentacién saludable, por (Keys y
Grande-Covidn 1957). Se desprende que parte de los componentes beneficiosos del aceite de olivo,
dependen en parte de la semilla, ya que esta esta presente en el proceso de molturacion.

La situacion actual, es el intento continuado de segregar las propiedades atribuibles a la
semilla, por si sola, como es ejemplo este estudio que presentamos. En esta memoria se describe
también la accién favorable de esta semilla sobre la sefalizacién de la insulina en pacientes
diabéticos. (Lima-Cabello et al., 2017a).

1.4 Otras semillas de interés alimentario. El altramuz (usos y beneficios).
1.4.1. Generalidades

“Las semillas son la base principal para el sustento humano. Son las depositarias del potencial
genético de las especies agricolas y sus variedades resultantes de la mejora continua y la seleccién a
través del tiempo” (FAO 2019).

Dentro de las semillas alimentarias encontramos un amplio espectro desde el punto de vista
botanico, pero globalmente, segin contempla la FAO, partimos de las mds abundantes en cuanto a
cultivo y consumo, que son los cereales, que representan casi la mitad de las calorias consumidas en
el mundo. Comprenden varias especies, como trigo blando (triticum aestivum), trigo duro (triticum
durum), cebada (hordeum vulgare), avena (avena sativa), centeno (secale cereale), maiz (zea mays),
entre cultivos mas abundantes en Espafia, para uso en grano como alimentacién y también para
fabricacion de bioetanol (Gobierno de Espafia. Ministerio de Agricultura, Pesca y Alimentacién,
2019). La comunidad auténoma mds productiva, en cuanto a Cereales es Castilla- Ledn, con un 34%
de la produccién nacional.

Especial importancia tiene el arroz (oryza sativa y oryza glaberrima), cereal de especial
importancia para la alimentacion humana, a la que se dedica el 95% de la produccidn global, siendo
basico en la dieta de mas de la mitad de la poblacion mundial. (FAO 2019).

Una subespecie, de consumo expansivo, similar a los cereales, pero no herbaceo, son los
pseudocereales, como el sésamo, la chia, la quinoa, y otras. Es muy minoritario respecto al consumo
global de cereales.

El segundo lugar respecto al consumo mundial, lo representan las leguminosas, que
describimos mds extensamente a continuacion.

Le siguen, las semillas denominadas genéricamente nueces, entre las que se encuentran las
nueces de distintas especies, en sentido botdnico, como la nuez de macadamia, nuez de castilla,
anacardo, y otras semillas, como la almendra, pistacho, bellota, castafia, etc.

Otras variedades, como las gimnospermas, que producen semillas sin flor ni fruto, como es el
caso de pifidn de distintos pinos, semillas de otras coniferas, castafio japonés y otras.

Existen otras especies, que no encajan en la clasificacion anterior, y de gran interés
alimentario, como el café, chocolate, semillas de girasol, etc.
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1.4.2. Leguminosas.

Las Leguminosas o Fabaceas son una familia de amplia distribucién en el planeta, con
aproximadamente 730 géneros y unas 19.400 especies. Junto a los cereales y algunas frutas y raices,
han sido la base de la alimentacién humana durante milenios.

Dentro de ellas, la division mas grande y diversa de la familia, la constituyen las Faboideas o
Papilionoideas, con 476 géneros y 13.860 especies. Se extienden por todos los continentes excepto
las regiones articas e incluye a las leguminosas, mas comunmente usadas como alimento o forraje
(Gepts et al., 2005). Comprende muchas plantas utiles y muy conocidas como el garbanzo (cicer
arietinum), frijol o judia (phaseolus vulgaris, lunatus, y acutifolius), haba (vicia faba), soja (glycine
max), lenteja (lens culinaris), altramuz (lupinus albus).

La lenteja fue probablemente una de las primeras especies en ser domesticadas. Las
legumbres son muy ricas en proteinas, carbohidratos y fibra, mientras que el contenido en lipidos es
relativamente bajo, y los acidos grasos que los componen son insaturados. Una gran excepcion a esa
regla es la soja, con gran contenido lipidico.

Debido a sus especiales caracteristicas nutricionales y sus propiedades beneficiosas para la
salud, especialmente en personas diabéticas, el altramuz forma parte de una linea de trabajo
prioritaria dentro de nuestro grupo de investigacion, por lo que lo consideramos en un apartado
independiente.

1.4.3. Altramuz.

Dentro de las leguminosas, un género botanico destacado es Lupinus. Son especies originarias
del mediterraneo (subgénero Lupinus) y de América (subgénero Platycarpos). Reciben el nombre
familiar de altramuz, chocho, tremosos, lupin; existen unas 300 especies conocidas. Ya se cultivaba
el lupinus en granjas del mar Egeo, 400 afios antes de Cristo, con fines nutricionales y medicinales.
(Prusinski 2017)

Son plantas de tallo erecto, y miden entre 0’5 y 2 metros de altura, de numero impar de
foliolos. Hay especies que se cultivan con propdsitos ornamentales, teniendo éstas, flores
organizadas en largas inflorescencias, con pétalos de color blanco a azulado o rosado. Sus frutos son
legumbres con semillas de forma esférica achatada.

De la gran variedad de lupinus, sélo 5 especies son cultivadas. Se trata de las especies albus,
luteus, consentenii, angustifolius y mutabilis. La produccidén de altramuz en Espafia se mantiene
constante durante la campafa 2018-19, aunque sigue siendo poco significativa a nivel global.
Representa 3,2 miles de Toneladas, que se producen practicamente entre ambas Castillas, mas en
Castilla Ledn, aunque en ésta ultima campania, levemente superada por Castilla La Mancha. A nivel
mundial, en esta campaia, la produccién se ha incrementado levemente. El primer productor
mundial es Australia, seguida de la Unién Europea (Polonia produce el 70% de la UE), y a continuacion
Rusia. (Gobierno de Espaia. Ministerio de Agricultura, Pesca y Alimentacién 2019).

Independientemente de sus usos alimentarios, se han descubierto propiedades asociadas a
algunas de sus conglutinas ( f1 y p6) como antifungico contra determinadas plagas (Jiménez-Lopez
JCetal., 2016).

En los ultimos 20 afos se han descubierto propiedades novedosas del altramuz blanco,
que le confieren gran interés en la aplicacion de diferentes tipos de alimentos funcionales. Gran
componente proteico, acidos grasos con una proporcion deseable de omega 6/omega 3, y fibra, asi
como otros componentes especificos como olisacaridos, antioxidantes y carbohidratos sin almidén,
por lo que se le presuponen interesantes propiedades nutricionales como regulador fisidlogico,
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mejorando parametros de control en hipertensidn arterial, diabetes, resistencia a la insulinay cancer
colorectal. (Prusinski 2017)

Las semillas de altramuz en general contienen una cantidad variable de alcaloides, con algo
de toxicidad y que le confieren un sabor especialmente amargo. Es por eso, que determinadas
especies son mas cultivadas que otras (las mas apreciadas son el lupinus albus y angustifolius y luteus,
por su bajo contenido en alcaloides). Tradicionalmente, la neutralizacién de estos alcaloides, al
menos parcialmente, se realizaba con enjuague multiple con agua, lo que eliminaba parte de las
proteinas solubles, o bien la preparacién en salmuera.

Entre sus propiedades mas beneficiosas para la salud, se encuentran, la mejora en el control
de la presién arterial, y por tanto del riesgo cardiovascular. (Belski et al., 2010)

Presentan resultados cada vez mds prometedores, las propiedades de las semillas del genero
lupinus, (albus y angustifolia), respecto a la mejora en los pardmetros de control de la diabetes. (Dove
et al., 2011) (Lima Cabello et al., 2015,2017b)

1.5 Propiedades beneficiosas del aceite de oliva.

Podriamos decir que el término “Dieta Mediterranea” se acufié en la década de los 60 del
siglo XX, a partir de un estudio epidemiolégico que comparaba patrones de alimentacion y estilos de
vida en siete paises del mundo. Este estudio estuvo coordinado por Ancel Keys, y se baso en hallazgos
previos de mayor longevidad poblacional en paises como Grecia, sur de Italia y Espaia (Keys y
Grande-Covidn 1957). Se denominé Seven Countries Study (SCS) (www.sevencountriesstudy.com).
Es un estudio disefiado para evaluar condiciones de salud a través de estudios de cohortes basados
principalmente en modelos de nutricién y su influencia en la presentacién o no, de eventos
cardiovasculares (Keys et al., 1986). En este estudio se describe la dieta mediterrdanea como una
tendencia nutricional en al que el aceite de oliva es practicamente la Unica grasa usada, hay un alto
consumo de frutas y nueces, vegetales, legumbres, pescado y cereales. Moderadas o bajas
cantidades de vino tinto, y escasa ingesta de carnes rojas. Esta tendencia investigadora dio lugar a
que rapidamente se evidenciaran las propiedades saludables de muchos alimentos, como las nueces
y el aceite de oliva, que inmediatamente fueron considerados como funcionales (Aranceta et al.,
2011a).

La investigacion en ese sentido ha ido mejorando su evidencia en los ultimos afios, sobre todo
gracias a estudios de intervencion, en gran medida liderado por el estudio PREDIMED, disefiado en
nuestro pais (Estruch et al, 2013). En este estudio se incluyeron 7447 sujetos, sin eventos
cardiovasculares, aunque pertenecian a grupos de riesgo como diabetes, e hipertension arterial. Se
repartieron en tres grupos de intervencién. A uno se de aplicd una dieta baja en grasa, y los otros dos
grupos, ambos con dieta mediterrdnea, y a su vez uno de ellos suplementado con aceite de olivay
otro con nueces. Antes los 5 afos de seguimiento, se evidencid que los dos grupos de dieta
mediterranea habian sufrido una reducciéon de un 30% en el riesgo relativo de sufrir un evento
cardiovascular desfavorable. Sobre ese modelo de investigacion se asentaron otros estudios basados
en prevencion primaria. Como ejemplo, se encuentra evidencia de que el consumo de AOVE, junto a
ejercicio fisico, previene sobre la aparicidn diferida de diabetes (Salas-Salvadé et al., 2014). Estos
factores, junto a pérdida de peso, se estan teniedo en cuenta en otro estudio actualmente en marcha,
el PREDIMED plus.

Este tipo de estudios sobre intervencién nutricional, van cambiando las recomendaciones
nutricionales, actualizandolas continuamente, y resumiéndolas para hacerlas manejables por la
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poblacién general (Aranceta et al., 2011b), como es el caso de las piramides de alimentacion
saludable (Aranceta et al., 2016).

Las continuas investigaciones descritas sobre nutricion recomendable han ido consolidando y
reforzando la recomendacién de consumo de aceite de oliva, como beneficioso para la salud, siempre
basados en estudios sobre uso/beneficio y su proyeccion sobre prevencién de eventos desfavorables.

Partiendo de la premisa de que la hipertensién arterial es el factor predisponente mas
importante, en cuanto a aparicion de eventos cardiovasculares desfavorables, junto a tabaquismo e
IMC elevado, en 2005 se publicé un estudio que describe las propiedades de la dieta rica en acidos
grasos monoinsaturados, comparandola con otros dos tipos de dieta (hiperproteica e
hipercarbonatada) en cuanto a la mejoria de las cifras tensionales y del perfil lipidico. (Appel Ll et al.,
2005).

Se describen también efectos protectores de la dieta mediterranea frente al cdncer
(Schwingshackl L et al., 2017)

Sin embargo, y siguiendo la tendencia creciente de investigacidén en nutricion y nutracéutica,
surgieron numerosos estudios que pretenden encontrar una explicacion mds técnica de esas
propiedades, muchas veces realizados ex vivo, y casi siempre basandose, en avanzadas técnicas de
laboratorio, gracias a la expansion de métodos de investigacion protedmica y gendmica. Estas
tendencias estan permitiendo grandes avances, tanto en la investigacion de componentes
estructurales de alimentos conocidos, como de nuevas tendencias alimentarias, como el caso del
consumo de semillas de olivo, que constituye uno de los apartados de esta tesis.

Esta tendencia ha dado lugar a estudios, como deciamos, no solo de composicién, sino de
interaciéon de esos compuestos en el organismo, como el caso del hallazgo de que la oleuropeina
presente en aceite de oliva, module la induccidn inflamatoria en pacientes alérgicos al polen de olivo
(Lima-Cabello et al.,, 2018b). Parte de los resultados de esta tesis se basan en esa tendencia
investigadora.

En cuanto a la dieta mediterranea, se describen ya innumerables hallazgos, beneficiosos para
la salud; sirvan como ejemplo, la concentracién disminuida de lipoproteinas aterogenicas (Jones
2012), o reduccién de la inflamacion de bajo grado (Camargo et al., 2011).

En referencia al aceite de oliva, presenta un perfil saludable de acidos grasos, a lo que se une
la presencia de compuestos fendlicos con propiedades bioldgicas favorables (Lopez-Miranda et al.,
2010) (Covas et al., 2009), tiene un efecto antiagregante plaquetario (de Roos B et al., 2011).
Aumenta los niveles de HDL colesterol, y actua sobre el endolelio vascular (Sdnche Rodriguez el al.
2018)

Partiendo de ensayos de intervencién, mediante exposicidn alimentaria a tres tipos de aceites
de oliva, uno de ellos, de extraccidon convencional y otros dos, optimizado y funcional mediante la
adicion de componentes bioactivos, y comparandolos entre siy con aceite de girasol, se esta llevando
a cabo el estudio NUTRAOLEUM (Biel et al., 2016). Este ensayo, ampliado en uno de los objetivos de
esta tesis, concluye sin lugar a duda, los importantes beneficios del aceite de oliva y de algunos
componentes estudiados, que podrian mejorar en el futuro, esa parcela de la industria alimentaria,
al demostrar los efectos beneficiosos de determinados componenetes bioactivos como son los
triterpenos (acido oleandlico y maslinico).

En ese sentido, se han realizado estudios en que se desglosan diferentes componentes
bioactivos del AOVE, relaciondndolos con biomarcadores de estrés oxidativo y de inflamacién
(Sdnchez-Rodriguez E et al., 2019)

Hay estudios que describen los beneficios de distintos componentes de la semilla de olivo en
cuanto al efecto antiinflamatoria sobre células pancredticas in vitro, tanto en controles (Lima-
Cabello et al., 2018a), como en pacientes diabéticos (Lima-Cabello et al., 2017b, 2017c)
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La evidencia favorable en cuanto a salud del aceite de oliva, se resumio recientemente en la
[Il conferencia internacional sobre aceite de oliva virgen, y salud, del que salié un documento de
consenso de reciente publicacion (Gaforio et al., 2019).

1.6 Propiedades beneficiosas del consumo de semillas.

Con relacién a las recomendaciones nutricionales, y como hemos comentado en apartados
previos, cada vez existe mas evidencia de la conveniencia del consumo de vegetales. A eso se une
una mayor inversion econdmica a nivel global, una eficiencia cada vez mayor en cuanto a la
produccién, y una mayor conciencia respecto al equiligrio ecoldgico. Se describen sin dudar las
propiedades saludables de la fruta y las hortalizas y resto de verduras comestibles, como hemos
referido en apartados previos (Aranceta et al., 2016).

En cambio, el apartado que nos ocupa, el consumo de semillas tiene menos evidencia
cientifica que avale sus propiedades saludables, si bien la literatura cientifica publicada avala sus
beneficios para la salud. Se trata de un grupo muy poco homogéneo de productos, en los que
mezclamos muchas veces clasificaciones bioldgicas, con consideraciones econdmicas, incluso
gastronomicas. Desde el punto de vista técnico las semillas son embriones vegentales envueltos por
la cascara, mas o menos lefiosa. La semilla seria en principio, capaz de germinar produciendo una
nueva planta. Es frecuente considerar las semillas juntamente con los frutos secos, sobre todo desde
el punto de vista gastrondmico. Como ejemplo difenciador, los pistachos y almendras, si serian
semillas, y las nueces son frutos.

Simultdneamente a la realiazacién del estudio PREDIMET (Estruch et al., 2013), que aporta
evidencia sobre los beneficios del consumo de Nueces, se llevd a cabo otro estudio, que aporta
evidencia sobre los beneficios para la salud cardiovascular del consumo de semillas (Ros Ey Hu F
2013). Es de resefar un estudio conjunto sobre frutos secos y semillas, que aporta evidencia sobre
proteccion de la inflamacidn vascular (Jiang et al., 2006)

Recientemente se estan estudiando las capacidades de determinadas proteinas de la semilla
de lupino de hoja estrecha como regulador del metabolismo de los glucidos y su capacidad para
controlar la resistencia insulinica en células pancreaticas (Lima-Cabello et al., 2019b, 2018c)

Es por eso, por lo que la literatura cientifica estda muy dividida en cuanto a la segregacién por
cada uno de los elementos, dada la gran variabilidad de productos respecto o su origen y usos.

El uso tradicional de las semillas, desde las mas habituales, o clasicas, como los cereales
(avena, arroz, cebada...), legumbres (habas, soja, lupinos...), semillas oleaginosas como el girasol, o
incluso brotes germinados como el berro, se ha ido simultaneando con usos menos habituales, quizas
influidos por la tendencia cada vez mdas cosmopolita de la cocina. Como ejemplo el uso de semillas
de lino y amapola desecadas, los pseudocereales como la quinoa, la chia o el sésamo. El
procesamiento también es muy variales, desde la fabricacién de aceite (semillas de girasol, como
ejemplo mas inmediato) o incluso aceites mas sofisticados como el aceite de semilla de argan, de uso
culinario (M’rani-Alaoui M et al., 2019) o al uso de lino como pienso animal, que mejora las
caracteristicas del producto final.

En cuanto al acete de girasol, tiene un efecto hipocolesterolémico significativo, asociado a su
gran concentracion de esteroles vegetales, uno 725 mg/100gr. (Palou et al., 2005)

Referente a las propiedades beneficiosas del consumo de semillas y frutos secos, se disefid
un estudio comparativo por cohortes en 10 paises Europa, que aporta evidencia sobre sus beneficios
para la salud. (Jenab M et al., 2006)
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Respecto a las propiedades de las semillas y nueces, y en relacion con la prevencion de cancer,
la agencia European Prospective Investigation into Cancer and Nutrition (EPIC), promovio un estudio
qgue concluye que la asociacién del consumo de nueces y semillas ayuda a prevenir la aparicién de
cancer colorectal. (Jenab M et al., 2004).

Como contrapunto a los efectos beneficiosos de las semillas en nutricion, tenemos que
describir posibles intolerancias, como la celiaquia, que es una enteropatia de mecanismo
inmunitario, desencadenada por el consumo de gluten en personas genéticamente predispuestas, y
cuyo tratamiento consiste en eliminar el gluten (cereales con gluten, trigo, cebada, centeno, avena,
kamut, espelta y variedades hibridas) de la dieta (Mascort J y Carrillo R 2019).

Se describen también alergias a determinados elementos de las semillas, generalmente
proteinas, muchas veces de causa desconocida, que pueden ocurrir también por causa no
alimentaria, como manipulacién de harinas. Describimos estudios respecto a semillas de lupinus
como inductores de alergenicidad (Lima-Cabello E et al., 2017d, 2019a)

1.7 Marcadores fisiologicos y patoldgicos utilizados para evaluar la capacidad nutricional y
nutracéutica de componentes agroalimentarios.

Aunque en apartados anteriores hemos expresado las propiedades beneficiosas para la salud
de muchos alimentos, gran parte de esta evidencia se basa en el consumo de estos nutrientes de
forma tradicional.

Habria que resefiar que el alimento en si contiene partes que le podrian conferir algun efecto
indeseable, como podria ser mal sabor, problemas de digestibilidad, alergias, y otros factores
negativos. Por otra parte, partes del alimento que podrian ser deseables por sus cualidades nutritivas,
no se aprovechan suficientemente, por distintas causas, como puede ser que estén protegidas por
estructuras lefiosas, o que en el proceso de manufacturado se destruyan o incluso, que no se cocinen
adecuadamente.

Es por eso, que cada vez tiene mas importancia el conocimiento profundo de la estructuray
propiedades de los alimentos. Para ello, y desde hace afos, existen distintas lineas de investigacién
que aportan conocimiento sobre la estructura, y cada vez mas, sobre la ultraestructura organizativa
de los alimentos de forma global. Sirvan como ejemplo los trabajos de identificacion de proteinas de
almacenamiento en semilla de olivo (Castro-Lépez Al et al., 2007), o la identificacion de proteinas en
lupinos y su potencial alergenicidad cruzada con otras semillas (Jiménez-Lopez et al., 2015, 20163,
2018).

La tendencia investigadora actual, y con una trayectoria de evidencia publicada durante las
ultimas décadas, consiste en el analisis de escenarios de sefalizacién de diversos pardmetros,
generalmente basados en la deteccion y cuantificacion de citocinas. Asi se puede analizar las
respuestas a innumerables estimulos, como toxinas, fdrmacos, alérgenos, o en otro sentido, a
productos que modulen positivamente la sefalizacion detectada. Este paradigma permite estudiar
desde eventos ya producidos como puede ser una inflamacion in vivo, mediante determinacién en
muestra bioldgica, (Ansar W y Ghosh S 2013) o inducciones generadas en animales de
experimentacion y evidenciar que tipo de respuesta se ha producido, o escenarios ex vivo, donde es
factible evaluar una exposicion potencialmente tdxica, o de toxicidad desconocida.). Recientemente
se ha introducido la modalidad de cultivos de sangre completa, incubada con sustancias “challenge”
o desafio, tecnologia disefiada para poder medir un un gran nimero de citocinas en un volumen
relativamente pequefio de muestra (Medzhitov R 2010), como se desarolla en la presente tesis
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Las citocinas son polipéptidos. Las secretan distintas células, sobre todo las relacionadas con
el sistemainmunitario, en relacidén con antigenos, o bien moléculas que se identifican como asociadas
a patégenos. Tambien responden a otras citocinas. (Porter et al., 2020).

Las principales categorias de citocinas son:

-Quimiocinas, relacionadas con la atraccion y migracion de leucocitos.

-Factores estimulates de Colonias Hematopoyéticas.

-Interferones, inhiben la replicacidn viral y otras funciones.

-Factores de Necrosis Tumoral (TNF-alfa, linfotoxina-alfa y linfotoxina-beta)

-Interleucinas (IL), cada vez mas estudiadas, y descritas sus multiples funciones.

-TFG, proinflamatoria.

El estudio de las interaciones moleculares de cada una de estas moléculas es compleja y
contituye en gran medida el concepto de estudio de lainmunologia (Male D et al., 2014).
Describiremos, pues, en este apartado, una aproximacioén a las moléculas utilizadas en este

trabajo.

Interleucina 1 (IL 1), producida por linfocitos B, células dindriticas, células de
endoltelio, macréfagos, monocitos y linfocitos NK (natural killer). Actta provocando la
coestimulacion de linfocitos T mediante la activacidn de otras citocinas como LI-2.
Retroalimenta linfocitos B, provocando proliferacion y maduracion. Retroalimenta a
los linfocitos NK, haciéndolos mas citotdxicos. Induce asimismo la produccion de IL 1,
IL 6, con lo que se induce la produccién de reactantes de fase aguda en higado
(Proteina C reactiva-PCR) IL 8, TNF, GM-CSF y PGE. En el caso de la IL- 1 es una
citoquina pro inflamtoria que liberan especialmente los monocitos y los macréfagos
ante dano celular o infeccidn. Actua sobre el SNC provocando fiebre. La usamos como
marcador en estudios sobre la inflamacién subclinica en diabetes tipo 2 (Dinarello CA
y van der Meer JWM 2013).

Oxido nitroso sintasa inducible (iNOS); Inducida por citocinas inflamatorias, la iNOS
combina el oxigeno con guanido nitréogeno de la L-arginina, para dar lugar al Oxido
Nitrico NO, que es téxico para bacterias y células tumorales. En este trabajo se utiliza
preferentemente como marcador del dafio oxidativo provocado por especies de
oxigeno reactivo (ROS), en cultivos de células pancredticas expuestas a harinas de
semilla de olivo (Marquez-Estrada L 2016)

Factor de Necrosis tumoral (TNF), que a su vez induce la produccion de otras citocinas,
como IL 1, GM-CSF, IFN gamma, e induce la selectina E en el endotelio vascular. Se ha
utilizado como marcador en evaluacién de dafio provocado por ROS en pacientes
diabéticos (Saibandith B et al., 2017)

Interleucina 2 (IL 2) producida por la célula T, induce mas celulas T y B activadas.
Elimina células extrafias mediante activacion de monocitos y macréfagos.
Interleucina 4 (IL 4) Regula negativamente la produccién de IL 12. Induce cambios en
lalg G e IgE, esta implicada, junto a IL 13 en la produccidn de IgE en la alergia atdpica.
Interleucina 5 (IL 5) Induce proliferacién de eosindfilos y linfocitos B activados. Induce
cambios en IgA.

Interleucina 6 (IL 6), producida por fibroblastos, macréfagos monocitos y otras células,
inducen la diferenciacién de células B en células plasmaticas. Inducen reactantes de
fase aguda, y tiene actividad pirégena. Lo hemos usado como marcador de
inflamacién. (Muriana FJG et al., 2017)
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Interleucina 7 (IL 7) Diferenciacion de células madre y Activacion de linfocitos T
maduros.

Interleucina 8 (IL 8) media la quimiotaxis y activa neutrofilos.

Interleucina 10 (IL 10) importante por su uso clinico en supresidon de respuesta
inmunitaria patogénica en la alergia y enfermedades autoinmunes.

Interleucina 12 (IL 12) Fundamental en la diferenciacion de tipos celulares de
linfocitos.

Interleucina 13 (IL 13) Inhibe la activacidn y secrecion de citocinas por macréfagos.
Induce cambios en IgG e IgE, Induce cambios en el endotelio vascular.

Interleucina 17 (IL 17) tiene accidn pro- inflamatoria, Estiula la produccion de TNF, IL
1 beta, IL 6, IL 8 y G-CSF.

Interleucina 37 (IL 37). Recientemente se han descubierto nuevas citocinas,
relacionadas con IL 1, pero con unas nuevas caracteristicas y funciones, que podrian
generar nuevos estudios respecto a inflamacién. Se trata de la IL 37 (Boraschi et al.,
2011), de la que emergen estudios sobre su funcionalidad y participacion en la
enfermedad (Jia H et al., 2018).



2. HIPOTESIS DE TRABAJO Y OBJETIVOS
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Hipotesis:

La hipdtesis de partida que se pretende demostrar consiste en que diversos preparados de las
industrias almazareras y de las industrias alimentarias poseen propiedades antioxidantes,
antiinflamatorias y beneficiosas sobre el sistemainmune y diversas patologias metabdlicas. Estos
preparados incluyen por una parte un AOVO sometido a procesos de optimizacion tecnoldgica
para incrementar su valor bioldgico, y por otra parte harinas de semillas de olivo procesadas para
incrementar su contenido en componentes no lipidicos, asi como proteinas purificadas de
altramuz de tipo B-conglutina.

Objetivos:

Objetivo 1

Evaluar los beneficios de la administracion de tres aceites de oliva virgen extra (AOVE) con
distinto contenido en compuestos bioactivos sobre biomarcadores de estrés oxidativo e
inflamacion en adultos sanos.

Objetivo 2

Determinar el efecto harinas de semillas como “challenge” en sistemas in vitro de cultivos
de citoquinas de sujetos sanos, mediante la identificacion y cuantificacion de moléculas
marcadoras de actividad antiinflamatoria.

Objetivo 3

Valorar los efectos de las conglutinas purificadas de altramuz sobre la ruta de seializacién
de la insulina y la inflamacidn basal de pacientes diabéticos tipo 2.
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3. MATERIALES Y METODOS
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3.1 Materiales.
3.1.1 Preparacion de los aceites del ensayo NUTRAOLEUM.

Los aceites de oliva fueron preparados especialmente para el ensayo clinico NUTRAOLEUM, como se
describe en Biel et al., (2016). Basicamente se utilizd como base un aceite de oliva virgen extra (VOO),
producido a partir de olivos de la variedad 'Picual'. Los aceites generados poseen una composicion
similar en el componente graso y de micronutrientes (por ejemplo, vitamina E, sitosteroles etc.), con
excepcion del contenido en fenoles/triterpenos. Se usé como control un aceite VOO obtenido por
procedimientos tradicionales. A continuacidn, se generd un aceite virgen extra optimizado (OVOO)
mediante mezcla de los mejores aceites de oliva de varias variedades de olivo con alto contenido
fendlicoy triterpénico, usando igualmente procedimientos de extraccion optimizados. Finalmente se
generd un aceite de oliva funcional (FOO), rico tanto en componentes fendlicos como triterpénicos,
mediante la adicion de un extracto de acidos oleandlico y maslinico al OVOO. Estos extractos fueron
obtenidos desde la piel de la aceituna mediante procedimientos fisicos. Las caracteristicas de los tres
aceites de oliva utilizados se muestran en la Tabla 2

Tabla 2. Caracteristicas de los aceites de oliva administrados (Extraido de: Sanchez-Rodriguez et al.,
Nutrients 2018, 10,626).
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3.1.2 Preparacion de las harinas de semillas de olivo.

Para la preparacion de harinas de semilla se utilizé el procedimiento descrito por Zafra et al., (2013).
Basicamente, se utilizaron semillas de olivo de la variedad 'Picual’, cedidas por las empresas
Elayotecnia S.L. (Castillo de Locubin, Jaén) y almazara “el Picon” (Albanchez de Mdgina, Jaén). Estas
semillas fueron obtenidas a partir de aceitunas maduras mediante deshuesado y posterior fracturay
separacion de los endocarpos (Fig. 12). El material se conservd a -202C hasta su uso. Para la
preparacion, desengrasado y pre-tratamiento de la harina de semilla de olivo, se trituraron 40 g de
semillas, y la harina resultante fue desengrasada utilizando hexano (Figura 12 C de la misma)
(Sdnchez-Vioque et al., 1998 con ligeras modificaciones). Brevemente, el triturado se agité con 100
ml de hexano durante 20 min y continuacion se eliminé la fase superior (hexano). Este proceso se
repitio otras 3 veces mas, dejandose secar finalmente el triturado resultante. A continuacion, se
realizaron 4 lavados de 20 min con agua mediante agitacion y posterior filtracidon. Finalmente, la
harina se lavé con etanol al 20% (v/v) y se dejoé secar.

Figura 12: Semillas maduras de O. europaea cv. 'Picual' y productos de su transformacién.

A: semillas resultantes del deshuesado de aceitunas maduras. B: almendras obtenidas tras la
ruptura y separacién del endocarpo. C: pasta oleaginosa generada mediante triturado de las

semillas. D: harina resultante del desgrasado de la pasta mediante tratamiento con hexanoy
posterior secado de la muestra. Reproducido de Zafra et al., (2013).

3.1.3 Preparacion de proteinas recombinantes de Lupinus.

Se prepararon 5 proteinas recombinantes correspondientes a 3-conglutinas de altramuz como se
describe en Lima-Cabello et al., (2018d). En resumen, se generaron 5 genes sintéticos (GenScript)
correspondientes a las conglutinas 1, B2, B3, B4 y P6 de Lupinus, sobre un vector para expresién
bacteriana modificado a partir de pET28a (+), asociado a un “tag” de expresidn de tipo 6xHis. Las
secuencias utilizadas como base corresponden a las entradas HQ670409, HQ670410, HQ670411,
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HQ670412 y HQ670414 (GenBank). Las 5 formas de conglutina fueron expresadas en células
competentes 2(DE3) Rosetta™ pLysS Singles™ (Novagen), mediante un método de autoinduccién
(Jiménez-Lépez et al., 2016b). La purificacién de las conglutinas recombinantes se realizé a partir de
los precipitados bacterianos, y la pureza de las proteinas recombinantes se determiné como superior
al 95%, con rendimientos entre 10-25 mg/ml de cultivo. La concentracion proteica se determiné
mediante reactivos comerciales (Bradford -Pierce- y Protein Assay -ThermoFisher-).

3.2 Métodos.
3.2.1 Descripcion del ensayo clinico Nutraoleum

Las caracteristicas detalladas referentes al ensayo clinico Nutraoleum se describen en Biel et al.,
(2016), asi como en varios trabajos emergentes de dicho estudio (Sanchez-Rodriguez et al., 2018,
2019). En resumen, se trata de un estudio aleatorizado, doble ciego, cruzado, controlado y
multicéntrico. El analisis se realizé en los hospitales “Virgen de las Nieves” y “San Cecilio”, ambos
pertenecientes al Servicio Andaluz de Salud y localizados en Granada.

Aparte de un estudio paralelo de biodisponibilidad de nutrientes, el ensayo fundamentalmente
utilizado en este trabajo consistidé en un consumo continuado para evaluar los efectos de polifenoles
y triterpenos contenidos en tres aceites de oliva diferenciales como se indica en el apartado
correspondiente.

Los criterios de inclusién fueron los siguientes: individuos entre 20-60 afios, saludables en el examen
fisico basico y bioquimico de rutina, asi como en sus pardmetros hematoldgicos, que aportaron
consentimiento informado escrito para adherirse al protocolo.

Los criterios de exclusion fueron los siguientes: fumadores, consumidores de suplementos
antioxidantes, aspirina u otras drogas con propiedades antioxidantes establecidas, hiperlipidemia,
obesidad con indice de masa corporal (IMC) mayor de 30 kg/m?, diabetes, hipertensién, enfermedad
celiaca u otra enfermedad intestinal, o condiciones limitantes de su movilidad, o enfermedades
graves.

Los pacientes fueron reclutados en la ciudad de Granada a través de anuncios en fuentes y centros
publicos. Se estimé como objetivo de reclutamiento una muestra de 54 pacientes totales en igualdad
de género.

Se aleatorizé el consumo diario de tres tipos de aceite (VOO, OVOO y FOO -ver apartado de
materiales-) en tres grupos de pacientes, sobre una base de consumo de 30 ml/dia por paciente. Los
aceites se administraron a lo largo de periodos de tres semanas, precedidos por dos semanas de
lavado, consistente en el consumo exclusivo de aceite de girasol como grasa alimentaria.

Se mantuvo un control dietético de forma previa al ensayo y a través de éste a través de encuestas
nutricionales. Las tomas de muestras se realizaron en ayunas, al comienzo del estudio (linea de base)
y al inicio y final de cada una de las fases de intervencién/lavado (Figura 13).

Para los andlisis de cultivo e induccidn ex vivo realizados, se extrajeron alicuotas de sangre de los
pacientes (3 ml) usando tubos de heparina-Li (BD Vacutainer System, Heidelberg, Alemania).
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Figura 13. Diagrama grafico de los grupos de intervencidn disefiados en el proyecto NUTRAOLEUM
(A) y puntos de recogida de muestras (B).

3.2.2 Descripcion de los ensayos clinicos adicionales.

De forma adicional al ensayo clinico Nutraoleum mencionado anteriormente, se disefiaron los dos
ensayos clinicos siguientes:
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“Descifrando las bases genéticas del nexo de unidn entre alergias alimentarias y diabetes tipo
2”. En este proyecto se propuso la aplicacion de nuevos elementos genéticos reguladores
(elementos gendmicos reguladores no codificantes, mMiRNA) como bio-marcadores
fundamentales para la evaluacion del riesgo de DT2 (durante el embarazo - etapa fetal, en recién
nacidos y lactantes ) y del diagndstico mas temprano (pruebas de diagndstico de ultima
generacién) de la progresion de la patogénesis de la DT2 desencadenados por factores
nutricionales (alérgenos alimentarios) durante la infancia y en edad adulta. En este estudio los
sujetos procedian del area de cobertura de la zona bdsica: Pedro Martinez, perteneciente al
A.G.S. Nordeste de Granada, seleccionados y evaluados por el doctorando, médico de familia
gue ejerce sus funciones en el Consultorio de Villanueva de las Torres. Entre los criterios de
inclusion figuran la captacion estratificada en consulta de atencidn primaria, segun acudan a
realizar los controles previstos en el Proceso Asistencial Diabetes. Los pacientes sanos tuvieron
edad comprendida entre los 18 y 50 afios sin sintomatologia, niveles de glucosa en plasma en
ayunas y otros parametros analiticos normales (ej. glucemia en ayunas 70-100 mg/dl). Los
pacientes diabéticos tenian edad comprendida entre 18 y 50 afios, niveles de glucosa en plasma
en ayunas y otros pardmetros analiticos ampliamente desviados de la normalidad (ej. glucemia
en ayunas >125 mg/dl, Hemoglobina Alc > 6.5% o nivel de glucosa superior a 200 mg/dL en SOG).
Este grupo de pacientes debia tener asociado igualmente un indice de Masa Corporal igual o
superior a 30. Como criterio de exclusidn figurd la no aceptacidn del consentimiento informado.
El tamafio muestral fue calculado en funcion de las diferencias predecibles de la variable
dependientes (Elementos genéticos reguladores no codificantes), y otros factores variables. Para
conseguir una potencia del 80% para detectar diferencias en el contraste de hipdtesis mediante
una prueba de Chi cuadrado bilateral para dos muestras independientes, teniendo en cuenta



gue el nivel de significacién es 5% y calculando un 10% de pérdidas, se considerd necesario incluir
30 pacientes (10 por grupo). Como variables dependientes se consideraron la existencia de
elementos genéticos reguladores no codificantes, mientras que las variables independientes
incluyeron diversas variables demograficas (NUmero de identificacion, edad, raza, fecha de
inclusiéon en el estudio, género), variables antropométricas y clinicas (aquellas obtenidas
mediante exploracion, peso, talla, temperatura, tensidon arterial, frecuencia cardiaca y
respiratoria, pulsioximetria...). Como variables analiticas se incluyeron los resultados de los
parametros analiticos bdsicos (hemograma, y bioquimica: glucosa, colesterol, triglicéridos, acido
urico, transaminasas, urea, creatinina, ionograma, Hg Alc...). Para los analisis de cultivo e
induccidn ex vivo realizados, se extrajeron alicuotas de sangre de los pacientes (3 ml) usando
tubos de heparina-Li (BD Vacutainer System, Heidelberg, Alemania).

- “Evaluacién de la actividad inmunomoduladora y antiinflamatoria de componentes
agroalimentarios alternativos procedentes del procesamiento de la aceituna”. Se trata de un
ensayo clinico aleatorizado, cruzado, doble-ciego y controlado, disefiado y ejecutado en el marco
del proyecto previo Nutraoleum, para obtener evidencia cientifica adicional que sustente los
posibles beneficios inmunolégicos del aceite de oliva. Los criterios de inclusién, exclusién etc. de
los pacientes son por tanto idénticos a los descritos para este proyecto.

3.2.3 Induccidn de inflamacidn y ensayos de contraste en sangre de pacientes cultivada ex vivo.

En el caso de las muestras de pacientes del estudio Nutraoleum, y antes de las 3 horas posteriores a
la extraccion, la sangre fue diluida en medio de Eagle modificado por Dulbecco (DMEM) (1:3) y
agitada suavemente en tubos de 3 mL (Greiner Bio-one, Solingen, Alemania). Se sembraron alicuotas
de 1 mL cada una en cada uno de los 24 pocillos de placas de incubacién (Nunc, VWR International
GMbH, Langenfeld, Alemania), y las placas fueron incubadas durante 24 h a 37 °C en una atmdsfera
con 5 % de CO;. De cada extraccidon de sangre se realizaron incubaciones en triplicado, incluyendo
ademas controles positivos y negativos en paralelo. Para cada muestra se cultivaron submuestras,
incluyendo fitohemaglutinina (PHA, 10 pug/mL -Sigma Chemicals, USA-), lipopolisacarido de E. coli
(LPS, 1 pg/mL -Sigma Chemicals, USA-), y forbol 12-miristato 13-acetato + ionomicina (PMA, 25 ng/mL
+10, 1pg/mL -Sigma Chemicals, USA-). En todos los experimentos se usaron los mismos lotes de PHA,
LPS, PMAy 10, y las diluciones se realizaron con PBS (Phosphate Buffered Saline). Tras el cultivo, las
muestras fueron retiradas de cada pocillo y centrifugadas a 700x g durante 5 min a 20 °C. Los
sobrenadantes (plasma) fueron divididos en alicuotas para los ensayos posteriores y fueron
almacenados a -20 °C.

En el caso de ensayos adicionales al mencionado Nutraoleum, los procedimientos utilizados son
similares a los descritos en el apartado anterior, con ligeras modificaciones que incluyen el co-cultivo
con conglutinas purificadas (Lima-Cabello et al, 2018). En este caso se utilizaron células
mononucleares de sangre periférica (PBMC) en lugar de plasma para el andlisis de biomarcadores
correspondiente. Los PBMC fueron aislados desde la sangre heparinizada mediante centrifugacion
en gradiente utilizando Histopaque 1077 (Sigma Chemicals, USA), lavados tres veces con solucion
equilibrada en sales de Hanks (Life Technologies, USA), y resuspendidos en me3dio completo RPMI
(Sigma Chemicals, USA) suplementado con penicilina, estreptomicina y L-glutamina (100 U/mL, 100
ug/mLy 2 mM, respectivamente -Sigma Chemicals, USA).

45



3.2.4 Induccion de inflamacion y ensayos de contraste en cultivos celulares in vitro.

Los cultivos celulares se realizaron utilizando la linea celular PANC-1 (CIC: Centro de Instrumentacion
Cientifica, UGR) correspondiente a células epiteliales pancreaticas de humano caucasico, como
describen Lima-Cabello et al., 2018e; Tizén-Rodriguez, 2019. Las células PANC-1 fueron cultivadas en
frascos de 75 cm? revestidos de poli-L-lisina (~2.0-2.5 x 106 células/ml) utilizando medio DMEM
(Sigma) suplementado con glutamina 2mM y suero bovinal fetal inactivado por calor 10%. Los cultivos
se mantuvieron en una incubadora con un volumen forzado de CO; al 5% a una temperatura de 372C.
Con objeto de mantener un crecimiento celular en monocapas se realizaron rutinariamente
subcultivos utilizando la tripsinizacion como método de separacidn de las células adheridas una vez
que la confluencia de éstas alcanzaba el 90% de la superficie. El subcultivo se realizé mediante lavado
repetido con PBS y tratamiento con tripsina-EDTA 0.25% (Lonza) durante 10 minutos en las mismas
condiciones de cultivo. La actividad de la tripsina se neutralizé afadiendo medio de cultivo al doble
de su volumen. Posteriormente, las células fueron centrifugadas a 1000 rpm durante 5 minutos y
lavadas con PBS y se procedio al conteo celular y al analisis de la viabilidad, utilizando un contador
automatico Countess Il FL (Thermo Fisher) al inicio y al final de cada experimento. En todos los casos,
la viabilidad fue superior al 95%.

Para la realizacion de los experimentos de cocultivo, las células fueron cultivadas hasta alcanzar un
80% de confluencia e inmediatamente se procedid a separar las células en lotes que permitieran la
discriminacion entre los distintos tratamientos. Estos lotes consistieron basicamente en:

- Células control, sin ningun tratamiento posterior.

- Tratamiento con lipopolisacdrido de E. coli (LPS) (Sigma) durante 24 horas a una
concentracién de 1ug/Ml.

- Tratamiento con LPS en las mismas condiciones anteriores, ademas de cocultivo con
diferentes extractos (Lima-Cabello et al., 2018b), harinas (Zafra et al., 2013) (Lima-Cabello et
al., 2017b, 2018a), proteinas recombinantes (Lima-Cabello et al., 2017a, 2018b, 2018d).

- Células control, tratadas con el vehiculo (disolvente o solucién acuosa en donde se
encuentran diluidos los componentes a testar) sin ningln otro tratamiento adicional.

3.2.5 Ensayos de viabilidad celular.

Con objeto de determinar los efectos potencialmente citotéxicos de las diferentes concentraciones
de LPS y la combinaciéon de LPS y los extractos, proteinas, harinas etc. mencionados anteriormente,
se utilizd6 el método colorimétrico del MTT (Bromuro de 3-(4,5- dimetiltiazol-2-ilo)-2,5-
difeniltetrazol). Para ello, las células PANC-1 fueron sembradas en placas de 96 pocillos (103 células
en 100 pL de medio de cultivo por pocillo) y se incubaron una noche. Posteriormente, las células
fueron tratadas con los tratamientos de contraste indicados LPS. Se realizaron al menos dos réplicas
para cada experimento. El fundamento de la técnica consiste en que las células viables son capaces
de captar el MTTy reducirlo a cristales de formazan (compuesto violeta cuya maxima absorbancia es
de c.a. 570 nm) mediante la accién de la enzima mitocondrial succinato deshidrogenasa. Las células
no viables o sin un metabolismo activo, no son capaces de convertir el MTT en formazan. En la
practica, se adicionaron 10 pL de MTT 12mM a cada pocillo y el cultivo se mantuvo a 372C durante

4 horas. A continuacidn, se afiadieron 100 pL de una solucién SDS-HCl y, tras 4 horas adicionales de
cultivo a 372C, se procedio a la lectura de la ABSs7o.
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3.2.6 Generacion de un modelo de Resistencia a la Insulina en cultivos de células PANC-1

Las células PANC-1 fueron cultivadas en condiciones estandar como se describe en el apartado
correspondiente. Una vez alcanzada una densidad celular de 2x10% células/mL se determiné la dosis
Optima de insulina y la duracion del tratamiento requerido para establecer un estado de resistencia
a la insulina (IR-C), como se describe en Lima-Cabello et al., (2018e). Brevemente, las células se
dividieron en dos grupos, con seis réplicas por grupo. El grupo 1 incluyd células cultivadas en 200 L
de medio completo, mientras que el grupo 2 incluydé células tratadas ademas con insulina en
concentraciones 3 x 10° y 3 x 10° nmolL? cuando las células se convirtieron en adherentes. Las
células fueron cultivadas durante 24, 48 y 72 h. Tras cada uno de esos periodos, se midid la
concentracién de glucosa en el medio mediante el método de la glucosa oxidasa, siguiendo las
instrucciones del fabricante (Abcam, UK). Los cultivos se consideraron resistentes a la insulina (IR-C)
cuando se mantuvo la menor concentracidn posible de glucosa en el medio para una determinada
concentracién de insulina, que en este caso resultd ser de 3 x 10”7 nmol-1. La capacidad de resistencia
a lainsulina de los cultivos fue confirmada utilizando diversos marcadores entre los que destaca IRS-
1y GLUT-4. Este estado de resistencia se mantuvo generalmente durante unas 48h, por lo que los
ensayos de contraste con proteinas recombinantes se realizaron dentro de un periodo de seguridad
de 24 h.

3.2.7 Andlisis y cuantificacion de biomarcadores | (panel de citoquinas relacionadas con procesos de
inflamacion).

MANUSCRITO EN PREPARACION: Alché, V.; Lima-Cabello, E.; Alché, J.D. Assessment of quantitative immunoblotting and Bio-Plex
methods as alternatives to ELISA for the quantification of biomarkers in whole blood ex vitro challenging assays.
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En el caso de cultivos celulares, y tras incubacién durante 24h, los medios de cultivo celular fueron
eliminados con tampdn PBS (Phosphate Buffered Saline, Sigma, USA) a 4°Cy las células fueron lisadas
en tampdn RIPA suplementado con una diluciéon 1/100 de un céctel de inhibidores de proteasas y
fosfatasas (Sigma, USA) durante 1 h. Tras la centrifugacion a 12,000 x g a 4 °C durante 30 min, el
sobrenadante se almacend a —80 °C hasta su uso en los analisis indicados anteriormente (ELISA,
Western blotting, Bio-Plex...).
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3.2.8 Andlisis y cuantificacion de biomarcadores Il (expresion génica de citoquinas y otros marcadores
relacionadas con procesos de inflamacion).

Se realizaron PCRs cuantitativas a tiempo real para la determinacion de la expresién de los genes: IL-
1B,iNOSy TNF-a. En el caso de muestras de plasmay PBMCs, la extraccion de ARNm se realizé usando
un kit especifico Qiagen® miRNA Purification Kit. En el caso de cultivos celulares, el ARN total fue
aislado mediante la utilizacion del kit RNeasy Tissue isolation kit (Quiagen). La calidad y concentracidn
del ARN fue evaluada mediante la razén de absorbancias 260/240nm (relacién entre acidos nucleicos
y fenoles) y razén de absorbancias 260/280nm (relacion entre acidos nucleicos y proteinas) usando
un microespectrofotémetro NanodropTM 2000 (Thermo).

La primera hebra de ADNc fue sintetizada utilizando el kit High-Capacity cDNA Archive Kit (Applied
Biosystem). Para los ensayos de expresion el ADNc fue amplificado utilizando el sistema de PCR
cuantitativa LightCycler 480 (Roche). Los primers y sondas utilizadas fueron aquellas disponibles por
TagMan Gene Expression Assays: Hs01555410_m1, Hs01075529_m1, Hs00174128 m1l,
respectivamente (Applied Biosystems). Los cambios en los niveles de expresion de estos tres genes
fueron determinados mediante el método 2-AACt. El numero de ciclos a partir del cual los
transcriptos fueron detectados (CT) fueron normalizados con respecto al nimero de ciclo al cual se
detecta el gen constitutivo elegido, B-Actina (Hs99999903_m1, Applied Biosystems) referido como
ACT. La eficiencia de la PCR fue determinada por analisis basados en la curva estandar para la
amplificacion de los genes elegidos y del control enddgeno, las cuales fueron altamente similares.

3.2.9 Andlisis y cuantificacion de biomarcadores Il (panel de marcadores relacionados con las rutas
de sefializacion de la insulina y otros).

Se realizaron analisis de Inmunoblotting cuantitativo de la presencia de los marcadores: Insulin
Receptor Substrate 1 (IRS-1), P13 kinasa p85, Glucose Transporter Type 4 (GLUT-4) y proteina kinasa
B (AKT).

La extraccidon y cuantificacion de proteinas totales, SDS-PAGE, transferencia, bloqueo de las
membranas, incubaciéon con los anticuerpos, deteccién y cuantificacion de las bandas
inmunoreactivas se realizaron basicamente como se describe en el apartado 3.2.7.

En este caso, los anticuerpos primarios utilizados fueron anti-IRS-1 (107-185 kDa), anti-P13-kinase
(p85) (85kDa), anti-GLUT-4 (50-60kDa), y anti-protein kinase B (AKT) (60kDa), todos ellos disponibles
comercialmente a través de Santa Cruz Biotechnology (Santa Cruz, CA.).

De forma adicional, se realizé un analisis de la fosforilacion de IRS-1, que incluyé el analisis mediante
Western blotting de los extractos con los siguientes anticuerpos primarios: phospho-IRS-1 (Tyr612),
phospho-Akt (Ser473), phospho-caveolin-1 (Tyrl4), y phospho-CBL (Tyr700) (todos ellos de Santa
Cruz, USA).

De forma alternativa, la cuantificacion de los niveles de diversas citoquinas y del factor TNF-a fueron
medidos en duplicado usando kits de determinacién de ELISA de acuerdo con las instrucciones de los
fabricantes (IL-1B, IL-2, IL-6, IL-8, IL12, IL-17, INF-y, y TNF-a, Diaclone SAS, France). Las muestras se
aplicaron a placas microtiter de 96 pocillos, que habian sido pre-incubadas con los anticuerpos
monoclonales especificos. Posteriormente, las placas fueron lavadas 5 veces, y seguidamente in
cubadas con los respectivos anticuerpos policlonales secundarios conjugados con peroxidasa (HRP).
Tras la repeticion de los lavados, se anadieron secuencialmente las soluciones de sustrato y de parada
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de la reaccion. Se determiné la densidad 6ptica de cada pocillo mediante lectura a 450 nm usando
un lector de microplacas (Bio-Rad, Richmond, CA) en los 30 minutos siguientes.

3.2.10 Andlisis y cuantificacion de biomarcadores IV (expresion génica de marcadores relacionados
con las rutas de sefializacion de la insulina y otros).

Se realizaron PCRs cuantitativas a tiempo real para la determinacién de la expresién de los genes:
Insulin receptor substrate 1 (IRS-1) y glucose transporter type 4 (GLUT-4).

La extraccion de ARNm, ARN total, sintesis de ADNc, y determinacién de los cambios en los niveles
de expresién de los genes se realizaron como se describe en el apartado 3.2.8.

En este caso, los primers y sondas utilizadas fueron aquellas disponibles por TagMan Gene Expression
Assays (numero de acceso GenBank: NM_005544.2, ID de ensayo: Hs00178563_m1; numero de
acceso GenBank: NM_001042.2, ID de ensayo: Hs00168966_m1).

De forma alternativa, el cDNA obtenido fue mezclado con RT? SYBR Green gPCR (Qiagen) y
alicuoteado sobre un “array” de PCR disponible comercialmente para analizar la expresién de
marcadores de diabetes-obesidad-inflamacidn (real-time RT? Profiler PCR Array PAHS-023Z, Qiagen),
que incluye el analisis de CCL5, CCR2, ICAM-1, IFN-y, IL-6, IL-12, TNF-a, y NF-kB1 (p50). La PCR
cuantitativa en tiempo real se realizé usando un termociclador Light Cycler® 480 (Roche), en el que
las muestras se procesaron en duplicado a lo largo de 40 ciclos: 1 ciclo de 95 °C 10 min, 40 ciclos de
95 °C 155, y 40 ciclos de 60 °C 1 min. Los ciclos umbrales fueron medidos, y la expresion relativa de
los genes se compard calculando comparando los valores de Ct. Las diferencias en la expresion génica
se evaluaron calculando el niumero de veces (fold-change) en los niveles de expresion basados en
cambios de al menos dos veces arriba o abajo en comparacién con la expresién génica del grupo
control. Todos los niveles de expresion fueron normalizados con la expresidén de genes control de
expresion constante (housekeeping genes -beta actina, hipoxantina fosforibosil transferasa 1, beta-
2-microglobulina y gliceraldehido-3-fosfato deshidrogenasa-), que no variaron significativamente
entre los grupos de estudio.

3.2.11 Determinacion de glutation y actividades enzimdticas antioxidantes.

Los extractos celulares correspondientes a los cultivos celulares fueron utilizados para determinar los
niveles de glutation reducido (GSH) y las actividades enzimaticas superdxido dismutasa (SOD) y
Catalasa (CAT). Para ello se utilizaron kits comerciales (Canvax, Espaia), siguiendo las instrucciones
del fabricante.

3.2.12 Determinacion de la produccion de NO y nivel de oxidacion.

Los extractos celulares correspondientes a los cultivos celulares fueron utilizados para determinar los
niveles produccion de NO utilizando un kit comercial ab65328 (Abcam, UK). En breve, las muestras
de todos los grupos experimentales fueron desproteinizadas de acuerdo con las instrucciones del
fabricante. Se cargd una cantidad idéntica de las muestras (30 uL) y de los marcadores en placas
microtiter de 96-pocillos. Se anadié la nitrato reductasa, el cofactor enzimatico, y el tampdn de
ensayo, seguido del “enhancer”, y los reactivos de Griess R1 y R2. Tras incubar 1 h, se midi6 la A540
nm en un lector de microplacas (iMark Bio-Rad, USA), y se sustrajo el valor del control blanco (medio
sin células). Las concentraciones totales de nitrito/nitrato se calcularon usando una curva patron.
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El nivel de oxidacion de los extractos (inmunodeteccidon de grupos carbonilo introducidos en las
proteinas debido a reaccién con especies de oxigeno reactivo -ROS-) se determind mediante el
OxyBlot™ Protein Oxidation Detection Kit (EMD Millipore, USA) siguiendo las instrucciones del
fabricante, utilizando muestras de los extractos separados en geles de poliacrilamida al 12%
mediante SDS-PAGE y electrotransferidos a membranas PVDF.

Alternativamente, se utiliz6 como marcador de estrés nitrosativo el andlisis de los perfiles de
proteinas nitradas en las muestras de plasma, utilizando en este caso un anticuerpo primario anti-3
N-Tyr (Abcam) siguiendo las instrucciones del fabricante, utilizando igualmente muestras de los
extractos separados en geles de poliacrilamida al 12% mediante SDS-PAGE vy electrotransferidos a
membranas PVDF.

3.2.13 Andlisis estadisticos

Los datos relativos a marcadores son expresados como media £ SEM de 6 pacientes por grupo. El
significado estadistico de estos resultados se obtuvo utilizando el software SPSS. Se utilizé un test de
t-Student's de dos colas para comparar entre dos grupos. Para comparar entre tres o mas grupos de
estudio se utiliz6 ANOVA de una via, seguido de la prueba de Dunnett's. Se considerd P < 0.05 como
estadisticamente significativo. Se usé una prueba de Kolmogorov—Smirnov para analizar la
distribucion Gaussiana de los datos. Para detectar diferencias entre grupos se usé una prueba
Wilcoxon’s. En el caso de las determinaciones de GSH, SOD y CAT, los ensayos fueron realizados por
triplicado. Los datos fueron analizados estadisticamente mediante t-Student test.

3.2.14 Aspectos éticos de la investigacion.

Los protocolos clinicos realizados en el presente trabajo fueron propuestos para su evaluacion de las
normas éticas esenciales y criterios deontolédgicos correspondientes, y fueron informados
favorablemente por parte del Comité de Etica de la Investigacion del Centro de Granada (CEl-
Granada) en las siguientes resoluciones:

-Resoluciéon de 04/12/2013 referente al proyecto: “Nuevos Procesos en la Industria
Almazarera Andaluza para la Elaboracién de Nuevos Productos de Alto Valor Biolégico con
Aplicaciones en Salud Humana. El Estudio Nutraoleum”.

-Resolucion de 09/05/2017 referente al proyecto: “Evaluacion de la actividad
inmunomoduladora y antiinflamatoria de componentes agroalimentarios alternativos
procedentes del procesamiento de la aceituna”.

-Resoluciéon de 09/07/2018 referente al proyecto: “Descifrando las bases genéticas del nexo
de unidn entre alergias alimentarias y diabetes tipo 2”.

Dichas resoluciones se incluyen como Anexo 8.3 en la presente memoria. Todos los experimentos
fueron realizados de acuerdo con las siguientes declaraciones internacionales sobre ética de la

investigacion:

“The Principles of Good Laboratory Practice”, desarrollados de acuerdo con la OCDE vy
adoptados por las directivas EU (Directiva 2004/9/EC, y Directiva 2004/10/EC).

60



“The Declaration of Helsinki (DoH, Edinburgh 2000)”, guia ética para médicos y otros
participantes en la investigacion médica de la “World Medicine Association” (WMA,
www.wma.net).

Convencion del Consejo Europeo para la proteccidn de los derechos humanos y la dignidad
en relacién con la aplicacion de la biologia y la medicina (Oviedo 1997, www.coe.int).
Declaracion universal de bioética y derechos humanos adoptada por la conferencia general
de la UNESCO de 19 octubre 2005 (www.unesco.org).

CIOMS/WHO Guias éticas internacionales para la investigacion biomédica que implique a
sujetos humanos (1993, revisada en 2001, www.cioms.ch).

Los ensayos estan igualmente contemplados dentro de las normativas espafolas siguientes:

Ley 14/2007, de 3 de julio sobre investigacion biomédica.

Real Decreto 65/2006, de 30 de enero sobre la importacién y exportacion de muestras
bioldgicas (cuando sea aplicable).

Real Decreto 1301/2006, de 10 de noviembre, sobre la determinacién de los parametros de
calidad y seguridad para donar, obtener, evaluar, procesar, preservar, almacenar y distribuir
células y tejidos humanos y normas sobre su uso en humanos.

Orden de 14 de abril de 2000, de adaptacién de los anexos del Real Decreto 2043/1994 de 14
de octubre en referencia a la inspeccion y verificacién de buenas practicas de laboratorio al
progreso técnico.
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4. RESULTADOS Y DISCUSION
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4.1 Analisis ex vitro de los efectos de diferentes aceites de oliva sobre el estrés oxidativo y la
inflamacion en adultos sanos en un ensayo controlado doble ciego aleatorizado.

4.1.1 MANUSCRITO EN PREPARACION: Elena Lima Cabello, Victor Alché, José Carlos Jiménez Lopez, Estefania Sdnchez Rodriguez, Sara
Biel Glesson, Jose Ramodn Ferndndez Navarro, Miguel Angel Calleja, Juan Antonio Espejo Calvo, Blas Gil Extremera, Francisco Javier
Gomez, Rafael de la Torre, Montserrat Fito, Maria Isabel Covas, Pedro Vilchez, Emilio Martinez de Victoria, Angel Gil, Maria Dolores
Mesa, Juan de Dios Alché. Ex vivo blood culture assessment of anti-oxidative and anti-inflammatory effects of virgin olive oils differing
in their bioactive contents in healthy adults: A randomized double-blind controlled trial.

RESUMEN

El ensayo clinico NUTRAOLEUM (registrado en ClinicalTrials.gov ID: NCT02520739A) ha demostrado
ser un escenario informativo en relacién al analisis in vivo de los beneficios para la salud de los
triterpenos del aceite de oliva (acidos oleandlico y maslinico). El ensayo engloba la absorcion basal
tras el suplemento en la dieta (30 mL por dia) de un aceite de oliva optimizado (OVOO, 490 ppm de
compuestos fendlicos y 86 ppm de triterpenos), y de un aceite de oliva funcional (FOO, 487 ppm de
compuestos fendlicos y enriquecido con 389 ppm de triterpenos) durante tres semanas en
comparacion con un aceite de oliva virgen estandar (124 ppm de compuestos fendlicos y 86 ppm de
triterpenos). Cincuenta y uno adultos sanos participaron en este estudio aleatorizado, cruzado y
controlado. Hasta la fecha, se han determinado beneficios adicionales para la salud basados en este
ensayo sobre biomarcadores de la funcién antioxidante, inflamatoria, del sindrome metabdlica y
endotelial, fundamentalmente in vivo.

En el presente trabajo, se ha optimizado un sistema de cultivo de sangre y de contraste ex vivo con
diferentes inductores de inflamacién para evaluar la respuesta anti-inflamatoria y anti-oxidante de
los individuos participantes en el ensayo NUTRAOLEUM. Determinamos los marcadores oxidativos
iNOS, presencia de proteinas nitradas en el aminodcido tirosina y produccién de NO, asi como los
biomarcadores de inflamacién IL-1pB, IL-2, IL-6, IL-8, IL12, IL-17, INF-y, y TNF-a usando un panel de
métodos experimentales. Este estudio confirma de forma consistente el primer nivel de evidencia ya
obtenido in vivo en relacion con los beneficios para la salud de los triterpenos del aceite de oliva
(acidos oleandlico y maslinico) en adultos sanos, en este caso en un escenario inflamatorio y oxidativo
inducido ex vivo. Ademas, fueron ensayados diversos marcadores adicionales. Como se discute, el
sistema experimental utilizado también aporta una herramienta excelente para diseccionar los
efectos de los componentes presentes en el aceite de forma individual.
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4.2 Las harinas purificadas de semillas de olivo poseen efectos antiinflamatorios en sangre
completa de pacientes diabéticos cultivada ex vitro y en cultivos in vitro de células pancredticas.

4.2.1 Efectos anti-inflamatorios de harinas purificadas de semillas de olivo en pacientes
diabéticos.

Para este studio se seleccionaron 6/8 pacientes diabéticos de tipo 2 y controles no diabéticos del
area de cobertura del area basica “Pedro Martinez” (A.G.S. noreste Granada, Espafia), segun los
criterios de clasificacion de la Organizacion Mundial de la Salud, y el cumplimiento de los criterios de
inclusién y exclusidn establecidos. Los parametros clinicos del grupo de sujetos que participaron en
el estudio estdn recogidos en la siguiente tabla (Tabla 3). Los sujetos controles y los pacientes con
DT2 no mostraron diferencias significativas en los parametros de edad. Si que se observaron
diferencias significativas en relacién al indice de masa corporal (IMC). Existen también diferencias
significativas en los niveles de glucemia (P<0,001), presion sanguinea (P<0,001), frecuencia cardiaca
(P<0,001) asi como hemoglobina glucosilada (HbA1c) (P<0,001).

Sujetos Control DT2 P-valor
Hombres 6 8
Edad 50 (40,53) 48 (45,58) 0.007
Glucemia 83 (80, 91) 165 (132, 198) <0.001
(mg/dL)
Presion Sanguinea 12/7 (11/7, 12/7) 15/8 (14/8, 15/7) <0.001
(mmHg)
IMC (kg/m?) 24.8 (23, 26.6) 33.3(27.5, 46.7) <0.001
Frecuencia Cardiaca | 64 (65, 76) 84 (96, 80) <0.001
(bpm)
HbA1c % 5.5(5.4,5.7) 6.7 (6.0, 7.4) <0.001

Tabla 3. Caracteristicas del grupo de estudio. La comparacion de medias entre los diferentes
pardametros fue realizada a través de un ANOVA. El nivel de significacion estadistica fue asumido
como p<0,01 (representado en negrita).

Tras la extraccion de sangre periférica y realizar las correspondientes inducciones con
lipopolisacarido (LPS), fitohemoaglutinina (PHA), y forbol-12-miristato-13-acetato junto con
ionomicina (PMA+IO) y someter los cultivos a co-cultivo con distintas concentraciones de extractos
proteicos de harinas de semillas como se describe en el apartado de material y métodos se procedid
a la determinacion de diversos biomarcadores en el plasma aislado. Como se puede apreciar en la
Figura 14, la produccion de estos marcadores por parte de individuos sanos y en ausencia de
estimulos fue insignificante. El tratamiento tanto con LPS, PHA, como con PMA+IO estimuld
significativamente tanto la producciéon de IL-1B (Figura 14 A) como de iNOS (Figura 14 B). Cuando se
afiadio al cultivo de sangre entera de forma concomitante tanto LPS, PHA, 6 PMA+IO y la harina de
semilla, se observé un claro descenso de estos dos marcadores, llegando al nivel basal (Figura 14 A,
Figura 14 B, respectivamente). Para ver si esta harina de semilla tenia algun efecto sobre estos dos
marcadores, dicha harina fue anadida de forma aisladamente, en ausencia de induccién, no
observandose ninguin cambio con respecto al control (Figura 14 A, Figura 14 B). A la vista de estos
resultados podemos concluir que esta proteina podria tener propiedades antiinflamatorias.
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Cuando se realizaron experimentos paralelos en pacientes diabéticos, observamos niveles elevados
de los marcadores IL-1B (Figura 15 A) e iNOS (Figura 15 B) aiin en muestras no inducidas (Figura 15,
muestras DT2), lo que refleja la existencia de fendmenos inflamatorios basales con respecto a sujetos
sanos (Figura 15, muestras C). Las muestras de pacientes diabéticos en cultivos de sangre completa
también fueron hipersensibles a la inflamacion inducida por PHA, LPS y PMA + 10, como se demuestra
por la presencia de ligeros aumentos de los niveles de IL-1B y e iNOS en plasma (Figura 15 A, Figura
15 B, respectivamente). La adicion de extractos de harina de semilla de oliva produce signos
inequivocos de reduccion de la respuesta inflamatoria, probablemente consistentes en la
modificacion del complejo de reaccidn inflamatoria subclinica de los pacientes diabéticos mediante
la reduccion de los niveles y/o la actividad bioldgica de IL-1B, iNOS (Figura 15 A, Figura 15 B,
respectivamente).

Podriamos concluir que los componentes especificos de la harina de semilla de oliva son en ultima
instancia responsables de estos efectos antiinflamatorios. Dichos componentes estan aun por ser
caracterizados de forma precisa. Tal caracterizacidén ayudara a disefiar nuevos enfoques terapéuticos
para estos pacientes.

Figura 14; La sangre completa de sujetos sanos fue incubada con LPS, PHA, PMA+IO de manera
individual, y de manera concomitante con LPS, PHA, PMA+IO y las harinas de semilla de olivo. Las
barras representan la IL-18 (figura A) y la iNOS (figura B) respectivamente en sujetos sanos. C:
muestras no inducidas.

Figura 15; La sangre completa de pacientes diabéticos (DT2) fue incubada con LPS, PHA, PMA+I0 de
manera individual, y de manera concomitante con LPS, PHA, PMA+IO y las harinas de semilla de
olivo. Las barras representan la IL-18 (figura A) y la iNOS (figura B) respectivamente en DT2. C:

muestra sin inducir de sujeto sano.
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EFECTOS ANTI-INFLAMATORIOS DE HARINAS PURIFICADAS DE
SEMILLAS DE OLIVO EN CULTIVOS CELULARES PANCREATICOS.

Elena Lima-Cabellol, Victor Alchéz, Jose C. JimeneZ-Lopezl, Juan D. Alché!”

1 — Grupo de Biologia Reproductiva de Plantas; Departamento de Bioquimica, Biologia
Celular y Molecular de Plantas; Estacion Experimental del Zaidin; Consejo Superior de
Investigaciones Cientificas (CSIC), Granada E-18008. Esparfia

2 — Servicio Andaluz de Salud (SAS), Granada, Espafia

RESUMEN

El fraccionamiento de la aceituna de forma previa a su procesado en las almazaras es
una fuente de nuevos y wvaliosos productos con alto valor afiadido. Uno de estos
productos son las harinas procedentes de la semilla del hueso, que estan siendo
valoradas por su alto contenido en componentes nutricionales y por sus emergentes
capacidades nutracéuticas. Estudios previos realizados exclusivamente ex vitro
mediante cultivos sanguineos de sujetos controles sanos y con diabetes tipo 2, han
permitido determinar que la adicion de extractos de harina de semilla de oliva produce
signos inequivocos de modificacion del complejo de reaccion inflamatoria subclinica de
los pacientes diabéticos que cursa con una reduccién de los niveles y/o la actividad
biolégica de ambos marcadores (IL-1B3 e iNOS). En el presente trabajo reproducimos
los experimentos en cultivos celulares de células pancreaticas inducidos con tres
inductores diferenciales de inflamacion, ensayando de forma adicional los efectos
potenciales sobre marcadores relevantes de estrés oxidativo.

Palabras clave: células pancreaticas, harina, inflamacion, oxidacion, semilla,

INTRODUCCION

La dieta mediterranea utiliza el aceite de oliva como fuente principal de grasa. El sector
del aceite de oliva es uno de los de mayor relevancia socioecondémica en Espafia, ya que
nuestro pais produce casi la mitad del aceite de oliva del mundo. El aceite del oliva, y
especialmente el AOVE ha demostrado ser un protector potencial frente a diversas
patologias (enfermedad cardiovascular, procesos inflamatorios de bajo grado, dafios
oxidativos, cancer etc.), debido a que contiene numerosos compuestos bioactivos entre
los que destaca su fraccion fendlica, con propiedades antioxidantes bien caracterizadas
entre otras [1,2]. En la actualidad se estan desarrollando procedimientos de
deconstruccion o fraccionamiento de la aceituna, destinados a proporcionar nuevos y
valiosos productos que supongan nuevos aprovechamientos industriales. Las harinas de
semillas de olivo son uno de estos productos novedosos, a partir de los cuales se estan
disefiando usos maultiples, aparte de los mas obvios como puedan ser la alimentacion
animal. Varios trabajos han centrado su atencion fundamentalmente en las harinas
procedentes de la semilla del hueso y su posterior valoracion como ingrediente
nutracéutico con aplicaciones en el ambito alimentario. Trabajos recientes han
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demostrado la capacidad antiinflamatoria de harinas purificadas de semillas de olivo
[3,4] en pacientes diabéticos, mediante cultivos sanguineos ex vitro de sujetos controles
sanos y con DT2 (diabetes tipo 2), que se sometieron a co-cultivo con dichas harinas
como "challenge". En este trabajo se procedié posteriormente a la cuantificacion de
moléculas marcadoras de actividad anti inflamatoria: la interleuquina 13 (IL-1B) y la
oxido nitrico sintasa inducible (iNOS), y se concluyé que la adicidon de extractos de
harina de semilla de oliva a los cultivos produce signos inequivocos de modificacion del
complejo de reaccion inflamatoria subclinica de los pacientes diabéticos que cursa con
una reduccion de los niveles y/o la actividad bioldgica de ambos marcadores (IL-1B ¢
iNOS).

Los ensayos realizados en sangre completa permiten inferir conclusiones como las
indicadas anteriormente. Sin embargo, es preciso ademas investigar los efectos
potenciales de estos compuestos en otros escenarios fisiologicamente diferenciales,
como puedan ser los efectos sobre tejidos u oOrganos completos. Una de las
aproximaciones mas valoradas, sin perjuicio de la potencial realizacion de futuros
ensayos clinicos en pacientes es la utilizacion de cultivos de tejidos humanos in vitro.
Hay un flujo continuo de nuevos resultados de investigaciones que evidencian que las
especies de oxigeno reactivo (ROS) realizan una contribucion significativa a la
progresion de distintas enfermedades y situaciones patologicas y sus complicaciones. El
término estrés oxidativo se refiere a la situacion en la que se produce un desequilibrio a
favor de la generacion de especies oxidadas, entre la produccion de ROS y las defensas
antioxidantes, lo que puede conllevar a un dafio potencial de los tejidos [5-7]. La
actuacion de las ROS puede inducir modificaciones sustanciales en muchas
biomoléculas esenciales (lipidos, proteinas y acidos nucleicos). Como consecuencia de
este estado de inflamacion, se pueden causar dafios oxidativos en el pancreas, higado y
rifion [8]. Es por ello que la identificacion de nuevos productos alimenticios que ayuden
a controlar los niveles de ROS y la respuesta inflamatoria, puede permitir el disefio de
estrategias de complementacion de los tratamientos farmacologicos tradicionales.

El presente trabajo pretende evaluar el efecto antiinflamatorio potencial de las harinas
de semilla de olivo en cultivos celulares pancreaticos, utilizando un marcador
caracteristico ya identificado como es la 6xido nitrico sintasa inducible (iINOS). Estos
resultados pretenden confirmar los resultados previos obtenidos en sistemas de cultivo
de sangre ex vitro, como forma previa de identificar los mecanismos especificos de
interaccion de este material en humanos, y por tanto generando informacion adicional
con objeto de disefiar alimentos funcionales de utilidad dirigida.

MATERIAL Y METODOS

Cultivos celulares

Para realizar los cultivos celulares se utilizé la linea celular PANC-1 (Centro de
Instrumentacion cientifica, Universidad de Granada) obtenida a partir de células
epiteliales pancreaticas de humano caucasico. Las células PANC-1 fueron crecidas en
frascos de 75 cm? revestidos de poli-L-lisina (~2.0-2.5 x 10° células/ml) con DMEM
(Sigma) suplementado con 2 mM de glutamina y un 10% de suero bovino fetal
inactivado por calor. Los cultivos se mantuvieron en una incubadora con un 5% de CO?/
95% aire a 37°C. El crecimiento celular fue en monocapas y se realizaron
rutinariamente sub-cultivos utilizando la tripsinizacién como método de separacion de
las células adheridas cuando la confluencia de éstas alcanzaba el 90% de la superficie.
Para ello, las células fueron lavadas un par de veces con PBS y tratadas con un 0.25%




de tripsina-EDTA (Lonza) en el incubador con un 5% de CO?/ 95% aire a 37°C durante
10 minutos. El efecto de la tripsina se neutralizé con la adicion del doble de volumen de
medio de cultivo. A continuacidn, las células fueron centrifugadas a 1000 rpm durante 5
minutos y lavadas con PBS para los ensayos de viabilidad. Tanto la viabilidad como el
conteo celular fueron analizados con el contador de células automatico Countess 11 FL.
(Thermo Fisher) al comienzo y al final de cada experimento. La viabilidad fue siempre
superior al 95%.

Reactivos utilizados sobre la linea celular

Para la realizacidon de los experimentos, las células fueron cultivadas hasta alcanzar el
80% de confluencia y luego fueron tratadas con LPS durante 24 horas. Ademas, las
células fueron tratadas con distintas concentraciones de extractos proteicos de harinas
de semillas (10,5 y 2.5 mg/ml). Como control se dejoé un frasco sin estimular con fines
comparativos. Tras el tratamiento, las células fueron usadas para los experimentos que
se comentan a continuacion.

Ensayo de viabilidad por MTT

Se utiliz6 el método colorimétrico del MTT ((Bromuro de 3-(4,5- dimetiltiazol-2-ilo)-
2,5- difeniltetrazol) para determinar el efecto citotoxico del LPS (1ug/ml) y de las
diferentes concentraciones de extractos proteicos de harinas de semillas (10.5 y 2.5
mg/ml) sobre la linea celular. Para ello, las células PANC-1 fueron sembradas en placas
de 96 pocillos en presencia de medio de cultivo (10° células en 100 uL de medio por
pocillo) y se incubaron toda la noche. Tras esta incubacion las células fueron tratadas
con LPS exclusivamente y también con LPS en combinacion de extractos proteicos
de harinas de semillas (10.5 y 2.5 mg/ml) respectivamnte. Se realizaron dos réplicas
para cada experimento.

Las células viables con un metabolismo activo son capaces de captar el MTT y
reducirlo a cristales de formazan mediante la enzima mitocondrial succinico
deshidrogenasa. El formazan es un compuesto de color violeta cuya maxima
absorbancia se encuentra cerca de 570 nm. Las células muertas no son capaces de
convertir el MTT en formazan por lo que la cuantificacion de este compuesto coloreado
es un marcador de células viables tinicamente.

Para realizar este ensayo de viabilidad, se adicionaron 10 ul. de MTT 12mM a
las células de cada pocillo y el cultivo se mantuvo a 37°C durante 4 horas. A
continuacion se le afiadié 100 pl. de la solucion SDS-HCI y posteriormente, se incubo
la placa a 37°C durante 4 horas. Por ultimo se procedid a la lectura de la absorbancia a
una longitud de onda de 570 nm.

PCR a tiempo real

Se realizé una PCR cuantitativa a tiempo real para la determinacion de la expresion del
gen INOS (6xido nitrico sintasa inducible). El ARN total fue aislado mediante la
utilizacion del kit RNeasy Tissue isolation kit (Quiagen). La primera hebra de ADNc
fue sintetizada utilizando el kit High-Capacity cDNA Archive Kit (Applied Biosystem).
Para los ensayos de expresion, el ADNc fue amplificado utilizando el sistema de PCR
cuantitativa LightCycler 480 (Roche). La sonda utilizada fue aquella disponible por
TagMan Gene Expression Assays: Hs01075529 m1 (Applied Biosystems). Los cambios
en los niveles de expresion de este gen fueron determinados mediante el método
2—AACt [9]. El nimero de ciclos a partir del cual el transcrito fue detectado (CT) fue
normalizado con respecto al numero de ciclos al cual se detecta el gen constitutivo
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Tratamiento %o Viabilidad*

Control
Harina (10.5mg/ml) 100
arina (10.5mg/m
) 973+ 1.6
Harina (2.5mg/ml)
98.6 + 0.9

Tabla 2. Efecto de los distintos grupos de tratamiento sobre la viabilidad celular de
células humanas PANC-1 durante 24h de incubacion. Las células fueron tratadas con
diferentes concentraciones de extractos proteicos de harinas de semillas sobre la linea
celular PANC-1 a 10.5mg/ml y 2.5mg/ml respectivamente. La viabilidad celular* (%)
fue determinada como el cociente entre la As;o de los distintos tratamientos y la Asyg
del grupo control. Los valores son medias + SEM de un experimento tipico por
triplicado

De la misma manera se evalud el efecto citotéxico del inductor LPS, sobre la linea
celular PANC-1 a una concentracion 1ug/ml. Esta concentracion fue elegida sobre la
base de estudios realizados anteriormente en el laboratorio (datos sin publicar).
Finalmente, una vez fijadas las condiciones con las que se realizarian los ensayos de
viabilidad, se evalud el efecto de la incubacion simultanea de las células en cultivo con
extractos proteicos de harinas de semillas de concentraciones 10.5mg/ml y 2.5mg/ml y
con el inductor (LPS) (Tabla 2). En ninguno de los casos reflejado en la tabla se vio
comprometida la viabilidad celular, que se mantuvo significativamente en niveles
proximos al 100 %.

Tratamiento %6 Viabilidad*
Control 100
LPS (1pg/ml) 98.7 £ 1.8

LPS (1pg/ml)+ Harina (10.5mg/ml) | 95.4 £ 1.2
LPS (1pg/ml+ Harina (2.5mg/ml) | 97.2+2.2

Tabla 3. Efecto de los distintos grupos de tratamiento sobre la viabilidad celular de células
humanas PANC-1 durante 24h de incubacion. Las células fueron tratadas con el inductor,
con el inductor y de manera conjunta con diferentes concentraciones de extractos proteicos
de harinas de semillas con la concentracion de 10.5mg/ml y 2.5mg/ml. La viabilidad celular®
(%) fue determinada como el cociente entre la As;pde los distintos tratamientos y la As;q del

grupo control. Los valores son medias + SEM de un experimento tipico por triplicado.

Efecto de los extractos proteicos de harinas de semillas sobre la expresion del gen
iINOS

Como puede observarse en la Figura 2, en las células tratadas con el inductor LPS tiene
lugar un aumento muy significativo en los niveles del ARNm de la iNOS frente al grupo
control. Este incremento se vuelve menos acusado cuando de manera concomitante
tratamos a las células con extractos proteicos de harinas de semillas, llegando a los
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enfoques terapéuticos para las diferentes enfermedades inflamatorias y el desarrollo de
alimentos funcionales.

CONCLUSIONES

Se ha generado un modelo celular para el estudio de la induccion de condiciones de
(334 A4 29 . r re " - g

inflamacion” in vitro en células pancreaticas PANC-1 que no afecta su viabilidad y que
permite analizar la interaccion con componentes agroalimentarios.

Las harinas de semillas de olivo no afectan la viabilidad de dicho sistema. Sin embargo,
bajo condiciones de induccion, las harinas son capaces de modular un marcador bien
consensuado de estado inflamatorio como es la iINOS, reduciendo sus niveles de
expresion hasta cifras no diferentes de las condiciones control.

Es precisa una investigacion mas detallada para identificar los componentes precisos de
la harina responsables de dicho efecto.
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4.3 Las proteinas B-conglutinas de la semilla de Lupinus angustifolius poseen actividad
antiinflamatoria ex vivo e in vitro, y son capaces de modular la ruta de sefalizacidén de la insulina en
cultivos pancreaticos resistentes esta hormona.

4.3.1 PUBLICACION: Lima-Cabello, E.; Alché, V.; Foley, R.C.; Andrikopoulos, S.; Morahan, G.; Singh, K.B.; Alché, J.D.; Jimenez-Lopez, J.C.
(2017). Narrow-Leafed Lupin (Lupinus Angustifolius L.) 8-Conglutin Proteins Modulate the Insulin Signaling Pathway as Potential Type
2 Diabetes Treatment and Inflammatory-Related Disease Amelioration. Molecular Nutrition and Food Research 61(5). Feb 13. doi:
10.1002/mnfr.201600819.

RESUMEN

Ambito: Hemos investigado el uso potencial de las isoformas de las proteinas B-conglutinas del
altramuz de hoja estrecha (Lupinus angustifolius L.) como un tratamiento frente a la diabetes.
Métodos y resultados: Producimos las proteinas recombinantes correspondientes a las conglutinas
B1, B2, B3, B4, y P6 y mostramos que 1, B3, y B6 pueden unirse a insulina. Para evaluar el efecto
modulador sobre las quinasas que median la activacidn de la insulina, incubamos cultivos de células
mononucleares de sangre periférica obtenidos de pacientes con diabetes tipo 2 (TD2) y sujetos
controles sanos con las proteinas de tipo conglutina. El tratamiento de las células mononucleares de
sangre periférica de los pacientes TD2 con las proteinas 1, 33, y B6 incrementd hasta 3 veces los
niveles de mRNA y de proteina correspondientes a genes relevantes de las rutas de sefalizacién de
la insulina, en concreto el sustrato receptor de insulina 1/p85/AKT/transportador de glucosa tipo 4.
Esto fue acompafiado por una disminucidon comparable en los niveles de la expresidn de genes pro-
inflamatorios (iNOS y IL-1B) y de dichas proteinas, en comparacién con los controles sanos. Las
isoformas 32 y B4 no tuvieron efecto sobre las rutas sefializadoras de la insulina. Sin embargo, dichas
proteinas elicitaron efectos pro-inflamatorios puesto que incrementaron los niveles de mRNA y de
proteina 6xido nitrico sintetasa inducible y de IL-1f.

Conclusion: Nuestros resultados plantean la posibilidad de usar esas proteinas [B-conglutina
particulares in la prevenciony tratamiento de la diabetes, asi como su potencial como moléculas anti-
inflamatorias.
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4.3.2 PUBLICACION: Lima-Cabello, E.; Morales-Santana, S.; Foley, R.C.; Melser, S.; Alché, V.; Siddique, K.H.M.; Singh, K.B.; Alché, J.D.;
Jimenez-Lopez, J.C. (2018). Ex vivo and in vitro assessment of anti-inflammatory activity of seed 8-conglutin proteins from Lupinus
angustifolius. Journal of Functional Foods. 40:510-519. doi: 10.1016/}.jff.2017.11.040.

RESUMEN

El desarrollo de ingredientes alimentarios funcionales usando proteinas de semillas de leguminosas
tiene potencial para usos nutracéuticos.

Hemos purificado proteinas B-conglutinas recombinantes (rf1 a rpf4, y r6) del altramuz de hoja
estrecha usando cromatografia de afinidad, y hemos evaluado su actividad anti-inflamatoria usando
sistemas ex vivo e in vitro. rfl, rB3, y rB6 produjeron niveles menores de mediadores pro-
inflamatorios como el 6xido nitrico (alrededor de —34.0—veces en todos los casos), mRNA de la iNOS
(-7.15,-7.97, -7.41—veces), interleucina 1B (-12.05, -11.64, -12.16—veces), quimiocina CCL5 (-16.0,
-18.0, -19.0—fold), y citoquinas entre las que se incluyen TNF-a, INF-y, IL-1B, IL-2, IL-6, IL-8, y IL-12
(B1:-28, -100, -8, -2, -49, -45, -127—veces; B3: -22, -400, -9, -3, -33, -10, -2.54—veces; p6: -72,
-122, -11, -3, -2000, -13, -338-veces). Estos resultados sugieren que las conglutinas 1, B3, y B6
tienen potencial como componentes de alimentos funcionales en nutracéuticos y que pueden
constituir terapias alternativas para la prevencién y el tratamiento de enfermedades relacionadas
con procesos inflamatorios.
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4.3.3 PUBLICACION: Lima-Cabello, E.; Morales-Santana, S.; Ledn, J.; Alché, V.; Clemente, A.; Alché, J.D.; Jimenez Lopez.J.C. (2018).
Narrow-leafed lupin (Lupinus angustifolius L.) seed B8-conglutins reverse back the induced insulin resistance in pancreatic cells. Food &
Function. 9: 5176-5188. DOI: 10.1039/c8fo01164h.

RESUMEN

La resistencia a insulina (IR) es la causa con mayor contribucién al desarrollo de la diabetes de tipo 2.
En este estudio, hemos purificado proteinas recombinantes de tipo B-conglutina (rf1 a rp4, y rp6)
altramuz de hoja estrecha (NLL) usando cromatografia de afinidad. El objetivo de este estudio fue
elucidar la capacidad de esas B-conglutinas de mejorar el estado de IR usando sistemas ex vivo e in
vitro systems. Las proteinas rB1, rB3, y rB6 produjeron niveles inferiores del mediador
proinflamatorio 6xido nitrico (alrededor de 7 veces en todos los casos), incrementaron los niveles de
expresion de los mRNAs de IRS-1 (+201, +173, +192%) y Glut-4 (+286, +121, +147%), incrementaron
los niveles de las proteinas p85-PI3K (+188, +187, +137-veces) y Glut-4 (+503, +548, +515-veces),
niveles mas altos de fosforilacién del activador de la ruta de sefializacién de la insulina p-IRS-1 y de
mediadores derivados como p-Akt, p-Cbl, y p-caveolina, asi como absorcién mejorada de insulina por
parte de células cultivadas resistentes a la insulina (IR-C). Las proteinas B-conglutinas fueron capaces
de suprimir el estrés oxidativo producido por la resistencia a la insulina en células PANC-1 control (C)
reduciendo fuertemente la carbonilacidon producida por ROS y equilibrando la homeostasis
metabdlica en las células IR-C a través de la regulacién de la expresion de mRNAs. Al mismo tiempo,
las B-conglutinas fueron capaces de reducir los niveles del mediador proinflamatorio 6xido nitrico y
promover la capacidad antioxidante de las células incrementando los niveles de glutatidn reducido.
Estos resultados sugieren que las B-conglutinas del NLL pueden jugar un papel fundamental como
componente alimentario funcional, ya que las propiedades nutracéuticas de las B-conglutinas
pueden incrementar la efectividad de las mejoras dietéticas frente a las complicaciones de la diabetes
tipo 2.

135



136




137



138




139



140




141



142




143



144




145



146




147



148




149



150




151



152




153



154




155



156




157



158



5. DISCUSION GENERAL
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5.1 El consumo por individuos adultos sanos de aceites de oliva enriquecidos en triterpenos (acidos
oleandlico y maslinico) tiene un marcado efecto positivo sobre numerosos parametros oxidativos
e inflamatorios.

Un estudio reciente emergente a partir del ensayo NUTRAOLEUM (Biel et al., 2016), ha sido
capaz de aportar un primer nivel de evidencia in vivo sobre los beneficios de los triterpenos del olivo
(acidos oleandlico y maslinico) en humanos sanos, estableciendo que los biomarcadores HDLc y
endotelina-1 (marcadores de sindrome metabdlico y de funcién endotelial, respectivamente)
mejoran notablemente tras la toma de los tres aceites de oliva ensayados (Sanchez-Rodriguez et al.,
2018). Un estudio adicional ha mostrado que, tras el consumo de aceite de oliva, disminuye el nivel
de oxidacion del DNA y de los biomarcadores inflamatorios IL-8 y TNF-a (Sanchez-Rodriguez et al.,
2019). El presente estudio aporta pruebas adicionales de estos potenciales beneficios, aportando el
analisis de un amplio panel de biomarcadores de oxidacion e inflamacion.

A diferencia de los andlisis mencionados anteriormente, en este trabajo se selecciond una
aproximacion ex vivo, que incluyd la induccion artificial de un estado inflamatorio en la sangre
recolectada de los pacientes del ensayo NUTRAOLEUM. Esta induccion immune se realizé mediante
la adicién de diferentes quimicos al cultivo de sangre ex vivo. En el primer caso, se usd
fitohemoaglutinina (PHA) de Phaseolus vulgaris, que es un mitégeno selectivo de células T bien
conocido (Movafagh et al., 2011). Los mecanismos de interaccién entre la PHA y las células T son
poco conocidos, aunque varios autores sugieren la implicacion de sefiales de activacion via
receptores de tipo CD2 (O’flynn et al., 1985; Tiefenthaler y Hiinig, 1989; Hiining et al., 1989), o de
forma similar a otras lectinas, a través de la entrada de Ca2+ a través de canales diferentes a los
utilizados por las rutas de sefializacion especificas para CD3 (Pang et al., 2012). La administracién de
lipopolisacarido (LPS) se usa cominmente como un modelo de inflamacién en diferentes sistemas
celulares (Ho et al., 2015; Krishna et al., 2016; Zakaria et al., 2017), y es comUnmente acompafiada
por la produccién y liberacidn de citoquinas pro-infamatorias como las interleucinas (IL)-1B, IL-6 y el
factor de necrosis tumoral alfa (TNF-a) entre otras. El modelo de induccion con LPS fue desarrollado
inicialmente para simular ciertos aspectos del choque séptico en humanos. Sin embargo, este modelo
puede considerarse un modelo general de primera linea de inflamacidn, y puede usarse para probar
el potencial anti-inflamatorio de diversos compuestos. El LPS sestimula a los monocitos/macréfagos
a través de TLR4, y tiene como resutado la activacién de una serie de eventos de sefializacién que
potencian la produccion de mediadiores inflamatorios (Fang et al., 2004). El tercer método de
induccion usado aqui consiste en la combinacién de PMA + 0. El PMA es un pequeiio compuesto
organico que difunde a través de la membrana celular hasta el citoplasma, activando directamente
la proteina quinasa C (PKC), superponiéndose a la estimulacién de los receptores de superficie. Se
usa generalmente en combinacidn con el iondforo de calcio ionomicina, que es capaz de inducir la
liberacion de calcio necesaria para la actividad de los factores de transcripcion del factor nuclear de
las células T activadas (NFAT), que estdn presentes en la mayoria de las células inmunes y que regulan
la respuesta inmune, por ejemplo, disparando la expresion de IL-2.

Los resultados mostrados aqui muestran que los tres métodos fueron capaces de elicitar una
respuesta pro-inflamatoria de la sangre cultivada ex vivo de forma diferencial, de acuerdo con la
naturaleza y los mecanismos moleculares implicados en la induccién. De forma general, la mayoria
de las inducciones tuvieron como resultado la aparicion de niveles mayores de NO en las muestras
de plasma, una presencia incrementada de iNOS, patrones diferencias de nitracién de Tyr y niveles
superiores de los numerosos biomarcadores analizados y cuantificados en el plasma. Estos
importantes cambios no alteraron significativamente la viabilidad de las células sanguineas, como se
determine experimentalmente mediante la tincién con Azul Tripan. Independientemente del método

161



de induccidn usado, no se detectaron diferencias entre tratamientos, ni entre cultivos inducidos y no
inducidos, con viabilidades siempre superiores al 78% en todos los casos (resultados no mostrados).
Esta alta viabilidad indica claramente que las inducciones se realizaron dentro de rangos fisiolégicos,
y a lo largo de un periodo de tiempo razonable. La expresion y los niveles de los marcadores
analizados fue modulada de forma notoria por las intervenciones nutricionales disefiadas en
NUTRAOLEUM, con un pronunciado descenso de la respuesta pro-inflamatoria de los cultivos.

Una de las ventajas fundamentales del uso de los métodos descritos en el presente trabajo consiste
en la inmunorespuesta incrementada derivada de las inducciones, que magnifica los niveles de los
biomarcadores utilizados, revelando potenciales diferencias entre las intervenciones, que de otra
forma pasarian inadvertidas, particularmente en sujetos sanos como los que forman parte del ensayo
NUTRAOLEUM.

En el presente trabajo hemos seleccionado diferentes marcadores indicativos implicados en
la extension y caracteristicas del proceso inflamatorio. Asi, el NO es considerado el mas importante
miembro de las especies de nitrégeno reactivo, el cual juega un implortante papel en la patogénesis
de la inflamaciéon (Sharma et al., 2007). Mientras que por una parte promueve efectos anti-
inflamatorios en condiciones fisioldgicas, la sobreproduccion de NO es considerada un mediador pro-
inflamatorio en situaciones patoldgicas, y es liberado en vastas cantidades en las respuestas inmunes
por macrofagos activados por citoquinas. Los efectos indeseables de la sobreproduccion de NO
incluyen vasoconstriccion, inflamacion y dafios a los tejidos, y pueden ser reducidos o modulados por
diferentes medios, que incluyen el uso de inhibidores de la biosintesis de NO, de analogos sintéticos
de la arginina, o reduciendo la activacién de los macrofagos por citoquinas pro-inflamatorias.

Como se puede observar en el presente trabajo, hay una buena correlaciéon entre los niveles
de NO en las diferentes muestras y la presencia de citoquinas inflamatorias, que en todos los casos
fueron disminuidas por las intervenciones alimentarias llevadas a cabo en el ensayo. La produccién
de NO requiere la accién de la 6xido nitrico sintasa (NOS), que cataliza la oxidacién de la L-arginina a
L-citrulina. En mamiferos han sido descritas tres isoformas diferentes de NOS, que incluyen la forma
endotelial (eNOS) y neuronal (nNOS), ambas expresadas constitutivamente, junto con una forma
inducible (iNOS) (Fukuto y Chaudhuri, 1995). La expresion de la iNOS ha sido descrita tras la
generacién de estimulos inflamatorios en varios tipos celulares que incluyen a los macréfagos, células
dendriticas, neutrdfilos, células epiteliales en las mucosas intestinal y pulmonar, células del musculo
liso, y células estromales de drganos linfoides secundarios (revisado por Sonar y Lal, 2019). En el
presente trabajo, se describe la presencia del enzima en los diferentes escenarios inflamatorios. La
iNOs incrementa claramente tras la activacion de las muestras de sangre con los diferentes quimicos,
mientras que su presencia disminuye notablemente tras las diferentes intervenciones analizadas
aqui, que de forma concomitante disminuyen la presencia de NO en las muestras de forma paralela.
El i6n superdxido (02.-) y el NO son conocidos por su interaccién para formar peroxinitrito. El
peroxinitrito y/o sus intermediarios pueden inducer la formacién de 3-nitrotirosina. La deteccion de
3-nitrotirosina unida a proteinas es un marcador comun tanto de inflamacién como de produccion
de NO. El presente trabajo demuestra que la produccién incrementada de NO no necesariamente
tiene como consecuencia un incremento en la presencia cuantitativa de proteinas con residuos 3-Tyr
nitrados, sino a cambios en los perfiles de proteinas con dicha modificacidén, lo que puede
considerarse una indicacién de la precisa modulacion mediada a través de eventos de sefalizacién
mediante NO.

El presente trabajo también analiza la expresién de un amplio panel de citoquinas
proinflamatorias. Las citoquinas son proteinas de bajo peso molecular o péptidos secretados por
multiples tipos celulares (particularmente células del sistema inmune), que regulan la duracién vy la
intensidad de la respuesta inmune (Ai et al.,, 2013). Han sido descritas en multiples procesos
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fisioldgicos, y particularmente en la regulacién de las respuestas inmune e inflamatoria. Incluso
cambios insignificantes en su concentracién éptima pueden alterar la fisiologia, contribuyendo al
desarrollo de sucesos patologicos en diversas enfermedades. Son particularmente relevantes para la
respuesta immune las citoquinas liberadas por las células CD4+ T (Van der Meide y Schellekens,
1996).

Ai et al., (2013) revisaron los métodos éptimos para estimular la produccién de citoquinas y
su uso para evaluar la inmunotoxicidad, de forma similar a la descrita aqui. Estos autores usaron
también diferentes inductores de inflamacidn, y analizaron la produccion de IL-2, IL-4, IL-6, IL-10, IL-
13, IFN-y, TNF-a, GM-CSF, RANTES y TGF-B en cultivos de sangre completa de rata, observando un
rdpido incremento en la secrecién de IL-2, IFN-y, TNF-a, RANTES y TGF-B poco tiempo después de la
induccidon con PMA e ionomicina. Estos resultados son altamente coincidentes con los mostrados en
el presente trabajo en relacién con IL-2 y TNF-a, y han sido extendidos aqui a otras citoquinas
relevantes como IL-1B, IL-6, IL-12, IL-27 y MPO. Todas las citoquinas ensayadas aqui mostraron
incrementos significativos tras la induccién de la sangre, y su presencia fue en la mayor parte de los
casos disminuida por la intervencidn con los aceites, que difieren en su contenido en triterpenos. Ai
et al., (2013) también evaluaron el uso de inmunosupresores como ciclosporina A (CsA) y azatioprina
(AZP) in los cultivos de sangre completa, con inmunotoxicidad bien conocida. In estos casos, los
quimicos inhibieton drasticamente la produccion de varias citoquinas, indicando la presencia de
toxicidad en el sistema inmune. Esta reduccién no es comparable con el descenso moderado en los
niveles de citoquinas producidos por los diferentes aceites ensayados aqui, que puede ser atribuido
a una actividad antiinflamatoria y no a un efecto téxico. Esta conclusion es apoyada por el
mantenimiento de una alta viabilidad de as células sanguineas, que fue determinada antes y despues
de los ensayos.

El presente trabajo incrementa nuestro conocimiento en relacién a los efectos beneficiosos
del consumo de aceite de oliva en la prevencién de eventos inflamatorios en humanos,
particularmente en referencia a su contenido en components bioactivos como los triterpenos (acidos
oleandlico y maslinico). En este caso, se demuestra el efecto positivo del consumo de estos aceites
sobre el mantenimiento de niveles adecuados de numerosos marcadores inflamatorios y oxidativos,
confirmando asi observaciones anteriores (Sanchez-Rodriguez et al., 2018, 2019). en los que se usé
un numero limitado de biomarcadores, y fundamentalmente usando métodos in vivo. El presente
estudio confirma igualmente que dichos efectos son dependientes de la dosis de triterpenos
ingeridos, en la forma de los tres aceites utilizados, con contenido diferencial en estos compuestos.
Ademads, ha sido obtenida informacién adicional en relaciéon a la implicacion de la sefializacion
mediada por NO en los cambios observados. La mayor sensibilidad de los métodos de induccion
inflamatoria usados en este trabajo pueden ayudar a distinguir minimas diferencias en los efectos
descritos, por ejemplo, relacionados con el género de los pacientes, o incrementar las diferencias
entre intervenciones muy similares. El uso de diferentes métodos de induccion inflamatoria como los
empleados aqui, en combinacidon con multiples biomarcadores puede también ayudar a diseccionar
los mecanismos especificos que implican la inflamacién, que son modulados por las diferentes
intervenciones. También pueden aportar informacion adicional sobre la implicacion de las diferentes
células del sistema inmune, como son las células T, en la respuesta inmune. Incluso en pacientes
sanos, estos métodos pueden ayudar a evaluar la susceptibilidad inflamatoria de los pacientes y la
actividad de los diferentes mecanismos anti-inflamatorios. Ademads, el uso de cultivos ex vivo y su
induccion abre numerosas alternarivas para futuras investigaciones, incluyendo el uso de muestras
patologicas, y el co-cultivo con diferentes moduladores de la inmunorespuestas como puedan ser
fracciones de aceites, componentes purificados (e.g. diferentes triterpenos purificados), acidos
grasos modificados y otros. El pequefio volumen de sangre necesitado también representa una
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ventaja para analisis multiples y comparativos. El conocimiento de los mecanismos celulares y
moleculares a través de los cuales el aceite y sus componentes mejoran las respuestas
antiinflamatorias puede ayudar a disefiar estrategias mejores para el manejo clinico y nutricional de
las enfermedades derivadas o relacionadas con la inflamacién.

5.2 Las harinas purificadas de semillas de olivo contienen compuestos antiinflamatorios que
pueden modular la inflamacidn basal de pacientes diabéticos.

Los resultados obtenidos en esta Tesis muestran por una parte que es posible disefiar un escenario
experimental de induccidn de inflamacidn en células pancreaticas en cultivo in vitro, que cursa con
un incremento de la produccién de ciertos marcadores especificos (e.g. iNOS asi como otros
mostrados en diversos capitulos del presente trabajo), sin afectar significativamente la viabilidad de
las células del cultivo. Por otra parte, los resultados obtenidos indican que la adicion de harinas de
semillas de olivo a los cultivos no causa efectos deletéreos que disminuyan su viabilidad, siendo
compatible esta adicidn con el andlisis de distintos biomarcadores. La adicién de la harina en varias
concentraciones produce una clara disminucién en la expresién de iNOS, compatible con una
disminucidn del balance inflamatorio de estas células. Los resultados son andlogos a los obtenidos
en cultivos ex vitro (Lima-Cabello et al., 2017b), y por tanto confirman esta propiedad de las harinas
de semillas de olivo a nivel potencialmente tisular in vitro. Numerosas cuestiones quedan abiertas,
comenzando por la determinacion precisa de los componentes antiinflamatorios de la semilla, que,
segun descripciones presentes en la literatura, asi como resultados adicionales obtenidos en el grupo
de investigacion pueden ser multiples. Como ejemplo, en la presente memoria se describe la
presencia de varios tipos de proteinas de almacenamiento de semillas (SSPs) de tipo B-conglutinas
con efectos similares (Lima-Cabello et al., 2017a, 2018d). Formas heterdlogas de estas -conglutinas
y otras SSPs estan igualmente presentes en las semillas de olivo (Zafra et al., 2016, 2018). Un trabajo
reciente del grupo de investigacion demuestra igualmente que muchas de estas proteinas de
almacenamiento forman parte del proteoma del aceite (Castro et al., 2020), como resultado del
proceso elaiotécnico que incluye la molienda del fruto completo (incluyendo las semillas). Estas
proteinas son por tanto consumidas de forma rutinaria de forma conjunta con este alimento en una
mayor o menor proporcion, por lo que podrian igualmente contribuir a los beneficios sobre la salud
de este producto.

Aparte de los elementos proteicos, otros componentes de la semilla (e.g. polifenoles,
triterpenos etc.) forman parte de la semilla completa y de las harinas derivadas, y muchos de estos
componentes han sido descritos como antiinflamatorios en distintos sistemas. Futuros trabajos a
desarrollar pretenden identificar estos compuestos de forma individualizada, ayudando a disefiar
nuevos enfoques terapéuticos para las diferentes enfermedades inflamatorias y el desarrollo de
alimentos funcionales.

5.3 Las proteinas B-conglutinas de la semilla de Lupinus angustifolius modulan la ruta de
sefalizacién de la insulina y podrian tener un papel en el tratamiento potencial de la diabetes de
tipo 2 y la mejora de la inflamacion subyacente.

El aumento de la incidencia de trastornos relacionados con la inflamacion ha llevado a la

busqueda de biopéptidos activos derivadosde proteinas vegetales con propiedades
antiinflamatorias (Moller et al., 2008). En esta Tesis Doctoral investigamos la posible actividad
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antiinflamatoria de cinco proteinas de tipo B-conglutina purificadas del altramuz de hoja estrecha
(NLL). Observamos una pronunciada activacion de iNOS, asi como de la citoquina IL-1 en
sobrenadantes de cultivos de pacientes con diabetes tipo 2. Ambos marcadores mostraron una
inhibicién significativa después de 24 h de incubacidn con las conglutinas purificadas 1, B3 o 36 en
los pacientes con diabetes tipo 2. La expresion génica de IL-1 e iNOS mostrd un patron similar en
PBMC de acuerdo con los resultados observados en los sobrenadantes de hemocultivos de pacientes
con T2D. Por tanto, analizamos los efectos de cada proteina -conglutina purificada en plasma, con
la presencia de estimulos del sistema inmunoldgico innato (la endotoxina LPS). En nuestro estudio,
el LPS representa una fuerte sefal inmunoestimuladora que induce una respuesta inflamatoria
sistémica con aumentos de citoquinas proinflamatorias como IL-1 e iNOS en todos los grupos
experimentales (DM2 y control) (Olefsky y Glass, 2010). En experimentos paralelos, también
encontramos que los ensayos de co-cultivo con LPS+31, LPS+B3 y LPS+6 redujeron fuertemente
la expresiéon de ARNm de IL-1 en comparacion con LPS solo en los sujetos con diabetes tipo
2. Por otro lado, no se observaron diferencias significativas entre los desafios LPS+p2 y LPS+[34 en
comparacion con LPS solamente. Estudios previos que utilizan proteinas alimentarias de origen
animal y vegetal han demostrado efectos especificos que van mas alla del simple suministro de
nutrientes (Moller et al., 2008). Sin embargo, nuestros resultados indican por primera vez que las
proteinas purificadas 1, B3 y p6 desencadenan un descenso de la capacidad proinflamatoria de las
células al disminuir la expresién de ARNm de IL-1 e iINOS y los niveles de proteina, lo que conduce a
una mejora del proceso inflamatorio asociado con la DM2 en cultivos de sangre entera. De forma
relevante, nuestro estudio proporciona nueva e interesante informacién, en particular sobre las
formas 1, B3, y 6 de LLN que inducen niveles de expresién diferenciales de genes clave en la ruta
de sefalizacién de la insulina en los pacientes con DM2 en comparacién con 32 y B4, modulando la
via de sefializacion de IRS-1/PI3- quinasa/AKT7-GLUT-4, y participando eventualmente en la
estimulacion de la sintesis de estas proteinas, asi como modulando sus efectos antioxidantes y
antiinflamatoria. Un estudio inicial ha mostrado claras diferencias estructurales entre las estructuras
modeladas de las siete conglutinas utilizadas en este estudio (Jiménez-Lopez et al., 2015), entre las
cuales se ha detectado una identidad que varia entre el 73 y el 99%. Este nivel relativamente alto
de polimorfismo en la secuencia de proteinas podria inducir diferencias también a nivel fisiolégico en
los procesos de desarrollo de las plantas (Zienkiewicz et al., 2011a; Jiménez-Lopez et al., 2016), pero
también podria ser responsable de roles diferenciales como péptidos bioactivos potenciales (Elliott
et al., 2014). Por tanto, no podemos descartar que la variabilidad de la secuencia de las proteinas -
conglutinas pueda ser, al menos parcialmente, responsable de las actividades diferenciales relativas
a los efectos estimulantes de la transcripcion de genes y de la traduccién de las proteinas en la via de
sefalizacidon de la insulina. En conclusidn, y hasta donde sabemos, este es el primer informe que
utiliza este sistema experimental ex vivo para testar muestras de sangre humana de pacientes con
T2D y C con proteinas de conglutina NLL purificadas y en combinacion con LPS. El co-cultivo con las
proteinas B1, B3 y 36 desencadend la presencia de niveles crecientes de expresion de los genes IRS-
1, p85, AKT y GLUT-4 tanto en sujetos DM” como control, y niveles de expresién atenuados de IL-1
e iNOS, con una posible mejora del estado inflamatorio causado por DM2. Ademas, este estudio
mostré por primera vez la interaccidn de la insulina humana recombinante con varias proteinas [3-
conglutina de NLL, particularmente con 31, 33y B6, que podria ser un posible mecanismo para alterar
los niveles de expresion de genes en la via de la insulina.

Estos resultados destacan el uso potencial de las proteinas 1, 3 y B6-conglutina como
ingredientes alimentarios y como enfoques alternativos para la prevencién, el manejo y/o
el tratamiento de la diabetes tipo 2. La inflamacidn crdnica es un sello distintivo de varias patologias,
como la artritis reumatoide, DM2, la enfermedad inflamatoria intestinal, la aterosclerosis y el
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cancer. Nuestro trabajo y sus aplicaciones futuras pueden ayudar a desarrollar enfoques
terapéuticos (basados en plantas novedosos y relevantes a nivel agricola) que puedan tener utilidad
en la atenuacién de la inflamacién y, al mismo tiempo, pueden servir como herramientas de control
de calidad para fomentar tratamientos basados en plantas fiables y eficaces. Ademas, este enfoque
metodolégico ofrece una oportunidad interesante para identificar nuevos péptidos y metabolitos
vegetales bioactivos potenciales con actividad antidiabética, y abre la puerta a posibles enfoques
terapéuticos basados en plantas para prevenir trastornos inflamatorios. Finalmente, Ia
implementacién de programas de mejora de plantas utilizando este conocimiento experimental para
disefiar herramientas moleculares seria util en términos del uso de las semillas NLL en productos
derivados de alimentos con beneficios positivos para la salud humana al producir plantas de lupino
con mayor expresidon y almacenamiento de isoformas particulares de B-conglutina, con efectos
conocidos en DM2 y enfermedades inflamatorias relacionadas.

5.4 Las proteinas B-conglutinas de la semilla de Lupinus angustifolius poseen capacidad
antiinflamatoria en modelos ex vivo e in vitro.

Una vez analizados los efectos del co-cultivo de las proteinas recombinantes purificadas p-
conglutinas de NLL en cultivos de sangre completa inducidos ex vivo, se procedio a realizar ensayos
similares en un sistema de cultivo de células pancreatica in vitro. Como paso previo se evalud la
potencial presencia de efectos nocivos o citotoxicos de las proteinas recombinantes sobre la
viabilidad de las células PANC utilizadas. Los resultados obtenidos sugieren que ni las proteinas -
conglutinas individuales ni la mezcla de isoformas comprometen la integridad delas células
pancreaticas.

5.4.1 Algunas beta-conglutinas tienen efectos claros sobre el proceso inflamatorio de las células
PANC.

Diferentes enfermedades, como la diabetes tipo 2, la obesidad y el sindrome
metabdlico, estan asociadas y cronicamente sostenidas por la inflamacidn. Las enfermedades de este
tipo pueden subyacer multiples mecanismos que afecten la funcidn de los islotes pancreaticos,
contribuyendo a la patologia en funcién de aspectos como antecedentes genéticosy el medio
ambiente (Halban et al., 2014). La diabetes es una enfermedad crénica que se produce cuando los
islotes pancredticos no producen suficiente insulina y / o disminuye la sensibilidad de los tejidos que
metabolizan la glucosa a la insulina. Durante el establecimiento de la diabetes tipo 2, la hiperglucemia
cronica puede provocar dafios orgdnicos. Las células beta pancreaticas median el dafio tisular
y promueven respuestas inflamatorias junto con las células del sistema inmunoldgico al liberar
mediadores proinflamatorios y otros atrayentes celulares como quimioquinas, estableciendo un
proceso de retroalimentacion que aumenta aun masel contenido de células del sistema
inmunoldgico y promueve un estado inflamatorio crénico (Donath y Shoelson, 2011). Los niveles
elevados de citoquina IL-1B 0 iNOS, como consecuencia de factores estresantes, se encuentran entre
los principales contribuyentes al desarrollo inflamatorio, ya que la disfuncidon de las células B
pancreaticas mediada por IL-1B esta involucrada en el establecimiento de T2D. Por ejemplo, la
exposicion sostenida de las células B pancreaticas a IL-1B activa la expresién de iNOS dando como
resultado una produccién excesiva de NO, que induce la expresion de genes proinflamatorios (Wang
et al., 2010). En esta Tesis Doctoral hemos evaluado la capacidad de las B-conglutinas purificadas (1,
B2, B3, B4 y B6) para modular los niveles de expresién de mediadores proinflamatorios (posibles
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efectos antiinflamatorios potenciales) como los ARNm de IL-1B e iNOS en las células pancredticas
PANC-1.

Nuestros resultados indican que las B-conglutinas, particularmente las B1, B3y B6, reducen la
capacidad proinflamatoria de las células pancreaticas PANC-1 al disminuir la expresion de iNOS y
citoquinas, lo que ayuda a mejorar el proceso inflamatorio en general. Es posible que esta
reduccion de la capacidad proinflamatoria sea el resultado de ejercer un efecto antioxidante, lo que
podria reducir el estrés oxidativo en la DM2 y otras enfermedades relacionadas con altos niveles de
oxidacion (Bognar et al., 2013; Boudjou et al., 2013). Ademas, estos resultados en la célula PANC-
1 estan de acuerdo con los analisis preliminares previos que discutimos en referencia a hemocultivos
inducidos (Lima-Cabello et al., 2017a). Los ensayos de provocacion también se realizaron usando una
mezcla de isoformas de B-conglutina (B1 + B3 + B6 + B2 + B4) en cultivo de células PANC-1 para
medir variaciones de los niveles de iNOS e IL-1B usando gRT-PCR.El conjunto de B-
conglutina suprimié los niveles de induccién de iNOS y el mediador proinflamatorio IL-1B en
las células tratadas con mezcla de B-conglutina y mezcla de LPS+B-conglutina. Esta bien establecido
que la produccién local y/o laIL-1pB sistémica juegan un papel importante en la progresion de
la disfuncion del tejido pancreatico, particularmente la apoptosis de las células B en T2D. Este
proceso es producido por una etapa inflamatoria sostenida iniciada y amplificada por la sintesis de
iNOS mediada por IL-1B y la produccién de NO (Russell y Morgan, 2014). Las proteinas conglutinas
B1, B3 y B6 de NLL pueden revertir este estado al disminuir los niveles de ARNm de IL-1B e iNOS
proinflamatorios.

5.4.2 Los péptidos de B8-conglutina inhiben la produccion de multiples citoquinas y mediadores de la
inflamacion

Las citoquinas estan implicadas en la regulacion de lafuncién de lascélulas B
pancredticas. Ademas de las citoquinas circulantes en el plasma, las células B pancreaticas
producen diversas citoquinas en respuesta a diferentes estimulos fisiolégicos y patoldgicos, que
desempefian papeles clave en la regulacién de la funcién de las células B (Wang et al., 2010). La
resistencia a la insulina aumenta la produccion de citocinas deletéreas (proinflamatorias) en las
células By en el plasma. En una etapa de progresion de la diabetes tipo 2, esta situacion anormal se
caracteriza por un desequilibrio en el perfil de citoquinas proinflamatorias y mediadores que juegan
un papel importante en el desencadenamiento de la disfuncidon de las células B (Tanabe et al.,
2017). Por lo tanto, restablecer el equilibrio a favor de las citoquinas protectoras en las células B y el
plasma podria prevenir y tratar la disfuncion de las células B y la progresién de la T2D.

La literatura describe algunas actividades bioldgicas ejercidas por péptidos de semillas de
leguminosas. Sin embargo, solo unos pocos estudios han caracterizado los efectos antiinflamatorios
de los péptidos cortos derivados de plantas, que generalmente son mediados a través de la
regulacion del éxido nitrico proinflamatorio, citoquinas (es decir, interleuquinas), TNF-a e INF-
y. Ndiaye et al., (2012) describen que los péptidos bioactivos de la harina de soja fueron capaces de
inhibir significativamente varios mediadores inflamatorios, incluidos NO, iNOS, COX-2 y TNF-a en
macrofagos inducidos por LPS. Ademas, el péptido lunasina derivado de la proteina de semilla 2S de
soja, redujo la produccién de ROS en macrdéfagos inducidos por LPS e inhibié la liberacion de TNF-a e
IL-6 (Millan-Linares et al., 2014; Millan-Linares et al., 2015). En esta Tesis Doctoral demostramos que
las conglutinas B1, B3y B6 de NLLsolas o poraccion conjunta, disminuyeron los niveles de produccion
de mediadores proinflamatorios. Esta amplia capacidad antiinflamatoria puede ser capaz de hacer
frentea multiples situaciones que promueven un proceso de retroalimentacion en
el establecimiento de un estado inflamatorio créonico que defiende la DT2. Por tanto, las B-
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conglutinas pueden revertir los efectos dafinos de un curso inflamatorio de varios estados celulares
en diferentes niveles como se describe a continuacion.

- Un nivel elevado sostenido de acidos grasos induce la liberacion de IL-1pB, IL-6 e IL-8. Esta exposicidn
continua de las células B pancreaticas a este tipo de citoquinas promueve la produccidn y liberacidn
excesivas de ROS e inhibe la secrecién de insulina, lo que resulta en la apoptosis de las células B
pancreaticas (Imai et al., 2013).

- La induccién de apoptosis de células B pancreaticas por IL-1B3 e IFN-y es activada por estrés ER
(Gurzov et al., 2009).

- La apoptosis de los islotes pancreaticos fue inducida por la accion sinérgica de TNF-a e IFN-y a través
de la activacion de los canales de Ca2 +, que promueven la sintesis de NO y posteriormente activan
la via de estrés del ER (Ramadan et al., 2011), lo que conduce a una disfuncién mitocondrial y
activacion de caspasas (Chang et al., 2004).

- La combinacion sinérgica de dos (IL-1P + IFN-y) o tres (IL-1B + IFN-y + TNF-a) citoquinas en los tejidos
pancreaticos aumento la produccidon de NO al aumentar directamente la sintesis de proteinas iNOS
o afectar indirectamente al ARNm expresion de islotes de iNOS, lo que da como resultado la
destruccion de las células de los islotes (Sekine et al., 2000). En la presente Tesis Doctoral, los niveles
de expresion de ARNm de dos de los tres principales factores inductores de la apoptosis (TNF-a e
IFN-y) se redujeron en PBMC aislados de muestras de sangre con T2D después del tratamiento
con las isoformas de conglutina f1, B3y B6, lo que que puede tener un efecto positivo sobre la
supervivencia de las células B pancreaticas (Salim et al., 2016).

- El IFN-y afecta positivamente los niveles de ARNm de IL-12, mientras que la IL-12 actia como
una molécula de sefializacion para aumentar la sintesis de IFN-y (Liu et al., 2005). La reduccion de los
niveles de ARNm de IL-12 en las células sanguineas T2D después del tratamiento con 1, B3 y B6
puede reducir la sintesis de IFN-y (y aumento de la produccion de I1L-12) y sus efectos inflamatorios
perjudiciales.

- La interleuquina-17 (IL-17A) actua como una citoquina inflamatoria muy potente y un potente
inductor de T2D a través de la produccidon de ROS, desempefiando un papel importante en la
resistencia a la insulina que da como resultado dafio tisular. En adicidn, IL-17 e IFN-gamma tienen
una colaboracidon sinérgica para estabilizarla diabetes (Marwaha et al., 2014).La IL-17
tiene actividades pleiotrépicas que incluyen lainduccién de diversas citocinas inflamatorias (p. €j., IL-
6 y TNF-a) y quimioquinas [p. ej., la proteina quimioatrayente de monocitos 1 (MCP1)] de una gran
variedad de células (Kawaguchi et al., 2004). Por lo tanto, la reduccidn en los niveles de proteina IL-
17 puede contribuir a la reduccidén de los efectos proinflamatorios de IL-6, la apoptosis de células de
los islotes pancreaticos, y el reclutamiento local de células inmunitarias para mejorar el proceso de
inflamacion en la progresion de la diabetes tipo 2.

- Los efectos proinflamatorios inducidos por IL-1B a través de la induccidn de la sintesis de IL-6, IL-8,
TNF-a y la produccién de quimiocinas CCL2 atrajeron a los macréfagos y otras células inmunes a los
tejidos pancreaticos, que mejoran la inflamacion de retroalimentacion. progresién enislotes
(Vanbervliet et al., 2002). Este efecto podria reducirse disminuyendo los niveles de produccion de IL-
1B e IL-6, IL-8 y TNF-a.

- La IL-2 y la quimioquina CCL5 inducen la activacion y proliferacidon de las células inmunitarias
asesinas naturales (NK), lo que mejoralos procesos moleculares proinflamatorios (Wu et al.,
2017). En la presente Tesis Doctoral, la reduccién en los niveles de ARNm de IL-2 y CCL5 por las
conglutinas B1, B3 y B6 puede ayudar a reducir este efecto proinflamatorio.

- El factor nuclear NF-kB es un actor clave en las enfermedades inflamatorias, ya que controla la
respuesta inflamatoria global. NF-kB regula la expresiéon de una gran cantidad de genes
proinflamatorios en la mayoria de los tejidos metabdlicos, incluidas las enzimas [por ejemplo, la
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ciclooxigenasa (COX)-2, la 5- lipoxigenasa (LOX), iNOS], citoquinas [por ejemplo, interleuquina (IL) -1,
IL-6, IL-8, quimioquinas CCL2, CCL5 y TNF-a] y moléculas de adhesion (p. Ej., ICAM-1, VCAM-1,
moléculas reguladoras del ciclo celular y factores angiogénicos) (Lawrence, 2009). La activacién de
NF-kB, particularmente en pacientes con un estado inflamatorio crénico, esta criticamente asociada
con una amplia variedad de enfermedades humanas, que incluyen diabetes, asma, aterosclerosis y
cancer. En la presente Tesis Doctoral, el nivel de expresion de ARNm de NF-kB1 (p50), un
componente dimérico del complejo NF-kB, fue fuertemente inhibido por B1, B3 y B6 frente a T2D,
lo que puede contribuir a una reduccién en la formacién y activacion del complejo NFkB. Esta
reduccion en el nivel de expresion de ARNm de NF-kB también puede ser facilitada indirectamente
por la reduccién en los niveles de TNF-a promovida por las mismas isoformas de B-conglutina.

La activacion de Ila expresion de NF-kB también induce Ila produccion
de moléculas de adhesién (es decir, ICAM-1) y quimiotaxis (es decir, CCL2, CCL5) (Naamane et al.,
2007). Por lo tanto, una reduccién en los niveles de NF-kB provocada por las B-conglutinas puede
facilitar el mismo efecto sobre ICAM-1, la quimiocina CCL5 y la expresién del receptor CCR2y
contribuir a disminuir los procesos moleculares de inflamacién, reduciendo asi el reclutamiento de
células inmunes.

5.4.3 Las diferentes isoformas de la 8-conglutina tienen efectos sobre el NO en los hemocultivos T2D.

El 6xido nitrico es una molécula de sefializacién que desempena un papel clave en
la patogenia de la inflamacién. EI NO se considera un mediador proinflamatorio que induce
inflamacion cuando se produce en exceso en situaciones anormales. El vinculo entre el estrés de las
células B pancreaticas y la inflamacidnen la DM2 activa la expresion de una variedad de
genes proinflamatorios de citoquinas y quimioquinas (p. ej., TNF-a, IL-6, IL-12, CCL2, CCL5 vy otros
mediadores inflamatorios como el NO), ademas de la produccién excesiva de ROS. Esta expresion de
citoquinas proinflamatorias activaria vias de sefalizacion inflamatorias y la atraccion de células
inmunes que agravan aun mas la inflamacion local, provocando apoptosis de células By T2D
(McDaniel et al., 1996). La produccion de NO por la NO sintasa inducible (iNOS) es un signo
de progresion de la inflamacidn. La sobreproduccidon de NO es perjudicial para el huésped, lo que
conduce al desarrollo de enfermedades relacionadas con la inflamacidn (Fujimoto et al., 2005).

Como se indicé anteriormente, la lunasina de soja tiene efectos antiinflamatorios al inhibir la
produccion de NO en los macréfagos (de Mejia y Dia, 2009). Sin embargo, esta en esta Tesis Doctoral
describimos por primera vez que una proteina leguminosa perteneciente a L. angustifolius ha
suprimido la produccién de NO en las células de hemocultivo de pacientes con diabetes tipo 2, con
posibles efectos antiinflamatorios.

5.4.4 Las proteinas B8-conglutinas inhiben la quimiotaxis y la capacidad de adhesion celular.

La patogenia de la inflamacidn de los islotes pancreaticos en la diabetes tipo 2 es un proceso
complejo que implica infiltracién de células inmunitarias, produccion de citoquinas, apoptosis de
células B, depdsito de péptido amiloide de los islotes y fibrosis (Montane et al., 2014). Las vias
inflamatorias contribuyen al deterioro de la captacion de glucosa estimulada por la insulina en el
tejido adiposo debido a la inhibicién del TNF-a y las quimiocinas en el higado y las células del musculo
esquelético, asi como a la disminucién de la produccién pancreatica de insulina y la desregulacién de
la gluconeogénesis y glucogendlisis hepaticas (McArdle et al., 2013).

Los niveles de expresion de citoquinas como TNF-a, IL-1B, IL-6 e IL-18, y quimioquinas
como CCL2 (MCP-1) y CCL5 o RANTES, contribuyen en gran medida a la inflamacion localizada y la
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disfuncién de los islotes en la diabetes tipo 2 al reclutar células inmunes en el tejido adiposo y los
islotes pancreaticos, y conducen a la resistencia a la insulina e hiperglucemia. Este reclutamiento de
célulasinmunes se ve reforzado por el circulo vicioso de autoestimulacion de IL-1B y la deposicidn de
péptidos amiloides que pueden interactuar con las células inmunes para promover la sintesis de IL-
1B (Turner et al., 2014). Presumimos que las B-conglutinas NLL podrian tener un efecto beneficioso
en el mecanismo de quimiotaxis modulando el eje CCR / CCL. Para examinar esto, evaluamos la
expresion de CCR2 y quimiocina CCL5 en PBMC aisladas de pacientes diabéticos de tipo 2 después de
24 h de incubacidn con proteinas de isoforma B-conglutina individuales. Esta claro que las conglutinas
B modulaban marcadamente el eje CCR/CCL. La expresion de CCR2 disminuyé drasticamente en las
pruebas de exposicion de B1, B3 y B6, pero no hubo efecto en las pruebas de exposicion B2 y B4 en
comparacion con las PBMC de T2D.De manera similar, la expresion de la quimioquina CCL5
disminuyo en los desafios B1, B3 y B6. Por tanto, los resultados indican que el tratamiento de
hemocultivos T2D con conglutinas B2 o B4 aumentd la expresion tanto del receptor CCR2 como de
la quimioquina CCL5 y, en consecuencia, la capacidad de la quimiotaxis para aumentar la migracion
de células inmunitarias a tejidos inflamatorios. Por el contrario, el tratamiento con conglutinas B1,
B3 o B6 redujo los niveles de expresion de CCR2 y CCL5, lo que mejord directamente el estado
inflamatorio al inhibir el reclutamiento y la migracidon de células inmunes, y redujo los niveles de
mediadores inflamatorios (iNOS, TNF-a, INF-y), produccién de ARNm y proteinas de interleucinas y
produccién de NO. La inhibicidon de CCR2 y las quimiocinas CCL2 y CCL5 mejora significativamente la
patologia pancredtica al aumentar el nimero de islotes pancredticos y la reversion casi completa de
la hipertrofia de los islotes (Cardona et al., 2013). Ademas, la recuperacion funcional pancreatica
puede ser un reflejo de la gravedad reducida de la diabetes, ya que la insulina redujo los niveles de
CCR2, mejord la respuesta sistémica y aumentd el contenido de glucégeno hepatico para asegurar
la normalizacién. Esta bien establecido que la inflamacion crénica juega un papel criticoen la
patogénesis de diversas enfermedades como la diabetes tipo 2 a través de multiples
mecanismos. Uno de esos mecanismos es la activacion y el aumento de la expresiéon de moléculas de
adhesion de células vasculares (es decir, ICAM-1, VCAM-1) que facilitan la adhesién, transmigracién
y reclutamiento de células inmunes, particularmente monocitos y células T, con mayor induccién y
liberacion de pro-citoquinas inflamatorias, migracion de macroéfagos y oxidaciéon de lipidos que
promueven y mantienen respuestas inflamatorias de retroalimentacion (Muller, 2013). Nuestros
resultados mostraron que, ademas de reducir la capacidad de reclutar células inmunes al disminuir
la expresién de los mediadores del eje CCR/CCL, las isoformas de conglutina B1, B3 y B6 tienen la
capacidad de reducir la quimiotaxis debido a la fuerte reduccidn en la expresidon de la molécula de
adhesion celular ICAM-1 en muestras de sangre con T2D. Por tanto, la modulacidon conjunta de la
quimiotaxis y la adhesidn celular al reducir la expresion del eje CCR / CCL y las moléculas ICAM-1 por
las proteinas de conglutina B puede reducir el reclutamiento de células inmunitarias y, por
tanto, mejorar el progreso inflamatorio. Este efecto también facilitaria la reduccién de los niveles de
TNF-a tanto en el modelo celular PANC-1 como en las PBMC de los pacientes diabéticos tipo 2, ya
gue esta citoquina puede inducir la expresion de ICAM-1 (Thichanpiang et al., 2014).

5.5 Las proteinas B-conglutinas de la semilla de Lupinus angustifolius son capaces de revertir la
resistencia inducida a la insulina en un modelo celular pancreatico.

El cultivo de células pancreaticas in vitro tiene la ventaja adicional de que es posible establecer
de forma relativamente sencilla un modelo de resistencia a insulina, en el que se pueden ensayar las
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condiciones mencionadas anteriormente, obteniendo informacion fisiolégica adicional. Como paso
previo se evalud la potencial presencia de efectos nocivos o citotéxicos de las proteinas
recombinantes sobre la viabilidad de las células PANC insulino-resistentes utilizadas en el sistema in
vitro. Los resultados obtenidos sugieren que ni las proteinas B-conglutinas individuales ni la mezcla
de isoformas comprometen la integridad de las células pancredticas control ni de las células en las
gue se indujo resistencia a la insulina (RI).

5.5.1 Las B-conglutinas incrementan la captacionde glucosa y la expresion génica de los genes de la
ruta de sefializacion de la insulina en células IR-C.

La Rl se observa en una amplia variedad de estados fisiopatoldgicos y es una causa clave del
estado de diabetes y prediabetes (Kabadi, 2017). Mejorar la Rl es el enfoque principal para prevenir
y tratar la diabetes. La hiperglucemia y la hiperinsulinemia son el resultado de la IR, que puede
afectar a diferentes drganos diana de la insulina, por ejemplo, el higadoy el musculo esquelético
(DeFronzo y Tripathy, 2009). El alivio de la IR por las conglutinas B de la semilla de NLL podria
contribuir a que los érganos insulinodependientes mejoren el estado de la DM2. Sin embargo, los
mecanismos moleculares que subyacen los efectos que conducen a la homeostasis de la glucosa y la
IR aun no estan claros.las diferentes B-conglutinas del NLL podrian desempefiar
un papel importanteen la homeostasis de la glucosa.El tratamiento decélulas IR-
C pancreaticas resistentes inducidas por insulina con B-conglutinas se realizé para determinar los
efectos sobre el nivel de ARNm de GLUT-4 y el aumento de la proteina GLUT4 total para la mejora
potencial de la captacién de glucosa en IR_PANC-1. Hemos demostrado que el tratamiento con las
proteinas purificadas B1, B3 y B6 indujo la captacidon de glucosa por las células IR-C, mostrando
resultados comparables entre si. Sin embargo, el tratamiento con conglutinas B2 y B4 mantuvo
la captacion de glucosa a niveles comparables a los de las células IR-C (sin co-cultivar con la
proteina B-conglutina). El andlisis de genes clave en la via de sefializacién de la insulina, como IRS-1
y GLUT-4, ha demostrado la regulacion positiva de la expresion de estos genes tras el co-cultivo con
B1, B3 y B6, mientras que la expresién de ARNm de IRS-1 y GLUT-4 no aumentd en IR_PANC-
1, estando en niveles similares a los del control cuando el cultivo celular fue adicionado con las
conglutinas B2 y P4. Estos hallazgos sugieren que las proteinas B-conglutinas podrian reducir
significativamente el nivel de glucosa en sangre al promover la captacién de glucosa por las células y
aliviar la hiperglucemia mediante el aumento de la concentracion de GLUT-1. La involucion de la IR
también se logra mediante la regulacion al alza de IRS-1, que puede mediar la activacion de la via de
sefalizacidn de la insulina, lo que lleva a una disminucion de la glucosa en sangre por la absorcién
celular de glucosa (Stuart et al., 2014). Ademas, la absorcién de glucosa esta mediada por el
reclutamiento del receptor de glucosa GLUT4 a la membrana plasmatica.

A nivel celular, la capacidad de captar glucosa se determina controlando la cantidad del
transportador de glucosa GLUT4 presente en la membrana plasmatica. A nivel molecular, el aumento
de la expresion de GLUT-4 puede aumentar la captacidn de glucosa, junto con otros factores (Jaldin-
Fincati et al.,, 2017). Las conglutinas B1, B3 y B6 aumentaron la fosforilacion de IRS-1 y de los
efectores posteriores.

5.5.2 Las conglutinas purificadas 61, 83 y 86 incrementan la fosforilacion de IRS-1 y los efectores
subsecuentes.

El tratamiento continuado con insulina o la IR generalmente resultan en la reduccion de la
fosforilacidn de tirosina del receptor de insulina mediada por esta misma molécula (Copps y White,
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2012). Las células diana resistentes a la insulina exhiben una captacion de glucosa estimulada por
insulina imperfecta y una transduccién defectuosa de la sefial de insulina (Fr6jdo et al., 2009). La
fosforilacion Ser/Thr del receptor de insulina y las proteinas del sustrato IRS se considera una base
molecular para la IR. El receptor de insulina es una tirosina quinasa que sufre autofosforilacion
estimulada por ligando y una activaciéon de su actividad intrinseca de sustrato quinasa. Una
vez activado, el receptor fosforila los sustratos intracelulares de la tirosina, incluidos los miembros
de la familia de sustratos del receptor de insulina (IRS1/2/3/4) y de los efectores posteriores,
como Cbl o APS (Haeusler et al., 2018). La fosforilacién de tirosina dependiente del receptor de
insulina de IRS1 y El IRS2 es fundamental para mantener la homeostasis adecuada de la glucosa a
través de su interaccion con el PI13K (Chang et al., 2004). Esta interaccién parece tener una funcién
dual al estimular la actividad de PI3K y dirigir la enzima a un sitio intracelular critico (Mackenzie y
Elliott, 2014).

Los resultados obtenidos muestran que el uso de B-conglutinas de NLL mejora la sefializacion
de la insulina en las células resistentes a la insulina, lo que también podria mejorar el estado de IR.
La translocacion de GLUT4 esta mediada predominantemente a través de la ruta de sefializacion
dependiente de insulina p85-PI3K/AKT/GLUT4 para formar sitios de almacenamiento de glucégeno
(Leto y Saltiel, 2012), que implica varios genes fundamentales, tales como PKB, p85-PI3K, IRS-1, y el
receptor de insulina (IR). Cuando la insulina se une al IR, induce la fosforilacién de tirosina de IR e IRS-
1, que posteriormente activany fosforilan a IRS-1, p85-PI3K, AKT y PKB/AKT2, e inducen la
translocacion de GLUT4 (Boucher et al., 2014). Asi, la activacion de IRS-1, p85-PI3K y AKT podrian ser
una evidencia directa para demostrar los efectos especificos de las proteinas conglutinas  NLL sélo
enla via insulinodependiente. Nuestros resultados muestran un aumento de la fosforilacién de
tirosina de IRS-1, lo que podria reducir los niveles de glucosa (aumento de la captacidn de glucosa) y
la IR en el estado hiperglucémico y DM2, en concordancia con el aumento de expresion de ARNm de
IRS-1y GLUT-4 y la sintesis de proteinas p85-PI3K y GLUT-4. Ademas, también encontramos niveles
aumentados de PKB después del tratamiento de hemocultivo T2BM con B1, B3 y B6.Se ha
demostrado que la hiperglucemia y la Rl son causadas por la inhibicion de la fosforilacién de p85-
PI3K (Boucher et al., 2014). En consecuencia, la fosforilacion de IR, IRS-1, p85-PI3K y PKB es esencial
para la translocacion de GLUT4 y la antihiperglucemia. En la presente Tesis Doctoral, hemos
demostrado un aumento de la fosforilacién de las proteinas IRS-1 y Akt [IRS-1 (Tyr612) y Akt (Serd73)]
a través de la regulacion positiva por las conglutinas B1, B3 y B6 de NLL en el tratamiento de IR-C
resistentes a la insulina. Ademas, las B-conglutinas de NLL también aumentaron los niveles de mRNA
de IRS-1 y GLUT4, y de las proteinas p85 y GLUTA4. Estos hallazgos demuestran que las B-conglutinas
NLL pueden mejorar la translocacién de GLUT4 aumentando las proteinas fosforiladas enla via
PKB/GLUT4, asi como regulando al alza la expresion génica de IRS-1 y GLUT-4 a nivel transcripcional
y la sintesis de proteinas correspondientes en las IR-C. Ademas de la activacion de p85-PI3K a través
de la fosforilacion de IRS-1 (una via independiente de p85-PI3K), los datos recientes sugieren que una
segunda via podria involucrar eventos de fosforilacion de tirosina que estan restringidos a
subdominios de la membrana plasmatica (Boucher et al., 2014). Hemos investigado el papel de la
fosforilacidn de la proteina Cbl y caveolina facilitando la translocacion de GLUT4 a la membranay la
absorcion de glucosa. La fosforilacion de tirosinade Cbl da como resultadola presencia de
subdominios lipidicos en la membrana plasmatica enriquecidos con caveolina (Kanzaki y Pessin,
2003) y es necesaria para promover la translocacion de GLUT4 a la membrana plasmatica. En este
sentido, los subdominios lipidicos mencionados se han implicado como sitios para el inicio de la sefial,
ayudando en la formacion de caveolas. Estas pequeias invaginaciones de la membrana plasmatica a
menudo estdn enriquecidas en moléculas de sefializacion, glicolipidos y colesterol, y se ha propuesto
gue actian como organulos de sefializacién (Pani y Singh, 2009).
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Los datos sugieren colectivamente que las B-conglutinas del NLL: (i) promueven la
fosforilacion de p-85-PI3K a través de la activacion de IRS-1 por IRS-1 fosforilado, después de
un aumento en la expresion de su ARNm; (ii) activan a otras proteinas que actdan tras SOCS3, como
Akt y podrian incrementar la sensibilidad a la insulina regulando Akt. La translocacion de GLUT4 a la
membrana plasmatica fue regulada por (iii) sus principales reguladores, mediante la promocion de la
fosforilaciéon de IRS-1, Akt y p85-PI3K; y (iv) promoviendo la fosforilacion de proteinas como Cbl y
caveolina que reclutan complejos de las principales proteinas activadoras para la formacion de balsas
lipidicas y caveolas. Las proteinas B-conglutinas son un compuesto bioquimico potencial de la
leguminosa NLL que promueve la captacién de glucosa y el control glucémico.

5.5.3 Efectos de las proteinas 8-conglutinas sobre el metabolismo y las vias de sefializacion

Una caracteristica principal del estado de IR es el desequilibrio en el metabolismo de
la glucosa. En este estado, la captacion de glucosa (que se utilizard en los tejidos diana) esta
profundamente disminuida debido a la regulacion a la baja del transportador GLUT-4 en los sujetos
con DM2 (Kouznetsova et al., 2017). Ademas, la expresion de enzimas clave en el metabolismo de la
glucosa como la exoquinasa o glucosa quinasa, la glucosa 1,6-fosfatasa y la glucosa 6-fosfatasa, que
controlan la direccién de la glucolisis y la gluconeogénesis, también estan desreguladas (Nogiec et
al., 2015). En la presente Tesis Doctoral, hemos encontrado que determinadas isoformas de B-
conglutina son capaces de regular la expresion de enzimas clave del metabolismo de la glucosa que
puede favorecer una mayor utilizaciéon y la degradacién de la glucosa en lugar de lavia
gluconeogénica y activar el metabolismo de PBMC aislados de la sangre de pacientes diabéticos tipo
2. El nivel de ARNm de la hexoquinasa (GK) se vio afectado solo por el tratamiento con 1 (valor
reducido) en muestras de PBMC en comparacién con el grupo de control (sin co-cultivo con proteina
conglutina B), lo que puede ayudar a utilizar la glucosa en la via catabdlica degradativa (glucdlisis en
lugar de la ruta de las pentosas fosfato). El mismo efecto se ve favorecido por los niveles decrecientes
de glucosa 6-fosfato deshidrogenasa cuando las muestras de sangre T2DM se expusieron a
conglutinas B1, B3 yp6. El catabolismo de la glucosa también puede verse favorecido por
la disminucion de los niveles de glucosa 6-fosfatasa (G6Pasa), la subunidad catalitica de G6Pasa y los
niveles regulados al alza del ARNm de fructosa 1,6-bifosfatasa (F1,6BPasa) en sangre T2DM tratada
con B1, B3 y B6. La reaccion enzimatica catalizada por la G6Pasa esta incluida en las reacciones de
gluconeogénesis y confiere la capacidad de liberar glucosa a la sangre (Edgerton et al., 2009). En la
presente Tesis Doctoral hemos detectado que se produce simultdneamente una reduccidn de la
expresion de enzimas que disminuyen la generacién de glucosa (GP y G6Pasa) y un aumento de la
expresion de enzimas involucradas en la utilizacion de glucosa (HK), provocando mejoras en la
hiperglucemia (reduccién de la glucosa en sangre) y la Rl (sensibilidad a la insulina) en las células
cultivadas de T2DM. Al mismo tiempo, la homeostasis de la glucosa esta controlada no solo por el
catabolismo de la glucosa sino también por la sintesis de glucdgeno a través del equilibrio de los
niveles de insulina/glucagdn. El aumento de los niveles de ARNm del receptor del péptido 1 similar
al glucagdén (GLP-1R) por los tratamientos con B2 y B4 de muestras de sangre de DMT2, activa la
secrecion de insulina por las células beta pancredticas (Meloni et al., 2013), que aumenta el equilibrio
insulina/glucagén, favoreciendo el catabolismo de la glucosa, ya que aumentar este equilibrio
activa enzimas clave del metabolismo de la glucdlisis como la fosfofructoquinasa, inhibiendo la
gluconeogénesis (Berg et al., 2002). Ademas, B1y B3 regulan negativamente la sintesis de ARNm del
glucagén yde su receptor, asi como aumentan la sintesis de ARNm de insulina por parte de 1, B3y
B6, aumentando este equilibrio insulina/glucagdn. La actividad glucoquinasa incrementada (GK)
aumenta la utilizacién de glucosa de la sangre para su almacenamiento y la captacion de glucosa
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en los tejidos dirigidos blanco de la insulina (Katz et al., 2016). Se sabe que la sintesis de glucégeno a
partir de diferentes precursores y su degradacion dependen de factores nutricionales y hormonales,
principalmente glucosa e insulina (Berg et al., 2002). La insulina disminuye la produccion de glucosa
al activar el glucégeno sintesis y glucdlisis e inhibiendo la gluconeogénesis. Sin embargo, en la
diabetes, la via gluconeogénica se activa de forma aberrante y suministra una cantidad relativamente
mayor de glucosa a la circulacion (Petersen et al., 2017). Para controlar los niveles de catabolismo de
la glucosa, observamos que GSK3B (que inhibe la sintesis de glucégeno) es regulado
negativamente por el tratamiento con 1, B3 y B6 en el hemocultivo T2DM, que desvia parte de la
glucosa que ingresa a la biosintesis de glucégeno. Ademads, también hemos encontrado que el RNAm
de la insulina es regulado positivamente por 1, B3y B6, lo que ayuda a equilibrar el catabolismo de
la glucosa y la gluconeogénesis. Por lo tanto, las B-conglutinas pueden promover la entrada
de glucosa en las células mediada por GLUT-4 (que muestra niveles de expresiéon aumentados), lo
que a su vez equilibra la oxidacion de la glucosa y la produccion de glucosa en T2DM, mejorando la
IR a través de la normalizacidon de los niveles de expresién de enzimas relacionadas con el
metabolismo de la glucosa.

Las citocinas proinflamatorias regulan la funcidn de las células B pancreaticas. Ademas de las
citoquinas circulantes en plasma, las células [ pancreaticas producen diversas citoquinas en
respuesta a diferentes estimulos fisioldgicos y patoldgicos, desempefiando papeles clave en la
regulacion de la funcién de las células B y en la RI (Cernea y Dobreanu, 2013). La Rl aumenta la
produccidn de citoquinas proinflamatorias en las células By en plasma. Asi, con la progresion de la
DM2, esta situacion anormal se caracterizapor un desequilibrio en los perfiles
de 6xido nitrico proinflamatorio, de citoquinas (i.e. interleuquinas), TNF-a e INF-y, y otros
mediadores que juegan un papel importante en la activacién de la disfuncidn de las células B, en la
Rl'y enla DM2, ya que la intercomunicacion a través de las citoquinas entre las células B pancreaticas
y otros tejidos puede estar fuertemente involucrada en la regulacion de la funcidn de las células B
(Nordmann et al., 2017). Por lo tanto, restaurar el equilibrio hacia las citoquinas protectoras en las
células B y en el plasma podria prevenir y tratar la disfuncidn de las células B, la progresion de la Rl y
la DM2. En esta Tesis Doctoral, hemos demostrado que las proteinas conglutinas 1, B3y 6 de NLL
disminuyeron los niveles de produccién de ARNm de los mediadores proinflamatorios NO, TNF-aq,
INF-yy NFkB1 en hemocultivos de T2DM. El factor nuclear NF-kB es un actor clave en
las enfermedades inflamatorias, ya que controla la respuesta inflamatoria global. El NF-kB regula la
expresion de una plétora de genes proinflamatorios en la mayoria de los tejidos metabdlicos,
incluidas enzimas como la ciclooxigenasa (COX)-2, la 5-lipooxigenasa (LOX) y la iNOS, y citoquinas
como el TNF-a, moléculas reguladoras del ciclo celular y factores angiogénicos (Shih et al., 2015). En
la presente Tesis Doctoral, mostramos que el nivel de expresion de ARNm de NF-kB1 (p50)
fue fuertemente inhibido por B1, B3y B6, lo que puede contribuir a una reduccidn en la formacion y
activacién del complejo NF-kB. Esta reduccidn en el nivel de expresion del ARNm de NF-kB también
puede ser facilitada indirectamente por la reduccion en los niveles de INF-y y TNF-a promovidos por
las mismas isoformas de B-conglutina. Esta amplia capacidad antiinflamatoria puede ser capaz de
hacer frentea multiples situaciones que promueven un proceso de alimentacidnen el
establecimiento de un estado inflamatorio crénico que es promovido por la Rl en la DM2. Asi, las B-
conglutinas pueden revertir los efectos nocivos de un curso inflamatorio de varios estados celulares
a diferentes niveles, como se describe en Lima- Cabello et al. (2018d). La proteina quinasa activada
por AMP (AMPK) es una serina/treonina quinasa que juega un papel vital en el mantenimiento de la
homeostasis de la energia celular. La AMPK inhibe la sintesis de acidos grasos mediante la restriccion
de la fosforilacién de dos dianas: la acetil-coA carboxilasa 1 (ACC1) y la proteina de unidn al elemento
regulador de esterol 1c (SREBP1c) (Li et al., 2011). La AMPK también estimula la captacion
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de glucosa mediante la translocacidn de vesiculas intracelulares que contienen GLUT4 a través de el
plasma, ademas de inhibir la gluconeogénesis para mantener los niveles de glucosa en sangre (Jeon,
2016). Ademas, la pequeiia GTPasa Rab4 participa en el mecanismo molecular involucrado en la
distribucion subcelular de las moléculas transportadoras de glucosa GLUT-4 tanto en condiciones
basales como estimuladas por insulina, que son muy sensibles a la insulina para el transporte de
glucosa. Se ha determinado que cuando Rab4 esta moderadamente presente, aumenta el nimero
de moléculas de GLUT-4 reclutadas en la superficie celular en respuesta a la insulina, asi como la
eficacia de la insulina. Sin embargo, cuando Rab4 esta presente en niveles mas altos, la cantidad de
GLUT-4 presente en la superficie celular en respuesta a la insulina se encuentra disminuida (Cormont
et al., 1996). En este sentido, el tratamiento con las conglutinas B1, B3 y B6 ayudd a disminuir los
niveles de ARNm de Rab4 en T2DM, para aumentar el reclutamiento del transportador GLUT-4 a la
superficie celular con el fin de aumentar la entrada de glucosa y mejorar la RI. Por lo tanto, en la
presente Tesis Doctoral, también hemos encontrado que los niveles de expresién de ARNm de
la subunidad catalitica AMPKal y la subunidad no catalitica AMPKy2 estan regulados al alza por 4y
B1, respectivamente, en cultivos de T2DM. El aumento de los niveles de esta quinasa puede ayudar
a controlar la homeostasis de la glucosa y mejorar la IR, lo que podria lograrse al afectar los niveles
de ARNm de FOXO1, GLP-1R, PDX-1y PI3K en los tejidos hepatico y pancreatico. Se ha encontrado
previamente que la AMPK disminuyd los niveles de FOXO1 (Puddu et al., 2013). Ademads, estos
hallazgos indican que la AMPK afecta significativamente los niveles de ARNm (regulacién positiva ) de
GLP-1R (que activa la secrecion de insulina de las células beta pancreaticas), PI3K (activa la
sefializacidn de insulina via y captacion de glucosa por GLUT-4), al mismo tiempo que regula a la baja
(reduce) los niveles de ARNm de los genes de la via de sefalizacion descendente FOXO1 (factor de
transcripcién) y PDX-1 (factor promotor de insulina 1). La AMK activa la sefializacion de PI3K/AKT
disminuyendo la expresion celular de FOXO1l y aumentando la de PDX-1.Brunet et al.
(2001) encontraron que la insulina reprime la gluconeogénesis hepatica mediante la fosforilacion de
PI3K/AKT y la inactivacion de FOXO1. Por lo tanto, debido a estas funciones principales, los efectos
antidiabéticos promovidos por la AMPK incluyen un fuerte potencial para prevenir la Rl, el estrés
oxidativo o el trastorno diabético, particularmente la AMPK que afecta la disminucién de la glucosa
en sangre, los perfiles de lipidos y los niveles séricos de biomarcadores inflamatorios, ademas de
regulando la via de sefalizacion PI3K / FOXO1 / PDX-1. Ademas, las funciones biolédgicas beneficiosas
del GLP-1 estan mediadas por su interaccion con su receptor especifico, GLP-1R, un miembro de
la subclase B de la familia de receptores acoplados a proteinas G (GPCR). El GLP-1 se une al GLP-1R
en las células B y aumenta los niveles de cAMP. Por otra parte, las moléculas de AMPc actian
individualmente sobre la proteina quinasa A e intercambian proteina activada directamente por
AMPc para estimular la secrecion de insulina y promover el crecimiento de células B (Meloni et al.,
2013). Ademads, el GLP-1R es un miembro de la familia de GPCR que puede activar PI3K, el cual
participa en varios pasos criticos en la transduccion de sefiales de insulinay en el metabolismo de
glucosa y lipidos. Sugerimos que el aumento de los niveles de ARNm de AMPK por las conglutinas f1
y B4 podria ayudar a activar eficazmente el GLP-1R, que también esta regulado positivamente por las
conglutinas B4 y B6y actua sobre el GLP-1 para fortalecer la sefial de insulina/IGF-1, potenciada por
el hecho de que las conglutinas B1, B3 y B6 regulan positivamente los niveles de expresién de
ARNm tanto de insulina como de IGF-1. Este efecto, a su vez, puede conducir a la fosforilacion de
la via subsecuente PI3K/AKT e inhibe la expresidon subsecuente de FOXO1l para promover la
localizacion nuclear de PDX-1 y la masa y funcién de células B pancreaticas.

La activacion transcripcional del metabolismo a través de la via de la insulina requiere una
cascada de fosforilaciones de proteinas, que implica a multiples quinasas, e.g., la quinasa regulada
por sefiales extracelulares (ERK), la quinasa N-terminal c-Jun (JNK) y p38 MAPK. Todas estas quinasas
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son activadas por la insulina en células sensibles. Se ha encontrado que la activacion de la p38
MAPK esta alterada en células resistentes a lainsulina, en donde las quinasas ERKy JNK son activadas
por insulina (Kumary Dey, 2004). También hemos encontrado que los niveles de expresion del mRNA
de p38 estan regulados negativamente en células IR-C resistentes a insulina inducidas. Sin embargo,
el tratamiento del cultivo de células IR-C con conglutinas B1, B3y B6 puede aumentar en gran medida
los niveles de expresion de ARNm de p38 MAPK, lo que también seria un mecanismo para aumentar
la actividad de p38 si seencuentra mas proteina disponible. en la célula, recuperando los niveles de
insulina p38 al estado no resistente.

5.5.4 Las proteinas B-conglutinas tienen efectos positivos sobre el estrés oxidativo.

El estrés oxidativo (exceso de generacién de ROS) es el factor principal en la aparicién y
progresion de las complicaciones diabéticas (RI) en condiciones de obesidad o hiperglucemiantes
(Tangvarasittichai, 2015). Ademas, el estrés oxidativo puede ser un factor importante para el
desarrollo de Rl y DM2.

La hiperglucemia causa una lesion del sistema de defensa antioxidante, seguida de una
produccidn excesiva de especies de oxigeno reactivo (ROS), lo que contribuye al estrés oxidativo y la
disfuncién mitocondrial que a su vez agravan la IR (Hurrle y Hsu, 2017). La cantidad de ROS dentro
de la célula esta finamente modulada por defensas antioxidantes enzimaticas y no enzimaticas tales
como superoéxido dismutasas (SOD), catalasa (CAT) y glutation (Ighodaro y Akinloye, 2017). Por lo
tanto, es necesario comprender la relacion entre el estrés oxidativo y la Rl para la prevencion de la
diabetes, y la disminucion de los niveles de radicales libres puede servir para reducir el riesgo de
diabetes y sus complicaciones asociadas (Rochette et al.,, 2014). Asi, en esta Tesis Doctoral
examinamos el efecto de las proteinas B-conglutinas (B1 a B4 y B6) sobre la supresion del estrés
oxidativo producido por la resistencia inducida por insulina en las células C e IR-C usando
un inmunoensayo y la deteccidon de oxidacién de proteinas mediante OxyBlot (Dalle-Donne et al.,
2003). La oxidacion de proteinas es una de las modificaciones covalentes de las proteinas inducidas
por ROS como el H,0; u otros productos de estrés oxidativo, y la carbonilacién es una de las
modificaciones oxidativas de proteinas que ocurren con mayor frecuenciay que puede ser
responsable de alteraciones en la actividad de las proteinas, por ejemplo, la sefializacion. Se han
identificado proteinas carboniladas en muchas especies de plantas, en diferentes etapasde
crecimiento y desarrollo, y esta deteccidn sirve como indicacién del nivel de modificacién
oxidativa de las proteinas (Liu et al., 2012).

Se observaron niveles muy bajos de oxidacion de proteinas, similares a las generadas a través
de la actividad metabdlica normal, en las células IR-C después de co-incubar con las conglutinas B1,
B3 y B6, asi como en células C sin co-cultivo, a diferencia de las células co-cultivadas con las
conglutinas B2 y B4, en las que la oxidacion de proteinas permanecio en niveles similares a los de las
células IR-C resistentes inducidas por insulina. Estos resultados muestran que las conglutinas B1, B3
y B6 invierten eficazmente la produccién de ROS (estrés oxidativo) en las células pancredticas IR-C
tratadas con estas B-conglutinas. La actividad de la superdxido dismutasa (Cu/Zn-SOD), los valores
de glutation (GSH) y la produccién de éxido nitrico representanigualmente indicadores clave del nivel
de estrés oxidativo (Tangvarasittichai, 2015). En la presente Tesis Doctoral evaluamos los efectos de
diferentes isoformas de B-conglutinas sobre variables antioxidantes en el modelo in vitro (IR-C). Para
lograr esto, medimos las actividades de SOD y catalasa, los niveles de GSH y la produccién de NO
en células IR-C resistentes inducidas antes y después de los desafios individuales de isoformas de B-
conglutina, registrando niveles crecientes de GSH y una reduccion de las actividades SOD y catalasa.
Ademds, la reduccién drastica de la carbonilacidn oxidativa que detectamos, induce a pensar que de
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forma indirecta se producira una prevencion de la peroxidacion lipidica y de otras modificaciones
oxidativas de proteinas, mejorando en este sentido, el equilibrio general del estrés oxidativo.
Ademds, el 6xido nitrico es una molécula de sefializacién que juega un papel clave en la patogenia de
la inflamacion, ya que el NO seconsidera un mediador proinflamatorio que induce
inflamacion cuando se produce en exceso en situaciones anormales en unasituacion de
estrés oxidativo (RI), por ejemplo, como resultado de la producciéon de peroxinitrito, un potente
agente oxidante de la reaccion entre el superéxido con éxido nitrico (NO) (Sharma et al., 2007). La
produccién de NO en las células IR-C co-cultivadas con 1, B3 y B6 disminuyd igualmente de forma
significativa en los cultivos IR-C, como se muestra en esta Tesis Doctoral.
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6. CONCLUSIONES
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1)

2)

3)

4)

5)

Los triterpenos (acido oleandlico y maslinico) del aceite de oliva, administrados a pacientes
sanos en el ensayo clinico NUTRAOLEUM a través del consumo de aceites de oliva
modificados, consiguen modular los estados inflamatorios y oxidativos generados
artificialmente en cultivos ex vivo de sangre completa de los pacientes. Dicha modulacion
consiste en una disminucién o modificacién significativa de numerosos biomarcadores
relevantes de tipo inflamatorio (e.g. IL-1B, IL-2, IL-6, IL-8, 1L12, IL-17, INF-y, y TNF-a) y
oxidativos (iNOS, presencia de proteinas nitradas en el aminodacido tirosina y produccion de
NO) usando un amplio panel de métodos experimentales.

Se ha generado un modelo celular para el estudio de la induccion de condiciones de
inflamacion in vitro en células pancreaticas PANC-1 mediante adicion de LPS, que no afecta
su viabilidad y que permite analizar la interaccién con componentes agroalimentarios. Las
harinas de semillas de olivo no afectan la viabilidad de dicho sistema, siendo por otra parte
capaces de modular un marcador bien consensuado de estado inflamatorio como es la iNOS,
reduciendo sus niveles de expresidon hasta cifras no diferentes de las condiciones control en
cultivos no inducidos. Es precisa una investigacion mads detallada para identificar los
componentes precisos de la harina responsables de dicho efecto.

El sistema de induccidon inflamatoria ex vivo en cultivos de sangre completa de pacientes
control y pacientes con diabetes tipo 2 (T2D) ha sido usado por primera vez para evaluar la
capacidad antiinflamatoria de 5 proteinas de tipo -conglutina del altramuz de hoja estrecha,
que han sido disefiadas, optimizadas en su expresidon recombinante y purificadas de cultivos
de E. coli. Tres de esas proteinas (B1, B3, y B6) indujeron la sobreexpression de los genes IRS-
1, p85, AKT, y GLUT-4 en sujetos control y diabéticos, y atenuaron la expression de IL-1 e iNOS,
potenciando una mejora del estado antiinflamatorio causado por esta ultima patologia. Estos
efectos parecen estar mediados por la capacidad de estas B-conglutinas para interaccionar
con la insulina.

El tratamiento ex vivo de muestras de sangre de pacientes T2D y de células pancreaticas
PANC-1 jn vitro, en ambos casos estimuladas con LPS y co-cultivadas con las isoformas B1, 3,
y B6 promueve la atenuacion de la expresién de mediadores pro-inflamatorios clave para el
dafio de las células B pancreaticas, que incluyen la interleuquina IL-1B, la quimioquina CCLS5,
el receptor de la quimioquina MCP-1, el factor de adhesién ICAM-1, las citoquinas TNF-a e
INF-y, y el mediador NF-kB1. Ademas, disminuyd significativamente la produccién de las
citoquinas proinflamatorioas TNF-a, INF-y, IL-1B, IL-2, IL-6, IL-8, IL- 12, y IL-17. Finalmente, las
conglutinas B1, B3, y B6 inhibieron la produccién de NO y la expresion y aparicidn de la iNOS.

Para profundizar en el posible mecanismo regulador de las proteinas conglutinas f1, B3, y B6,
hemos evaluado sus los efectos en un sistema de cultivo in vitro de células pancreaticas PANC-
1 en las que se indujo un estado de tolerancia a la insulina que imita la resistencia de las
células B pancreaticas a lo largo del progreso de la diabetes mellitus. Las isoformas 1, B3, y
B6 mejoraron diversos biomarcadores de la diabetes, actuando sobre multiples blancos y
rutas, permitiendo una reversiéon notable de la resistencia a insulina. Algunos de los
biomarcadores analizados incluyen el consumo intracelular de glucosa, la sobreexpresion de
mediadores de la ruta de sefalizacion de la insulina como IRS-1y el transportador GLUT-4, la
sintesis de p85-PI3K y GLUT-4, la activacién de la ruta intracelular IRS-1/PI-3-quinasa
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implicada en la homeostasis de la glucosa fosforilando al activador p-IRS-1y a los mediadores
subsecuentes p-Akt, p-Cbl, y caveolina-p, los cuales desempefian un importante papel en el
transporte vesicular de los receptores GLUT4 a la superficie celular, mejorando el consumo
de glucosa.

Hemos demostrado que la disminucidn de la resistencia a insulina de los cultivos causada por
las conglutinas B1, B3, y B6 también cursa con una disminucién del estrés oxidativo como
demuestra la disminucidn de los niveles generales de NO, de carbonilacién proteica, y de
actividades antioxidantes como la SOD vy la catalasa, y los niveles aumentados de glutation.
Otro importante efecto del co-cultivo con esas conglutinas es la disminucion de la expresion
de las citoquinas proinflamatorias TNF-a y INF-y. En resumen, todos estos efectos son
claramente indicativos de una mejora de la respuesta de los cultivos a insulina que podria ser
utilizado como una herramienta terapéutica a desarrollar.
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8.1 Lista de Abreviaturas
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ADN
AKT
ANOVA
AQOV
AOVE
AOVO
ASEMESA
BMI
CAT
CCL
CCR
CO,

col
CORDIS

CSE
DHA
DMEM

DTT
EDTA
ELISA

EPA
EPIC

FAO

FOO
G-CSF

GLUT
GM-CSF

GSH
HRP
ICAM

IMC
IMPEL

INF-y
iNOS

IR-C
IRS
LPS
MCP-1

MIP

Acido DesoxirriboNucleico

Protein quinasa B

ANalysis Of VAriance, andlisis de la varianza

Aceite de Oliva Virgen

Aceite de Oliva Virgen Extra

Aceite de Oliva Virgen Optimizado

Asociacion Espafiola de Exportadores e industriales de Aceitunas de Mesa.
Body Mass Index, indice de masa corporal

Catalasa

Chemokine, citoquina quimiotactica

Chemokine Receptor, receptor de citoquina quimiotactica

Didxido de carbono

Consejo Oleicola Internacional

COmmunity Research and Development Information Service, Servicio de
informacidn para la comunidad de investigacién y desarrollo

Council of Science Editors, Consejo de Editores Cientificos
DocosaHexaenoic Acid, acido docosahexaenoico

Dulbecco's Modified Eagle's Medium, medio minimo esencial de Eagle
modificado por Dulbeco

DiThioThreitol, ditiotreitol

EthyleneDiamineTetraacetic Acid, acido etilendiaminotetraacético

Enzyme Linked ImmunoSorbent assay, ensayo por inmunoabsorcion ligado a

enzimas
EicosaPentaenoic Acid, acido eicosapentaenoico

European Prospective Investigation into Cancer and Nutricidn, investigacion

prospective europea en cancer y nutricion

Food and Agriculture Organization of the United Nations, Organizacion de
Naciones Unidas para la Alimentacién y Agricultura

Functional Olive Qil; aceite de oliva funcional

Granulocyte Colony-Stimulating Factor, factor estimulante de colonias de
granulocitos

GLUcosa Transporter Protein, proteina transportadora de glucosa
Granulocyte Macrophage Colony-Stimulating Factor, factor estimulante de
colonias de granulocitos y macréfagos.

Glutatidn reducido

HorseRadish Peroxidase, peroxidasa de rabano picante

InterCellular Adhesion Molecule, molécula de adhesion intercelular.
Interleuquina o Interleucina

indice de Masa Corporal

European Union Network for the IMplementation and Enforcement of
Environmental Law, red de la Unidn Europea para la implementaciony la
aplicacion de la ley ambiental.

INterFeron gamma, interferon gamma

Inducible Nitric Oxide Synthase, dxido nitrico sintasa inducible
IOnomicine, ionomicina

Insulin Resistant Cells, células resistentes a insulina

Insulin Receptor Sustrate, sustrato receptor de insulina
LipoPolySaccharide from E. coli, lipopolisacéarido de E. coli

Monocyte Chemotactic Protein 1, proteina quimiotactica del

monocito 1

Macrophage Inflammatory Protein, proteina inflamatoria de macrdéfago.
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MIP-1p

miRNA
MTT

NF-kB

NO
NOS
Oovoo
PANC-1

PBMC

PBS
PCR
PGE2
PHA
PI3K
PIC
PMA
PMSF
PVDF
Q-PCR

RAW 264.7

RIPA

ROS

SCS

SDS
SDS-PAGE

SENC
SOD
T2D
TBS
TBS-T
TNF-a
TRIS
Voo

Macrophage Inflammatory Protein 1P, proteina inflamatoria del macréfago
1B

micro RiboNucleic Acid, micro acido ribonucleico

3-(4,5- diMeTilTiazol-2-ilo)-2,5- difeniltetrazol) bromide, bromuro de 3-(4,5-
diMeTilTiazol-2-ilo)-2,5- difeniltetrazol)

Nuclear Factor kappa-light-chain-enhancer of activated B cells, factor
nuclear potenciador de las cadenas ligeras kappa de las células B activadas
Nitric Oxyde, éxido nitrico

Nitric Oxide Synthase, 6xido nitrico sintasa

Optimized Virgin Olive Qil, aceite de oliva virgen optimizado

human PANcreatic cancer Cell line, linea celular de cancer de pancreas
humano

Peripheral Blood Mononuclear Cell, célula mononuclear de sangre
periférica.

Phosphate Buffered Saline, tampdn fosfato salino

Polymerase Chain Reaction, reaccidn en cadena de la polimerasa
ProstaGlandin E2, prostaglandina E2

PhytoHaemAgglutinin; fitohemaglutinina

Phosphatidylinositol 3 kinase, fosfoinositol 3 quinasa

Protease Inhibitor Cocktail, coctel inhibidor de proteasas

Phorbol 12-Myristate 13-Acetate, acido forbol 12-miristico 13-acético,
PhenylMethylSulfonyl Fluoride, Ffluoruro de fenilmetilsulfonilo
PolyVinyliDene Fluoride, polifluoruro de vinilideno

Quantitative Polimerasa Chain Reaction, reaccidn cuantitativa en cadena de
la polimerasa

Murine macrophage-like cell line, linea celular con afinidad a macrofago
murino.

RadiolmmunoPrecipitation Assay, ensayo de radioinmunoprecipitacion
Reactive Oxygen Species, especies de oxigeno reactivo

Seven Countries Study, estudio siete paises

Sodium Dodecyl Sulphate, dodecilsulfato sédico

PolyAcrylamide Gel Electrophoresis with SDS, electroforesis en gel de
poliacrilamida con SDS

Sociedad Espafiola de Nutricion Comunitaria

SuperOxide Dismutase, superéxido dismutasa

Type-2 Diabetic patients; pacientes diabéticos tipo 2

Tris Buffered Saline, tampdn Tris salino

Tris Buffered Saline - Tween® 20, tampdn Tris salino con Tween® 20
Tumor Necrosis Factor alpha; Factor de necrosis tumoral alfa

TRIS (hydroxymethyl)aminomethane, trisminometano

Virgin Olive Qil; aceite de oliva virgen
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