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RESUMEN
ABSTRACT



Resumen

La presente Tesis Doctoral recoge una serie de trabajos de investigacion en los que se evalla el
consumo de potenciales nutracéuticos y alimentos funcionales relacionados con la dieta y la mejora de la
salud. Las poblaciones de estudio incluyen modelos murinos y adultos espafioles con edades comprendidas
entre los 18-60 afios. El objetivo de la presente tesis ha sido comprobar a través de distintos modelos
experimentales el posible efecto beneficioso de dos antioxidantes ampliamente consumidos por la
poblacion mediterrdnea (acido ursélico y concentrado de vegetales deshidratados) y de un alimento
precolombino como es la chia.

Los resultados del estudio de Dieta Mediterranea muestran que su ingesta durante 6 semanas,
suplementada o no con antioxidantes caracteristicos de esta dieta, y sin modificacién de cambios en los
estilos de vida no provoca efectos positivos sobre la prevencion de las enfermedades cardiovasculares. No
obstante, observamos cierta tendencia en la mejora de parametros claves como indice de masa corporal y
presion arterial cuando se normaliza la dieta lo que no se constata con la suplementacién de antioxidantes,
evidenciando que la normalizacidn de la dieta es la mejor opcion.

La administracion oral de un extracto de aceite de oliva virgen que contiene un 15% de hidroxitirosol
no indujo efectos que puedan considerarse de relevancia toxicologica en ensayo agudo, subagudo y
subcronico en un modelo murino.

La suplementacion durante 12 semanas, con 35 mg/d de acido ursélico procedente de un extracto de
piel de manzana y vehiculizado en un fiambre de pechuga de pollo, acompafiada de actividad fisica dos
veces a la semana, no ejerce ningun efecto sobre el peso y la composicién corporal, ni en la fuerza y
resistencia muscular, en humanos sanos.

Nuestros hallazgos indican que las semillas de chia son ricas en fibra dietética y oligosacaridos, acidos
linolénicos poliinsaturados omega-3, proteinas de alta calidad que contienen L-fenilalanina y L-tript6fano.
También son una buena fuente de antioxidantes, en particular polifenoles. Ademas, la variedad especifica
de chia oscura de Jalisco contiene también nucledsidos: adenosina, guanosina y uridina, mejorando su valor
nutricional. Por tanto, es el conjunto de sus nutrientes y compuestos bioactivos el que determina su estatus
como alimento funcional.

La leche y sus derivados son alimentos insustituibles en una dieta equilibrada, ya que aportan
micronutrientes, como el calcio y la vitamina D, que no estan presentes en otros alimentos en las cantidades
y con la biodisponibilidad necesarias para satisfacer las necesidades nutricionales de una dieta equilibrada.
Los productos lacteos enriquecidos permiten aumentar la ingesta de estos micronutrientes con una alta
biodisponibilidad, sin necesidad de modificar la dieta, lo que es beneficioso para mantener la salud.

En resumen, los resultados de la presente tesis confirman que la dieta equilibrada y variada en

alimentos es la estrategia mas eficiente para normalizar alteraciones cardiometaboélicas



Palabras clave:
Dieta mediterranea; Alimentos funcionales; Hidroxitirosol; Polifenoles; Chia; Acido ursélico; Leche.
Abstract

This Doctoral Thesis is a series of research papers evaluating the consumption of potential
nutraceuticals and functional foods related to diet and health improvement. The study populations include
murine models and Spanish adults aged 18-60 years. The aim of this thesis has been to test through
different experimental models the possible beneficial effect of two antioxidants widely consumed by the
Mediterranean population (ursolic acid and deshydrated vegetable concentrate) and of a pre-Columbian
food such as chia.

The results of the Mediterranean Diet study show that its intake for 6 weeks, whether or not
supplemented with antioxidants characteristic of this diet, and without modification of lifestyle changes,
does not have a positive effect on the prevention of cardiovascular disease. However, we observed a certain
trend in the improvement of key parameters such as body mass index and blood pressure when the diet is
normalized, which is not observed with antioxidant supplementation, showing that normalization of the diet
is the best option.

Oral administration of a virgin olive oil extract containing 15% hydroxytyrosol did not induce effects
that could be considered toxicologically relevant in acute, sub-acute and sub-chronic tests in a murine
model.

Supplementation for 12 weeks with 35 mg/d of ursolic acid from an apple peel extract in chicken
breast meat, accompanied by physical activity twice a week, exerted no effect on body weight and
composition, muscle strength and endurance in healthy humans.

Our findings indicate that chia seeds are rich in dietary fiber and oligosaccharides, omega-3
polyunsaturated linolenic acids, high-quality proteins containing L-phenylalanine and L-tryptophan. They
are also a good source of antioxidants, in particular polyphenols. In addition, the specific variety of dark
chia from Jalisco also contains nucleosides: adenosine, guanosine and uridine, enhancing its nutritional
value. Therefore, it is the set of its nutrients and bioactive compounds that determines its status as a
functional food.

Milk and its derivatives are irreplaceable foods in a balanced diet, as they provide micronutrients,
such as calcium and vitamin D, which are not present in other foods in the quantities and with the
bioavailability necessary to meet the nutritional needs of a balanced diet. Fortified dairy products make it
possible to increase the intake of these micronutrients with high bioavailability, without the need for dietary
modification, which is beneficial for maintaining health. In summary, the results of the present thesis
confirm that a balanced and varied diet is the most efficient strategy to normalize cardiometabolic
alterations.

Keywords: Mediterranean diet; Functional foods; Hydroxytyrosol; Polyphenols; Chia; Ursolic acid; Milk.
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INTRODUCCION



Introduccion

La evidencia cientifica ha demostrado que la dieta juega un papel importante en la salud humana.
Estudios epidemioldgicos han puesto de manifiesto que los alimentos consumidos, su composicion y la
cantidad ingerida puede estar estrechamente relacionada con la promocién y/o mantenimiento de un estado
saludable. En este sentido, los alimentos ya no s6lo son considerados por su valor nutritivo, sino también
por sus posibles efectos beneficiosos para la prevencion o proteccion frente a enfermedades crdnicas
graves, especialmente aquellas asociadas al estilo de vida, como son las enfermedades cardiovasculares,
diabetes, sindrome metabolico, enfermedades neoplasicas y neurodegenerativas, asi como procesos
inflamatorios asociados con el envejecimiento. Con respecto a ciertos tipos de cancer, la Organizacion
Mundial de la Salud (OMS) estima que su incidencia podria reducirse en al menos un 30% al aumentar
adecuadamente la ingesta dietética de frutas y verduras, de ahi la importancia de incluir alimentos
funcionales en la dieta (Clinton et al., 2020).

Actualmente, el estudio de los alimentos funcionales ha adquirido un gran interés en diversas
disciplinas debido a la contribucion gue tienen sobre la salud y la prevencion de enfermedades. El interés
del consumidor por su salud ha impulsado el desarrollo de alimentos que ofrecen efectos beneficiosos
especificos (Cortés, 2005). Los alimentos funcionales son aquellos que proporcionan un efecto beneficioso
para la salud méas alla de su valor nutricional basico. No constituyen un grupo de alimentos como tal, y
suelen resultar de la adicidn, sustitucion o eliminacion de ciertos componentes de los alimentos habituales.
En un concepto amplio de alimento, se incluyen no sélo los productos manufacturados, sino también ciertos
alimentos tradicionales (aceite de oliva, tomate, legumbres, etc.) que contienen componentes que han
demostrado con un elevado grado de evidencia cientificas propiedades beneficiosas para la salud (Mataix,
2002).

En 2004, la American Dietetic Association (ADA) describié que un alimento funcional se refiere a
todo aquel alimento que proporciona un “efecto beneficioso sobre la salud cuando se consume como parte
de una dieta variada de forma regular a niveles efectivos”, asimismo, ha clasificado los alimentos
funcionales en cuatro grupos: alimentos convencionales, alimentos modificados, alimentos médicos y
alimentos para uso dietético especial, y especifica que se necesitan mas investigaciones sobre los posibles
beneficios para la salud de estos alimentos (ADA, 1995). El Instituto Internacional de Ciencias de la Vida
(ILSI Europa), define los alimentos funcionales como “cualquier alimento o ingrediente alimentario que
pueda proporcionar un beneficio para la salud mas alla de los nutrientes tradicionales que contiene” (Eur-
Parliam, 2006). De acuerdo con esta definicion, se incluyen alimentos simples, productos alimenticios
tratados tecnoldgicamente y sus componentes activos que se pueden usar para preparar alimentos
enriquecidos, y que hayan demostrado una actividad beneficiosa. Posteriormente, en 2011, la European

Food Safety Authority (EFSA) publicd una lista de alimentos e ingredientes que incluyen nutrientes
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esenciales y no esenciales, componentes vegetales, alimentos integrales, microorganismos, entre otros, que
han demostrado un efecto beneficioso y pueden ser incluidos en la dieta por su efecto funcional (FDA,
2011).

La Dieta Mediterrdnea es una fuente indiscutible de alimentos funcionales, es mas, ella misma se
podria definir como tal, ya que ha demostrado multiples efectos beneficiosos para la salud, més alla de su
papel puramente nutricional (Bakaloudi et al., 2021). Un metaandlsis realizado por Tang et al. (2021)
donde evalGan la asociacion de la distrofia muscular en relacion con la mortalidad en personas con
antecedentes de ECV con un total de 37 879 participantes, han puesto de manifiesto que la adherencia a la
Dieta Mediterranea mejoro la supervivencia en personas con antecedentes de ECV. Del mismo modo, otro
metaanalisis que evalué cualitativamente y cuantitativamente las asociaciones de los patrones dietéticos y el
prondstico de cancer a partir de estudios prospectivos de cohortes publicados, asi como el efecto de las
intervenciones dietéticas mediante ensayos controlados aleatorios, concluyé que las intervenciones
dietéticas combinadas con actividad fisica mejoran la calidad de vida, no obstante y a pesar de que los
estudios fueron en supervivientes de cancer de mama, se necesitan mas estudios de cohorte e intervencién
en otros canceres para hacer recomendaciones mas especificas (Castro-Espin et al., 2022). Koelman et al.,
2022, llevaron a cabo una revisién sistematica y un metandlisis de ensayos controlados aleatorios (ECA)
para resumir la evidencia reciente sobre los efectos de los patrones dietéticos en los biomarcadores
inflamatorios y relacionados con el sistema inmunitario en humanos, los autores describieron que no se
observaron efectos sustanciales para los patrones dietéticos adicionales estudiados en la investigacién de
intervencion, incluida la dieta de adherencia dietética para detener la hipertension y las dietas vegetarianas
0 veganas, asimismo, sugieren que se justifica que los futuros estudios de intervencion a gran escala
permitan la comparacion directa de varios patrones dietéticos en relacion con una serie de biomarcadores
que reflejan maltiples vias inflamatorias y relacionadas con el sistema inmunitario. En consecuencia de los
diversos estudios realizados, se describe que la adherencia a la dieta mediterranea se asocia inversamente
con el riesgo de sobrepeso y/u obesidad, asi como con el aumento de peso de 5 afios y, por lo tanto, tiene
importancia practica para la salud pablica, sin embargo, la mayoria de los resultados necesitan ser
comprobados para poder llegar a conclusiones con un elevado grado de evidencia cientifica (Lofti et al.,
2022).

Las investigaciones se han centrado principalmente en estudiar su uso para la prevencion y tratamiento
de enfermedades cronicas, la salud del cerebro, la inflamacion, la salud ocular y el envejecimiento, entre
otros (Ashwell, 2002). Algunos autores discuten los métodos actuales y el desarrollo de nuevas técnicas
para aislar y caracterizar diversos ingredientes alimentarios y especies moleculares. Estas técnicas son
importantes no solo para la industria alimentaria, que necesita evaluar o confirmar las concentraciones de
los componentes bioactivos presentes, sino también para los investigadores que desean probar los
mecanismos de accién o la eficacia de dichos componentes, ya sea in vitro o in vivo (Serrano et al., 2006;
Solorzano-Santos et al., 2014; Cicerale et al., 2015).
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Dado que la era del estudio de los alimentos funcionales acaba de empezar, los principales objetivos de
esta Tesis Doctoral son evaluar el efecto beneficioso del consumo de distintos tipos de alimentos
funcionales incluidos en el patron de Dieta Mediterranea, mediante la realizacion de revisiones
bibliogréficas, estudios experimentales en ratas y ensayos clinicos en humanos, centrdndonos en el
hidroxitirosol, presente en el aceite de oliva virgen extra (AOVE), el &cido ursolico, presente en la cascara
de la manzana, la chia, fuente de fibra y acidos grasos omega-3, y la leche, fuente de micronutrientes

esenciales como el calcio y la vitamina D.

Alimentos funcionales

Es ampliamente conocido que los alimentos son fuentes de vitaminas y minerales que favorecen las
funciones corporales y la salud, como la respiracion, la produccién de energia y la respuesta inmunitaria.
Los nutrientes se consumen principalmente como sustratos energéticos celulares; algunos también son
capaces de modular la diferenciacion y proliferacion celular y activar las barreras quimicas frente a la
oxidacion celular (Ye et al., 2018). Por este motivo, recientemente los alimentos se han clasificado en dos
categorias: por un lado, los alimentos con fines dietéticos especificos, y por otro los alimentos funcionales
gue contribuyen a favorecer condiciones éptimas de salud y pueden disminuir riesgos de contraer
enfermedades crénicas no transmisibles, como las enfermedades cardiovasculares (ECV), accidentes
cerebrovasculares, dislipidemias, diabetes, y el cancer, entre otros.

El término “alimentos funcionales” se utilizO por primera vez en Japdén en la década de 1980. Sin
embargo, tras varias definiciones realizadas por distintas instituciones oficiales, recientemente se ha
definido que los alimentos funcionales, a aquellos alimentos, procesados industrialmente o naturales, que
cuando se consumen regularmente dentro de una dieta variada en cantidades adecuadas, tienen efectos
beneficiosos sobre la salud, mas alla de sus efectos nutricionales basicos (Granato et al., 2017). Esta
definicion acota el uso generalizado del término funcional de manera que, sin un ensayo clinico adecuado
que aporte pruebas de funcionalidad ademas de estudios toxicol6gicos experimentales, ningin alimento
fresco o procesado puede considerarse funcional. Por lo tanto, antes de hacer afirmaciones sobre el efecto
saludable de ciertos alimentos, es necesario realizar ensayos clinicos aleatorios, doble ciego y controlados
con placebo (Assmann et al., 2014), que cumplan con la regulacion establecida por organismos reguladores
en cada pais, por ejemplo, la EFSA en la Unién Europea, la Food and Drug Administration (FDA) en los
Estados Unidos (EFSA, 2010; FDA, 2011), y que permitan establecer su eficacia funcional.

Segln la definicion de alimentos funcionales, los principales criterios de inclusién para una
determinada declaracion de salud de un ingrediente o alimento en una etiqueta alimentaria son la seguridad
del alimento, el libre acceso sin necesidad de prescripcion médica (o consejo médico), y la evidencia de sus
beneficios para la salud cuando se consume regularmente en una dieta equilibrada (Eur. Parliam, 2006,
Lenssen et al., 2018).
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Es importante sefialar que los alimentos funcionales no son medicamentos, y que, si bien pueden
coadyuvar en la prevencién y tratamiento de enfermedades, hace falta abordar este fendmeno de manera
multidisciplinar y seguir utilizando protocolos que demuestren la eficacia de los mismos en situaciones
fisioldgicas y patoldgicas especificas (Rana et al., 2015; Gouw et al., 2017; Fedacko et al., 2019). Las
normas establecidas por la medicina basada en la evidencia requieren que se proporcione evidencia
cientifica de alto nivel, antes de poder formular recomendaciones nutricionales para el publico en general.
La evidencia cientifica requerida es proporcionada por ensayos clinicos aleatorizados, controlados, doble
ciego (evidencia de nivel 1) y, en cierta medida, por grandes estudios de cohortes (evidencia de nivel II). De
esta manera, y después de hacer una amplia revisién de todos aquellos estudios que proporcionan evidencia
cientifica de alta calidad (validez externa e interna, homogeneidad de la muestra y poder estadistico), las
autoridades sanitarias, como la EFSA, emiten recomendaciones nutricionales basadas en dicha evidencia
(EFSA, 2010). A pesar de que la definicion y los criterios basicos son comprensibles y exhaustivos, todavia
existe cierta controversia para el establecimiento de las propiedades funcionales. Se ha descrito que los
alimentos o ingredientes son funcionales cuando se fabrican utilizando moléculas potencialmente
funcionales, recuperadas de subproductos industriales (Dalle-Zotte y Szendro, 2011; Tahergorabi et al.,
2015) o mediante la utilizacion de determinados procesos tecnolégicos (Gutiérrez, 2018), mientras que
algunas investigaciones proporcionan una declaracion de alimento funcional Unicamente basada en el
enriguecimiento con un nutriente esencial (Adadi et al., 2019). Sin embargo, hay que tener en cuenta que
existen diversos factores intrinsecos y extrinsecos del alimento que pueden modificar la eficacia de un
alimento funcional, tales como, factores genéticos, inactividad fisica, densidad y variedad calorica,

hormonas, y la edad de los sujetos, entre otros (Chibisov et al., 2019; Rao et al., 2019).

Desarrollo y tendencias

El mercado de los alimentos funcionales es un nicho lucrativo de produccién de alimentos, y se prevé
que siga creciendo dado su gran interés (Bogue et al., 2017). La evidencia cientifica indica que los
alimentos e ingredientes funcionales mas estudiados, son los prebioticos, los probidticos, antioxidantes y
polifenoles (Yeung et al., 2018). Los productos alimenticios funcionales mas estudiados incluyen el yogur
(que mejorar la salud digestiva), aceite de oliva (que mejorar las enfermedades cardiovasculares), y semillas
vegetales, como chia, lino, amaranto (que mejorar la salud digestiva y supone un gran aporte de proteina
vegetal) (Bogue et al., 2017).

El desarrollo de alimentos funcionales es esencial para la industria alimentaria, e incluye el disefio, la
optimizacién y el desarrollo de diferentes formulaciones, asi como las técnicas de procesamiento que se
aplican a los productos alimentarios antes de que lleguen al mercado. Por ejemplo, el uso del procesamiento
térmico tiene una influencia decisiva en la biodisponibilidad de los nutrientes y los compuestos bioactivos

presentes en los alimentos (Koubaa et al., 2018). En las ultimas dos décadas, han surgido tecnologias de
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procesamiento innovadoras (por ejemplo, alta presion hidrostatica, campos eléctricos pulsados,
ultrasonidos, microondas) como alternativas adecuadas para el procesamiento de alimentos (Kovacevi¢ et
al., 2018). Estas tecnologias sostenibles proporcionan una mejor conservacion de los nutrientes nativos de
las frutas y hortalizas, evitan el crecimiento microbiano, utilizan menos energia, y pueden aplicarse a la
explotacion de subproductos ecoldgicos (Putnik et al., 2017). Por lo tanto, tienen impactos positivos desde
el punto de vista funcional, asi como en el desarrollo de nuevos productos funcionales.

Por otro lado, el uso de compuestos bioactivos para el desarrollo de alimentos funcionales esta
condicionado, en la mayoria de los casos, por la baja solubilidad y la reducida estabilidad y
biodisponibilidad. Para superar estos problemas, el uso de sistemas de administracion oral basados en
nanoparticulas o microparticulas de compuestos bioactivos o minerales esenciales pueden ser una solucion
efectiva (Tapia-Hernandez et al., 2019). De hecho, estos sistemas pueden desarrollarse en formas liquidas,
como geles y pastas, o en formas sélidas. Diversos autores han descrito los sistemas de vehiculizacién més
actuales adaptados a los ingredientes bioactivos en los sistemas alimentarios, ejemplo de ello, son las
microemulsiones, las nanoemulsiones, las emulsiones, las nanoparticulas de lipidos sélidos, los liposomas y
los biopolimeros en forma de microgel. Actualmente, se utiliza la técnica de electrospinning basada en un
conjunto de conceptos electromagnéticos para la encapsulacién de compuestos bioactivos, tanto hidrofilicos
como hidrofébicos. Estas técnicas modernas, nos dan un nuevo enfoque para solucionar problemas como
condiciones severas de temperatura, presion o tratamiento de sustancias (Bonat-Celli y Abbaspourrad,
2018; McClements, 2020). Si bien es cierto que se han desarrollado sistemas estables que aumentan la
solubilidad, la estabilidad y la biodisponibilidad de los compuestos bioactivos, uno de los mayores retos de
la industria es la dificultad de escalar los resultados del laboratorio a nivel industrial. A menudo surgen
problemas, porque los ingredientes o los sistemas de elaboracion no son practicos desde el punto de vista
comercial. Asimismo, existe el inconveniente de que, tras la adicion del compuesto funcional, las matrices
gue incorporan compuestos bioactivos pueden modificar sabor, textura, aspecto y estabilidad.

Por estos motivos, tras el desarrollo del alimento es necesario comprobar su actividad funcional
mediante evaluaciones rigurosas en humanos y animales para determinar con precisién su

biodisponibilidad, sus efectos, y su potencial toxicidad (Nikmaram et al., 2017).
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Dieta Mediterranea

En la actualidad, las ECV son la principal causa de muerte prematura en la mayoria de las poblaciones
y contribuyen al aumento de los costes sanitarios. La evidencia cientifica indica que las ECV pueden
prevenirse en gran medida si se abordan sus factores de riesgo conocidos, como el aumento de la presion
arterial y las concentraciones de colesterol plasmatico, el control de la diabetes mellitus tipo 2 (DMT2), la
obesidad y el estilo de vida poco saludable (Joseph et al., 2017). En este sentido, algunos investigadores, a
través de ensayos clinicos epidemioldgicos y aleatorizados, han demostrado que para la prevencion de las
ECV deben promoverse cambios en el estilo de vida, incluido un patrén dietético saludable (Bowen et al.,
2018). Uno de los patrones dietéticos mas saludables debido a sus beneficios ampliamente demostrados es
la Dieta Mediterranea, que se refiere al patron dietético tradicional caracteristico de las poblaciones que
bordean el Mar Mediterraneo. Este término fue definido inicialmente por Ancel Keys, en un estudio
pionero donde se compararon los habitos dietéticos de 7 paises (Estados Unidos, Japén, Finlandia, Paises
Bajos, la antigua Yugoslavia, Grecia e Italia) en relacion con los riesgos de ECV (Keys et al., 1980). Los
resultados mostraron una menor tasa de mortalidad por cardiopatia isquémica en los paises mediterraneos
(Keys et al., 1986). La base de estas tradiciones dietéticas comienza en los patrones de alimentos tipicos de
Creta, gran parte de Grecia y el sur de Italia, a principios de la década de 1960, donde la esperanza de vida
de las personas que habitaban en esas regiones estaba entre las mas altas del mundo, y tenian las tasas de
enfermedad coronaria, cancer y otras enfermedades relacionadas con la alimentacion mas bajas. Asimismo,
este patron dietético estaba estrechamente relacionado con un estilo de vida que incluia la practica constante
de actividad fisica y tasas bajas de obesidad (Willet, 2006).

La definicion de la Dieta Mediterranea ha cambiado a lo largo de los afios; hoy en dia, puede
describirse como un patrén dietético caracterizado por el consumo de aceite de oliva como principal fuente
de grasa, una elevada ingesta de alimentos vegetales, productos integrales, cereales, patatas, legumbres,
frutos secos y semillas, asi como cantidades bajas 0 moderadas de alimentos de origen animal (productos
lacteos, aves de corral, carnes rojas y huevos) y vino con moderacion en las comidas. Ademas, incluye
ciertos componentes de estilo de vida, como la practica de ejercicio fisico regular entre otros, que
histéricamente se han asociado a la salud y que siguen las personas en los paises que bordean el mar
Mediterraneo y complementan su efecto beneficioso (Figura 1). Aunque esta definicion esta ampliamente
aceptada, hay que tener en cuenta que la Dieta Mediterranea varia segin las caracteristicas de cada
poblacion mediterranea, lo que hace dificil establecer una definicion Unica y universal (D" Alessandro y De
Pergola, 2015). La Dieta Mediterranea ha sido objeto de diversos estudios, donde se ha confirmado que la
adherencia a este patron dietético puede brindar proteccion y disminuir significativamente el riesgo de
mortalidad por ECV, céncer, incidencia de enfermedad de Parkinson y Alzheimer, deterioro cognitivo leve,

asi como enfermedades cerebrovasculares (Sofi et al., 2010).
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Figura 1. Pirdmide tradicional de la Dieta Mediterranea. Los alimentos en la base de la pirdmide
siguen aportando los niveles mas altos de ingesta en términos de gramos/dia. Las fuentes de
proteinas animales se posicionan a una altura que sugiere una menor frecuencia de consumo y
contribucion a la ingesta total, ya que se ha cambiado el consumo diario al semanal. La parte
superior de la piramide presenta alimentos animales y ricos en azlcares que s6lo deben
consumirse ocasionalmente. Se hace hincapié en la preferencia por los alimentos locales,
estacionales, frescos y minimamente procesados, apoyando la biodiversidad y los alimentos
ecoldgicos y tradicionales.

Los estudios epidemioldgicos han puesto de manifiesto una relacion positiva entre el consumo de un
patron dietético occidental y una alta tasa de mortalidad, que puede estar relacionado con que el elevado
porcentaje de energia proveniente de grasa saturada y un bajo consumo de acidos grasos monoinsaturados
(AGMI) (Keys et al., 1986). El aceite de oliva es un ingrediente clave en la Dieta Mediterranea y de
acuerdo con los datos descritos por algunos autores una baja ingesta de acido oleico tiene relacion con el
desarrollo de enfermedades coronarias y una alta tasa de mortalidad (Bondia-Pons, 2007). Es importante
mencionar que el &cido oleico se encuentra mayoritariamente en el aceite de oliva virgen (AOV) y que se
ha demostrado en diferentes grupos poblacionales que las personas que consumen aceite de oliva como
principal fuente de grasa tienen mejor salud cardiovascular en relacion a las que no lo consumen (Keys et
al., 1986). Ademas, estudios posteriores han demostrado que, en comparacién con los carbohidratos, las
grasas monoinsaturadas y poliinsaturadas reducen las concentraciones en sangre de lipoproteina de baja
densidad (LDL) y triacilglicéridos (TAG), y aumentan la concentracién de lipoproteinas de alta densidad
(HDL) (Willet, 2006).

El estudio de Prevencién con Dieta Mediterranea en Espafia (PREDIMED) ha demostrado la eficacia

de la Dieta Mediterranea, suplementada con aceite de oliva virgen extra (AOVE) o con frutos secos
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(nueces), comparandola con una dieta hipocal6rica baja en grasas (dieta control), sobre la prevencion
cardiovascular primaria. Después de cinco afios de seguimiento, se ha demostrado la eficacia de la Dieta
Mediterranea suplementada con AOVE vy frutos secos en la prevencién de la enfermedad cardiovascular y
sus principales factores de riesgo, reduciendo en un 30% la incidencia de complicaciones cardiovasculares
cronicas, y respaldando los beneficios previamente publicados (Toledo et al.,2013; Estruch et al., 2018).
Asimismo, otros estudios clinicos y epidemioldgicos han puesto de manifiesto que la adherencia a la Dieta
Mediterranea se encuentra inversamente relacionada con el riesgo de incidencia a desarrollar diabetes,
sindrome metabdlico y a disminuir la presion arterial y las concentraciones sanguineas de TAG y LDL
(Esposito et al., 2011; Garcia et al., 2016; Jannasch et al., 2017).

La Dieta Mediterranea es probablemente uno de los patrones dietéticos mejor estudiados en relacién
con la prevencion de la ECV, lo que se refleja en la gran cantidad de investigaciones publicadas. Sin
embargo, se necesitan mas ensayos clinicos en diferentes poblaciones para proporcionar resultados de los

gue se puedan extraer recomendaciones basadas en la evidencia de este patrén dietético.

Aceite de oliva virgen

El olivo (Olea europaea L.) pertenece a la familia Oleaceae del género Olea, y se cultiva
principalmente en las regiones de la cuenca mediterranea (Ray et al., 2015). Su cultivo se dedica a la
produccion de aceite y aceitunas de mesa, que son productos alimenticios con una amplia tradicion
milenaria dentro de la Dieta Mediterranea, y son consumidos en el mundo por su alto valor nutricional. Su
principal componente es el acido oleico, y son una fuente de antioxidantes naturales, principalmente
compuestos fendlicos (Uylaser y Yildiz, 2014).

De acuerdo con el Comité Oleicola Internacional (COI), se les denomina AOV a los aceites obtenidos
mediante medios mecéanicos o fisicos en condiciones particularmente térmicas (bajas temperaturas) que no
conducen a alteraciones en el aceite, y que no hayan sufrido ningin tratamiento que no sea alguno de los
siguientes: recoleccion, lavado, molienda, batido, prensado, decantacidn, centrifugacion vy filtracion durante
su elaboracién (COI, 2020). Existen diferentes tipos de aceites de oliva que son aptos para el consumo
humano (COI, 2020), los cuales se describen a continuacion:

e Aceite de oliva virgen extra (AOVE): tiene una acidez libre expresada como acido oleico de no mas
de 0.8 gramos por 100 gramos. La denominacién extra se da a los aceites de mayor calidad y lo lleva
a cabo un panel de cata formado por expertos.

e Aceite de oliva virgen (AOV): es un zumo oleoso obtenido mediante el prensado en frio del fruto del
olivo en perfecta madurez, con una acidez libre, expresada como &cido oleico, de no mas de 2 gramos
por 100 gramos, y que no alcanza las caracteristicas de calidad organoléptica del AOVE.

e Aceite de oliva virgen ordinario: es aceite de oliva virgen con una acidez libre, expresada en acido

oleico, de no més de 3.3 gramos por 100 gramos.
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e Aceite de oliva lampante: es un aceite de oliva que tiene una acidez libre, expresada como &cido
oleico, de més de 3.3 gramos por 100 gramos, presenta un color y olor practicamente inadmisibles y
un analisis quimico con valores inadecuados, por lo que esta destinado a refinacion o para uso
técnico, generalmente se obtiene de aceitunas de suelo que han comenzado un proceso de alteracion.

e Aceite de oliva refinado: es un aceite de oliva obtenido mediante métodos de refinacion con
disolventes organicos, que no conducen a alteraciones en la estructura glicérica inicial. Tiene una
acidez libre, expresada como &cido oleico, de no més de 0.3 gramos por 100 gramos.

o Aceite de oliva: este aceite es una mezcla de aceite de oliva refinado y AOV. Tiene una acidez libre,
expresada como acido oleico, de no méas de 1 gramo por 100 gramos.

e EIl aceite de orujo refinado: es un aceite obtenido del aceite de orujo de oliva crudo, mediante
métodos de refinacién que no conducen a alteraciones en la estructura glicérica inicial. Tiene una
acidez libre, expresada como 4cido oleico, de no mas de 0.3 gramos por 100 gramos.

o El aceite de orujo de oliva: es el aceite que comprende la mezcla de aceite de orujo refinado y AQV,
aptos para el consumo tal como son. Tiene una acidez libre de no més de 1 gramo por 100 gramos.

Por otra parte, las aceitunas son ampliamente consumidas dentro de la Dieta Mediterranea. Se obtienen
a partir de los frutos sanos de variedades de olivo cultivado particularmente aptos para el aderezo, y
sometidos a tratamientos u operaciones pertinentes antes de ser ofrecidos para el consumo final. El fruto de
la aceituna es una drupa. Tiene bajo contenido de azlcar (2,6-6%) en comparacién con otras drupas
(>12%), y un alto contenido de aceite, entre 12-30% segln la época del afio y la variedad. Asimismo, es
rica en un compuesto caracteristico, la oleuropeina, que le aporta sabor amargo (Reglamento de Ejecucion
(UE) n°2016/81903; Convenio Internacional del Aceite de Olivay las Aceitunas de Mesa)

Las variedades de aceitunas son otro factor a considerar para determinar la calidad de los diferentes
tipos de AOV. La principal variedad de aceituna cultivada en Espafia es la Picual y representa el 58.2% de
la superficie total de Andalucia, distribuida en las provincias de Jaén, Granada y Cérdoba. Por otro lado, la
variedad Hojiblanca, representa el 18.1% de la produccion total y esta distribuida al sur de la provincia de
Cordoba, norte de Malaga y sudeste de Sevilla. Otra de las variedades mas cultivadas es la Arbequina que
destaca por su alto rendimiento y calidad (COlI, 2020).

De acuerdo a datos oficiales del afio 2019/20 se estima que la produccién mundial de AOV, en el afio
de cosecha agricola se encuentra en 3 144 000 toneladas, mientras que la produccion de los paises que
forman parte del COI declaran un total de 2 942 500 toneladas anuales, lo cual representa un 93.6% del
total de la produccién mundial de la campafia agricola 2019/20 (COI, 2020). La produccion en Andalucia
durante el periodo 2009/10-2013/14 fue de 1 100 00 toneladas al afio, lo que representa un 80% del total
nacional. Especificamente, las dos provincias principales productoras de AOV en la comunidad de

Andalucia son Jaén, con un 40% de la superficie cultivada, y Cordoba, con un 24%.
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Composicion quimica del aceite de oliva

El AOV esta formado por una fraccién saponificable, que representa el 98% aproximadamente de su
composicidn, constituida por TAG en los que los AGMI, principalmente 4cido oleico (C18:1), que puede
oscilar entre el 70-85% de los acidos grasos, y otros acidos grasos como el &cido linoleico o palmitoleico
presentes en menor cantidad. Los acidos grasos saturados (AGS) representan un 14% de la composicidn del
AQV, principalmente representado por &cido palmitico y acido esteérico. En la fraccion no saponificable
(aproximadamente 2%) se encuentran alrededor de 200 compuestos minoritarios de distinta naturaleza,
principalmente compuestos fenolicos y compuestos lipofilicos como el a-tocoferol (vitamina E) (Jimenez-
Lopez et al., 2020). Los compuestos fendlicos son responsables de la mayoria de los efectos beneficiosos y
propiedades funcionales atribuidas al AOV (Estruch et al., 2018). Asimismo, aportan aroma, color y gusto

al aceite, siendo los responsables de sus caracteristicas organolépticas (Angerosa et al., 2004).

Beneficios del aceite de oliva

Historicamente, el aceite de oliva y los subproductos del olivo, como los extractos de sus hojas, han
sido utilizados como remedios tradicionales para el tratamiento de algunas dolencias, tales como la curacion
de quemaduras, escalofrios, llagas, fortalecimiento de piel y musculos, dolores de estdmago, higado,
cabeza, y Ulceras, entre otros (Ray et al., 2015). Por otro lado, se ha demostrado que el AOV tiene
propiedades antioxidantes, antiinflamatorias y antimicrobianas, poniendo de manifiesto evidencia cientifica
y epidemioldgica que respalda los multiples beneficios que tiene su consumo (Ray et al., 2015). EI AOVE
es el componente principal de la Dieta Mediterranea, no solo por su contenido de AGMI, sino también por
su alto contenido en compuestos fendlicos. La evidencia clinica sugiere que la Dieta Mediterranea es
altamente recomendable para los pacientes con riesgo cardiovascular (Al-Ghamdim, 2018). De hecho, tras
revisar las evidencias, la EFSA confirm6 que el consumo de 5 mg de hidroxitirosol y sus derivados
(oleuropeina y tirosol), contenidos en 20 mL de AOV, mejora la salud cardiovascular principalmente
porgque ayuda a prevenir la oxidacion del colesterol LDL, y asi contribuye a la disminucion del riesgo
cardiovascular (EFSA, 2012). Posteriormente en 2017, una revision sistematica concluyd que el consumo
de dosis moderadas de AOV como las presentes en la Dieta Mediterranea influye en la expresién de los
genes relacionados con la ateroesclerosis (Herrera-Marcos et al., 2017).

Del proyecto PREDIMED se han derivado un gran nimero de estudios diferentes en los que se
confirma que la Dieta Mediterranea suplementada con AOVE proporciona una proteccion considerable
frente a la hipertension arterial. Este estudio demuestra que después de administrar dos tipos de Dieta
Mediterranea suplementada con AOVE 0 nueces se observaron valores mas bajos de presion arterial
diastdlica (PAD) en los sujetos de ambos sexos (Toledo et al., 2013). Asimismo, en otro estudio derivado
del PREDIMED en mujeres hipertensas se pone de manifiesto la eficacia en la mejora de la hipertension

arterial (Storniolo et al., 2017) y de la fibrilacion auricular (Barrio-Lopez et al., 2019). Ademas, el consumo
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de AOVE acompafiado de una Dieta Mediterranea puede disminuir el riesgo de desarrollar DMT2 y la
necesidad de tomar medicamentos hipoglucemiantes (Segui-Diaz, 2014; Basterra-Gortari et al., 2019).
Otros beneficios del AOVE que han sido demostrados cientificamente, son el aumento del HDL y la
ralentizacion de las primeras etapas del desarrollo de ateroesclerosis, gracias a su capacidad para disminuir
el estrés oxidativo, la inflamacion, y la presion arterial sistélica (PAS), asi como la mejora de la
funcionalidad endotelial, del control glucémico y por lo tanto del riesgo a desarrollar sindrome metabolico
(Yubero-Serrano et al., 2019). Diversas investigaciones sefialan que el consumo de AOVE en adultos que
padecen DMT?2 o con riesgo de padecerla, es beneficiosos tanto para la prevencion como para el manejo de
esta patologia, debido a que mejora el metabolismo de la glucosa y la capacidad antioxidante en pacientes
con sindrome metabdlico (Sureda et al., 2016; Schwingshackl et al., 2017). Los experimentos en modelos
murinos también sefialan un efecto beneficioso atribuido a la ingesta de AOVE, disminuyendo la
hipertension arterial, mejorando la funcion endotelial y disminuyendo el estrés oxidativo (Rodriguez-
Rodriguez et al., 2007; Romero et al., 2016).

El aceite de oliva virgen (AQV) es la principal fuente de grasa y es responsable de muchos de los
beneficios para la salud atribuidos a este patrdn dietético (Tsartsou et al., 2019). Tanto la presencia de &cido
oleico como de compuestos bioactivos minoritarios pueden ejercer actividades protectoras, ademas, se ha
descrito que los polifenoles del AOV son los principales componentes bioactivos (Robles-Almazan et al.,
2018). Los componentes menores presentes tanto en el AOVE como en los subproductos del olivar, como
sus hojas, varian segun la variedad, el clima, la madurez de las aceitunas en la cosecha, y el sistema de
procesamiento empleado para su elaboracion (Baltasar y de las Nieves, 2014). Entre los componentes
menores, los mas conocidos por sus propiedades antioxidantes, son los compuestos fenélicos, cominmente
Ilamados “polifenoles”, pero también contiene acidos triterpénicos caracterisitcos, que recientemente estan
siendo investigados por sus potenciales efectos saludables. Los A&cidos triterpénicos se encuentran
principalmente en la piel y el hueso de la aceituna, y por lo tanto pasan a formar parte del aceite de orujo y
les aportan caracteristicas organolépticas especificas (Sanchez-Rodriguez y Mesa, 2018). En 2019, una
revision sistematica evalu6 el efecto del AOVE con alto contenido de polifenoles (150-800 mg por kg de
aceite) en comparacion con AOVE con bajo contenido de polifenoles (0-132 mg por kg de aceite), sobre
factores de riesgo de ECV, concluyendo que existen evidencias que demuestran mejoras en biomarcadores
inflamatorios y en la hipertension arterial después de la ingesta de aceites ricos en compuestos fenolicos
(George et al., 2019).

Actualmente, hay un creciente nimero de estudios experimentales, tanto in vitro como in vivo en
modelos animales, asi como ensayos clinicos de intervencion que revelan nuevos aspectos y efectos para la
salud en relacién con la biodisponibilidad de los principales compuestos fendlicos del aceite de oliva
(hidroxitirosol, tirosol, oleuropeina y oleocantal). EI hidroxitirosol y la oleuropeina, en el AOVE, son
responsables de su peculiar sabor picante y de su alta estabilidad, siendo estos dos de los mas importantes

por sus efectos antiaterogénicos, cardioprotectores, anticancerigenos y neuroprotectores (Karkovié
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Markovi¢ et al., 2019). De manera general, se sabe que los compuestos fendlicos son capaces de reducir la
morbilidad y/o ralentizar la progresion de ECV, neurodegenerativas y cancerosas. El mecanismo de accion
de los polifenoles se relaciona fuertemente con su actividad antioxidante, que permite disminuir la

presencia de especies reactivas de oxigeno en el cuerpo humano (Gorzynik-Debicka et al., 2018).
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Hidroxitirosol

El hidroxitirosol (3,4-dihidroxifeniletanol) (Figura 2) es el principal compuesto fenolico del aceite de
oliva. Es un alcohol fendlico muy estable, que ha demostrado actividad cardioprotectora, anticancerigena,
neuroprotectora, antimicrobiana, y endocrina, entre otros (Karkovi¢ Markovic¢ et al., 2019). La oleuperina
(Figura 2) es un éster de acido elendlico y 3,4-dihidroxifenil etanol, es el glucésido secoiridoide més
abundante en las aceitunas y aceites mas verdes, y cuya hidrélisis libera hidroxitirosol a lo largo del tiempo
de maduracion del fruto, y durante la conservacion de los aceites (Imran et al., 2018).
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Figura 2. Estructura quimica del hidroxitirosol y la oleuropeina

Tanto el hidroxitirosol como la oleuropeina son fenoles vegetales capaces de ejercer actividades en el
organismo tales como la eliminacion de radicales libres y proteccion contra el dafio oxidativo. También se
han atribuido al hidroxitirosol actividades antiinflamatorias y antiagregacién plaquetaria, como otros
mecanismos responsables de sus propiedades cardioprotectoras y neuroprotectoras (Tejada et al., 2017). La
declaracion de salud aprobada por la EFSA reconoce las propiedades antioxidantes del AOV que contiene
al menos 5 mg de hidroxitirosol y sus compuestos relacionados (tirosol y oleuropeina) en 20 g de aceite
(EFSA, 2012). Ademas, el hidroxitirosol puede ejercer cambios en la expresion de factores de transcripcién
implicados en la proliferacién celular (Herrera-Marcos et al., 2017).

Por lo tanto, conseguir un aceite con un contenido elevado de polifenoles puede mejorar sus
beneficios. Estudios anteriores han demostrado el efecto cardioprotector del AOV enriquecido en
compuestos bioactivos del aceite de oliva en animales (Véazquez et al., 2019) y humanos (Sanchez-
Rodriguez et al., 2018; Sanchez-Rodriguez et al., 2019). Por otro lado, estudios recientes han demostrado
un fuerte efecto ergogénico sobre la actividad fisica y la remodelacion de supercomplejos mitocondriales
mas eficientes con menor produccion de especies reactivas derivadas del oxigeno a dosis de 20 mg/kg y
300 mg/kg de hidroxitirosol (Casuso et al., 2019; Al Fazazi et al., 2018).

La biodisponibilidad del hidroxitirosol radica en su solubilidad en lipidos y en agua, que le permite

penetrar facilmente en los tejidos. Se ha demostrado que los fenoles procedentes del AOVE, concretamente
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el hidroxitirosol, pueden absorberse en el organismo independientemente de la dosis ingerida, se
metabolizan y se excretan en orina (Gorzynik-Debicka et al., 2018). También se ha observado que la
biodisponibilidad del hidroxitirosol es mayor cuando se administra vehiculizado en AOV si se compara con
una matriz alimentaria diferente, debido a que el AOVE actlia como un vehiculo protector de sus propios
fenoles, previniendo su perdida antes de su absorcion en el tracto gastrointestinal (Visioli et al., 2003).

Sus propiedades beneficiosas estan estrechamente relacionadas con la capacidad para eliminar
radicales libres de oxigeno y nitrégeno, asi como para activar los sistemas antioxidantes endégenos del
organismo (Gorzyink-Debicka et al., 2018). El hidroxitirosol es capaz de quelar metales y posee una alta
eficacia antioxidante que le aporta la estructura o-dihidroxifenilo (Visioli et al., 2002). Asimismo, actla
principalmente como rompedor de la cadena de oxidacién, al donar un atomo de hidrégeno a los radicales
peroxilo que se estabilizan. El radical hidroxitirosol no es reactivo gracias a la presencia de un enlace de
hidrogeno intramolecular en el radical fenoxi (Karkovi¢ Markovi¢ et al., 2019). Se ha descrito que el
hidroxitirosol tiene potencial terapéutico antiaterogénico y cardioprotector y es muy eficaz para prevenir la
peroxidacion de lipidos y proteger las LDL de la oxidacidon (Abdel-Karim, 2016). Aungue los resultados no
siempre son coincidentes, algunos autores han descrito que la administracion de hidroxitirosol disminuyen
la eliminaciéon de isoprostanos en orina, compuestos de tipo prostaglandinas se producen tras la
peroxidacion de los lipidos y cuya concentracion en orina se asocia con enfermedades como
hipercolesterolemia y diabetes (Reyna-Villasmil et al., 2016).

Con respecto a la mejora en el perfil de lipidos en sangre, se ha puesto de manifiesto que el
hidroxititrosol puede disminuir las concentraciones séricas de colesterol total, TAG y LDL, asi como
algunos biomarcadores del estrés oxidativo (oxidaciéon de LDL) (Jemai et al., 2009; Cao et al., 2014). Se ha
comprobado que la suplementacién con hidroxitirosol durante un mes mejora el perfil lipidico en sangre en
conejos hiperlipémicos, en los que también se observd una mejora en el estado antioxidante y la
disminucion del riesgo de desarrollo de ateroesclerosis (Gonzalez-Santiago et al., 2006). El hidroxitirosol
también ejerce efectos beneficiosos sobre las HDL, aumentando sus concentraciones en plasma y
potenciando sus propiedades antiaterogénicas, ya que mantiene las propiedades fisicoquimicas que a su vez
mejoran la funcionalidad de las HDL, especialmente la capacidad de promover la eliminacién de colesterol,
y por tanto disminuir la incidencia de eventos coronarios relacionados con el desarrollo de aterosclerosis
temprana (Rietjens et al., 2007; Berrougui et al., 2015; Wu et al., 2018).

El efecto antiagregante plaquetario del hidroxitirosol se ha demostrado en modelos murinos, en los que
su administracién ayuda a prevenir la agregacion plaquetaria, que es factor implicado en procesos
trombdticos, que tiene efectos similares a los del acido acetilsalicilico (Gonzélez-Correa et al., 2008). Por
otro lado, Catalén et al. (2016) demostraron que este compuesto modula las proteinas relacionadas con la
proliferacion y migracion de células endoteliales, mejora la oclusion de los vasos adrticos, y también

modula las proteinas relacionadas con la insuficiencia cardiaca en este tejido.
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Se ha demostrado que la suplementacidn con hidroxitirosol disminuye la hipertension arterial y mejora
la disfuncion endotelial, gracias a su capacidad para inhibir la activacion de este tejido y la adhesion de
células monaociticas (Carluccio et al., 2003). Scoditi et al. (2014) identificaron el mecanismo protector
vascular del hidroxitirosol, que actla a través de la regulacion de las moléculas de adhesion de las células
vasculares implicadas en la aterogénesis temprana. Por otro lado, el hidroxitirsol mejora la funcion
endotelial en condiciones inflamatorias al prevenir la disfuncion mitocondrial, mejorando la funcion
endotelial, y por lo tanto contribuye asi a los beneficios frente a las enfermedades vasculares (Calabriso et
al., 2018). De forma similar, se ha descrito que el hidroxitirosol aumenta la funcién y la biogénesis
mitocondrial, es decir, concentraciones relativamente bajas de hidroxitirosol en los adipocitos aumentan la
expresion de todos los complejos de la cadena respiratoria mitocondrial, incluida la ATP-sintasa,
protegiendo a las mitocondrias frente a la reduccion de la sintesis de DNA mitocondrial y modulando la
actividad de factores criticos de transcripcién, por lo que se sugiere que el hidroxitirosol puede ser usado
como un compuesto terapéutico para la prevencion y tratamiento de DMT2 y obesidad (Hao et al., 2010).

En relacién con efectos antidiabéticos, el efecto del hidroxitirosol esta relacionado con los efectos
reguladores de lipidos y frente a la obesidad. Los ensayos clinicos han demostrado que la ingesta regular de
15 mg/dia de hidroxitirosol (c&psulas gastrorresistentes) durante 3 semanas modifica los parametros de
composicion corporal y modula el perfil antioxidante, la expresién de genes relacionados con la
inflamacion y el estrés oxidativo en voluntarios sanos (Colica et al., 2017). En 2013, un estudio evalu6 el
efecto de la administracion de 9.67 mg/dia hidroxitirosol mas 51.1 mg/dia oleuropeina durante 12 semanas
sobre factores de riesgo cardiovascular modificables por sobrepeso y obesidad, en adultos sanos con
sobrepeso. El estudio observo una mejora en la sensibilidad a la insulina y en la capacidad de secrecion de
las células B pancredticas, sin embargo, no se observaron cambios en la composicion corporal y en el indice
de masa corporal (IMC) (de Bock et al., 2013).

La suplementacién con hidroxitirosol y oleuropeina (8 y 16 mg/kg de peso corporal de cada
compuesto) durante 4 semanas en ratas Wistar con diabetes inducida por inyecciones intraperitoneales de
aloxan, demostr6 una actividad hipoglucemiante capaz de modificar los principales procesos bioquimicos
gue conducen a la vasculopatia diabética, disminuyendo significativamente las concentraciones séricas de
glucosa y colesterol, asi como las sustancias reactivas del acido tiobarbitirico (TBARS) y los componentes
del sistema antioxidante hepatico. Estos resultados sugieren que el efecto antidiabético de la oleuropeina y
el hidroxitirosol podria deberse a que su actividad antioxidante restringe el estrés oxidativo, que estd
ampliamente asociado con la patologia y complicaciones de la diabetes (Jemai et al., 2009). En ratas con
diabetes provocada por estreptozotocina, el hidroxitirosol disminuye significativamente la proliferacion
celular en la pared vascular, el estrés oxidativo y nitrosativo, las concentraciones en sangre de LDL
oxidada, la molécula de adhesion vascular VCAM-1 y mediadores inflamatorios, la agregacion plaquetaria
y laproduccién de tromboxano B, que son los principales procesos bioquimicos que conducen a la

vasculopatia diabética (Lépez- Villodres et al., 2016).
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Diversos estudios ponen de manifiesto que el hidroxitirosol previene el deterioro metabdlico,
reduciendo la inflamacién hepética y restaurando la integridad duodenal en un modelo de rata resistente a la
insulina, ademas de modular el estrés nitrosativo/oxidativo y restaurar la homeostasis de la glucosa (Pirozzi
et al., 2016). En ratones con obesidad inducida por dieta, se ha demostrado que el hidroxitirosol puede
mejorar la resistencia a la insulina al modular el estrés del reticulo endoplédsmico, y previene la esteatosis
hepética (Wang et al., 2018).

Por otro lado, la administracion de hidroxitirosol (20 mg/kg/dia) en un modelo de rata con sindrome
metabolico durante 8 semanas, provocd una disminucién de la adiposidad, una mejora en la tolerancia a la
glucosa y la insulina, mejora en la funcion endotelial y una disminucion de la PAS; asimismo disminuy6 la
fibrosis ventricular y los marcadores de dafio hepatico (Lemonakis et al., 2017). De forma similar, la
administracion oral de hidroxitirosol (20 mg/kg/d) en un modelo de ratas Wistar jovenes disminuyo la
esteatosis hepatica confirmando su eficacia frente al sindrome metabdlico, movilizando eficazmente los
lipidos hepéticos (Dagla et al., 2018)

Asimismo, el hidroxitirosol ha mostrado mejoras en las funciones neuroprotectoras atribuidas por la
reduccion del estrés oxidativo a nivel neuronal, protegiendo a las células neuronales frente a la toxicidad
inducida por B-amiloide (Rodriguez-Morat6, 2015; De las hazas et al., 2018). También se ha observado una
asociacion inversa entre el consumo de AOV y la prevalencia del deterioro cognitivo (Crespo et al., 2017).

Finalmente, diversos estudios in vitro e in vivo han mostrado efectos anticancerigenos significativos
del hidroxitirosol frente a varios tipos de células malignas, y con diferentes mecanismos de accion
propuestos. Se ha demostrado un beneficio eficaz frente a la proliferacion celular, el crecimiento celular, la
migracion, la invasion y la angiogénesis. El hidroxitirosol regula negativamente la expresion de las
proteinas BCL-2 y COX-2 y reducen el dafio del DNA (Fabiani, 2016). También se ha demostrado que el
hidroxitirosol y la oleuropeina inhiben varias etapas de la carcinogénesis del colon: iniciacién, promocion y
metastasis (Imran et al., 2018), y brindan proteccion frente a varios canceres humanos, incluidos el
colorrectal, de piel, de mama, tiroides, digestivo, pulmon, cerebro, sangre y cervical (Parkinson y Cicerale,
2016).

En consecuencia, después de confirmar la amplia evidencia cientifica sobre los beneficios del
hidroxitirosol, se confirma que puede ser un compuesto clave en el manejo de diversas enfermedades
cronicas (Parkinson y Cicerale, 2016). Ademas de acuerdo a las acciones y propiedades que tiene este
compuesto, actualmente esta aceptado como novel food (EFSA, 2017).

El objetivo de uno de los trabajos incluidos en esta Tesis Doctoral es la evaluacion de la toxicidad
aguda/subaguda, tras 14 dias de ingesta, y subcronica, tras 90 dias de ingesta, de un extracto acuoso de
AOQV rico en hidroxitirosol, segin la normativa 408 de la Organizacion para la Cooperacion y el Desarrollo
Econdmico (OCDE-408), en ratas.
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Acido ursolico (cascara de manzana como fuente de acido ursélico)

La Dieta Mediterranea destaca por el contenido de componentes bioactivos, principalmente presentes
en alimentos vegetales, como los 4cidos triperpénicos. Los acidos triterpénicos son metabolitos secundarios
de las plantas y estan presentes principalmente en la piel de las frutas, las hojas y la corteza del tallo.

El acido ursolico es un compuesto triterpénico pentaciclico natural
(1S,2R,4aS,6aR,6aS,6bR,8aR,10S,12aR,14bS)-10-hydroxy-1,2,6a,6b,9,9,12a-heptamethyl-
2,3,4,5,6,6a,7,8,83,10,11,12,13,14b-tetradecahydro-1H-picene-4a-carboxylic acido (Figura 3). La presencia
de este triterpeno forma parte de la Dieta Mediterranea ya que lo podemos encontrar en la planta del olivo,
donde se encuentra en mayor concentracion en la piel, el hueso del fruto y en las hojas, y asimismo,
encontramos acido ursélico en algunas especies vegetales como en la piel de la manzana (Pyrus malus), en
frutos como la ciruela (Prunus domestica), nispero (Eriobotrya japonica), arandanos (Vaccinium
myrtillus), moras (Morus alba), en las hojas de café (Coffea arabica), en hojas y corteza de eucaliptus
(Eucalyptus globulus), y en hojas y flores de plantas medicinales tales como albahaca (Ocimum basilicum),
romero (Rosmarinus officinalis), orégano (Origanum vulgare), menta (Mentha piperita), mejorana

(Origanum majorana), tomillo (Thymus), y la lavanda (Lavandula) (Jager et al., 2009).

Figura 3. Estructura quimica del acido ursolico

Beneficios en la salud del acido ursolico

En la actualidad, se ha suscitado un creciente interés por el &cido ursolico debido a sus efectos
benéficos en varios tejidos y 6rganos (Figura 4), mejorando la sefializacion de insulina en los tejidos,
disminuyendo la expresion de marcadores de dafio cardiaco en el corazon, la atrofia muscular, la
inflamacion y la sefializacion apoptoética, y aumentando la termogénesis y la cantidad de antioxidantes en el
cerebro y en el higado, ademas de tener efectos antiobesidad (Mancha-Ramirez y Slaga, 2016; Seo et al.,
2018)
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Figura 4. Rol del acido ursolico en diferentes 6rganos.

Se han demostrado potenciales efectos en las ECV relacionadas con la suplementacién de acido
ursolico en modelos animales. Senthil et al. (2007) demostr6é que la suplementacion de &cido ursolico (60
mg) durante 7 dias, mejora el perfil lipido y disminuye la peroxidacion lipidica (sustancias reaccionantes al
acido tiobarbitarico, TBARS) y las concentraciones séricas de proteinas unidas a membrana. El 4cido
ursolico contribuye a la restauracién de la actividad de las enzimas cardioprotectoras creatinina kinasa MB
(CK-MB) en ratas, lo que sugiere una proteccion frente a la isquemia cardiaca (Rhadiga et al., 2012).
Ademas, puede disminuir la frecuencia cardiaca en reposo y biomarcadores de fatiga, lactato y lactato
deshidrogenasa (LDH) (Bang et al., 2017).

Del mismo modo, se ha demostrado que el acido ursélico puede contribuir a la prevencion de varias
enfermedades cerebrales, ya que inhibe el estrés oxidativo y la excitoxicidad (Zhang et al., 2014). En el
higado, disminuye las especies reactivas de oxigeno (ERO) y las concentraciones de TBARS (Yang et al.,
2016). En células cancerosas, disminuye la proliferacion y el volumen y tamafio del tumor (Li et al., 2017).

Al mismo tiempo, se encontr6 una disminucion de la adiposidad, peso corporal, y en las
concentraciones de glucosa y colesterol en ayunas (Jeong et al., 2015). El tratamiento con acido ursolico
favorece la funcion de la insulina, protege frente a desordenes metabolicos, como el aumento del estrés

oxidativo sistémico, y disminuye la produccion de mediadores de inflamacion tales como el factor de
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necrosis tumoral o (TNFa), la quimocina (C-C motif) ligando 2, proteina quimioatrayente de monocitos-1,
interleucina (IL)-1 beta, 1L2, IL6 y IL8 (Yie et al., 2015).

Finalmente, el &cido ursélico carece de toxicidad, por lo que este componente estd siendo estudiado
para justificar su uso en el desarrollo de nuevos alimentos funcionales (Garcia et al., 2016). Actualmente, el
acido ursolico esta autorizado por la Comision Europea como un componente de aromas para productos
alimenticios y de los materiales de base para su produccion, en el &mbito de aplicacion de la Directiva
88/388/CEE del Consejo de 22 de junio de 1988, relativa a la aproximacion de las legislaciones de los

Estados miembros referente al uso de aromas (Gonzélez Vaqué, 1991).

Acido Ursélico y Masa Muscular

Algunos estudios han demostrado que el acido ursolico contribuye a la pérdida de peso y al aumento
del gasto energético muscular, activando la sintesis de proteinas e inhibiendo la atrofia muscular, el
envejecimiento y la pérdida de masa muscular asociada a denervacion (Kunkel et al., 2011; Milan et al.,
2015). Kunkel et al. (2011) describié que el tratamiento intraperitoneal con 25 mg/mL de &cido ursélico
ayuda al mantenimiento de la masa muscular y al incremento del didmetro de las fibras musculares, y
provoca un aumento de la secrecion de factor de crecimiento analogo de la insulina (IGF-I). Los datos
disponibles hasta el momento sugieren que el &cido ursélico aumenta la sensibilidad de los receptores a la
insulina y al IGF-1en el musculo esquelético, lo que activa la fosforilacion de la familia de proteinas Aktl y
Akt2, claves en las rutas de sintesis proteica (anabolismo), de hipertrofia muscular (crecimiento de tejido) y
del transporte intracelular de glucosa (Kunkel et al., 2011). Ademas, en el musculo esquelético disminuye
la actividad CK (Chen et al., 2017), a la vez que aumenta la liberacion de hormona del crecimiento y del
factor anédlogo de la insulina (IGF-1) al torrente sanguineo (Bakhtiari et al., 2007).

Algunos experimentos llevados a cabo in vitro en células musculares de mioblastos C2C12
demostraron que el acido ursolico favorece la activacion de proteina quinasa activadora de monofosfato de
adenosina (AMPK) y otras moléculas involucradas en la p-oxidacion de los &cidos grasos libres. Ademas,
la proteina UCP3 en el musculo esquelético activa la AMPK y aumenta ATP, sugiriendo que el &cido
ursélico quema &cidos grasos libres por la activacion de la B-oxidacion dependiente de AMPK y activa el
gasto energético (Rao et al., 2011).

El &cido ursolico activa adicionalmente la proteina mTOR, componente del complejo funcional
mTORCL1, y la S6K, clave del inicio de la traduccion proteica, la sintesis de proteinas del muasculo y el
crecimiento celular (Kunkel et al., 2012). La suplementacion con &cido ursélico en grupos experimentales
de ratones sometidos a ejercicio fisico estimula un mecanismo de mantenimiento de la activacion especifica
de dicho complejo mTORC1 inducida en ejercicios de resistencia (Ogasawara et al., 2013). Es importante
sefialar que el acido ursélico promueve directamente la sintesis de proteinas afectando a la proliferacion de

mioblastos (Figueiredo et al., 2012).
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Se ha puesto de manifiesto, que el acido ursélico puede potenciar el rendimiento fisico. Un estudio
realizado en roedores con obesidad sefialé que el tratamiento intraperitoneal con acido ursélico (200 mg/kg)
durante 7 dias, aumentaba la expresion de sirtuina 1 y la PGCla, responsable de la biogénesis mitocondrial
en el recto femoral, el tibial, gastronemio y gliteo, aumentando la proliferacion de las células satélite.
Ademas, los autores observaron que el &cido ursolico estimuld la expresién de la mioglobina (proteina
responsable del transporte de oxigeno) y aument6 la cantidad de fibra de tipo 1A (fibra intermedia
oxidativa/glicolitica), que son mas resistentes a la fatiga (Bakthtiari et al., 2015).

Por otro lado, se ha descrito en modelos murinos que la suplementacion con 0.27% de &cido ursolico
afiadida a la dieta durante 17 semanas mejora la capacidad fisica de los animales y disminuye la frecuencia
cardiaca en reposo, comparado con el ejercicio por si solo, debido al aumento de la hipertrofia muscular,
mediada por la estimulacion de la via Akt del musculo, y al aumento del tamafio de las fibras musculares de
contraccién rapida y de las fibras oxidativas de contraccion lenta (Kunkel et al., 2012). Otro estudio
realizado en ratones demostrd que el tratamiento con &cido ursélico durante 12 semanas aumentaba el
rendimiento de manera dosis dependiente (75, 150 y 300 mg/kg). Ademas, el aumento de la fuerza
muscular y la disminucion de la fatiga se confirmaron mediante pruebas de resistencia, mayor tolerancia al
ejercicio (en minutos) y mayor distancia (metros). Los parametros bioquimicos mostraron que las
concentraciones de lactato, la actividad enzimatica de LDH, aspartato aminotransferasa (AST), alanina
aminotransferasa (ALT) y fosfatasa alcalina eran menores con respecto al grupo control. Estos hallazgos
ponen de manifiesto que ademas de mejorar el rendimiento, el acido ursolico puede ser eficaz para controlar
la fatiga muscular (Jeong et al., 2015).

En humanos sanos sometidos a un entrenamiento de fuerza, la suplementacion con acido ursélico (450
mg via oral) durante 8 semanas, produjo una disminucion en el porcentaje de grasa corporal, aunque el
IMC, la masa magra corporal y los niveles de glucemia e insulina apenas variaron en comparacion con un
grupo control suplementado con placebo. Adicionalmente, las concentraciones plasmaticas de IGF1 e
irisina, y la fuerza muscular isdcinetica maxima (medido con dinamdmetro), aumento significativamente
con respecto al grupo control. Estos hallazgos sugieren que la elevacion de la irisina sérica inducida por el
acido ursélico puede mediar la mejora de la fuerza muscular esquelética durante el entrenamiento de fuerza
(Bang et al., 2014). Asimismo, se ha demostrado que la suplementacion con &cido ursélico mejora la
capacidad de ejercicio y tiene efectos beneficiosos sobre la resistencia cardiopulmonar y la fuerza muscular
(Cho et al.,, 2016). Sin embargo, se necesitan mas investigaciones para confirmar los mecanismos
moleculares que median la mejora de la capacidad para la realizacion de ejercicio inducida por acido
ursélico.

A pesar de la evidencia disponible acerca del efecto del acido ursélico en la mejora de la capacidad de
gjercicio, la resistencia pulmonar y la fuerza muscular, son necesarios mas investigaciones para dilucidar

aun mas los mecanismos de accidn de este componente.
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Acido ursélico y tejido adiposo

La adiposidad tiene una accion directa sobre la masa de musculo esquelético, disminuyendo la sintesis
proteica y provocando una atrofia muscular inducida por inflamacion. Dado que la contraccién muscular es
crucial para la homeostasis interna del organismo y el control de la funcién metabdlica, dicha accion se
considera importante para el mantenimiento de la salud. Adicionalmente, la obesidad y una baja masa
muscular ocasionan una disminucion de la fuerza con un riesgo prominente de fragilidad fisica y
dependencia en la funcion locomotriz, lo que acarrearia una mayor predisposicion a ganar peso (Katashima
et al., 2017). Se ha descrito que la incorporacion del &cido ursolico en la dieta y su consumo diario, puede
inducir la reduccién de adiposidad, acompafiada de efectos adicionales beneficiosos como el aumento en la
relacién de grasa parda y la reduccion de las concentraciones de glucosa y lipidos en plasma (Feng et al.,
2020).

La inclusion de &cido ursolico en la dieta produce una reduccién de grasa blanca y un aumento de la
proporcion de grasa parda, aumentando la tasa de gasto energético que proporciona proteccion frente a la
obesidad. Sin embargo, hasta el momento no se ha descrito el mecanismo de accion implicado, a pesar de
que el tejido graso marrén y el misculo esquelético derivan de las mismas células precursoras y comparten
las rutas de sefializacion de insulina e IGF-1, que desempefian un papel crucial en el control del desarrollo
de las grasas blanca y parda (Boucher et al., 2012). En el tejido adiposo, el acido ursélico aumenta los
receptores de insulina, la actividad Akt y disminuye la masa adipocitaria.

En varios estudios se ha descrito un aumento de la funcién de la grasa parda y, por lo tanto, un
aumento del gasto energético corporal inducido por &cido ursélico. El control de la termogénesis corporal
se produce acorde a la ingesta de alimento y al gasto energético. Dicha termogénesis viene determinada
principalmente por el funcionamiento del sistema nervioso simpatico y varias hormonas como la leptina y
la noradrenalina, que juegan un papel muy relevante en la homeostasis corporal (Lopez-Fontana et al.,
2003). Por otro lado, se ha evidenciado que la oxidacion de las grasas, especialmente acidos grasos
saturados, estimula vias inflamatorias que conducen a una ruptura de las sefiales termogénicas sensibles a
hormonas anorexigénicas o termogénicas, como la leptina, hormona tiroidea o péptido similar al glucagon
(GLP), en el sistema nervioso central, lo que conduce a un aumento del IMC (Drucker, 2001). Sin embargo,
la identificacién de alimentos que puedan ayudar a aumentar el gasto energético es considerado como un
posible objetivo terapéutico, en base a que una optimizacion del gasto energético podria estimular la grasa
parda, promocionando de este modo la produccion de calor y el gasto de energia a través del aumento de la
termogénesis por la sobreexpresion de proteina desacoplante 1 (UCP1) (Bostrom et al., 2012). Un estudio
demostro que los animales tratados con &cido ursélico (0,5%) en su dieta durante 6 semanas redujeron su
peso corporal y las concentraciones de TAG, acompafiados de un incremento del gasto energético a través
de la B-oxidacion de &cidos grasos libres (Rao et al., 2011). En un estudio realizado en ratones con obesidad

inducida por la ingesta de una dieta rica en grasa, y que provoca una esteatosis hepatica e intolerancia a la
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glucosa, la suplementacion con acido ursolico al 0.27% durante 6 semanas, provocd un aumento del gasto
energético y de la expresion de la proteina UCP1 en la grasa parda (Kunkel et al., 2012).

El 4cido ursolico ha suscitado gran interés por su actividad antiobesidad. En 2012, Kunkel et al.
demostraron una menor adiposidad (grasa epididimaria) en ratones alimentados con una dieta estandar
suplementada con un 0.14% de &cido ursélico durante 7 semanas, asi como un incremento de la
fosforilacion de PKB/Akt que podria inducir un aumento en la captacion de glucosa por el masculo. Estos
efectos podrian sugerir un efecto beneficioso del acido ursélico en la reduccion de los niveles de glucemiay
la diabetes. Resultados similares se obtuvieron cuando los ratones fueron tratados con una dieta
suplementada con un 0.27% de &cido ursélico durante 5 semanas, observandose una reduccién de la
adiposidad y las concentraciones de leptina (Kunkel et al., 2012). Posteriormente, se evalud su efecto sobre
el peso corporal y las concentraciones de glucosa insulina y leptina en sangre, en ratones con obesidad
inducida por dieta rica en grasas con una dosis de 10 mg/kg al dia durante 20 semanas. De manera
interesante, el grupo tratado con el acido ursélico mostré una menor ganancia de peso, y menores niveles de
leptina, insulina y glucemia con mejoria de la resistencia a la insulina y trastornos metabélicos (Yan-Xiang
et al., 2013). Se ha descrito que ratones con obesidad inducida con dieta rica en grasa y suplementada con
distintas cantidades de &cido ursolico (0.125%, 0.25% o 0.5%) durante 6 semanas, mostraban un menor
peso corporal, esteatosis y dafio hepatico, acompafiado de un incremento de PPARa en higado (Li et al.,
2014). Adicionalmente, resultados similares se observaron in vitro, demostrando el papel del PPARa en la
mejoria de la esteatosis hepética en presencia de acido ursélico en células hepaticas humanas HL-7702 (He
etal., 2013).

Aungue se han demostrado abundante evidencia del papel del acido ursdlico frente a la obesidad y sus
comorbilidades, también se han demostrado efectos beneficiosos en numerosas otras patologias como la
inhibicion del crecimiento tumoral, atenuacion de sepsis, envejecimiento, HIV, inflamacion y artritis
reumatoide (Zhang Y et al., 2020). A pesar de que el acido ursélico desempefia un papel importante en las
enfermedades crénicas, comprender cdmo interactlan, asi como los beneficios en la regulaciéon de la
termogénesis corporal y la adiposidad es de gran interés para el desarrollo de estrategias nutricionales
destinadas a combatir los trastornos metabolicos relacionados con el exceso de peso (Tseng et al., 2010)

El objetivo de uno de los trabajos incluidos en esta Tesis Doctoral es la evaluacion de efecto del

consumo de acido ursolico sobre la reduccion de la grasa y la hipertrofia muscular en Humanos.
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Chia (Salvia hispéanica)

En la actualidad, el creciente interés mundial sobre la salud publica ha dado lugar a la demanda de
alimentos funcionales con multiples beneficios para la salud, con la finalidad de ayudar a disminuir el
riesgo a padecer ECV. Los beneficios de los alimentos funcionales se deben principalmente a la presencia
de ingredientes activos. Un ejemplo de estos alimentos es la Chia (Salvia hispanica L.), que ha sido un
alimento indispensable para la poblacion desde las culturas mesoamericanas hasta la actualidad, gracias a
gue es una de las principales fuentes vegetales de (AGPI) especialmente por su contenido en acidos grasos
omega 3, proteinas de alta calidad, fibra dietética, vitaminas, minerales y una amplia gama de polifenoles
gue le otorgan un gran potencial antioxidante y puede catalogarse como un alimento completo y saludable
(Rovati et al., 2012).

Chia es el nombre comln de algunas especies pertenecientes al género Salvia (Foto 1), entre las que
destacan Salvia columbariae, Salvia hispanica y Salvia polystachya. La S. hispanica debe su nombre a
Carolus Linnaeus (1707-1778), quien la encontrd creciendo de forma silvestre en el nuevo mundo
(Edwards, 1819). Sin embargo, la chia es nativa de México y fue introducida en Espafia después de que
Hernan Cortés se estableciera en ese pais (Ortiz de Montellano, 1978). La semilla de la chia (S. hispanica
L.) tiene un especial significado en América Latina, principalmente porque ha sido consumida desde la

antiguedad por los pueblos mesoamericanos y su hombre se atribuye a estas poblaciones.
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Foto 1. Semillas de Salvia hispanica L.

La semilla de chia ha sido cocinada como semilla entera, harina de semilla, mucilago de semilla y
aceite de semilla. Varios autores han destacado la importancia del uso de la chia como ingrediente de
bebidas y alimentos en el México precolombino (Cahill, 2003). Segin Fray Juan de Torquemada, la
practica comun de tostar y moler las semillas para producir harina, conocida como Chianpinolli, imitaba el

procesamiento de los granos de maiz y a menudo ambos granos se procesaban simultaneamente. El
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chianpinolli se incorporé a tortillas, tamales y varias bebidas aztecas conocidas como chianatoles (Cahill,
2003). Para los aztecas, la cosecha de chia era tan importante como el maiz, y junto con las semillas de
amaranto estos cultivos eran muy apreciados. Basandose en un gran nimero de registros y publicaciones,
Cahill (2003) ha recogido las pruebas de la importancia que tenia la chia para los habitantes precolombinos
de Mesoamérica. Este autor ofrece una excelente revision y analisis de diversas fuentes, que incluyen
documentos anteriores y posteriores al afio 1600, entre los que se encuentran codices del siglo XVI, escritos
de naturalistas, estudios etnograficos y especimenes de herbario con informacién etnobotanica. Asimismo,
este autor cataloga y describe el uso de la chia en la medicina popular, la preparacion de alimentos, asi
€Omo en cuestiones artisticas y religiosas.

Las interacciones planta-hombre de la especie S. hispanica tienen una larga historia. La domesticacion
y la seleccién humana de esta planta dieron lugar a cambios en la morfologia de las semillas de chia (Cahill
y Ehdaie 2005), y la diversidad genética entre las distintas variedades de S. hispanica ha sido ampliamente
documentada (Cahill y Ehdaie, 2005; Cahill y Provance, 2002; Joseph, 2004). La semilla consta de tres
partes principales: la cubierta, el embrién y el endospermo. La testa o capa sirve de capa protectora del
embrion y contiene el mucilago, una sustancia polisacarida que se hincha al entrar en contacto con el agua
formando una capsula pegajosa y gelatinosa alrededor de la semilla que esta fuertemente adherida a ella. La
funcion real del mucilago se desconoce, sin embargo, se cree que su presencia regula la pérdida de agua de
la semilla, lo que permite a la planta crecer en regiones aridas (Ting et al., 1990). Aunque la planta crece
mejor en regiones tropicales y subtropicales, las plantas de chia también pueden cultivarse en climas
templados (Ayerza y Coates, 2004).

Las semillas de chia son pequefias, de aproximadamente un par de milimetros de longitud, y tienen una
forma ovalada y ligeramente aplanada con una relacion anchura/grosor de aproximadamente 1/3, y la
humedad relativa ambiental varia de acuerdo a la especie y a la zona donde se cultive (Mufioz et al., 2012;
Porras-Loaiza et al.,, 2014). Normalmente, las semillas son muy estables a las condiciones de
almacenamiento, ya que no son altamente higroscépicas (Moreira et al., 2012). Como resultado del cultivo
y la domesticacidn, la S. hispanica ha sufrido varios cambios en las caracteristicas cualitativas, incluyendo
el color de la cubierta de la semilla, la pigmentacion del tallo y el desgranado. El color habitual de la chia es
gris con manchas oscuras, y se sabe que un Unico gen recesivo, designado como SSC, controla el color
blanco caracteristico de la semilla, mientras que un Unico gen dominante, conocido como SSP, es el
responsable de controlar la pigmentacion estriada del tallo (Cahill y Provance, 2002). Porras-Loaiza et al.
(2014) describieron algunas propiedades fisicas y caracteristicas quimicas de las semillas de chia de cuatro
regiones diferentes de México, y describieron que la distribucion del tamafio de la semilla no se ve afectada
significativamente por la region de origen, siendo similares los valores de longitud (2.03-2.10 mm), ancho
(1.27-1.32 mm), grosor (0.77-0.81 mm) y superficie (4.95-5.42 mm?) de la semilla.
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Composicion de la semilla de chia

Aunque las hojas de las plantas de chia tienen un potencial interés comercial por su composicion, las
semillas son la parte més atractiva, fundamentalmente por su contenido en proteinas, fibra, antioxidantes y
acidos grasos insaturados omega-3 (Bushway et al., 1981; Taga et al., 1984). La composicion de la semilla
es variable y depende de la especie y region donde crece (Ayerza, 1995). No obstante, Porras-Loaiza et al.
(2014) describieron pequefias fluctuaciones de nutrientes entre semillas cultivadas en diferentes regiones de
Meéxico. Las semillas tienen un alto contenido en proteinas (18.5-22.3%), grasas (21.5-32.7%) y fibra (20.1-
36.1%). Segun sus propiedades fisicoquimicas, el aceite, estd compuesto principalmente por &cidos grasos
insaturados (Velasco et al., 2004), y la relacion entre los acidos grasos omega-3 y omega-6 encontrados en
las semillas de chia fue de 3:1 (Porras-Loaiza et al., 2014). El departamento de agricultura de Estado
Unidos (USDA) describe que la semilla de chia contiene aproximadamente un 5.80% de humedad, un
16.54% de proteinas, un 30.74% de lipidos totales, un 34.40% de fibra dietética total, un 42.12% de
carbohidratos totales, calcio (714 mg/100g), fésforo (1067 mg/100g), potasio (700 mg/100g) y magnesio
(390 ¢/100 g), ademas las semillas de chia son una buena fuente de niacina (6.13 mg/100g) y vitamina A
(44 1U/100g) (USDA, 2004). Asimismo, la chia es un producto sostenible y respetuoso con el medio
ambiente, puede ser almacenada durante afios sin alterar su contenido nutricional, sabor, ni olor. En
consecuencia, es un producto ideal para enriquecer productos alimentarios y para su uso como materia

prima en alimentos funcionales (Fernandez, 2010).

Lipidos en la semilla de chia

La naturaleza de los lipidos presentes en la chia ha sido ampliamente documentada en la literatura. Sin
embargo, hay algunas deferencias en la composicion y el contenido de acidos grasos especificos, ya que
depende en gran medida de la especie y de las condiciones agrondmicas del cultivo. Por ejemplo, algunas
fuentes (USDA, 2004) informan que la semilla tiene una proporcion 2:1 de acidos palmitico (16:0) y
estearico (18:0), 2.3% de acidos grasos monoinsaturados en una proporcion 5:1 de acidos oleico (18:1 n9) y
palmitoleico (16:1 n9), y 23.7% de AGPI. La semilla de chia contiene cantidades significativas de los
acidos grasos esenciales alfa-linolénico (ALA; 18:3 n3) y &cido linoleico (AL; 18:2 n6) (Morales et al.,
2012). Estos acidos grasos esenciales deben ser ingeridos como parte de la dieta, y en el organismo son
precursores metabolicos de un grupo de acidos grasos mas elongados que juegan un papel importante en el
organismo, siendo el AL el precursor del &cido araquidonico (AA) y el ALA el precursor de los acidos
grasos eicosapentaenoico (EPA) y docosahexaenoico (DHA). El AL y el AA pertenecen a la serie de los
acidos grasos omega-6 (n6), mientras que el ALA 'y sus derivados metabolicos (EPA y DHA) corresponden
a los &cidos grasos de la serie omega-3 (n3). EI AA y EPA son precursores de una serie de eicosanoides
mediadores de la inflamacion, vasoconstriccion y coagulacion. EI AL y ALA compiten por las enzimas de

desaturacién (A-5 y A-6) y elongacion, favoreciendo el metabolismo del acido graso con mayor grado de
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instauracion, en este caso el ALA. Esto conlleva una disminucion de la biosintesis de AA (molécula con
una actividad proinflamatoria mas potente que el EPA), y de la relacion &cidos grasos omega-6/omega-3,
que se relaciona con un mayor riesgo cardiovascular (Suri et al., 2016) en la naturaleza la disponibilidad de
ALA se limita a unos pocos aceites vegetales como el de chia, canola y soja, mientras que el EPA y DHA
se encuentran en pescados grasos o azules. Cabe sefialar que el consumo de estos alimentos ricos en ALA
no es en general elevado, lo que ocasiona una baja ingesta de estos acidos en relacion a sus requerimientos
(IDRomega-3: 1.1-1.5 g/dia; IDRomega-s: 2-7g/dia) (Gil A, 2014). En este sentido, hoy en dia, las semillas de
chia son consideradas como una fuente vegetal rica en omega-3, y constituyen una forma facil y accesible
para lograr los multiples efectos saludables atribuidos a estos acidos grasos (Cotin et al., 2011; Musa-
Veloso et al., 2011).

Proteinas de la semilla de chia

El contenido en proteinas de las semillas de chia oscila entre el 16 y el 23%, dependiendo de la zona
geografica en la que se haya cosechado. Este contenido es mas alto en comparacién con otros granos y
cereales que normalmente tienen menos del 16%. Es importante mencionar que la cantidad de proteinas
puede variar segun la fuente botanica, la variedad de la planta, el método de extraccion, entre otros factores
(Vézquez-Ovando et al., 2010). La proteina de la chia tiene una buena digestibilidad (78.9%), similar a la
de la caseina (88.6%) (Sandoval-Oliveros y Paredes Lopez, 2013). El valor de digestibilidad de la proteina
de chia es un indicador general de la calidad nutricional de sus componentes y puede estar asociado a las
estructuras quimicas que la hacen mas o menos susceptibles a las enzimas proteoliticas (LApez et al., 2018).

El contenido de aminoacidos de la proteina obtenida de la chia es mas completo que el de la proteina
de otros granos (Ayerza y Coates, 2001). Las semillas de chia contienen todos los aminoacidos esenciales
para los humanos, como es la isoleucina, leucina, lisina, metionina, fenilalanina, treonina, triptéfano,
histidina y valina (Sandoval-Oliveros y Paredes-Ldpez, 2013). Olivos-Lugo et al. (2010) evaluaron el perfil
de aminoécidos, la puntuacion quimica y las pruebas de digestibilidad in vitro de la chia, y demostraron que
la proteina contenia altas cantidades de acido glutamico (123 g/kg de proteina cruda), arginina (80.6 g/kg de
proteina cruda) y &cido aspartico (61.3 g/kg de proteina cruda). En general las proteinas de origen vegetal
son una buena fuente de aminoacidos esenciales (Montoya et al., 2015), sin embargo, el perfil de
aminoacidos esenciales de la chia es deficiente en lisina respecto a las normas propuestas por la OMS
(FAO/OMS/UNU, 1985) para los nifios en edad preescolar. Por lo tanto, la chia no se recomienda como
Unica fuente dietética de proteinas, y seria necesario complementarla con una fuente rica en lisina.

Por otro lado, se han estudiado las propiedades funcionales de la semilla de chia y se ha observado la
capacidad de retencion de agua, de gelificacion y de formacion de espuma, asi como de retencion de aceite
que tiene esta semilla, esta capacidad podria estar asociada con la presencia de mucilago, que actia como

fibra soluble, capaz de mantener el agua dentro de su matriz (Herndndez-Jarddn, 2007). Se ha establecido
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que el aislado de proteina de chia tiene una excelente capacidad de retencion de aceite (4.04 g/g), lo que lo
convierte en un posible aditivo en productos de panaderia y emulsiones alimentarias debido a que las
proteinas tienen la capacidad de formar peliculas elésticas cuando se incorpora glicerol o sorbitol como
plastificante (Olivos-Lugo et al., 2010).

Vazquez-Ovando et al. (2013) realizaron un estudio sobre las propiedades fisicoquimicas y funcionales
de una fraccién rica en proteinas obtenida de las semillas de S. hispanica por fraccionamiento en seco,
describiendo una actividad emulsionante del 50-56%, concluyendo que las semillas de chia pueden ser un

aditivo alimentario y se puede utilizar como estabilizante de emulsion o de espuma.

Compuestos bioactivos de la semilla de chia

Entre la diversidad de compuestos que pueden estar presentes en todas las variedades de semillas de
chia, los antioxidantes son sin duda algunos de los méas importantes. La produccion de radicales libres, esta
regulado por diferentes rutas metabdlicas debido a que representa la primera linea de defensa de los seres
vivos, por tanto, un desbalance entre antioxidantes enddgenos y radicales libres (estrés oxidativo) se puede
relacionar con patologias y envejecimiento (Coronado et al., 2015). Los antioxidantes presentes en la chia
son de naturaleza fendlica y pueden estar en forma libre o unidos a azlcares mediante enlaces glucosidicos,
lo que aumenta su solubilidad en agua. Con respecto a la funcién antioxidante de los polifenoles, la
evidencia indica que poseen una amplia gama de actividades bioldgicas, entre las que se encuentran, la
capacidad para la modulacion de enzimas, quelacion metalica, efectos sobre vias de sefializacion y
expresion de genes, proteccion contra radicales libres, entre otras (Ali et al., 2012). La identidad de los
principales antioxidantes esta bien documentada en la literatura. Los compuestos fendlicos mas importantes
son los &cidos clorogénicos, cafeico, ferdlico y cumérico, asi como los flavonoides miricetina, quercetina y
kaempferol (Ayerza y Coates, 2001). La evidencia cientifica indica que la quercetina, el acido caféico y el
acido clorogénico tienen una fuerte actividad frente a radicales libres y procesos oxidativos inhibiendo la
peroxidacion lipidica (Makris, 2001), mientras que la miricetina y quercetina seguidas por el kaempferol
son los flavonoides con mayor actividad neutralizadora de radicales libres (Rodrigo et al., 2011). Por otra
parte, los tocoferoles son de gran importancia bioldgica debido a sus propiedades antioxidantes y a su
efecto protector frente a enfermedades degenerativas y la peroxidacién lipidica (Jiménez et al., 2013).

En este sentido, el conocimiento actual acerca de los beneficios del consumo de antioxidantes naturales
ha llevado a un aumento considerable no s6lo en el consumo de la semilla de chia sino también al estudio
de sus compuestos bioactivos. Un estudio realizado en México, en los estados de Jalisco y Sinaloa, evalud
el contenido total de compuestos fendlicos de las semillas de ambos origenes, y describié un total de
0.92+0.04 para las semillas de Jalisco y 0.88+0.01 mg/g de extracto de semilla de chia para las de Sinaloa.
En esta Gltima los flavonoles se encontraban en mayor cantidad (0.59 mg/mL de extracto crudo y 0.65
mg/mL de extracto hidrolizado) que en las de Jalisco (0.38 mg/mL de extracto crudo y 0.43 mg/mL de

extracto hidrolizado. Es mas probable que los principales compuestos fendlicos de los extractos crudos sean
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una mezcla de glucdésidos de quercetina y kaempferol, predominando las formas agliconas en los extractos
hidrolizados. Los &cidos clorogénico y cafeico solo estan presentes en pequefias cantidades en los extractos
crudos no hidrolizados, probablemente porque estos acidos son sensibles a las condiciones de hidrdlisis.
Ademas, los extractos analizados de semillas de chia no contenian antocianinas (Reyes-Caudillo et al.,
2008).

La actividad antioxidante de los extractos de chia se ha evaluado mediante el cribado de la actividad
antioxidante del cation radical del acido 2.20-azino-bis-3-etilbenzotiazolina-6-sulfénico (radical ABTS+),
el sistema modelo del 4cido B-caroteno-linoleico (B-CLAMS) y los ensayos del sistema de peroxidacion in
vitro de los liposomas. Los resultados muestran que los extractos crudos tienen una actividad antioxidante
similar al antioxidante comercial Trolox® utilizado como referencia (Reyes-Caudillo et al., 2008). En el
mismo trabajo, los autores demostraron por primera vez que diferentes concentraciones de polifenoles de
los extractos hidrolizados y crudos de semillas de chia pueden mostrar un efecto antioxidante en una
emulsion alimentaria modelo de agua en aceite.

Posteriormente, Martinez-Cruz y Paredes-Lopez (2014) analizaron la semilla de chia (S. hispanica L.)
para determinar los compuestos fendlicos totales, la actividad antioxidante y la cuantificacion de los &cidos
fendlicos y las isoflavonas mediante cromatografia liquida de ultra alta resolucién. Los compuestos
fendlicos identificados y cuantificados en los extractos de chia fueron los é&cidos rosmarinico,
protocatéquico, cafeico y galico y la daidzina. Ademas, también se detectaron el acido ferulico, la genistina
y la genisteina. Entre los compuestos descritos, el &cido rosmarinico fue el antioxidante més abundante
(0.927 mg/g). Ademas, también se identificd la presencia de glicina. En resumen, este estudio demuestra
que la semilla de chia tiene una alta capacidad antioxidante y representa una nueva fuente de isoflavonas

que podria incorporarse a la dieta humana.

Semilla de chia como alimento funcional

El interés por la semilla de chia ha crecido debido a sus reconocidos atributos y propiedades como
buena fuente de diferentes componentes como acidos grasos insaturados, proteinas, antioxidantes, fibra
dietética y componentes bioactivos que la hacen ahora atractiva en todo el mundo como un alimento
funcional con un claro impacto sobre la salud. (de la Paz-Salgado-Cruz et al., 2014). La chia puede
considerarse como un "alimento funcional" porque ademas de contribuir a la nutricion humana, ayuda a
aumentar el indice de saciedad, previene las ECV, la diabetes, y los trastornos inflamatorios y del sistema
nervioso, entre otros. Hoy en dia, la semilla de chia ofrece un enorme potencial para la salud y la
alimentacion, y esta siendo utilizada para la preparacion de productos farmacéuticos, nutracéuticos y los
piensos para alimentacion animal, debido a sus componentes funcionales (Mufioz et al., 2013).

En el afio 2000, las Guias Alimentarias de EE.UU. recomendaron que la semilla de chia puede
utilizarse como alimento principal sin superar los 48 g/dia. La chia se consume comunmente en forma de

ensalada a partir de los brotes de chia, en bebidas, cereales y aderezos para ensaladas a partir de la semilla,
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o también puede consumirse cruda. La Comision Europea aprobo el uso de semillas de chia en productos de
panaderia con un limite méximo del 5%. Aparte del pan, la industria alimentaria de varios paises del
mundo, como Estados Unidos, Canadd, Chile, Australia, Nueva Zelanda y Meéxico, ha utilizado
ampliamente las semillas de chia o su aceite para diferentes aplicaciones, como cereales para el desayuno,
barritas, aperitivos de galletas, zumos de frutas, pasteles y yogures (Norlaily et al., 2012).

Considerando que la principal causa de muerte en el mundo son las ECV (OMS, 2015), se ha descrito
que las semillas de chia tienen una actividad cardioprotectora en gran parte debido a su contenido en ALA,
en fibra dietética, en tocoferoles y en polifenoles (Ferreira et al., 2015). Estos componentes, descritos en la
semilla, desempefian un papel importante en la formacién de compuestos bioquimicos vitales tales como
prostaglandinas, leucotrienos y tromboxanos que intervienen en numerosos procesos como la inflamacién o
la hipertensién. También mejora la frecuencia cardiaca y protegen de la arritmia ventricular (Abedi y
Sahari, 2014).

Se han descrito varios mecanismos por los que los &cidos grasos omega-3 podrian resultar beneficiosos
a nivel cardiovascular: anti-inflamatorio, anti-trombético y anti-arritmica, evitan la adherencia de plaquetas
en las arterias, y contribuyen en la disminucidn de la presién sanguinea y a la reduccion de la concentracion
de TAG en plasma (Farré y Macaya 2006). Los omega-3 y 6 son precursores de prostagalandinas,
leucotrienos y tromboxanos (sustancias que participan en diferentes actividades como anticoagulantes y
atiagregantes (Losoya et al., 2017). Los &cidos grasos presentes en la semilla de chia han demostrado
efectos que podrian también ayudan a la prevencion de las ECV, mediante la disminucién de las
concentraciones plasmaticas de factores de crecimiento y moléculas de adhesion, lo que favorece la
reduccion de la proliferacion de células del masculo liso en la parte interior de la pared vascular, y retrasa el
proceso aterosclerdtico (De la Sancha, 2019). En 2021, un metaandlisis demostré el consumo de chia
reduce los &cidos grasos libres y saturados, y aumenta los AGPI, ALN, EPA y LA en plasma, y sugiri6 que
el consumo de chia puede tener un efecto protector sobre el perfil lipidico, disminuyendo el colesterol total,
los TAG y las LDL, y aumentando las HDL (De Abreu-Silva et al., 2021). Por otro lado, los &cidos grasos
presentes en la semilla de chia son de especial interés debido a que son antiinflamatorios y tienen efecto
terapéutico en enfermedades inflamatorias (Rovati et al., 2012). Entre los beneficios de estos lipidos
encontramos, actividades hepatoprotectoras y antidiabéticas, ademas de que pueden ayudar al tratamiento
en patologias como artritis autoinmune y el cancer (Gutiérrez-Tolentino et al., 2014).

La fibra dietética presente en la semilla de chia ha evidenciado tener numerosos beneficios para la
salud cardiovascular, concretamente sobre la hipercolesterolemia, la diabetes tipo 2, obesidad, hipertension
arterial, y el sindrome metabdlico (Estruch et al., 2009). Los polifenoles, poseen un efecto antioxidante,
antitrombotico, antiinflamatorio y antiapoptotico que contribuye a su proteccion cardiovascular (Dell’ Agli
et al., 2004). Algunos estudios han demostrado que estos compuestos también pueden inhibir la enzima
convertidora de la angiotensina (ECA), accién que justificaria también sus efectos vasodilatadores y

cardioprotectores (Ojeda et al., 2010). Otro de los beneficios que aporta la semilla de chia a la salud es al
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control de peso, gracias a la cantidad y tipo de fibra que contiene, debido a que tiene un efecto saciante. Las
proteinas contenidas en este alimento también se han asociado al control de peso, esto se debe a que pueden
ayudar a reducir el apetito y antojo por cierto alimentos, gracias a la sinergia entre su alto contenido de fibra
y proteina (Dschoutezo, 2016).

En relacion con los beneficios que las proteinas de chia aportan a la salud, encontramos, que los
péptidos bioactivos presentes pueden ser responsables de los efectos positivos encontrados en estudios de
investigacion en humanos que consumieron la semilla de chia entera; aunque, muchos resultados aln no
son concluyentes. Pueden actuar como compuestos reguladores con actividad similar a la hormonal, asi
como agentes antihipertensivas, hipocolesterolémicos, antioxidantes, hipoglucemiantes, anticancerigenos, e
inmunomoduladores, entre otros (Cicero et al., 2017). Son necesarias nuevas investigaciones centradas en
las proteinas de la chia y sus péptidos bioactivos para demostrar especificamente los mecanismos de accién
gue contribuyen a los beneficios observados para la salud (Grancieri et al., 2019). Concretamente, los
péptidos que se encuentran en este alimento han demostrado actividad hipoglucemiante, ya que son capaces
de inhibir la dipeptidil peptidasa IV (DPP-1V) (Coehlo et al., 2018); hipotensora, inhibiendo la enzima
convertidora de angiotensina (ECA) (Segura-Campos et al., 2013; Chim-Chi et al., 2018) estimulante de la
liberacion de sustancias vasoactivas (Coehlo et al., 2018); hipocolesterolémica, capaz de disminuir la
velocidad de reaccion enzimatica de 3-hidroxi-3-metilglutaril coenzima A reductasa (HMG-CoA
reductasa), y por lo tanto, la sintesis de colesterol (Coehlo et al., 2018); y efecto antioxidante (Segura-
Campos et al., 2013; Chim-Chi et al., 2018). Otro estudio, también mostré que los péptidos de la semilla de
chia tenian un potente efecto de eliminacién de radicales 1,1-difenil-2-picrilhidrazilo (DPPH) y la sal de
diamonio del acido 2,2'-azino-bis (3-etilbenzotiazolina-6-sulfonico) (ABTS) (Cotabarren et al., 2019).

Las fracciones de proteina de chia también se han separado y se han hidrolizado con pepsina y
pancreatina. Cada una de las fracciones resultantes, después de la digestion gastrointestinal, present6
diferentes composiciones de péptidos bioactivos con diferentes acciones fisioldgicas (Orona-Tamayo et al.,
2015). En este estudio, la mayor actividad antirradical frente al 4cido 2,20-azinobis (3-etilbenzotiazolina-6-
sulfénico) (ABTS) y al 2,2-difenil-1-picrilhidrazilo (DPPH) y la capacidad de inhibir la ECA la tuvieron los
péptidos de albdmina y globulina. Ademas, las fracciones de prolamina y globulina mostraron la capacidad
mas potente para quelar el ion ferroso. Estos resultados ponen de manifiesto el potencial antioxidante y
antihipertensivo de los péptidos de la chia (Orona-Tamayo et al., 2015).

Finalmente, se han evaluado los beneficios potenciales de chia en atletas y personas que realizan
ejercicio vigoroso, poniendo de manifiesto que ingerir semillas de chia junto con una bebida isotdnica
podria permitir a los atletas disminuir la ingesta de azucares en el periodo de pre-competicion y aumentar la
ingesta de omega-3, sin embargo, los resultados sefialan que no se consigue mejorar el rendimiento
deportivo en eventos con una duracion mayor a 90 minutos (Gonzélez y Garcia, 2012). Asimismo, se ha
evidenciado que el ejercicio fisico excesivo puede llegar a producir estrés oxidativo, por consiguiente,

algunos estudios sefialan que incluir alimentos con compuestos antioxidantes en la dieta de atletas, puede
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ayudar a disminuir este dafio oxidativo (Clarkson, 2000). En este sentido, la suplementacion con chia podria
resultar de gran interés para este colectivo gracias a su contenido en sustancias bioactivas con excelente
capacidad antioxidante.

Los datos cientificos permiten evaluar la semilla y sus principales componentes sobre la base de datos
y criterios cuantitativos y objetivos que, en conjunto, hacen posible comprender e identificar mejor los
beneficios, las limitaciones de la semilla y las aplicaciones potenciales de sus componentes. Sin embargo,
dada la variabilidad de composicion de las semillas resulta imprescindible describir de forma lo mas precisa
posible, la composicion de las semillas utilizadas en los estudios de intervencion, con el objetivo de poder
encontrar los componentes responsables de los efectos observados.

Uno de los trabajos incluidos en esta Tesis Doctoral tiene como objetivo describir la composicion de
una semilla de chia de la variedad oscura procedente del sur de Jalisco, México para relacionar los posibles

efectos beneficiosos descritos con los componentes especificos encontrados.
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La leche y los productos lacteos, principalmente yogurt y quesos, son alimentos imprescindibles dentro
de la Dieta Mediterranea, que deben ser consumidos diariamente. Nutricionalmente se debe destacar que los
productos lacteos son excelentes fuentes de calcio y otros minerales, vitaminas liposolubles, como la
vitamina D y A, y proteinas de alto valor biol6gico. Ademas, el consumo de leches fermentadas (yogur,
etc.) se asocia a una serie de beneficios para la salud gracias a los microorganismos vivos que contienen,
capaces de mejorar el equilibrio de la microbiota intestinal.

En la actualidad, se ha incrementado el interés por consumir alimentos que nutran y ayuden a mejorar
las condiciones de salud. La evidencia reciente sugiere que los productos lacteos deben formar parte de una
dieta variada y equilibrada debido a los multiples beneficios que aporta al ser la fuente mas importante de
calcio. En 2010, la EFSA establecio que una alimentacién variada que contenga calcio presente en la leche
y los productos lacteos aseguran el aporte de este nutriente para una buena salud (EFSA, 2010). Las
evidencias cientificas posteriores respaldan los beneficios que tiene consumir este nutriente, cuya presencia
depende exclusivamente de su consumo, y ha llevado a los expertos a aumentar las recomendaciones de
este beneficioso alimento (Huertas JR et al., 2019).

Como se ha comentado previamente, se considera que los alimentos funcionales son aquellos que
ademas de ofrecer nutrientes (proteinas, carbohidratos, fibras, grasas y vitaminas) contribuyen a un mejor
estado de salud y bienestar a quien los consume. El desarrollo de estos alimentos funcionales requiere de
evidencia cientifica que justifique y demuestre sus funciones beneficiosas. La leche ha sido reconocida
como un alimento completo cuyo consumo indica el aporte de nutrientes de alta calidad nutricional. La
evidencia cientifica ha demostrado que los componentes bioactivos provenientes de la leche tienen
potenciales aplicaciones que van desde, salud cardiovascular, salud 6sea, salud digestiva, salud inmune y
salud dental (Fernandez-Fernandez et al., 2015).

Dentro de su fracciéon lipidica destaca la presencia de cantidades importantes de &cidos grasos
insaturados como el acido linolénico conjugado (CLA), un compuesto considerado esencial para el
organismo humano que no es capaz de producirlo y debe ser ingerido en los alimentos. Los dos isémeros
maés destacados del CLA son el cis-9, trans-11, que representa entre un 80 y 90% del total de CLA de la
leche, y el trans-10, cis-12, que se encuentra en concentraciones de 3 a 5% en la leche (lglesias et al.,
2015). El aporte de CLA puede tener efectos antiteratogénicos y anticancerigenos, es un potenciador del
sistema inmunitario, y ademéas cumple multiples funciones en la redistribucion de la grasa corporal
(Caviedes et al., 2011). En cuanto a su sintesis y presencia en la leche, son muchos los factores que la
condicionan, como la conformacién genética de la fuente animal, su estado fisiolégico, su alimentacion, y

el manejo tecnoldgico de las leches (Gdmez-Cortés et al., 2019).
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Las proteinas de la leche también resultan de gran interés por su alto valor biol6gico debido a que
incluyen todos los aminoacidos esenciales (Tome, 2011). Las proteinas del suero lacteo representan una
mezcla variada de proteinas secretadas, tales como la lactoalbimina, a-lactoglobulina, lactoferrina,
lactoperoxidasa, inmunoglobulinas, glucomacropéptido y una gran variedad de factores de crecimiento
(Choi et al., 2012). Dentro de los mayores beneficios que se le han atribuido a este tipo de moléculas
destacan aquellas relacionadas con el aparato digestivo humano donde se favorecen algunos procesos
moduladores de motilidad y secreciones gastrointestinales (Phelan y Kerins, 2011). También act(an
potenciando el sistema inmunitario (Bermejo-Lopez et al.,, 2021), han demostrado actividad
antihipertensiva y antitrombética (Hernandez-Ledesma et al., 2011), y ejercen un efecto antimicrobiano util
para el tratamiento de enfermedades infecciosas (Ramirez-Ramirez et al., 2011).

Ademas de las conocidas caseinas y proteinas del suero lacteo, la fraccion proteica de la leche contiene
péptidos bioactivos, que presentan una actividad moduladora de numerosos procesos metabolicos del
organismo. Una revision realizada por Mohanty et al. (2016) describe que las proteinas de suero bovino
poseen importantes propiedades bioldgicas y nutricionales con respecto a la salud, asi como a la prevencion
de enfermedades. Asimismo, los autores destacan las acciones antimicrobianas y antivirales, ademas de la
estimulacion del sistema inmunitario, la actividad anticancerigena y otras caracteristicas metabolicas que se
han asociado con proteinas de suero, como la a-lactoalbiimina, la fB-lactoglobulina, la lactoferrina y la
lactoperoxidasa.

Los péptidos finales de la hidrolisis enziméatica que tienen lugar en la digestion gastrointestinal son
componentes bioactivos que han demostrado tener efectos antimicrobianos, inmunoestimulantes,
antitromboticos, opioides y son capaces de reducir la presién arterial (Soedamah-Muthu et al., 2012). Se ha
descrito que la suplementacion con proteina de suero lacteo puede promover una disminucion de padecer
hipertension y otros factores de riesgo cardiovascular en comparacion con otras fuentes de proteinas como
el huevo o la caseina (Cereda et al., 2019).

Por otro lado, se han realizado muchos celulares, preclinicos y de intervencion que han destacado las
acciones preventivas y terapéuticas del glicomacropéptido procedente de las caseinas y del suero de la leche
frente al sindrome metabdlico. Sin embargo, se necesitan esfuerzos adicionales para describir los
mecanismos que permitan establecerlo como un ingrediente funcional con utilidad en la practica clinica
(Foisy et al., 2021)

Es importante mencionar, que hoy en dia el consumo del calcio y otros minerales ha disminuido
notablemente, por lo que resulta necesario incrementar el desarrollo de alimentos enriquecidos o
fortificados, féciles de consumir, que mejoren la densidad nutricional y puedan garantizar los
requerimientos diarios sin tener que modificar demasiado las rutinas habituales de las personas (Kessenich,

2008). En este sentido, entre los factores que debe cumplir los alimentos para ser buenas fuentes de calcio
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se encuentran, la estabilidad al almacenamiento y manipulacion, la aplicacion acorde con la tecnologia y el
proceso, asi como el coste para el consumidor. Ademas, se debe tener en cuenta que los ingredientes
fortificados no deben interferir en el metabolismo de otros nutrientes, ni producir efectos secundarios.
Concretamente, la leche y derivados lacteos son los mejores vehiculos de calcio, y de otros nutrientes,
gracias a su composicion y sus caracteristicas fisicoquimicas que permiten que pueda ser enriquecida
facilmente y mejorar su biodisponibilidad. De hecho, la leche destaca entre los alimentos con un amplio
potencial en cuanto a sus caracteristicas como vehiculo de salud y alimento funcional (Gil y Ortega, 2019).
Los componentes de la leche con maximo interés relacionados con la prevencién de enfermedades
cardiovasculares (ECV) son los elementos minerales, principalmente el calcio y la vitamina D, debido a su
implicacién en diversas funciones vitales y como se ha mencionado anteriormente, por su alta
biodisponibilidad (Yu et al., 2018)

Existe evidencia cientifica que pone de manifiesto que el calcio de la leche es beneficioso para la salud
Gsea y para la prevencion de la hipertension, esto se debe a que junto con otros elementos minerales
presentes en la leche como el magnesio, potasio y péptidos bioactivos puede tener un efecto en la
prevencion de pérdida de masa Gsea y en riesgo de padecer ECV (Drouin-Chartier et al., 2016). Un
metaanalisis que incluyd nueve estudios clinicos randomizados, con un tamafio de muestra superior a 57
000 individuos hipertensos, con edades comprendidas desde los 2 hasta los 15 afios, ha puesto de manifiesto
que el consumo de leche o productos lacteos bajos en grasa, que aportan de 100 a 700 g de calcio pueden
llegar a disminuir el riesgo de padecer esta patologia hasta en un 3-4% (Soedamah-Muthu et al., 2012). Por
otro lado, otro metaanalisis que incluye 17 trabajos con mas de 62,000 individuos sefiala que el consumo de
leche y lacteos se encuentra inversamente asociado al riesgo cardiovascular con una disminucion hasta de
un 4-5% del colesterol total y LDL, lo que se atribuye principal al calcio presente y a los péptidos
bioactivos que contiene (Astrup, 2014). Patterson et al. (2013) concluy6 que un alto consumo de leche o
lacteos equilibrados, que incluyan todos los componentes bioactivos dan lugar a una diminucién del riesgo
de padecer ECV.

El efecto de las dietas ricas en calcio sobre los marcadores cardiovasculares se ha demostrado en
varios estudios clinicos de intervencion. En 2014, Lorenzen et al. compararon el efecto de la ingesta de
distintas cantidades de calcio en individuos con sobrepeso y una edad media de 33 afios, en los que se
evalud el efecto de dos dietas con aportes similares de proteinas (15%) y carbohidratos (36%), y rica en
grasa (50%) de las cuales el 15% eran AGMI, 25% AGS y el 35% AGPI. Ambas dietas se diferencian en el
aporte de calcio: 460 vs 1990 mg/10 mg (cuatro veces mas). Dicho estudio demostr6 que la dieta que
aportaba mas cantidad de calcio incrementa la excrecion fecal de grasa y disminuye las concentraciones de
colesterol total en sangre. Los resultados concluyen que la adicion de minerales provenientes de la leche a
pueden contrarrestar el efecto negativo del perfil lipidico (Lorenzen et al., 2014). Otro estudio con
resultados similares evalu6 3 dietas isocal6ricas con el mismo contenido de fibra, carbohidratos (53%),

proteinas (15%) y grasa (32%), que aportaban los mismos tipos de &cidos grasos y en las mismas
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cantidades: 46% de AGS, 24 % de AGMI y 7% de AGPI. La primera dieta contenia un control no lacteo
que aportaba 500 mg de calcio al dia; la segunda dieta incluy6 de base leche desnatada que aportaba 1700
mg de calcio al dia; y la tercera dieta incluy6 queso semiduro que aportaba 1700 mg de calcio al dia. Las
dos dietas con aportes altos de calcio dieron lugar a una mayor excrecion fecal de grasa (5.2 y 5.7 g/dia,
respectivamente) comparado con 3.9 g/dia de la dieta control. Asimismo, los participantes mostraron
concentraciones mas bajas de colesterol total y TAG que se correlacionaban negativamente con la
excrecion de grasa (Soerensen et al., 2014).

Por otro lado, la vitamina D destaca por sus multiples funciones, no solo regulando la absorcion del
calcio y el metabolismo 6seo, sino también otros procesos como la presion arterial, la diferenciacion
celular, el sistema inmunoldgico y el sistema neuroldgico (Amrein et al., 2020). LA vitamina D puede ser
sintetizada en el organismo, pero esta sintesis puede estar comprometida en determinadas situaciones, y
esto justifica la necesidad de ingesta de esta vitamina a través de los alimentos. Dentro de los alimentos
capaces de vehiculizar esta vitamina liposoluble destacan los productos lacteos porque mejoran su
biodisponibilidad.

Aungue no existe todavia un mercado para lacteos nutracéuticos, la incorporacion de alimentos
enriquecidos que permitan alcanzar las recomendaciones de calcio y vitamina D pueden ser una estrategia
para aumentar la ingesta de estos micronutrientes con una alta biodisponibilidad, sin necesidad de modificar
la dieta, lo que resulta beneficioso para el mantenimiento de la salud.

Como resultado de la amplia evidencia cientifica, la leche y sus derivados lacteos son una parte
importante de la dieta humana y gracias a que proporcionan una alta biodisponibilidad de calcio y vitamina
D, son actualmente un vehiculo para obtener estos nutrientes.

El objetivo de uno de los trabajos de la presente Tesis Doctoral es revisar la informacion sobre los

beneficios de la ingesta de leches enriquecidas en calcio y vitamina D.
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Justificacion

A pesar de toda la evidencia disponible de los efectos beneficiosos de los componentes de la Dieta
Mediterranea y los alimentos funcionales es necesario un enfoque integrado de todos los alimentos y
componentes bioactivos, para poder evaluar las evidencias sobre la salud de los alimentos funcionales

incluidos en este patron alimentario.

Objetivos
Objetivo general

Describir el efecto beneficioso del consumo de distintos tipos de alimentos funcionales incluidos en el
patrén de Dieta Mediterranea, mediante la realizacion de revisiones bibliograficas, estudios experimentales,

ensayos clinicos en humanos.

Objetivos especificos

e Evaluar el efecto del consumo de una Dieta Mediterranea suplementada con antioxidantes
procedentes de vegetales vs una dieta similar no suplementada sobre factores de riesgo
cardiometabdlico.

e Determinar la toxicidad aguda (una dosis Unica), subaguda (14 dias) y subcronica (90 dias) de un
extracto acuoso de aceite de oliva virgen rico en hidroxitirosol en ratas.

e Describir la eficacia en humanos del efecto del consumo de &cido ursélico en relacion con la
disminucién de la masa grasa y con resultados de mejora de la forma fisica consecuencia de la
hipertrofia muscular.

e Caracterizar y cuantificar los compuestos fenélicos presentes en la semilla de chia mediante HPLC.

e Incidir en la importancia que tiene el consumo de calcio de la leche, asi como en las
recomendaciones actuales de ingesta, y analizar la utilidad de las leches enriquecidas con calcio
para determinados grupos de poblacién como alternativa para aumentar las ingestas de este mineral
y también de vitamina D. Asimismo, se pretenden clarificar los errores y mitos que han surgido
recientemente en relacion a determinados alimentos que pretenden sustituir a la leche y sus

derivados, basandose en sus diferencias de composicidn, biodisponibilidad y efectos sobre la salud.
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Metodologia

La presente Tesis Doctoral relne distintos trabajos que tratan de evaluar el efecto de varios
componentes relacionados con la Dieta Mediterranea sobre distintos aspectos relacionados con la salud. Los
trabajos incluyen metodologias diferentes. La figura 5 muestra un esquema de los cinco trabajos

presentados, que seran descritos de forma independiente.

Evaluacion de los beneficios del consumo de una dietas
mediterranea en la prevencion de ECV en personas con riesgo, y
analizar el efecto de las suplementacion con antioxidantes
naturales.

Toxicidad oral aguda/subaguda y subcronica de un extracto de

aceite de oliva virgen rico en hidroxitirosol.

Efecto del consumo de dcido usdlico en la reduccion de la grasa y la hipertrofia
muscular en humanos. Estudio prospectivo, doble ciego.

Evaluacion de la composicion fitoquimica y nutricional de la
semilla de chia oscura (Salvia Hispanica L.).

Revisidn de leche y productos lacteos como vehiculos o

de calcio y vitamina D. Papel de las leches
. ) HO,, /Ca\ OH
enriquecidas. 0 0o
CH,

CH,

Figura 5. Diagrama general de los estudios incluidos en la presente Tesis Doctoral
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Seccion |. Estudio Experimental: Beneficios de la Dieta Mediterranea
sobre los factores de riesgo cardiovascular

La morbilidad y mortalidad a causa de las ECV esta aumentando y representa un importante problema
de salud publica en todo el mundo. Es bien sabido que el riesgo de ECV esta estrechamente relacionado con
el estilo de vida, incluyendo la mala alimentacion y la inactividad fisica. En los ultimos afios, la dieta
mediterranea se ha asociado con amplios beneficios para la salud humana, incluyendo la proteccion contra
las ECV.

Objetivos especificos

Los objetivos especificos de este trabajo han sido:
e Evaluar el efecto de la dieta mediterranea sobre la composicién corporal
e Evaluar el efecto de la dieta mediterranea sobre la presion arterial
e Evaluar el efecto de la dieta mediterranea sobre pardmetros del metabolismo de carbohidratos,
lipidos, compuestos nitrogenados y funcionalidad hepética
e Evaluar el efecto de la dieta mediterranea sobre el estado oxidativo
e Evaluar si la suplementacion con un cdctel de vegetales deshidratados, rico en antioxidantes

tiene un efecto adicional al consumo de la dieta mediterranea

Material y métodos

Sujetos participantes

Se reclutaron 22 sujetos (mujeres n=11 y hombres n=11) de entre 40 y 70 afios de la provincia de
Granada, con factores de riesgo de enfermedad cardiovascular (sindrome metabdlico), sin sintomas clinicos,
ni medicacion. Los criterios de inclusion fueron: fumador, presion arterial (>140/90 mm/Hg), sobrepeso u
obesidad (IMC>25kg/m?), antecedentes familiares de enfermedad coronaria prematura (< 60 afios)
concentracién de LDL (> 4.14 mmol/l) y HDL (> 1.04 mmol/l). Los criterios de exclusion fueron:
individuos con antecedentes de cardiopatia significativa, que presentaran antecedentes de cirugia bariatrica
0 que recibieran tratamiento farmacolégico para dicha patologia, mujeres gestantes, enfermedad
gastrointestinal, individuos con patologia grave activa en el momento de su inclusion en el estudio que

condicionara el cumplimiento del protocolo.
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Disefio de estudio

El presente estudio fue un estudio de intervencion prospectivo, aleatorizado y cruzado, con dos grupos
de intervencidn. El estudio se realiz6 en dos fases de 6 semanas, durante las cuales todos los participantes
recibieron menus diarios que seguian un patron de dieta mediterranea especialmente disefiados por expertos
y que eran suministrados por un catering. Entre ambas fases, los participantes tuvieron un periodo de lavado
de 6 semanas en las que volvian a ingerir la dieta habitual que solian tomar antes del estudio.

Los participantes fueron divididos aleatoriamente en dos grupos de intervencion. En la primera fase del
estudio cruzado un grupo recibié 4 g/d de suplemento diario de vegetales deshidratados con antioxidantes
(omega-3, licopeno, polifenoles, vitamina E y vitamina C) procedentes de vegetales. El otro grupo no
recibié el suplemento, tan solo la dieta mediterranea. Tras el lavado, durante la segunda fase (6 semanas)
los grupos fueron cruzados y al final del estudio todos los participantes habian tomado el suplemento

durante 6 semanas de intervencion (Figura 6).

6 Grupo B Grupo A

sem No suplementado Suplementado
(n=11) (n=11)

T¢

Figura 6. Disefio experimental utilizado en el estudio. To: tiempo inicial; Ty tiempo final.

Antes de comenzar el estudio, todos los sujetos fueron evaluados por un médico especialista y se les
realizaron andlisis de sangre rutinarios para comprobar que estaban sanos y cumplian los criterios de
inclusion: se evaluaron parametros sanguineos, y antropométricos de composicion corporal.

Todos los participantes aceptaron ser incluidos en el estudio y firmaron el protocolo de consentimiento
informado. Se mantuvo y respetd la confidencialidad de los datos recogidos y de los datos personales
utilizados en este estudio. EI Comité de Etica de la Investigacion de la Universidad de Granada aprobo el
estudio, que se realizo siguiendo la normativa de la Ley 14/2007 de Investigacion Biomédica y la Ley
Orgénica 15/1999, RD 1720/2007 de proteccion de datos de carécter personal, asi como las normas

internacionales para la investigacion con muestras de seres humanos.
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Disefio de menus y suplementacion de antioxidantes

La dieta fue disefiada por los investigadores especialistas del Instituto de Nutricion y Tecnologia de los
Alimentos, y elaborada por la empresa Biogolden, que se encargd de la elaboracion de los mends y de su
distribucion semanal a los domicilios de los participantes. La dieta se realizd siguiendo el patrén de dieta
mediterranea y con una distribucion de macronutrientes: 50-55% de hidratos de carbono, 15% de proteinas
y 25-30% de lipidos. Para conseguir un aporte adecuado de micronutrientes la dieta incluyd una gran
variedad de alimentos basados en el patron mediterraneo, que proporciona una dieta equilibrada y completa.
Se proporcionaron las 5 comidas diarias: desayuno, media mafiana, almuerzo, comida y cena, durante las
dos fases de 6 semanas cada una. El seguimiento de las intervenciones fue llevado a cabo por los
investigadores del proyecto, que consultaban semanalmente por teléfono a los participantes sobre su
satisfaccion con los menus y realizaban cambios segun los gustos y preferencias de los sujetos.

En cada una de las etapas del estudio, uno de los grupos recibié un suplemento que consistia en un
céctel de vegetales deshidratados, rico en antioxidantes, en formato polvo (4g/d), preparado por la empresa
Biogolden. El concentrado de vegetales deshidratados contenia: omega 3, licopeno, polifenoles, vitamina E

y Vitamina C.

Composicion corporal

Evaluacion antropométrica

La valoracion de la composicion corporal de los sujetos seleccionados para esta investigaciéon fue
llevada a cabo al inicio del estudio por el personal investigador y siguié las normas y técnicas
recomendadas por el Grupo Internacional de Trabajo de Cineantropometria (I.W.G.K.). Se tomaron 19
medidas antropométricas, marcando previamente los puntos anatémicos de referencia en el lado derecho del
sujeto del estudio segun los criterios determinados por la Sociedad Internacional para el Avance de la
Cineantropometria (ISAK).

Las medidas antropométricas tomadas fueron: altura; peso; pliegues cutaneos: bicipital, tricipital,
subescapular, suprailiaco, abdominal, muslo y pierna media; y diametros éseos: biepicondilar del humero,
biepicondilar del fémur y bistiloide; asimismo, se calcul6 el IMC.

Para estimar la forma y la composicién corporal de cada participante se utilizd la metodologia de
somatotipo expresada mediante una puntuacion en un nimero de tres cifras (Sheldon, 1940; Heath y Carter,
1967). Se utiliz6 la metodologia de los cuatro compartimentos para determinar el porcentaje
correspondiente a la masa muscular, la masa grasa, la masa 6sea y la masa residual, esta Gltima conocida
como la englobada por el peso de los liquidos corporales y las visceras utilizando la férmula de Rose y
Guimares (1980).
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Masa Muscular = P — (masa grasa masa + masa 0sea+ masa residual)
Masa grasa= 0.01 x P [(S PSE, PT, PSI, PA) X 0.153 + 5.783]
Masa 6sea= 3.02 (T?/100 x DM/100 x DF/100 x 400)°-"*2
Masa residual= P x 0.241

Cada numero representa la evolucion de uno de los tres elementos primarios del fisico: endomorfo,
mesomorfo y ectomorfo y, por tanto, describe las variaciones individuales dentro de la morfologia y la
compostura humanas (Villanueva, 1979). El somatotipo es una descripcion de la configuracion
morfol6gica actual o una prediccidn de los futuros y sucesivos fenotipos que puede presentar una persona
siempre que el factor nutricional sea constante. El componente endomorfo representa la adiposidad relativa;
el componente mesomorfo representa la corpulencia o magnitud musculoesquelética relativa; y el
componente ectomorfo representa la linealidad o delgadez relativa de un fisico.

Para confirmar la precision y consistencia de las medidas de pliegues cutaneos, se calculé el porcentaje
del error técnico de medicion (TEM), que debe ser inferior al 5%. EI %TEM se calcul6 utilizando las

siguientes ecuaciones:

TEM = (2 d2 -2n) 0.5
%TEM= 100 (TEM/media)

Nuestros resultados mostraron una variacion entre medidas de pliegues inferior al 2.29%, con una
reproducibilidad determinada por un coeficiente de correlacion r=0.987; e inferior al 0.89% para los
diametros y las circunferencias, con un r=0.99.

La masa grasa (MG) por pliegues se calculé utilizando diferentes ecuaciones para intentar evitar
errores e incrementar la precision y la consistencia de las medidas obtenidas por este método, que
posteriormente se utilizaron para obtener valores medios. Las ecuaciones utilizadas fueron: Sloan y
Faulkner que no diferencian entre hombres y mujeres, y la ecuacién de Pollack, Wilmore y Fox (Siri de 3y

7 pliegues), y la de Yuhasz, que diferencian entre sujetos de ambos sexos (Figura 7).
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Figura 7. Ecuaciones antropométricas utilizadas en el A) Ecuacion de Sloan para hombres y
mujeres: MG: masa grasa; a: peso actual (kg); Pc: pliegue cutaneo (mm) B) Ecuacion de Faulkner:
PG: compartimento graso C) Ecuacion de Pollack, Wilmore & Fox: Hombres 3 Pliegues: DC:
densidad corporal; E: edad; Pliegues: pectoral, abdominal y muslo; 7 pliegues: pectoral, abdominal,
muslo, ftricipital, subescapular, suprailiaco y axilar medio. Mujeres: 3 pliegues: DC: densidad
corporal; E: edad; Pliegues: tricipital, suprailiaco y muslo; 7 pliegues: pectoral, abdominal, muslo,
tricipital, subescapular, suprailiaco y axilar medio D) Ecuacién de Yuhasz.

Parédmetros sanguineos

Se obtuvieron muestras de sangre venosa en ayunas de la vena antecubital en tubos vacutainer (BD
Bioscience, San José, CA, USA) antes y después de la intervencion de 24 semanas. Se extrajeron 11 ml de
sangre: 1 ml de sangre total para el hemograma, 2 ml en tubos sin anticoagulante para obtener suero y 6 ml
en tubos con EDTA como anticoagulante para obtener plasma y linfocitos. Las muestras de sangre se
centrifugaron a 1.500 x g y 4 °C durante 15 minutos para separar el plasma, que se almacen6 congelado a -
80 °C hasta su analisis. Los parametros medidos y/o analizados en muestras de sangre fueron los siguientes:
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Hemograma: recuento de glébulos blancos, recuento de glébulos rojos, hemoglobina, hematocrito,
recuento de plaquetas, linfocitos, monaocitos, neutrdfilos, eosindfilos, basofilos, volumen corpuscular medio
(VCM), hemoglobina corpuscular media (HCM), concentracion de hemoglobina corpuscular media
(CHCM), distribucion del tamafio de los glébulos rojos (RWW), volumen plaquetario medio (VPM),
porcentaje del volumen sanguineo ocupado por plaquetas (PCT) y distribucion del tamafio de las plaquetas
(PDW). Los parametros en sangre total se realizaron en un contador hematolégico Mythic 22 CT C2
Diagnostics al inicio y al final de cada periodo de intervencion.

Anadlisis bioquimico general en suero: al inicio y al final de cada periodo de intervencién se
determinaron las concentraciones de glucosa, triacilglicéridos, colesterol total, colesterol HDL, colesterol
LDL, acido Urico, creatinina, albimina, y las actividades de las enzimas, aspartato aminotransferasa (GOT),
alanina aminotransferasa (GPT), gamma glutamiltransferasa (yGT). Los parametros bioguimicos
plasmaticos fueron medidos espectrofotométricamente en un Analizador Bioguimico BS-200 (Chemistry
Analyzer, SHENZHEN MINDRAY BIO-MEDICAL ELECTRONICS CO., LTD), utilizando kits de

Spinreact (Sant Esteve de Bas, Girona).

Marcadores de estrés oxidativo en plasma: malondialdeido e hidroperéxidos

Como marcadores especificos de estrés oxidativo de origen lipidico se determinaron las concentraciones
de hidroperdxidos y malondialdehido (MDA) en plasma. La peroxidacion lipidica es un proceso
degenerativo que se produce en condiciones de estrés oxidativo, que provoca la oxidacion de los lipidos,
produciendo hidroperéxidos, como producto primario, y MDA, como producto final de la oxidacion.

Ambas moléculas se utilizan como biomarcador de dafio oxidativo.

Determinacioén de hidroperéxidos en plasma

La cuantificacion de hidroperoxidos en plasma se llevé a cabo utilizando el método de Jiang et al.
(1992) con ligeras modificaciones. La técnica estd basada en la rapida formacion de hidroperoxidos
mediada por la oxidacion de Fe?* a Fe®** en medio acido. EI Fe** forma un croméforo con el anaranjado de
xilenol que absorbe a 560 nm. Se emple0 el reactivo de Fox, protegido de la luz; estd compuesto por:

e 100 ml de &cido sulfarico 250 mM

e 880 mgde BHT

e 98 mg de amoniosulfato amonico ferroso
e 76 mg de anaranjado de xilenol

e Metanolcs.p.1L
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Método:

En las distintas muestras se indujo la peroxidacion mediante la adicion de AAPH (2,2 -azobis
amidinopropano) 2.5 mM, compuesto hidrosoluble que genera radicales libres a una velocidad constante, y
para ello se adicionaron volimenes de muestra correspondientes a 100 pg de proteina, junto a 20 pl de
AAPH, y se completd con agua bidestilada hasta 200 pl; se incubaron a 37 °C durante 30 min. Se adiciond
1.8 ml de reactivo de Fox y tras 60 min en oscuridad se midi6 la absorbancia a 560 nm. La concentracién
de los hidroperdxidos inducidos se calculé mediante la aplicacion de la ecuacién de Lambert Beer, con un
coeficiente de extincion molar de 4.7 x 10* M* cm™. Los valores se expresaron como nmoles de

hidroperdxidos/mL de plasma.

Determinacion de las sustancias reaccionantes al &cido barbittrico (TBARS)

Para la determinacién de MDA se utiliz6 el método descrito por Buege y Aust (1978) que se basa en la
reaccion estequiométrica de 2 moléculas de éacido tiobarbiturico (TBA) con una molécula de MDA para
formar un aducto rosado (Figura 8), el cual tiene su maximo de absorbancia a una longitud de onda de 535
nm, en solucidn acida, pH 2. Es el método mas empleado para la determinacion de MDA en las muestras
biolégicas. Existen otras sustancias originadas en la peroxidacion lipidica tales como alcanales, alquenales,
alcadienales también reaccionan con el TBA, por lo que normalmente los resultados de la reaccion se
expresan como concentracion de TBARS, no de MDA. Los reactivos utilizados fueron:

e Solucién TBARS, para 100 ml:

e 0.375gde TBA

e 15 ml de &cido tricloroacético (TCA) al 100%
e 2.5 ml de HCI concentrado

e 82.5 ml de agua desionizada

Esta solucién es de preparacion extemporanea; se disolvié aplicando calor y continua agitacion.

ADUCTO ROSA
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Figura 8. Reaccion del malondialdehido con el &cido tiobarbiturico
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Se mezclaron 0.5 ml de plasma (a distintas concentraciones de cobre) que contienen 100 pg de
proteina, con 1 ml de solucion TBARS, se cerraron con tapon de rosca, y se incubaron en un bafio de agua a
100 °C durante 15 min. Se enfriaron y se centrifugaron a 1790 x g durante 10 min, a 4°C. Se determiné la
absorbancia a una longitud de onda de 535 nm. La concentracion de TBARS en plasma se calcul6 mediante
extrapolacion del valor de absorbancia obtenido para la muestra en la curva estandar. Dicha curva se
construy6 con distintas concentraciones de 1,1,3,3-tetraetoxipropano en un rango desde 0.2 nmoles a 10

nmoles. Los valores se expresaron como nmoles de TBARS/mL de plasma.

Evaluacion dietética

Al inicio del estudio, se realizd un registro dietético de ingesta diaria de cinco dias "registro de 24
horas" (incluyendo un sdbado o domingo) a todos los voluntarios. La dieta se evalué mediante un software
disefiado en el Instituto de Nutricion y Tecnologia de los Alimentos, "Nutricion y Salud" (Empresa ASDE,
Valencia) de la Universidad de Granada, version 2.0, (Victoria Mufioz y Mafias-Almendros, 2011), que
utiliza la tabla de composicion de alimentos espafiola.

Analisis estadistico

Los datos se presentan como valores medios + error estdndar de la media (SEM). Inicialmente se
analizé la normalidad de las variables mediante la prueba de Kolmogorov-Smirnov y la homogeneidad de
la varianza de las distintas variables por el método de Levene. Cuando las variables no seguian el criterio de
normalidad, se utilizd la transformacion logaritmica y se volvieron a analizar. Las diferencias entre grupos
(P<0,05) se determinaron mediante el test de analisis de la varianza (ANOVA) utilizando las pruebas a
posteriori (post-hoc) para la comparacion entre grupos: DMS para las varianzas homogéneas y T2 de
Tamhane para las varianzas no homogéneas. Para realizar el analisis estadistico se utiliz6 el programa

informatico Statistical Package for the Social Sciences version 21 (SPSS Inc.; Chicago, IL, EE.UU.).
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Resultados

Descripcion basal de los voluntarios

La edad y los parametros antropométricos de los sujetos participantes al inicio del estudio estan
descritos en la Tabla 1. La Tabla 2 muestra la evaluacion nutricional de las dietas de los voluntarios antes
de iniciar el estudio y su adecuacion a las ingestas diarias recomendadas (IDR) separadas por sexo. Los

datos muestran que no habia diferencias entre los dos grupos de intervencién.

Tabla 1. Pardmetros antropométricos iniciales de los voluntarios participantes en el estudio, distribuidos
en los grupos experimentales

No Suplementado Suplementado p-valor
Edad (afios) 5612 57+2 0.638
Estatura (cm) 162.5+1.7 162.5+1.7 1.00
Masa grasa (%) 27.8+2.6 27.1+4.0 0.901
Masa Muscular (%) 37.8+2.0 38.3+3.1 0.882
Brazo-Area Total (cm?) 91.445.2 92.2+4.6 0.917
Brazo-Area Muscular (cm?) 64.0+4.4 62.5+3.7 0.813
Pierna-Area Total (cm?) 242.6+15.9 260.3+18.0 0.470
Pierna-Area Muscular (cm?) 155.1+12.6 179.1+10.9 0.160
Grasa corporal (3P) 37.6+2.3 35.0+3.2 0.498
Grasa corporal (7P) 35.2+1.8 34.0+3.1 0.714
Grasa corporal (Faulkner) 31.4+1.5 26.7+2.0 0.309
Grasa corporal (Yuhasz) 30.0+2.1 28.1+2.1 0.540
Grasa corporal (Sloan) 29.2+2.3 29.4+2.7 0.967
Grasa corporal (media 36.0+1.6 34.2+2.4 0.588

Los datos se expresan en media £ SEM. Grasa corporal (%), Grasa corporal (Siri)- Durmin &Womersley (%);
Grasa corporal (3P), Grasa corporal (Siri)-Pollack, Wimore & Fox (3P) (%); Grasa corporal (7P), grasa corporal
(Siri)-Pollack, Wimore & Fox (7P) (%); Grasa corporal (media), grasa corporal media de todos los datos calculados.
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Tabla 2. Evaluacién nutricional de la dieta de los sujetos voluntarios antes del inicio de iniciar
el estudio.

Mujeres %IR Hombres % IR Total %IR
Macronutrientes
Kilocalorias (kcal) 1988+629 97.2 2428+732 92.0 2218+484 94.5
Kjoules (kj) 8302+2625 97.2 920142774 92.0 8773+1914 945
Colesterol (mg) 253+80 84.3 475+143 158.3 370+81 1233
Fibra (g) 20.1+6.4 80.4 20.31#6.1 81.2 20.2+4.4 80.8
Proteinas (g) 85+27 113.3 105+32 114.6 95+21 114
Carbohidratos (g) 222+70 81 251+15 75.1 23751 77.6
Grasas (g) 87+27 131 102+31 126 95421 133
AGMI (g) 46+15 138.6 51+15 126 49+11 132
AGPI (g) 9+3 67.8 11+3 67.8 10+2 67.8
AGS (g) 2147 95 26+8 9% 2345 93
Micronutrientes

Vit A (mg) 7244229 87.0 681+205 65.0 701+153 755
Vit B1 (mg) 1.5+0.5 184.7 1.620.5 158.0 1.6+0.3 170.7
Vit B2 (mg) 1.7+£0.5 134.7 1.8+0.5 121.2 1.7+0.4 127.6
Vit B6 (mg) 1.8+0.6 112.0 2.0£0.6 121.4 1.2+0.4 116.9
Vit B12 (mg) 8.4+2.7 418.1 15.0+4.6 748.5 11.8+2.6 591.1
Vit C (mg) 138+44 228.9 103431 188.7 119+26 207.3
Vit D (mg) 5.1+1.6 101.8 45+1.4 1111 48+1.1 106.7
Vit E (mg) 11.5+3.6 95.1 11.2+3.4 100.3 11.3+25 97.9
Niacina (mg) 28.7£9.1 212.0 33.61£10.1 203.0 31.246.8 202.8
Pantotenato (mg) 4.4+1.4 88 5.8+1.8 116 5.2+1.1 104
Biotina (ug) 5.6+1.8 18.6 5.0+1.6 16.6 5.3+1.2 176
Acido félico (mg) 266+84 132.6 331+100 178.5 300+66 156.6
Sodio (mg) 2200+696 95.7 2060+621 90 2127+464 92.5
Potasio (mg) 27451868 78.4 3754+1132 107.2 3274+714 106.4
Calcio (mg) 815258 101.4 765+231 98.3 789172 99.8
Fésforo (ug) 1231389 985 1385418 111 1312286 105
Magnesio (mg) 298494 93.3 365+110 105.7 333+73 99.8
Hierro (mg) 14.6+4.6 135.0 19.0£5.7 201.7 16.9+3.7 169.9
Zinc (mg) 8.8+2.8 57.9 9.9+2.9 68.1 9.4+2.0 63.7
Yodo (mg) 107+34 93.2 91+27 66.6 98+21 79.2
Cobre (ug) 18.845.9 2.1 70.7421.3 8 45.9+10.0 5.1
Cloro (mg) 2556808 127.8 19744595 98.7 2251+491 128
Manganeso (mg) 8.6+2.7 330 7.6+2.3 374 8.1+1.8 352
Selenio (ng) 90.9+28.7 204 112.9+34.1 130 102.4+22.4 163.84

Mujeres (n=11), Hombres (n=11). AGMI, &cidos grasos monoinsaturados; AGPI, &cidos grasos
poliinsaturados; AGS, 4cidos grasos saturados; % IR=% respecto a las ingestas recomendadas.
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Efecto de la dieta mediterranea suplementada con antioxidantes

La tabla 3 muestra que el peso, IMC grasa, PAS, PAD y frecuencia cardiaca no se modificaron
significativamente tras el consumo de dieta mediterranea durante 6 semanas, y que la suplementacion con

antioxidantes tampoco indujo ningun efecto adicional en estos parametros.

Tabla 3. Evolucién del peso corporal, IMC, porcentaje del compartimento graso y frecuencia cardiaca de
los voluntarios tras la intervencién con dieta mediterranea y el suplemento de antioxidantes durante 6

semanas.
No Suplementado Suplementado

Inicio Final Inicio Final
Peso (kg) 84 +3 80+4 84+4 8214
IMC (kg/m?) 32+1 3043 31+2 31+3
MG (%) 39+2 36+2 39+2 38+2
FC (ppm) 69+2 69+13 7143 7043
PAS (ppm) 13743 138+3 144+4 138+4
PAD (ppm) 88+2 82+3 87+3 85+2

Los datos se expresan en media + SEM. IMC, indice de masa corporal; FC, frecuencia cardiaca; MG,
masa grasa; PAD, presion arterial diastdlica; PAS, presion arterial sistélica.

63



La Tabla 4 muestra la evolucion de los parametros hematoldgicos determinados tras la intervencion
dietética en ambos grupos experimentales. No hubo diferencias significativas tras la intervencion con dieta
mediterranea durante 6 semanas con o sin suplementacion con antioxidantes en ninguno de los pardmetros

analizados.

Tabla 4. Evolucién de los pardmetros hematoldgicos de los voluntarios tras la intervencion con
dieta mediterranea y el suplemento de antioxidantes durante 6 semanas.

No Suplementado Suplementado
Inicio Final Inicio Final
Gldbulos blancos (mil/mm?3) 6.90+0.41 7.10+0.42 7.02+0.43 7.18+0.46
Gldbulos rojos (mill/mm3) 4.67+0.09 4.69+0.08 4.75+0.10 4.81+0.09
Hemoglobina (g/100 ml) 14.71+0.28 14.49+0.28 15.02+0.33 14.99+0.34
Hematocrito (%) 43.38+0.84 43.37+0.76 43.97+0.97 44.42+0.93
Plaquetas (mil/mm?) 241.54+12.97 249.14+11.83 236.00£12.62 240.10£10.47
Linfocitos (% del total FE) 2.27+0.17 2.27+0.21 2.31+0.12 2.36+0.13
Monacitos (% del total FE) 0.51+0.04 0.59+0.05 0.53+0.03 0.56+0.04
Neutréfilos (% del total FE) 3.9240.32 3.78+0.51 3.96+0.39 4.02+0.35
Eosindfilos (% del total FE) 0.24+0.05 0.19+0.03 0.21+0.03 0.20£0.03
Basofilos (% del total FE) 0.01£0.01 0.00£0.00 0.01£0.01 0.03+0.01
Linfocitos (% del total GB) 32.53+2.08 33.99+1.90 33.86+1.84 33.83+£1.53
Monacitos (% del total GB) 7.38+0.56 8.98+0.82 7.79+0.43 7.92+0.42
Neutréfilos (% del total GB) 56.01+2.49 53.79+2.22 54.70+2.17 54.98+1.87
Eosindfilos (% del total GB) 3.65+0.72 2.92+0.41 4.59+1.56 2.73+0.38
Basofilos (% del total GB) 0.43+0.07 0.32+0.06 0.38+0.04 0.54+0.09
VCM (fl) 93.13+1.10 92.53+1.07 92.66+1.00 92.42+1.04
HCM (pg) 31.60+0.46 30.91+0.50 31.70+0.47 31.21+0.52
CHCM (g/100 ml) 33.9240.21 33.39+0.21 34.1740.24 33.7340.22
RDW (%) 13.70+0.16 13.52+0.16 13.59+0.15 13.53+0.17
VPM (fl) 8.731£0.14 8.90+0.15 10.14+0.37 10.73+0.37
VSOP (%) 0.2140.01 0.2240.01 0.25+0.01 0.25+0.01
PDW (%) 13.78+0.25 13.66+0.23 14.23+0.53 14.65+0.38

Los datos estan expresados en media £ SEM. CHCM, concentracion de hemoglobina corpuscular media;
EF, elementos formes; GB, glébulos blancos; HCM, hemoglobina corpuscular media; PDW, distribucién
de tamafio de plaquetas; RDW, distribucién de tamafios de glébulos rojos; VCM, volumen corpuscular
medio; VPM, volumen plaquetario medio; VSOP, volumen de sangre ocupado por plaquetas.

64



La Tabla 5 muestra la evolucion de las concentraciones de glucosa, lipidos, compuestos nitrogenados,
biomarcadores de estado oxidativo y actividad de las enzimas hepéticas en sangre de los voluntarios tras la
intervencion con dieta mediterranea y el suplemento de antioxidantes. La ingesta de dieta mediterranea
durante 6 semanas no provocé cambios significativos en estos parametros sanguineos, y la suplementacion

con el coctel de vegetales deshidratados tampoco indujo ningun efecto adicional.

Tabla 5. Evolucion de las concentraciones de glucosa, lipidos, compuestos nitrogenados,
biomarcadores de estado oxidativo y actividad de las enzimas hepéticas en sangre de los
voluntarios tras la intervencion con dieta mediterranea y el suplemento de vegetales
deshidratados, rico en antioxidantes.

No Suplementado Suplementado

Inicio Final P-valor Inicio Final P-valor
Glucosa (mg/dl) 97+4 844 0.219 864 81+4 1.00
Triglicéridos (mg/dl) 153+18 117+14 0.645 141+16 137+16 1.00
Colesterol (mg/dl) 182+9 168+9 1.00 190+13 169+10 0.853
Col-HDL (mg/dI) 47+2 4643 1.00 5043 44+2 0.759
Col-LDL (mg/dl) 125+11 125+10 1.00 128+9 137+15 1.00
Acido trico (mg/d) 6.0+0.5 5.5+0.3 1.00 5.5+0.2 5.5+0.3 1.00
Creatinina (mg/dl) 0.83+0.02  0.86+0.03 1.00 0.85+0.03  0.82+0.02 1.00
Albdmina (g/dl) 4.8+0.1 4.4+0.1 0.001* 4.8+0.1 4.4+0.1 0.001*
AST/GOT (U/l) 27.0£34 24.3+2.7 1.00 25.6+4.2 23.9+34 1.00
ALT/GPT (Ul) 25.5+3.8 22.9+3.6 1.00 23.8+3.6 23.1+4.9 1.00
yGT (U/) 43.4+9.8  37.7+4.8 0.754 34.045.3 30.8+7.3 1.00
MDA (nmol/ml) 3.1+0.2 2.7+0.1 0.587 3.3+0.2 3.1+0.1 1.00

Hidroperoxidos (nmol/ml)  17.9+1.2 14.6+0.7 0.125 18.9+1.2 16.2+0.7 0.343

Los datos estan expresados en media £ SEM. ALT/GPT, alanina aminotransferasa; AST/GOT, aspartato

aminotransferasa; MDA, malondialdehido; yGT, gamma-lutamil transferasa.
Discusion

En las ultimas décadas, varios estudios han tratado de identificar los posibles mecanismos que
justifiquen los beneficios de la dieta mediterranea sobre la ECV. En este sentido, su alto contenido en fibra,
el perfil lipidico especifico, rico en AGM y AGPI, y su riqueza en otros componentes con reconocidas
propiedades antioxidantes y antiinflamatorias, como los polifenoles, han sido propuestos como los
principales responsables de esta proteccion frente a la ECV por su capacidad para modular la presion
arterial, el perfil lipidico, el peso corporal y la glucemia en ayunas, entre otros mecanismos (Esposito et al.,

2011; Rees et al., 2013 Papadaki et al., 2020). Los efectos de la dieta mediterranea no sélo pueden

explicarse por la sinergia entre todos los componentes nutritivos incluidos, sino que, ademas, la dieta
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mediterranea incluye una serie de pautas de orden conductual, cultural y social, intimamente ligados al
estilo de vida mediterraneo, que también contribuye a sus efectos beneficiosos (Martinez-Lacoba et al.,
2018). Por lo tanto, no se trata tan sélo de dar prioridad a un determinado tipo de alimentos, sino a la
manera de seleccionarlos, de cocinarlos y de consumirlos, que hacen que esta dieta sea realmente eficaz
para el mantenimiento de la salud (Estruch et al., 2018). En el presente trabajo se realizé un ensayo clinico
para confirmar los beneficios del consumo de una dieta mediterranea sobre la prevencion de enfermedades
cardiovasculares en personas con riesgo de padecerlas, y si la suplementacion adicional con un coctel de
vegetales deshidratados, rico en antioxidantes presentes en los alimentos caracteristicos de este patrén
dietético, puede aportar beneficios adicionales a la propia dieta. Nuestros resultados muestran que la ingesta
de una dieta mediterranea durante 6 semanas sin modificacion de estilo de vida, no provoca una mejora del
peso y la composicién corporal, ni de algunos pardmetros bioguimicos relacionados con el metabolismo y
el estado oxidativo en plasma, reforzando el concepto de que dieta mediterranea no es sélo un patron
dietético, sino que debe complementarse con un estilo de vida, que incluya ejercicio fisico, y una serie de
pautas conductuales, para que pueda ser de utilidad para el tratamiento y la prevencion de las ECV.

Las encuestas dietéticas de consumo de alimentos previo al inicio del estudio mostraron que los
voluntarios consumian aproximadamente un 56% de carbohidratos, 22% de grasas y un 22% de proteinas.
Con relacion a la distribucion de la grasa ingerida se encontr6 que estaba dentro de las recomendaciones de
la OMS: <10% para AGS y 15-20% para AGMI (OMS, 2018), ya que aproximadamente el 9.5% de la
energia consumida eran grasas saturadas, el 20% de la energia consumida eran AGMI, y la ingesta de AGPI
se encontraba por debajo de las recomendaciones (6-11%) con un aporte del 4% de la energia consumida.
El consumo de colesterol era adecuado en las mujeres (253 mg/d), pero excesivo para los hombres (475
mg/d), ya que la recomendacion es <300 mg/d (OMS, 2018), mientras que el consumo de fibra se encuentra
dentro de unos valores aceptables (recomendado 20-35 g/d) (Buil-Cosiales et al., 2014). Respecto a las
vitaminas, en general la dieta previa al estudio aportaba las cantidades necesarias, a excepcion de la
vitamina A (que solo aportaba el 87% de las IDR); incluso algunas eran consumidas por encima de estos
requerimientos, observandose ingestas muy elevados en las vitaminas B12 (591% de las IDR), vitamina C
(207% de las IDR) y niacina (202% de las IDR), principalmente en los hombres (Cuervo et al., 2009:
FESNAD, 2010).

Nuestros resultados relacionados con la composicion corporal indican que no hubo cambios
significativos en los pardmetros analizados tras ninguna de las intervenciones (con suplemento o sin
suplemento). En este estudio se aplicaron diversas técnicas y ecuaciones antropométricas que permiten
estimar el porcentaje de grasa corporal, mostrando una ausencia de efectos tras la intervencion nutricional.
La técnica de antropometria utilizada muestra una elevada correlacion con el porcentaje de grasa corporal
obtenido a través de diversas técnicas consideradas como el patrén estandar, como son, la densitometria
(DEXA) y bioimpedancia, sin embargo, el coste y accesibilidad de estas técnicas es alto, por tanto, se

justifica la utilizacion de los pliegues cutaneos y la ecuacion de Siri para la valoracion del porcentaje de
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grasa corporal, dando por vélidas tanto la forma global como la forma especifica de calcular la densidad
corporal con las ecuaciones utilizadas en el presente estudio (Marrodén et al., 2013).

Nuestros resultados pueden estar limitados debido a que los participantes de nuestro estudio no
cambiaron sus habitos de vida durante el periodo de intervencidon. Esta hipotesis se refuerza de acuerdo con
un estudio realizado por Kastorini et al. (2011), dénde sefiala que la dieta mediterrdnea puede ser una
herramienta Util para disminuir el peso corporal, especialmente cuando la dieta tiene una restriccion
energética y/o esta asociada a la actividad fisica con una duracion superior a 6 meses.

El efecto de la intervencion con dieta mediterranea sobre la presién arterial no esta claro debido a las
diferencias metodoldgicas y clinicas entre los estudios controlados y aleatorios que se han llevado a cabo.
En 2021, un metaanalisis concluy6 que la incorporacion del patron de dieta mediterranea puede disminuir la
presién arterial levemente, sin embargo, los efectos son mas significativos cuando los voluntarios inician la
intervencién con valores de presion arterial elevados, principalmente PAS. Asimismo, la duracion de la
intervencién es un factor clave para potenciar el efecto reductor de la PA. En nuestro estudio, los resultados
de presidn arterial muestran que no hubo cambios significativos tras la intervencion con o sin suplemento.
Se ha descrito ampliamente que la dieta mediterranea junto con el estilo de vida mediterraneo puede
mejorar la PAS. Jennings et al. (2019) concluyeron que la adherencia a la dieta mediterranea es eficaz para
mejorar la salud cardiovascular, disminuyendo la presion arterial y la rigidez de las arterias en adultos
mayores. Sin embargo, estos hallazgos han sido descritos tras 12 meses de intervencion y en una poblacion
de 1294 participantes, por lo que nuevamente el nimero de participantes y el tiempo han sido una
limitacion en el presente estudio.

Con respecto a los hallazgos encontrados en los parametros bioquimicos, las concentraciones de
albimina disminuyeron para ambos grupos, no obstante, esta disminucion se debe principalmente a una
normalizacién puesto que los valores medios parten de cantidades préximas al nivel superior de
normalidad. El rango normal de albimina plasmatica es de 3.5 a 5.5 g/dl (nivel éptimo: 4.0 g/dl), por lo que
la dieta tiende a que los sujetos se aproximen a su nivel de normalidad. (McPherson, 2022).

Por otra parte, los resultados referentes a las concentraciones de glucosa en sangre disminuyen, no
llega a ser significativo, sin embargo, se puede considerar un logro importante ya que algunos de los
participantes eran diabéticos. Estos resultados concuerdan con investigaciones recientes, que sefialan que la
Dieta Mediterranea es el enfoque dietético més efectivo para mejorar el control glucémico en pacientes con
diabetes tipo 2 (Schwingsckack et al., 2018; McPherson y Pincus, 2021). Este efecto protector se atribuye a
que la dieta mediterranea mejora el metabolismo de la glucosa, reduce la presion arterial, mejora el perfil
lipidico y disminuye los marcadores de oxidacion e inflamacidon relacionados con la arteriosclerosis. Estos
efectos son independientes de los polimorfismos de los principales genes implicados en los cambios
lipidicos o la respuesta inflamatoria, lo que confirma la eficacia de la dieta mediterranea en la prevencion
de las enfermedades cardiovasculares y los principales factores de riesgo vascular, incluida la diabetes
(Gémez-Delgado et al., 2014).
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En relacion con las concentraciones de triglicéridos y colesterol también disminuyeron sin llegar a ser
significativos. Este mismo comportamiento se aprecia para el colesterol HDL e inverso para el LDL. Sin
embargo, debe tenerse presente que la concentracion total de colesterol plasmético tiene un valor predictivo
muy limitado respecto del riesgo cardiovascular global (Penalvo et al., 2015; Gonzélez et al., 2019). No
obstante, la intervencion dietética durante un mes y medio ha sido suficiente para disminuir el colesterol
total en ambos grupos.

De las tres enzimas analizadas, es la yGT la que muestra una disminucion, se observa una
normalizacion de las tres enzimas en sangre, lo que indica menor destruccion celular en los tejidos, sobre
todo hepatico, cardiaco y muscular. Se ha evidenciado el papel protector de la dieta mediterranea sobre el
indice de higado graso, en efecto, este patron de alimentacion estd asociado con una disminucion en el
sindrome metabo6lico donde el higado graso es el componente hepético. Estos resultados sugieren que una
intervencién con Dieta Mediterranea podria retrasar o enlentecer la progresion natural del higado graso
(Cueto-Galan et al., 2016).

Con relacién a los marcadores de estrés oxidativo los resultados indican que la intervencion produce
una disminucién de ambos marcadores, sin embargo, las patologias cardiovasculares, diabetes e
hipertension siempre suponen un aumento de este proceso, aunque no se sabe si es causa o efecto de dichas
patologias. Para disminuir cualquier situacion de estrés oxidativo, es crucial ajustar con sumo cuidado el
aporte de antioxidantes de la dieta (tocoferol, CoenzimaQ, Retinol, polifenoles, acido ascérbico, etc) pero
sobre todo maximizar el contenido en oleico de la grasa de la dieta (Barbosa et al., 2008).

Por su parte, el descenso de MDA es igual para ambas dietas experimentales, aunque esto lo podemos
atribuir parcialmente a que esta técnica es menos precisa que la de hidroperdxidos y que en general el MDA
es eliminado con mas rapidez que hidroperdxidos por mecanismos especificos (Delgado Roche et al.,
2009).

A pesar, de todos los efectos beneficiosos que la dieta mediterranea aporta a la prevencion
enfermedades cardiovasculares, el grado de evidencia cientifica que aportan los articulos publicados es
todavia insuficiente. En general, la mayoria de los estudios han afianzado que la dieta mediterranea muestra
efectos beneficiosos sobre fenotipos finales e intermedios de la enfermedad, tanto para la prevencion
primaria como para la secundaria. La calidad de las pruebas de los modestos beneficios sobre los factores
de riesgo de ECV en la prevencion primaria es baja 0 moderada (Rees et al., 2019). No obstante, son
necesarios mas estudios aleatorizados, controlados, de intervencion con dieta mediterranea que
proporcionen mayor grado de evidencia cientifica, y permitan establecer recomendaciones dietéticas y de

estilo de vida adecuadas para la prevencién de ECV.
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Conclusién

Tras el andlisis del estudio, se observa que la ingesta durante 6 semanas de dieta mediterranea,
suplementada 0 no con antioxidantes caracteristicos de esta dieta, y sin modificacion de cambios en los
estilos de vida no provoca efectos positivos sobre la prevencidon de las ECV. No obstante, observamos
cierta tendencia en la mejora de parametros claves como IMC y presion arterial cuando se normaliza la
dieta lo que no se constata con la suplementacion de antioxidantes. Evidenciando que la normalizacion de la
dieta es la mejor opcion. Por lo tanto, se requieren més estudios que evallen el efecto de una dieta
mediterranea acompafiada de un estilo de visa mediterraneo para poder establecer los beneficios reales y

cudles son los pardmetros méas importantes que contribuyen a dichos beneficios.
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HIDROXITIROSOL



Seccion 1l. Toxicidad oral aguda/subaguda y subcrénica de un
extracto de aceite de oliva virgen rico en hidroxitirosol

Los extractos de AOV ricos en componentes bioactivos pueden ejercer actividades funcionales
beneficiosas para la salud, justificando su posible incorporacion como ingredientes para enriquecer los
mismos aceites o incluso otros tipos de alimentos a los que les aportardn propiedades saludables. Sin
embargo, es necesario demostrar la seguridad alimentaria y la ausencia de toxicidad de estos extractos en
estudios gue sigan las directrices establecidas por los organismos de seguridad alimentaria (OCDT-408),
con el fin de que puedan ser aprobados como ingredientes funcionales y nutracéuticos para el tratamiento

de enfermedades cronicas.

Objetivos especificos

e Evaluar la toxicidad aguda (24 horas) de un extracto acuoso de AOV rico en hidroxitirosol segin la
normativa 408 de la Organizacion para la Cooperacién y el Desarrollo Econémico (OCDE), en
ratas.

e Evaluar la toxicidad subaguda tras 14 dias de ingesta de un extracto acuoso de AOV rico en
hidroxitirosol

e Evaluar la toxicidad subcrénica tras 90 dias de ingesta de un extracto acuoso de AOV rico en

hidroxitirosol

Material y Métodos

Para evaluar la toxicidad del hidroxitirosol se siguié el protocolo descrito en las disposiciones de la
Directiva 92/69 / CEEE-OECD 408, segun las Directrices de la OCDE-408 para el ensayo de productos
guimicos, N° 408, titulada "Estudio de toxicidad oral de dosis repetidas durante 90 dias en
roedores"(Directiva 92/69/CEEE-OECD 408).

La evaluacion de la toxicidad aguda/subaguda del extracto acuoso de AOV rico en hidroxitirosol se
Ilevo a cabo durante 14 dias, tras la administracion de una dosis Unica de 300 mg/kg (ensayo agudo), o una
dosis Unica de 2000 mg/kg (ensayo subagudo) en el agua de bebida; ademas de un grupo control.

Para la evaluacion de la toxicidad subcrdénica los animales recibieron una dosis diaria de 100 mg de
hidroxitirosol/kg/d, considerada una dosis baja, 300 mg/kg/d, considerada la dosis intermedia, y 1000
mg/kg/d, considerada la dosis alta. Ademas, se incluyd un grupo control que no recibié ningln extracto en

el agua de bebida.
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Preparacion del extracto de AOV estudiado

El extracto de AOV rico en hidroxitirosol fue suministrado por EXTRACTOS Y DERIVADOS, S.L.
(Granada, Espafia). El extracto contenia una concentracion inicial del 15% de hidroxitirosol, confirmada
por HPLC-UV (Agilent serie 1260) utilizando una columna cromatografica Hypersil Gold 5 pm (4.6 mm X
100 mm).

El extracto de AOV se administro en el agua de bebida para minimizar la manipulaciéon de los
animales. Tras calcular la cantidad media diaria de ingesta de agua, se prepararon diluciones del extracto en
agua mili Q para conseguir diferentes dosis finales de hidroxitirosol: 100 mg/kg (dosis baja), 300 mg/kg
(dosis intermedia) y 1000 mg/kg (dosis alta). Las dosis se ajustaron segln el peso corporal de la rata dos

veces por semana (lunes y jueves) y se prepararon 500 ml del agua enriquecida para los siguientes tres dias.

Estudio piloto

En primer lugar, realizamos un estudio piloto para establecer el protocolo de intervencion. Se
mantuvieron tres ratas en jaulas metabdlicas individuales para controlar la ingesta de comida y agua durante
cinco dias. A continuacion, se colocaron las tres ratas juntas en una jaula y se confirmaron las cantidades
ingeridas de comida y agua durante cinco dias. En este estudio piloto comprobamos que la ingesta de
comida y agua (37 mL/d) era similar cuando las ratas se colocaban de forma independiente o en grupos de

tres animales.

Disefio del estudio

Antes de comenzar el periodo experimental, los animales se mantuvieron en jaulas de tipo 111 (1650 x
690 x 1870 cm) durante cinco dias para su aclimatacion. Ochenta ratas Wistar SHD (origen HARLAN Ltd)
de tres semanas de edad, se dividieron aleatoriamente en tres grupos de intervencion, y un grupo control (10
machos y n=10 hembras por grupo). Se colocaron aleatoriamente tres animales por jaula ajustando por
peso, de manera que las diferencias de peso corporal en los cuatro grupos fueron inferiores al 20%. Los
animales se mantuvieron en modulos con un nivel sonoro < 65 dB, renovacion del aire 15-17/h, luz < 325
lux y ciclos de luz/oscuridad de 12 h, temperatura 20-24 °C y humedad HR 50+10%.

Para la toxicidad aguda/subaguda del extracto acuoso de AOV rico en hidroxitirosol se utilizaron 16
ratas que fueron divididas en tres grupos. El grupo experimental recibié una dosis Unica de 300 mg/kg
(n=3) en el agua de bebida (ensayo agudo), un segundo grupo recibié una dosis de 2000 mg/kg (n=4) en el
agua de bebida durante 14 dias (ensayo subagudo), y el tercer grupo control no recibi6é ningun suplemento

en el agua de bebida (n=9).
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AGUDO |Dosis 300 mg/kg (Extracto AOV + Agua) |
(n=3) Tol > 24h

SUBAGUDO

|Dosis 2000 mg/Kg (Extracto AOV + Agua) |

Experimental (n=4) To | P 14d
|Dosis 2000 mgrig (Agua)
Control (n=9) To | > 14d
SUBCRUNICU |Dosis 100 mg/Kg (Extracto AOV+Agua)|
Experimental (n=20) To} » 90d
|Dosis 300 mgrkg (Extracto AoV + Agua)|
Experimental (n=20) Tol > 90d
|Dosis 1000 mg/kg (Extracto AOV + Agua) |
Experimental (n=20) To | > 90d
Agua
Control (n=20) To | > 90d

Figura 9. Disefio experimental del estudio agudo/subagudo y subcroénico siguiendo el protocolo descrito
en las disposiciones de la Directiva 92/69 / CEEE-OECD 408.

El estudio subcrénico incluyé 80 ratas distribuidas en cuatro grupos (n=20: 10 machos y 10 hembras)
gue recibieron diariamente tres dosis diferentes que se ajustaron segun su peso, del extracto de AOV en el
agua de bebida durante 90 dias. El grupo 1 recibi6é una dosis diaria de 100 mg del extracto/kg de peso; el
grupo 2 recibi6 una dosis diaria de 300 mg de extracto/kg de peso; el grupo 3 recibié una dosis diaria de
1000 mg de extracto/kg de peso. Paralelamente, se siguié un grupo control (n=20: 10 machos y 10
hembras) que no recibié ningln extracto en el agua de bebida.

Durante el periodo de tratamiento se evaluaron signos clinicos y el peso corporal, se llevaron a cabo
observaciones funcionales de reactividad sensorial y motora, y andlisis hematoldgicos y bioguimicos,

histopatologia macroscépica y microscopica.

Evaluacion y consumo

El consumo del extracto de AOV se midié cada tres dias. La ingesta de agua con el extracto de AOV
se calcul6 por diferencia entre una cantidad preparada (500 mL/botella) y la restante, entre las tres ratas que
habia en cada cubeta, reponiendo una nueva botella con la dosis ajustada al peso cada tres dias. Todos los

animales recibieron comida ad libitum.

El peso corporal se controlé dos veces por semana. Para evaluar la posible reaccién ocasionada por la
ingesta del extracto del AOV, durante los 90 dias del estudio se analizé cada rata en busca de signos
visibles de morbilidad y mortalidad, segin las especificaciones del test de Irwin (Irwin, 1968). La
exploracion se realiz6 dos veces al dia, entre las 8:00-9:00 de la mafiana y las 19:00-21:00 de la tarde. Se
evaluaron los signos de toxicidad durante los 90 dias de intervencion basandose en las directrices de la

OCDE. Los signos de toxicidad buscados fueron:
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¢ Signos de percepcion: alerta, estereotipia, pasividad.

¢ Signos de estado de animo: ordenado, inquieto, irritable-agresivo.

¢ Signos de actividad motora: espontaneidad, reactividad, respuesta tactil.

¢ Signos de excitacion y depresion del sistema nervioso central (SNC): cola levantada, temblores y
convulsiones.

¢ Signos de coordinacion motora: recuperacion del salto mortal

¢ Diarrea.

e Salivacion.

¢ Signos cutaneos cambios en la piel y el pelaje

e Modificaciones en la mucosa ocular.

Analisis hematologicos y bioquimicos

Al final del periodo experimental, los animales fueron anestesiados con anestesia inhalatoria con
isoflurano, en un equipo de anestesia movil CA-EAC22, CIBERTEC (Madrid Espafia). Posteriormente, se
extrajeron muestras de sangre de la vena sublingual. Se recogié 1 ml de sangre en un tubo con EDTA, que
se agitod ligeramente y se mantuvo a temperatura ambiente hasta un maximo de 3 a 4 h para los andlisis
hematolégicos. El resto de la sangre (2-3 mL) se recogié con heparina, se centrifugdé a 3000 rpm, y el
plasma separado se congel6 a -80°C inmediatamente para el anlisis bioquimico.

Los parametros hematoldgicos se determinaron en las muestras de sangre utilizando un analizador de
diagndstico Mythic 22 CT C2, Orphe, (Shenzhen, China). Se determinaron como indices eritrocitarios el
recuento total de glébulos rojos (RBC), la hemoglobina, el porcentaje del volumen sanguineo total ocupado
por glébulos rojos (volumen de glébulos rojos empaquetados, PCV), el volumen corpuscular medio
(MCV), la hemoglobina corpuscular media (MCH), la concentracién de hemoglobina corpuscular media
(MCHCQ) vy la distribucion del tamafio de los glébulos rojos (RDW). El recuento total de glébulos blancos
(WBC), y los neutrdfilos diferenciados (NEU), monocitos (MON), linfocitos (LYM), eosinéfilos (EOS) y
basofilos (BAS) se determinaron como recuento total y como porcentajes. El recuento total de plaquetas
(PLT), el volumen medio de plaquetas (MPV), el porcentaje del volumen total de sangre ocupado por las
plaquetas (HTC) y la anchura de distribucion de las plaquetas (PDW) se determinaron como indices
plaquetarios.

Los parametros bioquimicos plasmaticos: glucosa, colesterol total, TAG, proteinas totales, alblmina,
aspartato aminotransaminasa (AST), alanina aminotransaminasa (ALT), bilirrubina total, urea, creatinina,
sodio, potasio, cloro, fosforo y creatinina quinasa-MB (CK-MB) se analizaron en un analizador quimico
BS-200 (Shenzhen Mindra y Biomedical Electronics, Shenzhen, China). Las globulinas se calcularon como

la diferencia entre las proteinas totales y la albimina, y también se calculd la relacion albdmina/globulinas.
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Examen histopatoldgico

Tras el sangrado, los animales anestesiados fueron sacrificados con la inyeccion intraperitoneal de
pentobarbital sodico (30-40 mg/kg de peso corporal) para la posterior necropsia, que se realiz6 segun los
criterios éticos de Feldman et al. (1988). Las ratas fueron examinadas cuidadosamente en busca de
anormalidades externas. A continuacion, se extrajeron diferentes Organos y se evalué su aspecto
macroscopico. Se estudiaron biopsias en 12 drganos o sistemas diferentes: cerebelo, corazon, es6fago,
glandula salival, génadas, hueso, médula dsea, nervio, pancreas, piel, trdquea y timo. Para las biopsias, las
muestras de tejido se conservaron en frascos de formalina tamponada al 10% y se incluyeron en bloques de
parafina. En cada bloque se realizaron secciones con micrétomo rotatorio y se utilizé hematoxilina y eoxina

para la tincién antes del examen microscapico.

Analisis estadistico

Los datos se presentan como valores medios + error estandar de la media (SEM). Tras comprobar la
normalidad de las variables mediante la prueba de Kolmogorov-Smirnov, y la homogeneidad de la varianza
mediante la prueba de Levene, se utilizé el andlisis de varianza de una via (ANOVA) para comparar los
valores medios entre grupos. Las diferencias entre grupos se establecieron mediante la prueba post-hoc de
Bonferroni para las varianzas homogéneas y la T2 de Tamhane para las variables de varianzas no
homogéneas (cloruro, albimina, foésforo, AST, ALT). Los valores atipicos para cada intervencion se
eliminaron si la curtosis > 1 y la asimetria > 1 en la distribucion de las respuestas. En todos los casos, se
incluyeron mas del 80% de los datos. Todos los analisis se realizaron por intencién de tratar. Un valor p <
0,05 se considerd significativo. Se utiliz6 el programa informatico Statistical Package for the Social

Sciences version 20 para realizar el analisis estadistico (SPSS Inc.; Chicago, IL, EE.UU.).

Resultados

En el estudio piloto, se confirmé la idoneidad de colocar tres ratas por jaula en comparacién con el
mantenimiento de una sola rata por jaula. Se calculé el consumo diario de agua (37 mL/d) y fue similar

cuando se colocaron tres animales juntos a los determinados cuando las ratas se colocaron individualmente.

Consumo de agua y evolucién del peso

En el estudio de toxicidad aguda/subaguda, la ganancia de peso corporal fue continua sin diferencias
significativas entre los animales del grupo de control y los animales suplementados con las dos dosis del
extracto de AOV durante los 14 dias.

En el estudio de toxicidad oral subcrénica, no se observaron diferencias significativas en el consumo
de agua entre los cuatro grupos de intervencion: 33 + 0.19 mL/d para las ratas de control, y 38 + 0.17 mL/d,
35 £ 0.27 mL/d y 31 £ 0.46 mL/d para las ratas suplementadas con 100, 300 y 1000 mg/kg/d,
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respectivamente. Durante las dos primeras semanas del estudio, las ratas que recibieron la dosis alta de
extracto de AOV bebieron un 25% menos de agua que el resto de los grupos (no significativo). Esta
diferencia se normalizé en las siguientes semanas de intervencion, lo que demuestra una aceptacion
organoléptica del extracto de AOV.

El crecimiento fue normal y similar entre los animales del grupo control y los tres grupos de
intervencion (Figura 10).
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Figura 10. A) Evolucion del peso corporal durante los 90 dias de intervencion. B) Evolucién de
ingesta liquida durante los 90 dias de intervencion. Los datos se expresan en medias + SEM. Se
utilizé la prueba ANOVA de una via y la prueba post hoc de Bonferroni para comparar los
resultados entre los grupos en cada punto temporal. P < 0,05 se consider6 significativo. Analisis
de varianza de una via, ANOVA.

Evaluacion clinica: Test de Irwin

En el estudio de toxicidad aguda/subaguda, no se observaron temblores, convulsiones,
entumecimiento, salivacion o diarrea ni a las 24 h de la administracion de la dosis aguda, ni durante la
administracion de la dosis subaguda durante 14 dias. Tampoco se detectaron alteraciones en la piel, ni en el
pelo de los ojos. El color de la orina fue normal durante la manipulacion en todos los casos.

En el estudio de toxicidad subcronica, La tasa de supervivencia de los animales al final del
experimento fue del 100%. El color del pelo era normal en todos los animales. Se observaron casos
accidentales de pequefia alopecia en cuatro ratas (dos ratas del grupo suplementado con la dosis baja (100
mg/kg/d) y dos ratas del grupo suplementado con la dosis intermedia (300 mg/kg/d). En esos cuatro
animales no se observaron hongos mediante la lampara de Wood, y la administracion de dos dosis de un

tratamiento topico con fungizel (tolnaftato, lindano y acido benzoico) consiguié la recuperacion de las
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zonas calvas al cabo de 15 dias. El resto de los animales presentaron un aspecto de piel y pelaje normal
durante los 90 dias de estudio.

No se observd ningun signo clinico alterado de diarrea, salivacion, alteracién de la mucosa ocular,
estimulacion o depresion del sistema nervioso central, ni de la forma de caminar (con el abdomen
moviéndose hacia atras) en los 80 animales de los cuatro grupos experimentales, incluyendo el grupo de
control y los animales tratados con las tres dosis del extracto de AOV, durante los 90 dias de intervencion.
Ademas, no se observaron temblores, convulsiones ni adormecimiento de las extremidades. El color de la

orina fue normal en todos los animales.

Biomarcadores hematoldgicos

Los datos hematoldgicos de los animales incluidos en el estudio de toxicidad aguda/subaguda se
indican en la Tabla 6. Todos los biomarcadores hematoldgicos estaban dentro del rango de normalidad al
inicio y al final del estudio. El recuento de gl6bulos rojos y la hemoglobina fueron mayores en el grupo
suplementado con la dosis méaxima de los extractos de AOV que en los animales suplementados con la
dosis baja y el control (p=0.005 y p=0.029 respectivamente). EI PCV% vy el recuento de MON fueron
mayores en el grupo suplementado con la dosis baja que en la dosis alta y en el grupo control (p=0.033). El
resto de los parametros hematolégicos fueron similares en todos los grupos.

Los datos hematoldgicos del estudio subcrénico se indican en la Tabla 8. Todos los biomarcadores
hematol6gicos estaban dentro de los rangos de normalidad tras los 90 d de intervencidon en todos los grupos.
El recuento de gl6bulos rojos, el PCV y el MCV fueron menores en el grupo suplementado con la dosis
baja del extracto de AOV que en los animales suplementados con la dosis alta p=0.010 y p=0.010
respectivamente). EIl MCH fue mayor en el grupo suplementado con la dosis alta que en los grupos de
control y de dosis intermedia (p=0.001), mientras que el MCHC fue menor en el grupo de dosis alta que en
los otros grupos (p=0.001). El recuento y los porcentajes de globulos blancos totales y diferenciados fueron
similares en todos los grupos de animales, excepto el porcentaje de neutrofilos, que fue inferior en el grupo
de dosis alta que en los demaés grupos (p=0.094). El recuento de plaquetas y el VPM fueron mayores en el
grupo de control que en el que recibié 100 mg/kg/d (p=0.063), mientras que el VPM fue menor en el grupo
de control frente a los grupos suplementados, y mayor en el de dosis baja p=0.001). El resto de los

pardmetros hematolégicos fueron similares en todos los grupos.
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Tabla 6. Pardmetros hematoldgicos de las ratas después de 14 dias tras la
administracion de una dosis aguda (300 mg/kg) y subaguda (1000 mg/kg) del
extracto de AOV

300 mg/k 2000 mg/kg/d
Control (dosis?ntgrmedia) (dosis n?éxgi]ma)

RBC (10%/uL) 7.05+0.21% 4.57+1.262 7.58+0.21°
Hemoglobina (g/dL) 14.0+0.4? 10.1£2.7° 14.8+0.3%
PCV% 38.5+1.2° 27.7+7.8° 14.8+0.3%
MCV (fl) 54.63+0.99 60.0£5.65 53.87+1.06
MCH 19.94+0.38 22.16+2.29 36.32+0.28
MCHC (g Hb/dL) 36.53+0.27 36.90+0.81 36.32+0.28
RDW 15.27+1.14 15.0+0.94 15.0+0.94
WBC (10%/uL) 8.86+0.82 6.13+1.61 13.60+4.47
LYM (10%/uL) 4.66+0.49 4.03+£1.31 4.72+0.46
MON (10%/uL) 0.11+0.02 0.2040.05 0.1240.02
EOS (10%/uL) 0.11+0.06 0.06+0.03 0.07+.04
BAS(10%/uL) 0.17+0.03 0.134+0.03 0.25+0.02
LYM% 83.8+0.8 85.9+2.2 78.245.3
MON% 1.9+0.1° 3.5+0.3" 2.3+0.4%
EOS % 2.14+0.91 1.43+0.35 1.42+0.53
BAS% 3.2+0.2 2.9+0.6 4.4+0.8
PLT (10%/uL) 732.0+96.7 596.0+252.0 660.5+168.3
MPV (fL) 6.60+0.36 7.80+0.68 6.80+0.30
PCT % 0.48+0.07 0.49+0.21 0.44+0.11
PDW 13.28+1.42 14.43+0.63 16.22+3.64

Los datos se expresan en medias = SEM (error estdndar de la media). Se utiliz6 la
prueba ANOVA para comparar los resultados entre grupos y la prueba post hoc de
Bonferroni para las comparaciones mdaltiples entre grupos. Letras de superindice
diferentes indican diferencias significativas entre los grupos (a,b). p < 0.05 ha sido
considerado significativo. AOV, aceite de oliva virgen;, BAS, basofilos; EOS,
eosindfilos, LYM, linfocitos; MCH, hemoglobina corpuscular media; MCHC,
concentracion de hemoglobina corpuscular media; MCV, volumen corpuscular medio;
MON, monocito; VPM, volumen plaquetario medio; PCT, porcentaje del volumen
sanguineo total ocupado por las plaquetas; PCT, porcentaje del volumen sanguineo total
ocupado por los glébulos rojos, volumen de glébulos rojos empaquetados; PDW,
anchura de distribucion de las plaqueta; PLT, recuento total de plaquetas; RBC, recuento
total de glébulos rojos; RDW, distribucion del tamafio de los glébulos rojos; WBC,
Recuento total de glébulos blancos.
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Tabla 7. Pardmetros hematoldgicos de las ratas después de 90 dias de intervencion con
diferentes dosis del extracto de AOV.

Control 100 mg/d 300 mg/d (dosis 1000 mg/d
(dosis baja) intermedia) (dosis alta)
RBC (10%uL) 7.51+0.32% 6.22+0.42° 7.59+0.25% 7.99+0.49°
Hemoglobina (g/dL) 14.0+£0.5 12.1+0.8 14.3+£0.5 13.2+0.7
PCV% 41.4+1.6% 33.9+2.3¢ 41.0%1.4% 44.7+3.1°
MCV (fl) 54.64+0.50®  54.71+0.63% 54,0+0.38% 56.8+0.80°
MCH 18.85+0.22° 19.84+0.71% 18.79+0.26° 16.17+0.96"
MCHC (g Hb/dL) 34.50+0.305*  36.18+1.00% 34.79+0.342 28.85+1.86°
RDW 14.04+.0.12 14.9240.62 13.79+0.14 14.77+0.21
WBC (10%/uL) 4.85+0.46 3.19+0.37 4.44+ 51 4.21+0.44
LYM (10%/uL) 3.80+0.36 2.54+0.40 3.42+0.50 3.60+0.40
MON (10%/uL) 0.06+0.02 0.08+0.03 0.07+0.01 0.10+0.02
NEU (108/uL) 0.76+0.09 0.51+0.09 0.63+0.09 0.48+0.08
EOS (10%/uL) 0.05+0.02 0.09+0.03 0.16+.011 0.10+0.04
BAS(10%/uL) 0.13+0.01 0.08+0.02 0.12+0.02 0.09+0.02
LYM% 78.0£1.6 73.84£2.8 75.9+4.1 84.1+1.4
MON% 1.4+0.3 2.3£0.7 1.5+0.2 2.9+0.7
NEU% 16.0+1.22 16.60+2.09° 15.51+1.82% 8.26+1.28°
EOS % 1.5+0.5 3.86+1.20 3.99+2.52 3.1+£1.00
BAS% 3.0£0.3 3.45+0.50 3.08+0.33 2.66+.26
PLT (10%/uL) 684.5+70.9° 399.1+68.3° 541.7+63.8% 424.8+72.2%
MPV (fL) 6.13+0.06° 7.23+0.38 6.43+0.18% 7.19+0.30¢
PCT % 0.38+0.034 0.26+0.04 0.33+0.04 0.28+0.05
PDW 12.0241.02 13.20+1.03 13.56+1.20 12.70+1.56

Los datos se expresan en medias + SEM (error estandar de la media). Se utiliz6 la prueba ANOVA para
comparar los resultados entre grupos y la prueba post hoc de Bonferroni para las comparaciones
multiples entre grupos. Letras de superindice diferentes indican diferencias significativas entre los
grupos (a,b,c,d). P < 0.05 ha sido considerado significativo. AOV, aceite de oliva virgen; BAS,
basofilos; EOS, eosinofilos; LYM; linfocitos, MCH, Hemoglobina corpusuclar media; MCHC,
concentracion media de hemoglobina corpuscular; MCV, volumen corpuscular medio; MON,
monocitos; VPM, volumen plaquetario medio; NEU, neutréfilos diferenciados; PCT, porcentaje del
volumen sanguineo total ocupado por plaquetas; PCT, porcentaje del volumen sanguineo total ocupado
por los glébulos rojos VVolumen de glébulos rojos empaquetados; PDW; anchura de distribucién de las
plaqueta; PLT, recuento total de plaquetas; RBC, recuento total de glébulos rojos; RDW, distribucién
del tamafio de glébulos rojos; WBC, recuento total de glébulos blancos.
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Biomarcadores bioquimicos en plasma

Las concentraciones plasmaticas de los biomarcadores bioquimicos en plasma de los animales
incluidos en el estudio de toxicidad aguda/subaguda se indican en la Tabla 8. La CK-MB fue mayor en el
grupo suplementado con la dosis baja (300 mg/kg) del extracto de AOV en comparacion con la dosis alta y
el grupo de control (p=0.041). El resto de los parametros bioquimicos fueron similares en todos los grupos

tras 90 dias de intervencion con el extracto acuoso de AQV.

Tabla 8. Parametros bioquimicos plasmaticos. Toxicidad subaguda tras 14
dias de intervencién con diferentes dosis del extracto de VOO.

300 mg 2000 mg (dosis
Control
(dosis baja) intermedia)
Glucosa (mg/dL) 149.91+5.27  135.07+11.73 145.11+£9.15
Colesterol (mg/dL) 64.54+2.87 64.54+2.98 77.89+3.09
Triglicéridos (mg/dL) 99.12+13.97  101.82+22.55 69.72+13.70
Proteinas (g/dL) 572+ 0.11 5.60+0.10 5.86+0.15
Albumina (g/dL) 3.05+0.03 2.93+0.06 3.04+0.04
AST (U/L) 89.74+6.13 91.19+9.57 81.17+7.56
ALT (U/L) 35.59+2.44 32.06+0.86 31.19+1.83
Bilirrubina (mg/dL) 0.15+0.03 0.14+0.02 0.12+0.01
Urea (mg/kg/dL) 27.7+1.6 26.9+4.06 29.6+2.5
Creatinina (mg/kg/dL) 0.12+0.02 0.08+0.03 0.05+0.02
Sodio (mg/kg/dL) 232.73+5.79  242.77+17.33  250.99+14.50
Potasio(mg/kg/dL) 123.55+21.35 210.04+27.07  134.44+41.81
Cloruro (mg/kg/dL) 310.5+2.0 300.0+2.3 303.1+6.4
Fésforo (mg/dL) 3.8+0.13 3.9+0.17 4.1+0.18
CK-MB (U/L) 374.6+36.3*  549.8+22.14° 418.0+29.8%®

Los datos son medias + SEM. Se utilizé la prueba ANOVA para comparar los
resultados entre grupos y la prueba post hoc de Bonferroni para las comparaciones
multiples entre grupos. Letras de superindice diferentes indican diferencias
significativas entre los resultados posteriores a la intervencion (a, b). ALT, alanina
aminotransaminasa; AST, aspartato aminotransaminasa; CK-MB, Isoenzima
creatinina-kinasa.

Las concentraciones plasmaticas de los biomarcadores bioguimicos en plasma de los animales
incluidos en el estudio de toxicidad subcrénica (90 dias) se incluyen en la Tabla 9. Los niveles plasmaticos
de glucosa fueron menores en el grupo suplementado con la dosis baja del extracto de VOO en
comparacion con el grupo suplementado con la dosis alta (p=0.018). Los niveles plasmaticos de proteinas

totales fueron menores en el grupo suplementado con la dosis intermedia del extracto de VOO en
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comparacion con el grupo control (p=0.024). La bilirrubina plasmatica fue mayor en el grupo suplementado
con la dosis intermedia que en los grupos de control y de dosis alta de suplemento (p=0.001). Los niveles
de sodio fueron mayores en los grupos suplementados en comparacién con el grupo de control (p=0.001. El

resto de los parametros bioquimicos fueron similares en todos los grupos.

Tabla 9. Parametros bioguimicos plasmaticos tras 90 dias de intervencion con diferentes
dosis del extracto de AOV

Control 100 mg 300 mg (dosis 1000 mg
(dosis baja) intermedia) (dosis alta)
Glucosa (mg/dL) 180.99+9.58%  154.38+6.74% 151.23+10.528  188.20+11.65°
Colesterol (mg/dL) 73.83+3.20 76.34+2.98 65.70+4.29 76.12+3.77
Triglicéridos
105.1+10.3 103.9+7.7 101.348.5 122.3£9.6
(mg/dL)
Proteinas (g/dL) 6.36+ 0.06% 6.05+0.11% 5.88+0.17° 6.25+.10%
Albumina (g/dL) 3.2+0.02 3.2+0.03 3.2+0.07 3.4+0.115
Albumina/Globulina 1.0£0.5 1.0£0.3 1.1+£0.7 1.2+0.3
AST (U/L) 96.20+8.73 87.38+.17.18 68.08+6.38 92.11+12.90
ALT (U/L) 43.03+£3.74 33.33£1.93 34.41+2.85 37.04+3.31
Bilirrubina (mg/dL)  0.69 £ 0.005°  0.74 + 0.005® 0.77 £ 0.004° 0.70 £ 0.0242
Urea (mg/kg/dL) 45.8+1.4 41.1+1.5 43.2+1.9 43.4+1.7
Creatinina
0.32+0.02 0.26+0.02 0.27+0.03 0.25+.02
(mg/kg/dL)
Sodio (mg/kg/dL) 183.60+4.52¢  237.14+8.64° 214.06+7.75° 226.28+8.16"
Potasio(mg/kg/dL) 105.69+8.34 116.67+8.78 119.31+10.15  114.95+10.54
Cloruro (mg/kg/dL) 366.6+7.9 334.4+3.1 342.5+17.8 337.5+2.8
Fosforo (mg/dL) 5.7£0.0.21 4.9+0.21 6.7£0.93 5.8+0.24
CK-MB (U/L) 463.5+58.2 376.5+69.3 308.0+34.0 410.9+52.2

Los datos son medias + SEM (n = 20), para cada grupo, excepto en el grupo de 100 mg y 300 mg
porque se descartaron las muestras de lisis defectuosas. Se utilizd la prueba ANOVA para comparar
los resultados entre grupos y la prueba post hoc de Bonferroni para las comparaciones multiples entre
grupos. P < 0,05 indica diferencias estadisticamente significativas con respecto a su correspondiente
grupo de control. Letras de superindice diferentes indican diferencias significativas entre los
resultados posteriores a la intervencion (a, b,). VOO, Aceite de oliva virgen; ALT, Alanina
aminotransaminasa; AST, Aspartato aminotransaminasa; CK-MB, Isoenzima creatinina-kinasa

81



Examen histopatoldgico

La autopsia de los animales incluidos en el estudio subagudo no mostré ninguna alteracién
macroscépica (es decir, de color, tamafio o textura) ni microscopica (Figura 11) de los érganos y tejidos
examinados de los animales tratados con el extracto de AOV en comparacion con los animales de control.

El examen macroscépico de los tejidos de los animales incluidos en el estudio subcronico muestra que
el cerebelo, el corazon, el eso6fago, las glandulas salivales, las gbnadas, los huesos, la médula Gsea, los
nervios, el pancreas, la piel, la trdquea y el timo de las ratas tratadas con el extracto de AOV no revelo
anomalias en su aspecto (color, tamafio o textura) en comparacion con los animales control. No se observé
ninguna alteracion histolégica macro o microscopica tras la intervencidn con ninguna de las tres dosis del
extracto de AOV cuando se compard con los animales de control. La evaluacién microscopica no mostro
ninguna discordancia histolégica con una estructura normal y confirmé la ausencia de lesiones patoldgicas
(Figura 12).

Intestino I ntestino Médula Rifion
delgado grueso

Figura 11. Evaluacion microscépica representativa (10x) de tejidos seleccionados 14 dias tras
la administracion de una dosis Unica de 2000 mg/kg/d) de un extracto de AOV en el estudio
agudo/subagudo. Aceite de oliva virgen (AOV).

82



Traquea

Figura 12. Evaluacion microscOpica representativa (10x) de tejidos seleccionados
después de la intervencion con la dosis alta (1000 mg/kg/d) del extracto de AOV
durante 90 d en el estudio es subcrénico. Aceite de oliva virgen, AOV.

Discusién

El AOV es la principal fuente de grasa de la Dieta Mediterranea y se ha asociado a los beneficios
saludables que se atribuyen a este patron dietético (Yubero-Serrano et al., 2019). Las alegaciones de salud
relacionadas con el AOV de la EFSA proponen la eficacia del AOV que contiene al menos 5 mg de
hidroxitirosol y sus compuestos relacionados (tirosol y oleuropeina) por cada 20 g de aceite (EFSA, 2011).
Por tanto, el enriquecimiento de este aceite con sus propios compuestos bioactivos supone una mejora del
aceite y es uno de los objetivos actuales de la industria oleicola. Sin embargo, es necesario demostrar la
seguridad de los concentrados de compuestos bioactivos del AOV antes de que puedan utilizarse para el
enriquecimiento de aceites dietéticos u otros alimentos, o para su uso como nutracéutico. El presente
estudio demuestra la ausencia de efectos toxicos 14 dias después de la administracion de una dosis Unica de
300 mg/kg/d o 2000 mg/kg de un extracto de AOV rico en hidroxitirosol, en un estudio de toxicidad
aguda/subaguda, y tras la suplementacién subcronica durante 90 dias con 100 mg/kg/d, 300 mg/kg/d y 1000
mg/kg/d, segun las directrices de la OCDE-408.

Una dieta rica en polifenoles puede estar inversamente asociada a la mortalidad por ECV, al desarrollo
de ciertos tipos de cancer e incluso al estado de &nimo (Godos et al., 2018). Las pruebas epidemioldgicas
sugieren que los fenoles presentes en el aceite de oliva pueden desempefiar un papel importante en la
reduccion de la inflamacion, los radicales libres y la carcinogénesis, asi como mejorar la composicién de la
microbiota intestinal (Godos et al., 2018; Groso, 2018). Borzi et al. (2019) sefialan que los polifenoles del
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aceite de oliva ejercen un efecto protector contra el cancer colorrectal. Estos estudios ponen de manifiesto
la necesidad de investigar las dosis a las que los polifenoles inducen sus efectos sobre la salud.

Las investigaciones sobre los polifenoles del AOV son muy amplias, y se ha investigado su
metabolismo y transformacion en moléculas biodisponibles responsables de las acciones preventivas
atribuidas, incluyendo la transformacién de carcindgenos, y la modulacion de las vias responsables de la
sefializacion de las células cancerosas y la progresion del ciclo celular (Groso, 2018). El hidroxitirosol ha
demostrado tener actividades antioxidantes, antiinflamatorias, hipocolesterolemiantes y proapoptéticas
(Parkinson y Cicerali, 2016) que pueden ser responsables de las propiedades cardioprotectoras y
antitumorales atribuidas a esta molécula (de Pablos et al., 2019; Karkovic'y et al., 2019).

Nuestros resultados muestran que, aunque se observaron pequefias diferencias hematoldgicas y
bioquimicas entre el grupo control y el suplementado con extracto de AOV, éstas no siguieron un patron
dependiente de la dosis, y todos los parametros clinicos, hematoldgicos, bioquimicos e histoldgicos
evaluados se encontraban dentro de los rangos de normalidad en todos los animales, lo que indica que no
hay efecto toxicoldgico de este extracto en la duracién y las dosis examinadas. Estos resultados son de gran
interés, ya que garantizan que el enriquecimiento de los AOV u otros alimentos con el extracto de AOV
puede ser una buena herramienta para la preparacion industrial de alimentos funcionales que pueden ser
utilizados como coadyuvantes para la prevencion o el tratamiento de enfermedades cronicas no trasmisibles
como las cardiovasculares, cancer, entre otras.

En la actualidad, existen pocos estudios que hayan evaluado la toxicidad aguda, subcrénica o cronica
de los extractos de AOV (Soni et al., 2006). El principal componente del AOV es el hidroxitirosol y los
estudios de investigacion suelen definir la composicion de los aceites de oliva o extractos obtenidos en
relacion con el contenido de este polifenol principal. Un estudio toxicoldgico agudo con un extracto acuoso
de pulpa de aceituna que contenia aproximadamente 400 mg/kg de hidroxitirosol describié una mortalidad
y efectos toxicos nulos (Christian et al., 2004). Estos autores evaluaron el efecto toxico de una dosis Unica
de 5 g/kg de peso, y establecieron una dosis letal 50 (DL50) de unos 3,5 g de hidroxitirosol/kg de peso.
Ademas, se evalud la toxicidad subcronica de la administracion de dosis de 1.000, 1.500 y 2.000 mg de
hidroxitirosol/kg de peso durante 90 dias, sin observar cambios significativos asociados a los componentes
del extracto de AOV (Heilman et al., 2015). Otros autores han informado de efectos téxicos no
significativos tras un ensayo de toxicidad subcronica de 90 dias de un extracto con un 35% de
hidroxitirosol, a dosis de 125, 250 y 500 mg de hidroxitirosol/kg/d (Kirkland et al., 2015). Estos autores
sugirieron una disminucion del peso corporal y un aumento del peso relativo del higado, el timo, los rifiones
y el bazo provocado por la ingesta de 250 y 500 mg/kg/d en ratas macho. Ademas, Kirkland et al. (2015)
evaluaron la toxicidad aguda de un extracto enriquecido con hidroxitirosol (40%) y determinaron que 2000
mg de hidroxitirosol/kg eran bien tolerados.

Por otro lado, pocos estudios han evaluado la seguridad del hidroxitirosol puro en animales siguiendo

las directrices de la OCDE-408. Por ejemplo, Aufion-Calles et al. (2013) evaluaron el potencial
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toxicoldgico oral subcrénico del hidroxitirosol puro en ratas, e informaron que la administracion oral de
hidroxitirosol durante 90 dias, a dosis de 5, 50 y 500 mg/kg de peso corporal, no indujo efectos que
pudieran considerarse de relevancia toxicoldgica. Estos autores propusieron un nivel sin efectos adversos
observados (NOAEL) de 500 mg/kg/d de hidroxitirosol puro. Anteriormente, D'Angelo et al. (2001) no
encontraron efectos toxicos tras la administracion de una dosis Unica de 2 g/kg de peso corporal en ratas.
Ademaés, Martinez et al. (2018) evaluaron la toxicidad oral aguda durante 28 dias de 2000 mg/kg/d de un
hidroxitirosol fosfatidil-derivado, que no muestra efectos tdxicos en comparacion con los animales de
control.

En conclusidn, el presente estudio demuestra la ausencia de toxicidad aguda/subaguda y subcroénica de
un extracto de AOV que contiene un 15% de hidroxitirosol, como principal componente evaluado
siguiendo las directrices de la OCDE-408. Estos resultados garantizan la seguridad alimentaria del uso del

extracto de AOV rico en hidroxitirosol.

Conclusion

La administracién oral de un extracto de aceite de oliva virgen que contiene un 15% de hidroxitirosol
no indujo efectos que puedan considerarse de relevancia toxicologica en ensayo agudo, subagudo y
subcrénico en un modelo murino. En consecuencia, después de confirmar la amplia evidencia cientifica
sobre los beneficios del hidroxitirosol, se confirma que puede ser un compuesto clave en el manejo de
diversas enfermedades cronicas. Ademas de acuerdo a las acciones y propiedades que tiene este compuesto,

actualmente esta aceptado como novel food.
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URSOLICO




Seccion I11. Efecto del consumo de Acido Ursolico en la reduccion de
la grasa y la hipertrofia muscular en Humanos. Estudio Prospectivo,
Doble Ciego.

El &cido ursolico interviene en los mecanismos metabolicos relacionados con la obesidad, el gasto
energético y el aumento de masa muscular. Ademas, se ha demostrado que el acido ursélico es un potente
antioxidante y puede mejorar el rendimiento muscular durante el ejercicio. Sin embargo, estos resultados
han sido evaluados en modelos animales, por lo tanto, son necesarios estudios clinicos en humanos que
puedan evaluar el efecto del acido ursolico con relacién con la mejora de la forma fisica y la composicion

corporal.

Objetivos especificos

Los objetivos especificos de este trabajo han sido:
o Evaluar el efecto de la ingesta de acido ursélico durante 12 semanas sobre la composicién corporal
e Evaluar el efecto de la ingesta de acido ursélico durante 12 semanas sobre la masa magra y masa
grasa corporal
o Evaluar el efecto de la ingesta de acido ursélico durante 12 semanas sobre la fuerza muscular
e Evaluar el efecto de la ingesta de acido ursélico durante 12 semanas sobre la mejora de la forma
fisica secundarias a la hipertrofia muscular, mediante la determinacién de la capacidad de resistencia

y la mejora del esfuerzo.

Material y Métodos

Fiambre suplementado con acido ursdlico

El &cido ursolico utilizado en el estudio se administrd vehiculizado en un fiambre de pechuga de pollo
braseada Este producto se caracterizaba por su bajo porcentaje de grasa (< 1,5 %) y bajo contenido en sodio
(<0,6 %). Los ingredientes del fiambre de pechuga de pollo fueron: pechuga de pollo (65%), agua,
estabilizadores (E-420, E-451, E-407, E-508, E- 412), almidon, dextrosa, aromas, sal, especias, conservante
(E-250); para el recubrimiento decorativo se utilizd colorante caramelo (E-150d). Las caracteristicas

nutricionales del producto cérnico se incluyen en la Tabla 12.
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Tabla 12. Informacién nutricional: pechuga de pollo braseada
reducida en sal

Valor energético (kcal) 88
Proteinas(gr) 15
Carbohidratos (g) 3.7
Grasas (gr) 15
Sodio (gr) 0.5

Valores medios por 100 g

Al producto experimental se le afiadieron 180 mg de un extracto de manzana que contenia entre el 18-
22% de &cido ursdlico y que aportaba entre 32.4-39.6 mg/d de &cido ursélico. El extracto de manzana no
afectd a las caracteristicas fisicoquimicas y organolépticas del producto final. EI producto control era el

mismo sin el extracto de manzana.

Disefio de estudio y participantes

El presente estudio fue un estudio de intervencion y aleatorizado, paralelo y doble ciego, con dos
grupos de intervencion. Se seleccionaron 30 sujetos (20 mujeres y 10 hombres) de entre 18 y 65 afios de la
Universidad de Granada, Espafia. Los participantes fueron divididos aleatoriamente en dos grupos (n=15)
gue tomaron diariamente 100 g de un fiambre de pechuga de pollo (dos rebanadas a media mafiana y dos
rebanadas a media tarde) durante 12 semanas. Los participantes del grupo experimental tomaron 100 g del
producto carnico que aportaba aproximadamente 32.4-39.6 mg/dia de &cido ursélico. Paralelamente, los
participantes del grupo control recibieron la misma cantidad del producto carnico sin el acido ursélico
(Figura 10). A todos los participantes se les pidi6 que realizaran caminata libre (dos veces por semana),

durante el tiempo de intervencion.
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Figura 10. Disefio experimental utilizado en el estudio. To: tiempo inicial-Al inicio del estudio, a la
semana 6 y a las 12 semanas se evalud la composicion corporal, la mejora de la condicion fisica y la
fuerza muscular.

Todos los participantes aceptaron ser incluidos en el estudio y firmaron el protocolo de consentimiento
aprobado. Se mantuvo y respetd la confidencialidad de los datos recogidos y de los datos personales
utilizados en este estudio. EI Comité de Etica de la Investigacion aprobd el estudio que siguié la normativa
de la Ley 14/2007 de Investigacion Biomédica y la Ley Organica 15/1999, RD 1720/2007 de proteccion de
datos de caracter personal, asi como las normas internacionales para la investigacion con muestras de seres
humanos.

Determinacion antropométrica y de la composicion corporal

Medidas Antropométricas

El peso corporal se determind utilizando una Tanita BC-558 (lllinois, USA) y la masa grasa se
midieron al inicio, a las 6 semanas y al final del periodo de intervencion, de acuerdo con las directrices de
la EFSA utilizando técnicas de imagen y de medicion del peso corporal. La medicion antropométrica
directa del perimetro muscular: biceps, antebrazo, cuadriceps y pantorrilla, se realiz utilizando una cinta
estandarizada, flexible y no extensible (Cescorf, 7 mm).

Absorciometria de rayos X de doble energia (Dexa)

Para determinar la composicion corporal, se realizd una absorciometria de rayos X de doble energia
(DEXA) al inicio, a las 6 semanas y al final del periodo de intervencion para evaluar la cantidad y
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distribucion de la masa grasa y la masa magra. La prueba se realiz6 con un osteodensitdbmetro (Hologic
QDR 4500).

Determinacién de la fuerza muscular

La evaluacién de la fuerza muscular se realiz6 al inicio del estudio y tras las 12 semanas de
intervencién. Para esta evaluacion se realizaron pruebas biomecénicas estandarizadas y validadas de peso
méaximo levantado (Kraemer, 1995). Se realizaron las siguientes pruebas:

1. Prueba de torsion de rodilla. Para esta evaluacion se realizd una prueba de evaluacion de los

flexores y extensores de la rodilla utilizando un dinamoémetro biocinético (Biodex System 4 Pro).
El participante se colocaba en posicion sentada con la rodilla doblada a 90°. La prueba isocinética
consiste en cuatro movimientos de extension y flexion de la rodilla con una amplitud de
movimiento de 90° a 180°. Esta prueba es uno de los métodos mas objetivos de cuantificacion de la
fuerza muscular humana de las piernas en condiciones dinamicas.

2. Prueba de esfuerzo isométrico del brazo dominante. Para esta evaluacion se realiz6 una prueba de
esfuerzo isométrico, o agarre isométrico, de la mano utilizando un dinamémetro de mano Smedley
de linea base (200 1b/90 kg). El participante realizé un agarre progresivo lo mas fuerte posible sin
doblar el brazo, mientras que mantenia la contraccién durante 2 a 5 segundos; se repitié 3 veces. El
objetivo de esta prueba es evaluar la fuerza de los musculos de los dedos y del antebrazo.

Determinacion de la forma fisica

La evaluacién de la fuerza muscular se realiz6 al inicio del estudio y tras las semanas 12 de

intervencion. Se realizaron las siguientes pruebas:

1. Prueba de esfuerzo. Para la prueba de esfuerzo se evalud la sensacién de fatiga muscular tras el
méaximo numero de sentadillas que podian realizar. El participante debia indicar la sensacion de
fatiga segun la escala de Borg, o escala de esfuerzo percibido, que es una herramienta para medir
subjetivamente el esfuerzo en una actividad determinada (Borg, 1982) y cuantifica el esfuerzo

percibido en 10 niveles (Figura 14).
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Figura 11. Escala de esfuerzo percibido de Borg

2. Cuestionario de actividad fisica. Se utilizd el Cuestionario Internacional de Actividad Fisica
(IPAQ) (OMS, 2012). El cuestionario contiene 7 preguntas sobre la actividad fisica desarrollada en
una semana habitual y diferencia claramente los ambitos en que se realizan los distintos tipos de

actividad: trabajo, desplazamientos y tiempo libre (ANEXO).

3. Caminata. Para evaluar el rendimiento fisico, se les pidié a los participantes que durante las
caminatas libres realizadas al inicio y al final de periodo de intervencion, se midieran la frecuencia
cardiaca (Ipm), y que registraran la distancia recorrida (m), asi como la sensacién de fatiga tomando
como referencia la escala de Borg (Figura 11).

Analisis estadistico

Los datos se presentan como valores medios + error estdndar de la media (SEM). Previamente se
analizé la normalidad de las variables mediante la prueba de Kolmogorov-Smirnov. Las diferencias entre
grupos se determinaron mediante el test de analisis de la varianza (ANOVA) utilizando las pruebas a
posteriori (post-hoc) para la comparacién entre grupos: DMS para los pardmetros con varianzas
homogéneas y T2 de Tamhane para los pardmetros con varianzas no homogéneas. Todos los analisis se
realizaron por intencién de tratar. Un valor p < 0,05 se considerd significativo. Para realizar el analisis
estadistico se utiliz6 el programa Statistical Package for the Social Sciences version 21 (SPSS Inc.;
Chicago, IL, EE.UU.)

91



Resultados

Composicion corporal

Las caracteristicas de los participantes al inicio del estudio se muestran en la Tabla 13. No hubo

diferencias significativas en el peso, la estatura y el indice de masa corporal entre los grupos.

Tabla 13. Composicion corporal inicial de los participantes en el estudio, distribuidos en los grupos
experimentales

INICIO SEMANA 6 SEMANA 12
Grupo Grupo Grupo Grupo Grupo Grupo
control Experimental Control Experimental Control Experimental
Peso (kg) 75.7+£2.8 74.5%£2.5 75.1£2.9 73.5£3.0 75.7£3.0 74.7£3.2
IMC (kg/m?)  27.8+0.4 27.5+0.5 27.8+0.4 27.3+0.6 27.7£0.4 27.8+0.8
CMA (cm) 25+1 26+1 25+1 26x1 24+1 26+1
CMC (cm) 56+1 54+1 54+0 53+1 54+1 51+2
CMP (cm) 38+1 38+1 38+1 38+1 38+1 36x0
VMMT (kg) 44+3 462 44+2 46+2 45+2 45+3
VMGT (kg) 31+2 28+1 30+2 27+1 30+2 28+2
VMMA (kg) 21+1 231 22+1 23+1 22+1 22+1
VMGA (kg) 15+1 14+1 15+1 13+1 14+0 14+1
VMMEI 11+1 11+1 7+1 70 70 71
k
&/Ig/?GEI (kg) 8+1 7£1 6+1 5+0 6+1 510
VMMES 30 4x0 2+0 30 2+0 2+0
k
sllg\]/?G ES 3+0 210 210 2+0 240 210
(kg)

Los datos se expresan como medias y SEM. No hay diferencias significativas en los dos grupos. Circunferencia del
musculo del antebrazo (CMA); circunferencia muscular del cuadriceps (CMC); circunferencia del musculo de la
pantorrilla (CMP); valores de masa grasa abdominal (VMGA); valores de la masa grasa de las extremidades
inferiores (VMGEI); valores de masa grasa total (VMGT); valores de masa magra abdominal (VMMA); valores de
masa magra de las extremidades inferiores (VMMEI); valores de masa grasa de las extremidades superiores
(VMMES); valores de masa magra de las extremidades superiores (VMMES); Valores de masa magra total
(VMMT).

Los cambios en los parametros de fuerza muscular desde el inicio hasta después de 12 semanas se
presentan en la Tabla 14. No hubo diferencias significativas en las diferentes pruebas de esfuerzo realizadas

en ninguno de los grupos experimentales.
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Tabla 14. Evolucion de la fuerza muscular de los participantes durante el periodo de intervencion

VISITA INICIAL VISITA SEMANA 6 VISITA SEMANA 12

Grupo Grupo Grupo Grupo Grupo Grupo

control Experimental control Experimental Control Experimental
Prueba de esfuerzo 38+6 365 51+10 4816 61+10 5148
(n° de repeticiones)
Prueba de esfuerzo 7+1 70 7+1 8+0 7+1 7+1
(escala de Borg)
Prueba marchay FC 75+3 7443 71+3 75+3 71+3 73+3
inicial (Ipm)
Prueba marchay FC 125+7 112+7 12145 10746 129+6 10645
final (Ipm)
Distancia caminata 6058+1172 3986+498 5680+1052 39391120 5788+1079 3989+151
(m)
Fatiga prueba de 410 3+0 410 3+0 4+1 2+0
caminata (escala de
Borg)
Fuerza isométrica 43+19 43+17 43+19 43+17 4620 45+17
de la mano derecha
Fuerza isométrica 35+13 32412 35+13 32412 34+12 34112
de la mano
izquierda
Prueba de torsion de 574 4815 ND ND 4914 50+4

la rodilla Mflexc30

Los datos se expresan como medias y SM. No hay diferencias significativas en los dos grupos. FC: Frecuencia cardiaca;
ND: No determinado

Discusidn

En este estudio hemos analizado el efecto de la suplementacion con é&cido ursélico sobre la
composicion corporal y la mejora de la forma fisica secundaria a la hipertrofia muscular en individuos
sanos. Nuestros resultados muestran que la suplementacién con alrededor de 35 mg/d de acido ursolico
durante 12 semanas no modifica el peso y la composicién corporal, ni tampoco afecta a la forma fisica ni
fuerza muscular en voluntarios sanos.

Diversos estudios en modelos animales sugieren la capacidad del acido ursolico para promover la
pérdida de peso en modelos murinos, y el papel importante que ejerce sobre las vias de diferenciacion de
los adipocitos, la sintesis proteica en células de musculo, la sensibilidad a la insulina y el efecto sobre los
valores de glucemia en sangre (Bakthiari et al., 2015; Chu et al., 2015; Katashima et al., 2017). Yang-
Xiang et al. (2013) demostraron que la suplementacion con 10 mg/kg de &cido ursolico durante 20 semanas
disminuye el peso corporal y las concentraciones de glucosa insulina y leptina en sangre en un modelo de

raton obeso inducido por una dieta alta en grasa (HFD) en relacion con el grupo no suplementado. Por otro

lado, Kunkel et al. (2011) sefialaron que existia una disminucion en la adiposidad, asi como un aumento de
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la actividad Akt en el musculo esquelético en ratones alimentados con una dieta estdndar suplementada con
0.27% de &cido ursdlico durante 5 semanas, aumentando el tamafio de las fibras musculares de contraccion
répida y de las fibras oxidativas de contraccion lenta, y mejorando la capacidad fisica de los roedores
sometidos a ejercicio en cinta rodante (2 m durante 2 min). Posteriormente, los mismos investigadores
reprodujeron el experimento suplementando la dieta de los ratones con 0.14% de &cido ursélico durante 17
semanas. Los resultados demostraron la mejora de la capacidad fisica y de la frecuencia cardiaca en reposo,
y la disminucion del peso corporal, de la grasa epididimaria, de la grasa retroperitoneal y de la esteatosis
hepatica (Kunkel et al., 2012).

Con respecto a la masa muscular, la evidencia cientifica en modelos animales sugiere el beneficio del
acido ursolico en el desarrollo muscular, activando la sintesis de proteinas e inhibiendo la atrofia, y en el
envejecimiento y la pérdida de musculo esquelético mediada por la denervacion (Xu et al., 2015). Estos
efectos han sido relacionados con la estimulacion de la sefializacion mediada por mTORC1 que activa la
sintesis de proteinas (Jeong et al., 2015; Ogasawara et al., 2013). Del mismo modo, se ha puesto de
manifiesto que el &cido ursélico atenuda la atrofia muscular en condiciones de ayuno, y puede aumentar la
hipertrofia muscular en un modelo de ratones macho tratados intraperitonealmente con 25 mg/ml de &cido
ursélico, manteniendo la masa muscular y aumentando el didmetro de las fibras musculares a través de la
secrecion de IGF-1 (Kunkel et al., 2011).

En relacion con la mejora de la forma fisica los experimentos en animales obesos sugieren que el &cido
ursélico puede mejorar el rendimiento fisico al aumentar la mioglobina y la presencia de fibras de tipo 1A
mas resistentes a la fatiga (Bakthiari et al., 2015). Jeong et al. (2015) describieron que el tratamiento con
distintas dosis de acido ursolico (75, 150 y 300 mg/kg) durante 12 semanas aumentaba el rendimiento en
ratones de un amanera dosis dependiente, aumentando la tolerancia al ejercicio, tanto en tiempo como en
distancia recorrida, y reduciendo la fatiga en pruebas de resistencia (15-20 metros/min hasta el
agotamiento) (Jeong et al., 2015).

Sin embargo, a pesar de que estd demostrado que el &cido ursélico juega un papel importante en la
capacidad muscular en modelos murinos, los resultados en estudios clinicos humanos, incluidos los
nuestros, nos son tan concluyentes. Al igual que nuestros resultados, Lobo et al. (2021) no encontraron
ningin efecto sinérgico de la suplementacion con 400 mg/d &cido ursélico durante 8 semanas sobre la
fuerza y la masa muscular en respuesta al entrenamiento de resistencia en hombres fisicamente activos que
consumian una dieta alta en proteinas (Lobo et al., 2020). Por otra parte, Cione et al., (2021) evaluaron si la
suplementacion con &cido ursélico acompafiada de un programa de ejercicios podria tener efectos
terapéuticos en el sindrome metabdlico en mujeres posmenopausicas, y sefialan que dicha suplementacion
no promovio una mejora adicional del perfil de sindrome metabdlico después de 8 semanas de intervencion
lo que concuerda con nuestros resultados.

Es importante sefialar, que una mayor frecuencia de entrenamiento para alcanzar los 150 min/ semana

recomendados por la OMS (Bull et al., 2020) podria mejorar ain mas la respuesta al ejercicio, pero no el
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efecto de supletoriedad del acido ursolico. Nuestros resultados difieren de las observadas por Ramirez-
Rodriguez et al. (2017) quienes describieron que la suplementacién con 150 mg/dia de &cido ursolico
durante 12 semanas produjo un cambio sustancial en el peso corporal y el IMC. No obstante, a diferencia de
nuestro estudio, todos los participantes recibieron recomendaciones nutricionales, més alld de la
intervencién con acido ursolico, y se les indic6 que no cambiaran su rutina de ejercicios habitual, no se
Ilevé a cabo un control de la ingesta ni del ejercicio realizado. Ademas, tanto la dosis como la via de
administracion puede influir en los resultados ya que la farmacocinética del acido ursélico en humanos tras
la ingestion oral no se conoce del todo y se ha descrito que el acido ursdlico tiene una baja solubilidad en
agua y, por lo tanto, una baja absorcion en el tracto gastrointestinal lo que conduce a una reducida
biodisponibilidad (Chen et al., 2011). En modelos murinos, el acido ursélico se metaboliza en el higado y
se excreta rapidamente, es posible que su biodisponibilidad sea mayor que en humanos, y pueda ejercer
mayor efecto (O’Neill ez al., 2016).

Por otro lado, nuestros resultados no mostraron ningun efecto de la ingesta de aproximadamente 35
mg/dia durante 12 semanas sobre el metabolismo muscular y la fuerza de agarre de las manos, lo que
indicaba que la aptitud fisica era similar al inicio del estudio. Algunos estudios epidemioldgicos sefialan
que la fuerza isométrica de la mano es un indicador Util del estado de salud general y riesgo de mortalidad
cardiovascular (Soysal et al., 2021). Cho et al. (2016) describieron un mayor aumento de la fuerza
isométrica de la mano en participantes que recibieron 50.94 mg/dia de extracto de acido ursélico
proveniente de hoja de nispero durante 12 semanas. Ademas, hasta lo que nosotros conocemos, no hay
ningun estudio que haya evaluado los efectos de diferentes matrices alimentarias sobre la biodisponibilidad
del &cido ursdlico, y si éstas pueden tener alguna influencia que modifique sus efectos. Si bien los
programas de ejercicio combinados a corto plazo han demostrado tener un efecto beneficioso en la salud,
las mejoras pueden atribuirse principalmente al efecto del ejercicio y no a la suplementacion con &cido
ursélico (Asghari et al., 2020). Por lo tanto, se necesitan mas estudios para establecer una dosis adecuada
para conseguir efectos sobre el metabolismo muscular, y para establecer los posibles efectos del &cido
ursélico en humanos.

Las principales fortalezas del presente estudio es el disefio del mismo, ya que es un ensayo aleatorio,
doble ciego, controlado con placebo. Asimismo, la técnica utilizada para evaluar la composicion corporal
(DEXA) se considera la técnica de mayor precision ya que proporciona una mejor vision de los cambios en
la grasa corporal y la masa grasa visceral. Sin embargo, la presente investigacion tiene algunas limitaciones.
El nimero de voluntarios incluidos fue bajo, y no nos permite llevar a cabo un andlisis estratificado por
sexo, que podria tener una influencia sobre nuestros resultados. Por otro lado, aunque se indico la
realizacion de ejercicio dos veces a la semana, no se pudo llevar a cabo un buen control de dicho ejercicio,
y los pocos datos de los que se disponen no muestran una gran adherencia. Ademas, aunque a los
voluntarios no se les indic6 que modificaran su dieta de ninguna manera, durante el estudio no se llevd a

cabo ninguna evaluacién nutricional por lo que no pudimos confirmar si los patrones dietéticos pudieran
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haber tenido algln efecto sobre los resultados. Por ultimo, nuestro estudio se llevo a cabo en individuos con
sobrepeso, menores de 65 afios, y con un buen estado fisico. En futuras investigaciones, el efecto bioldgico
de la intervencion del &cido ursolico, solo o combinado con el ejercicio, deberia tener en cuenta, no solo a
individuos sanos, sino también a grupos de poblacién con diferentes estados de enfermedad en los que la
fuerza fisica pueda estar comprometida.

Conclusién

En conclusion, nuestros resultados muestran que la suplementacion durante 12 semanas, con 35 mg/d
de &cido ursolico procedente de un extracto de piel de manzana y vehiculizado en un fiambre de pechuga de
pollo, acompafiada de actividad fisica dos veces a la semana, no ejerce ningin efecto sobre el peso y la

composicion corporal, ni en la fuerza y resistencia muscular, en humanos sanos.
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CHIA
(SALVIA HISPANICA)




Seccion 1V. Evaluacion de la composicion fitoquimica y nutricional
de la semilla de chia oscura (Salvia Hispanica L.)

Las semillas de chia son una fuente de diferentes macro y micronutrientes asociados con beneficios
para la salud; por lo que podria considerarse un alimento funcional. En la actualidad, diversos estudios han
demostrado una elevada actividad biologica y tecnoldgica de las semillas de chia, lo que abre un gran
abanico de posibilidades para este prometedor componente alimentario (Teoh et al., 2018). Sin embargo, su
composicion depende de la variedad, el origen, el clima y el suelo, y su composicion debe ser caracterizada
exhaustivamente con el objetivo de proponer potenciales beneficios para la salud asociados a la presencia

de una serie de compuestos nutricionales y bioactivos.

Objetivos especificos

e Describir de forma completa y exhaustiva la composicion completa de unas semillas de chia
procedentes de un cultivo especifico de una variedad de chia oscura de Jalisco (México),
describiendo los efectos nutricionales y sobre la salud de sus compuestos y sus potenciales usos
terapéuticos

e Describir el andlisis proximal de las semillas de chia que incluye: la determinacién de la humedad
total, proteinas totales, grasa total, carbohidratos, cenizas, energia total y humedad.

e Analisis del perfil de acidos grasos de la semilla de chia por cromatografia de gases acoplado a
masas (GC-MM)

e Determinacion de compuestos fendlicos por HPLC-ESI-QTOF-MS

Material y Métodos

Las semillas de chia fueron proporcionadas por productores mexicanos de Acatic, Jalisco, México. Las
semillas de chia fueron cosechadas en el afio 2015, se enviaron tres kilos de semillas de la variedad oscura
al Instituto de Nutricién y Tecnologia de los Alimentos donde se procesaron los analisis por triplicado. Las
semillas se conservaron en un recipiente sellado con una humedad relativa inferior al 40%, y se

almacenaron a 4°C hasta su analisis.
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Analisis proximal

El anélisis proximal de las semillas de chia incluye la determinacion de la humedad total, proteinas
totales, grasa total, carbohidratos, cenizas, energia total y humedad.

Para la determinacién de la humedad total se molieron 3 g de chia fresca en un molino enfriado por
homogeneizacion Foss Knifetec™. Se realizO mediante un método gravimétrico en una estufa de secado a
102°C. Tras el secado, la muestra se incinerd en un horno de mufla a 550°C hasta que se consiguieron
cenizas blancas. A continuacién, las muestras se cuantificaron por gravimetria.

Las proteinas totales se determinaron por el método de Kjeldhal tras la digestién con &cido sulfurico

(Horwitz et al, 1997). Se utilizo el factor de conversion 6.25, la muestra se descompuso en acido sulfdrico
caliente, en presencia de un agente reductor catalizador (mercurio), asimismo se le afiadié una sal neutra
para aumentar el punto de ebullicion de la disolucién de acido sulfarico.
La cantidad de grasa total se determiné siguiendo el método Soxleht. Para esto, se hidrolizaron 2 g de
muestra con &cido clorhidrico 4 M y se extrajeron con éter de petroleo. Se pesaron 2 g de la muestra seca y
se colocaron en la unidad de extraccion, posteriormente se conectd el extractor al matraz con éter de
petroleo a 2/3 del volumen total. Se secaron a 40-60°C y la grasa total se determind por gravimetria después
de la extraccion (AOAC 1997).

El contenido de hidratos de carbono se estimé como extracto libre de nitrégeno (NFE) por diferencia
de la suma del contenido de proteinas, grasas, cenizas y fibra bruta (Blanco-Metzler et al.,2004).

La determinacion de la fibra dietética total se realizé por el método gravimétrico enzimético (AOAC,
1997). Este método permite determinar el contenido de fibra en la muestra, después de ser digerida con
soluciones de acido sulfurico e hidréxido de sodio y calcinado el residuo, la diferencia de pesos después de

la calcinacién nos indica la cantidad de fibra presente.

Andlisis del perfil de acidos grasos

La composicion de &cidos grasos se determind por cromatografia de gases acoplado a masas (GC-
MM), tras una extraccion y transesterificacion directa a partir de 100 mg de muestra molida, basdndose en
una modificacion del método de Lepage y Roy (1988). Los acidos grasos se identificaron comparandolos
con un estandar externo compuesto por 37 acidos grasos (37 Component FAME Mix Ref. 47885-U. Sigma-
Aldrich). La cuantificacion de cada acido graso se realizé por extrapolacion en curvas de calibracion, y los
datos se expresaron como porcentajes de la cantidad total.

La cromatografia de gases-espectometria de masas (GC-MS) se realiz6 en un Agilent A7890 (Agilent
Technologies, Palo Alto, California, EE.UU.). La temperatura inicial fue de 140°C que se mantuvo durante
2 min, seguida de un incremento de temperatura 4° C/minuto, hasta alcanzar una temperatura maxima de

310°C, que se mantuvieron durante 6 min. La temperatura del inyector (250°C), y la temperatura de la
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interfaz y la fuente fue de 240°C. Se utiliz6 una columna capilar SP 25-60 (100 0.25 0.25) de 100 m de
longitud, 0.25 de didmetro interno y 0.25 micras de espesor de pelicula.
Las condiciones del espectrometro de masas (Water micromas, Quattro micro-GC, Manchester, Reino
Unido) fueron:
e Barrido completo 45-500 Dalton.
o lonizacién por impacto de electrones.
e El+a70eV.
Los indices de calidad de los lipidos se calcularon segun las formulas propuestas por Ulbricht y
Southgate (1991) y Johnson y Bradford, (2014):

El indice aterogénico (IA) se calculé mediante la siguiente formula:

%_ [12: 0 + 4(14: 0 + 16: 0)]
"~ [(n6 + n3)PUFA + 18:1 4+ Y MUFA]

El indice de trombogenicidad (IT) se calculé con la siguiente férmula:

(14:0 + 16:0 + 18:0)
[(0.5x18:1) + 0.5(¥MUFA) + 0.5 (n6PUFA) + (

IT =

n3PUFA
n

)

Determinacion de los compuestos fendlicos por HPLC-ESI-QTOF-MS

Para la preparacion de la muestra las semillas de chia se molieron en un molino ultracentrifugo ZM
200 (Retsch, Haan, Alemania) a 10.000 rpm, y se pasaron por un tamiz de anillo de 0.1 mm. Los
compuestos fendlicos de las semillas de chia se extrajeron segn el método descrito por Martinez-Cruz et
al. (2014) con ligeras modificaciones. En resumen, 0.5 g de semillas molidas se extrajeron por triplicado
con 10 mL de metanol acuoso al 70% en un bafio de ultrasonidos Branson 3510 (Branson Ultrasonic Corp.,
St. Louis, MO, USA), operando a 25° C y 40 kHz durante 15 min. A continuacion, la mezcla se centrifug6 a
7.500 rpm durante 10 minutos a temperatura ambiente en una centrifuga Sorvall ST 16R (Thermo Fisher
Scientific, Leicestershire, Reino Unido). El sobrenadante se evapord en un evaporador rotatorio (BUCHI
Ibérica S.L.U., Barcelona, Espafia) a 40°C, reconstituyendo el precipitado con metanol al 70% hasta una
concentracion de 5 mg/mL, que se filtro a través de un filtro de jeringa de celulosa de 0.22 um antes de la
inyeccion en el cromatografo. Para realizar los anélisis cuantitativos, se afiadié como estandar interno acido

galico a una concentracion de 10 pg/mL a cada extracto.
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Siempre que los estdndares estuvieran disponibles se cuantificaron los principales compuestos
encontrados en el extracto. Ademas, algunos compuestos adicionales pudieron ser cuantificados
tentativamente en base a otros compuestos con estructuras similares.

Los andlisis por HPLC se llevaron a cabo en un instrumento de HPLC Agilent 1260 (Agilent
Technologies, Palo Alto, CA, EE.UU.) equipado con una bomba binaria, un desgasificador en linea, un
automuestreador, un compartimento de columna con control termostatico, y un detector de matriz de
diodos. Las muestras extraidas se separaron previamente en una columna Agilent ZorBax Eclipse Plus C18
(1.8 um, 4.6 150 mm). Las fases maviles consistieron en una mezcla de acido férmico al 0.1% en agua (A)
y metanol (B) utilizando una elucion en gradiente segln el siguiente perfil: 0 min, 5% B; 15 min, 30% B;
20 min, 95% B; 25 min, 5% B. Las condiciones iniciales se mantuvieron durante 5 min. El flujo fue de 0.5
mL/min, la temperatura de la columna, 25°C, y el volumen de inyeccion, 5 pL.

La deteccion se llevd a cabo con un espectrometro de masas Q-TOF Agilent 6540 Ultra-High-
Definition (UHD) Accurate Mass dentro de un rango de masas de 50-1700 m/z, operando en modo de iones
negativos y equipado con una interfaz Jet Stream dual ESI; este modo de ionizacion es el mas apropiado en
términos de ionizacion de compuestos. Los parametros de funcionamiento fueron los siguientes: caudal de
gas de secado, 10 L/min; temperatura del gas de secado, 325° C; nebulizador, 20 psi; capilar, 4000 V;
fragmentador, 130 V. Los analisis MS/MS se adquirieron mediante fragmentacion automatica en la que se
fragmentaron los dos picos de masa més intensos. Los valores de energia de colision para los experimentos
MS/MS se ajustaron a 10, 20 y 40 eV. Se utilizé nitrégeno como gas de secado, nebulizacién y colision. Se
utilizé la infusion continua de los iones de referencia m/z 112 985 587 (anidn trifluoroacetato) y 1033 988
109 (aducto de hexanos (1H,1H, 3H-tetrafluoropropoxi) fosfazina o HP921 para corregir cada espectro de
masas.

El analisis de los datos se realizd con el software de la estacion de trabajo Masshunter version B.06.00
(Agilent Technologies, EE.UU.). Se obtuvieron gréaficos de calibracién de siete puntos por triplicado con un
conjunto de soluciones de sacarosa, acido citrico, tirosina, fenilalanina, &cido protocatéquico, acido
gentisico, acido vanilico, acido cafeico, acido ferulico, acido rosmarinico y luteolina, utilizando acido
galico a una concentracién de 10 pg/mL como patrén interno.

La tabla 15 muestra los datos de calibracion, incluyendo los limites de deteccién (LOD) y los limites
de cuantificacion especificos (LOQs) para los compuestos individuales en las soluciones estandar, que se
calcularon como S/N = 3 y S/N = 10, respectivamente, donde S/N es la relacion sefial/ruido. Las
concentraciones de los compuestos se determinaron utilizando el &rea corregida de cada compuesto

individual (tres réplicas) y por interpolacién en la curva de calibracion correspondiente.
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Tabla 15. Datos de calibracion utilizados para la cuantificacion de compuestos especificos.

Analito Ecuacién de RDC LOD LOQ

calibracion /mL R?
(ng/ml) (ng/mL)  (ng/mL)

Sacarosa y =0.1602x+1.0751 10-50 0.975 0.05+0.01 0.18 £ 0.05
Acido citrico y =0.012x+0.194 10-50 0.970 0.9+0.3 3.0x+09
Tirosina y =0.1248x+0.0364 1-10 0.991 0.071+0.005 0.24 +0.02
Fenilalanina y =0.0634x+0.0062 1-10 0.989  0.10£0.01  0.32+0.05
Acido protocatéquico y = 0.0264x - 0.0201  1-10 0.970 0.31+0.06 1.0+£0.2
Acido gentisico y =0.0390x-0.0050 1-10  0.984  0.19+0.03 06+0.1
Acido vanilico y =0.0293x+0.0081 1—10 0.988  0.18+0.03  0.59+0.08
Acido cafeico y =0.2119x-0.0094 0.25—5 0.986 0.027+£0.004 0.09 +0.01
Acido fertlico y =0.1207x+0.0135 0.5—5 0.976 0.041+0.004 0.14+0.01
Acido rosmarinico  y =0.1067x+0.0398 0.5—20 0.983 0.028+0.005 0.09 + 0.02
Luteolina y =2.0691x+0.0586 0.05—1 0.993 0.0019+0.0004 0.006 + 0.001

LOD: limite de deteccion; LOQ: limite de cuantificacion. RDC: rango de calibracién

Resultados

Caracterizacion de las semillas de chia

La composicion proximal de las semillas de chia muestra una alta cantidad de proteina (18.8%) y fibra
(35.15). La cantidad mayoritaria de grasa es grasa insaturada (17.1%). Asimismo, la cantidad de azlcar es <
0.1 %y presenta un valor energético de 388.3 kcal. Los datos se muestran en la tabla 16.
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Tabla 16. Composicion proximal de las semillas de chia.

Componente Composicion
Carbohidratos 21.8 %
Azlcares <01%
Fibra 35.1%
Grasa 18.3 %
Grasa saturada 1.2%
Grasa Insaturada 17.1%
Proteina 18.8 %
Cenizas 4.7 %
Humedad 58 %
Energia(kcal) 388.3
Energia (kJ) 1612

LOD: limite de deteccion; LOQ: limite de cuantificacion

El perfil de 4cidos grasos encontrados en la semilla de chia de la variedad oscura, destacan por su alto

contenido en 4cido a-Linolénico , Linoleico, Oleico, Estearico y Palmitico. Los datos se presentan en la

tabla 17

Tabla 17. Perfil de acidos grasos de las semillas de chia.

Acidos grasos Composicion (%)
Miristico C14:0 0.41
Palmitico C16:0 7.49
Palmitoleico C16:1 cis-9 0.5
Estedrico C18:0 4.0
Oleico C18:1 cis-9 8.34
Linoleico C18:2 cis-9,12 (»-6) 195
a-Linolénico C18:3 cis-6,9,15 (®»-3) 59.2
y-Linolénico C18:3 cis-6,9,12 (w/n-6) 0.52
603 3.02
indice de Trombogenicidad 0.045
indice de Aterogenicidad 0.007

La Figura 15 muestra el cromatograma del pico base en modo de iones negativos del extracto de
semillas de chia oscura. Los principales compuestos se han numerado segun sus tiempos de retencion. Estos
compuestos se identificaron tentativamente siempre que fue posible mediante la interpretacion de sus
espectros MS y MS/MS obtenidos por QTOF-MS combinados con los datos proporcionados por las bases

de datos (SciFinder, PubChem y Mass bank) y la literatura (Tabla 18).
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Figura 15. Cromatograma del pico base del extracto de semillas de chia. Los
picos se identifican con nimeros segln su orden de elucién.

La Tabla 18 resume los datos de MS de los compuestos identificados encontrados en el extracto de
semillas de chia, incluyendo la férmula molecular propuesta y las especies detectadas, el m/z experimental,
el error de m/z y la puntuacion de la férmula molecular seleccionada. También se incluyen los principales
fragmentos obtenidos por MS/MS, asi como el nombre del compuesto propuesto para cada pico y las
referencias utilizadas para su identificacion. Los compuestos identificados fueron 5 aminoacidos (L-
Aspargina, Acido L-aspartico, L-tirosina, L-fenilalanina y L-triptofano), 4 aztcares (Estaquiosa, Isémero de
rafinosa 1, isomero de rafinosa 2 y sacarosa), 2 fenoles (dihidroxibenzaldehido isémero 1 e Isémero de
dihidroxibenzaldehido 2) 16 acidos fendlicos (&cido dihidroxifenilacetico, glucésido de dihidroxibenzoilo,
acido salviénico A, glucésido de acido vanilico, acido caftarico, aido dihidroxibenzoico, apisosil glucésido,
sibiricosa A3, gentibiosa de cafeina, acido férrrico, acido dihidroxibenzoico, &cido salviandlico B/E,
gfiucdsido de acido rosmarinico, metil rosmarinato y acido salviandlico F), 2 iridoides (glucésido de acido
tuberdnico y salviandulina), 3 nucleésido de pirimidina 8uridina, adenosina y guanosina), 2 &cidos
organicos ( acido malico y écido citrico), 1 flavonoide (jaceosidina) y otros ocmpuestos como
Metiltanshinonato.
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La Tabla 19 resume las concentraciones de los compuestos del extracto por interpolacion en la curva

de calibracién correspondiente. La sacarosa, el &cido citrico, la tirosina y el &cido rosmarinico se

cuantificaron utilizando su correspondiente curva estandar, ya que se disponia de sus estandares, mientras

que el resto de los compuestos se cuantificaron tentativamente en base a los demas estandares de estructura

similar, tal y como se indica en la Tabla 5. Hay que tener en cuenta que la respuesta de los estandares puede

diferir de la de los analitos presentes en el extracto, por lo que la cuantificacidn de estos compuestos es sélo

una estimacion de sus concentraciones reales. En cualquier caso, pueden considerarse una aproximacion

atil.

Tabla 19. Concentracion de los principales compuestos en las semillas de chia.

Curva de calibracion

Concentracion

Pico Compuesto - media + SD
utilizada .
(Mg/g semillas)
7 Sacarosa Sacarosa 5.1 *10%+ 0.8 *10°
10 Acido citrico Acido citrico 503.9 + 82.1
13 L-Tirosina L-Tirosina 338+1.7
17 L-Fenilalanina L-Fenilalanina 51.0+11.9
18 Acido dihidroxifenilacético ~ Acido protocatéquico ~ 22.8 + 0.004.7
19 Glucosido de dihidroxibenzoilo Acido gentisico 189.6 + 32.4
20 Acido salvianico A Acido protocatéquico 40.1+6.7
21 Glucésido de 4cido vanilico Acido vanilico 165.7 £ 29.1
22 Oresbiusina A Acido protocatéquico 15.0+25
24 Acido caftérico Acido cafeico 75+24
o5 Glucésido de dl_hld_rOX|ben20|co— Acido gentisico 805 + 6.1
apiosil
28 Dihidroxibenzaldehido Acido gentisico 56.3+2.1
30 Gentiobiosa de cafeina Acido cafeico 40+04
32 Glucésido de cafeina Acido cafeico 95+1.7
33 Acido férrico Acido fertlico 15.8 +3.7
34 Acido dihidroxibenzoico Acido gentisico <LOQ *
38 Acido salvianélico B/E Acido rosmarinico 61.6 + 13.5
40 Glucoésido de 4cido rosmarinico  Acido rosmarinico 3.9 *103 + 0.7 *103
41 Acido rosmarinico Acido rosmarinico 1.2 *103+ 0.1 *103
43 Metil rosmarinato Acido rosmarinico 13505
47 Jaceosidina Luteolina 0.7+0.1

Los datos se expresan como media * desviacion estandar. *LOQ: limite de cuantificacion
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Discusion

Las semillas de chia se consideran una buena fuente de diferentes nutrientes, pero su composicién
varia en funcién de la variedad, las condiciones agronémicas del cultivo y de factores ambientales. En este
trabajo se ha realizado un analisis fitoquimico de los componentes de la semilla de chia oscura Salvia
hispanica L. procedente de México, con el objetivo de conocer su composicién, y poder deducir sus
potenciales beneficios para la salud humana, asi como sus posibles aplicaciones nutracéuticas. Nuestros
resultados describen que los principales componentes con actividades nutricionales y funcionales son la
fibra, el &cido linolénico, algunos aminoéacidos esenciales, nucledsidos y compuestos fendlicos, lo que
refuerza el concepto de que la chia puede ser considerada como un alimento completo con actividad
funcional (Zettel y Hitzmann, 2018).

Se considera que las semillas de chia tienen un alto valor nutricional, especialmente por su alto
contenido en fibra alimentaria. Esta oscila entre el 30.2% (Jin et al., 2012) y el 34.4% (Kulczynski et al.,
2019). Nuestros datos muestran que las semillas de chia oscura de Jalisco contienen 35.1% de fibra, lo cual
es ligeramente superior al 32.6% encontrado para una variedad de chia oscura de Sinaloa (Coates, 2011). La
composicion de la fibra no sélo depende de la variedad (Mufioz et al., 2013), sino también de otros factores
ambientales (Reyes-Caudillo et al., 2008). Las multiples funciones y beneficios de la ingesta de fibra
dietética incluyen la reduccion del riesgo de enfermedades coronarias y la reduccion del indice glucémico.
Su ingesta reduce el riesgo de diabetes de tipo 2 y algunos tipos de cancer, y también puede ejercer un
efecto saciante que puede ayudar al control de la obesidad (Barber et al., 2020). Estas propiedades de la
fibra justifican las actuales ingestas diarias recomendadas (IDR): 25-30 g/d. (OMS, 2021). Segun el Real
Decreto 1334/1999, para ser considerado un alimento "rico en fibra", el producto debe contener al menos 6
g de fibra por cada 100 g de alimento, o al menos 3 g de fibra por cada 100 calorias. Por tanto, la chia es un
alimento rico en fibra cuya incorporacion a la dieta es una buena opcion para alcanzar dichas
recomendaciones (Stephen et al., 2017).

Ademas, la fibra puede tener diferentes aplicaciones en la industria alimentaria. Las gomas de fibra se
extraen de las semillas de chia y se utilizan como aditivo para controlar la viscosidad, estabilidad, textura y
consistencia de los alimentos elaborados (Campos et al., 2016). Otros autores han descrito que el mucilago
de chia contiene polisacéridos, que actualmente se utilizan para el recubrimiento funcional de algunos
alimentos, sustituyendo los envases sintéticos y contribuyendo a la sostenibilidad medioambiental (Dick et
al., 2015).

Otros carbohidratos importantes que se encuentran de forma natural en la chia son los oligosacaridos,
que pueden ser utilizados como moléculas altamente energéticas, pero que también pueden ejercer
beneficios para la salud. Segin nuestros resultados, dentro de este tipo de moléculas, las semillas de chia
oscura contienen estaquiosa (tetrasacérido) y dos isomeros de rafinosa (trisacaridos). Estos oligosacaridos
se utilizan habitualmente como sustituto del azlcar, con el fin de disminuir el indice glucémico de los

alimentos manufacturados (Hernandez y Pozo, 2010). Ademas, se ha descrito que los trisacaridos pueden
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contribuir a la formacidn de fenoles antioxidantes naturales, lo que sugiere otro potencial beneficio de estos
componentes de las semillas de chia que deben ser demostrados en estudios experimentales y clinicos
(Mufioz-Gonzaélez et al., 2019).

Estudios previos han descrito que las semillas de chia oscura contienen alrededor de un 86% de grasas
insaturadas, principalmente un 59% de &cido linolénico, un 19% de acido linoleico y un 8% de &cido oleico
(Ayerza y Coates, 2005; Peiretti, 2009; Ciftci et al., 2012; Muhammad et al., 2016). Esta proporcion de
acido linolénico es considerablemente mayor que la presente en otros cereales como el arroz (2.1%), el
maiz (1%), el trigo (0.08), la quinoa (6.7%) y el amaranto (1.0%), y hace que la chia sea la mejor fuente
alimentaria de &cido linolénico (Martirosyan et al., 2007; Pasko et al., 2008; Noshe y Al-Bayyar, 2017;
Singh et al., 2019). Sin embargo, esta presencia de acidos grasos puede variar segin factores ambientales,
como la ubicacion geogréfica, los cambios de temperatura, la composicion del suelo, entre otros. Por
ejemplo, el contenido de acidos grasos insaturados omega-3 aumenta con temperaturas bajas de cultivo
(Mohd Al et al., 2012; Segura-Campos et al., 2016), pudiendo alcanzar hasta un 68% de acido linolénico
(Ayerza et al., 2002). La ingesta de &cido linolénico ha demostrado tener efectos beneficiosos para la salud,
ya que es el precursor de los &cidos grasos poliinsaturados de cadena larga omega-3, el eicosapentaenoico y
el decosahexaenoico, dos &cidos grasos antiinflamatorios, que pueden modular el comportamiento del
sistema inmunoldgico, y ejercer efectos cardioprotectores (Sierra et al., 2015), antidiabéticos (Creus et al,
2017), hepatoprotectores (Rossi et al., 2017) y anticancerigenos (Mohd Ali et al., 2012). La relacion
omega-6/omega-3 en las semillas de chia es de 3.02, y los indices aterogénico y trombogénico calculados
son bajos, debido a las altas cantidades de acidos grasos con propiedades antiaterogénicas encontrados en
las semillas de chia (Castejon et al., 2020). Por lo tanto, la inclusion de semillas de chia en la dieta puede
disminuir su relacion omega-6: omega-3, y contribuir a una dieta equilibrada y con actividad
antiinflamatoria asociada a la presencia de los acidos grasos poliinsaturados omega-3.

La especie vegetal y los factores ambientales y agrondmicos también influyen en el contenido de
proteinas de la chia (Ayerza, 2009). Las semillas de chia se consideran una buena fuente de proteina
vegetal, que representa entre el 18 y el 24% de la masa total en la variedad oscura (Vazquez-Ovando et al.,
2010; Kulczynski et al., 2019), como hemos descrito en el presente trabajo. Esta cantidad es superior a la
presente en cereales y oleaginosas comunes, como el trigo (14%), la cebada (9.2%) (Vazquez-Ovando et
al., 2010) la avena (15.3%), el maiz (14%) y el arroz (8.5%) (Monroy-Torres et al., 2008). Ademas, se ha
descrito de que la calidad de esta proteina es alta (Capitani et al., 2012). La calidad de la proteina se
determina por la cantidad de proteina en el alimento, la cantidad de amino&cidos esenciales y la
digestibilidad de la proteina (Rutherfurd et al., 2014). Nuestro analisis de los amino&cidos especificos
presentes en la chia confirma la presencia de cinco aminodcidos principalmente: L-asparagina, L-&cido
aspartico, L-tirosina, L-fenilalanina y L-tript6fano, coincidiendo con lo descrito previamente (Sandoval-
Oliveros y Paredes-Lopez, 2013). Dentro de estos aminoécidos, el triptofano y la fenilalanina son dos

aminodcidos esenciales que escasean en los alimentos. Estos aminoécidos desempefian un papel importante
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en el organismo. El triptéfano es un precursor de la serotonina y la melatonina que interviene en la
regulacion de los ritmos circadianos, asi como en la regulacion del apetito y el estado de &nimo, mientras
gue la fenilalanina es un precursor de la dopamina, una hormona que genera bienestar, placer, euforia y
felicidad (Din et al., 2021). La cantidad de fenilalanina en las semillas de chia (alrededor de 1.02 g/100 g)
hace de este cereal una buena fuente de este aminoécido esencial, al igual que las almendras (1.13 g), los
pistachos (1.09 g), las semillas de lino (0.96 g), las semillas de sésamo (0.94 g) y las semillas de calabaza
(0.92 g). Otros alimentos aportan cantidades menores, como las nueces (0.71 g); cereales como la avena
(0.89 g), el centeno (0.43 g) y el trigo (0.46 g); y legumbres como las alubias (0.47 g), la soja (0.56 @) y las
lentejas (0.44 g); sélo las semillas de cafiamo aportan cantidades mayores (2.77 g) (Plimmer, 1908; FAO,
1970; Enriquez y Sofia, 2021). De esta manera, en base a nuestros resultados, podemos decir que la
presencia de estos dos aminodacidos esenciales en las semillas de chia justifica su elevado valor biolégico, y
por lo tanto la chia puede considerarse una buena fuente dietética de proteina de calidad, como se ha
descrito anteriormente (Pastell et al., 2019). Por otro lado, la ausencia de gluten hace que las semillas de
chia sean muy apreciadas por los pacientes que padecen la enfermedad celiaca, ya que no constituyen
ningln riesgo para ellos. Finalmente, las proteinas aisladas de las semillas de chia pueden ser un ingrediente
atil para enriquecer diferentes alimentos manufacturados (Segura-Campos et al., 2013).

Hasta donde sabemos, este es el primer trabajo que describe la presencia de nucledsidos, adenosina,
guanosina y uridina en las semillas de chia, lo que supone una novedad nutricional que debe ser
investigada. La ingesta de estas moléculas ha demostrado beneficios para la prevencion de diferentes
patologias y en la activacion de la respuesta inmunolégica, principalmente en lactantes y adultos fragiles
(Niers et al., 2007). Estos beneficios han llevado a su incorporacion en diferentes tipos de alimentos, como
férmulas infantiles, férmulas enterales para adultos (Di Caro et al., 2019) y complementos alimenticios
(Boehm et al., 2002; Gibson et al., 2004). Se han realizado varios estudios de intervencién para confirmar
el beneficio de los nucledsidos, que han sido relacionados con la estimulacion y modulacion del sistema
inmunoldgico (Lerner y Raanan, 2002). Estan implicados en la proliferacion, maduracion y activacion de
los linfocitos, en la estimulacion de la funcién fagocitica de los macréfagos y en la modulacién de las
respuestas a trasplantes, tumores, infecciones, hipersensibilidad retardada y produccion de
inmunoglobulinas (Fontana et al., 2017). Por otro lado, la EFSA ha declarado que los nucledsidos son
nutrientes condicionalmente esenciales, ya que contribuyen al desarrollo y crecimiento de nuevas células,
promoviendo el bienestar general, mejorando la inmunidad del organismo y ayudando a promover una
adecuada actividad intestinal (EFSA, 2011). Por lo tanto, la inclusion de la chia en la dieta puede contribuir
a alcanzar estas recomendaciones especificas, y son necesarios nuevos estudios clinicos para determinar los
posibles beneficios de la suplementacion con nucledsidos de la chia.

Centrandonos en el contenido fendlico, y segun nuestros resultados, se identificaron los siguientes
fenoles acido salviandlico F, dos isémeros de dihidroxibenzaldehido, rosmarinato de metilo, &cido

rosmarinico, glucésido de &cido rosmarinico, &cido salviandlico B/E, &cido dihidroxibenzoico, &cido
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fertarico, glucosido de cafeina, gentiobiosa de cafeina, sibiricosa A3, &cido dihidroxibenzoico apiosil
glucosido, &cido caftéarico, oresbiusina A, y en menor concentracion glucésido de acido vanilico, &cido
salvianico, glucdsido de dihidroxibenzoilo y &cido dihidroxifenilacético. La presencia en la chia de la
mayoria de ellos ha sido descrita anteriormente (Pastell et al., 2019), sin embargo, hasta la fecha no se
habia documentado la presencia de glucdsido de &cido tuberdnico, saliandulina, metiltanshinonato y
jaceosidina.

Nuestros datos confirman especificamente que el &cido rosmarinico, un derivado del 4cido caféico, es
uno de los compuestos mas abundantes en las semillas de chia negra. Estos datos concuerdan con los
reportados por otro estudio donde la cuantificacion del &cido rosmarinico fue de 0.92 mg/g (Martinez Cruz
y Paredes Lépez, 2014). Los resultados de nuestro estudio mostraron una concentracion de 3,9 mg/g,
especificamente glucésido de &cido rosmarinico y 1,2 mg/g de &cido rosmarinico. La presencia de este
acido es de suma importancia, ya que posee propiedades antioxidantes, astringentes, antiinflamatorias,
antitromboticas, antimutagénicas, antibacterianas y antivirales (Oleszek, 2002; Dimitric- Markovic, 2007;
Krzyzanowska et al., 2012).

Por otra parte, hasta la fecha, no se ha descrito la presencia de &cidos salviandlicos (un dimero del
acido cafeico) en las semillas de chia, asi como la ausencia de acido cafeico. Otros trabajos han observado
la presencia de trimeros y tetrameros del acido cafeico. Esta molécula es la molécula de partida de una gran
variedad de metabolitos encontrados en distintas especies del género Salvia (como S. miltiorhiza. S.
Officinalis, S. cavaleriei, S. flava, S chinensis), que se componen de multiples productos de condensacion,
y dan lugar a una variedad de oligémeros, incluyendo el &cido salvianélico A-K 'y el acido litospermico (Ai
y Li,1992; Lu y Foo, 2002; Hanafy et al., 2020). De hecho, se han identificado las sales A'y B como los
compuestos mas abundantes entre los acidos salvianélicos de la chia (Chen et al., 2016; Du et al., 2017).
Sin embargo, nuestros resultados muestran la presencia de &cido salviandlico, acido salviandlico B/E y
acido salvianolico F especificamente en las semillas de chia oscura de Jalisco. Entre las propiedades
beneficiosas de estos compuestos, destacan los efectos antiinflamatorios y antioxidantes, concretamente
para eliminar radicales libres (Zhao et al., 2010). La actividad antioxidante de los acidos salviandlicos esta
mediada por el aumento de la expresion de las enzimas antioxidantes, mientras que disminuye la expresion
de las enzimas pro-antioxidantes (Du et al., 2016). Ademas, estudios recientes muestran que los acidos
salvianolicos tienen efectos beneficiosos en algunas enfermedades fibrdticas cronicas, especialmente la
fibrosis hepética y pulmonar, y también tiene posibles efectos anticancerigenos (Zhang et al., 2014). Sin
embargo, se necesitan mas estudios de investigacion para evaluar potenciales mecanismos de accion de
estos compuestos y su posible utilidad en el tratamiento de otras enfermedades.

Por altimo, ademas de los posibles beneficios nutricionales y funcionales descritos, las semillas de chia
no contienen otros componentes que puedan ejercer efectos nocivos para la salud, como el gluten u otros

alérgenos, o incluso micotoxinas (Melo et al., 2019; Katunzi-Kilewela et al., 2021; Rajput et al., 2021), lo
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que permite su utilizacion como ingrediente/complemento en diferentes tipos de alimentos destinados a
toda la poblacion (Menga et al., 2017).

En conclusién, nuestros resultados sugieren que la chia oscura de Jalisco es un alimento rico en fibra,
que contiene &cidos grasos poliinsaturados omega-3, aminoécidos esenciales (fenilalanina y triptéfano),
nucledsidos (adenosina, guanidina y uridina), y ademas en compuestos fendlicos antioxidantes,
principalmente metabolitos del &cido cafeico, confirmando su potencial uso como ingredientes para el

desarrollo de nuevos alimentos funcionales y suplementos dietéticos.

Conclusion

Nuestros hallazgos indican que las semillas de chia son ricas en fibra dietética y oligosacéridos, acidos
linolénicos poliinsaturados omega-3, proteinas de alta calidad que contienen L-fenilalanina y L-triptéfano.
También son una buena fuente de antioxidantes, en particular polifenoles. Ademas, la variedad especifica
de chia oscura de Jalisco contiene también nucledsidos: adenosina, guanosina y uridina, mejorando su valor
nutricional. Por tanto, es el conjunto de sus nutrientes y compuestos bioactivos el que determina su estatus
como alimento funcional.
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LECHE Y
PRODUCTOS
LACTEOS



La leche y sus derivados son alimentos basicos dentro de una dieta occidental equilibrada, como la
Dieta Mediterranea, ya que aportan nutrientes fundamentales durante todas las etapas de la vida. En las
Gltimas décadas, su consumo ha disminuido notablemente y de forma paralela se ha detectado un aumento
de algunas alteraciones provocadas por la carencia de micronutrientes presentes en los productos lacteos,
principalmente calcio y vitamina D. Esta tendencia esta derivando en un grave problema de salud publica
en determinados grupos de poblacion. Para intentar solucionar estos problemas, se han incorporado al
mercado alimentos enriquecidos con estos componentes, entre los que destacan los productos lacteos
porque proporcionan mejor biodisponibilidad del calcio y vitamina D, y por tanto son los mas
recomendables. Se han realizado diversas investigaciones que demuestran el beneficio que supone la
suplementacion con leche enriquecida en calcio y vitamina D en grupos vulnerables, como los adultos
mayores y las mujeres posmenopausicas, en los que mejora sustancialmente el recambio 6seo y aumenta la

densidad y la fuerza de los huesos.

¢ Revisar la importancia que tiene el consumo del calcio de la leche

o Revisar las recomendaciones actuales de ingesta

e Analizar la utilidad de las leches enriquecidas con calcio para determinados grupos de poblacion
como alternativa para aumentar las ingestas de este mineral y también de vitamina D.

o Clarificar los errores y mitos que han surgido recientemente con relacion a determinados alimentos
gue pretenden sustituir a la leche y sus derivados, basandonos en sus diferencias de composicién,

biodisponibilidad y efectos sobre la salud.

La leche es un alimento insustituible en todas las etapas de la vida dentro de una dieta equilibrada.
Numerosas investigaciones han demostrado el papel que desempefian la leche y sus derivados como
vehiculos de nutrientes esenciales para el adecuado funcionamiento del organismo (Ferndndez-Fernandez et
al., 2015; Marangoni et al., 2018). La leche es una fuente esencial de proteinas, grasas, minerales y
vitaminas, asi como de nucleétidos y poliaminas, entre otros micronutrientes. Dentro de estos destacan el
calcio y la vitamina D, que, por su elevada presencia y su alta biodisponibilidad, no igualada por ningin
otro alimento, permite garantizar las ingestas diarias recomendadas (IDR) (FEN, 2015). Estos dos

micronutrientes estan vinculados con el desarrollo y mantenimiento de procesos fisiol6gicos tales como el
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crecimiento y mantenimiento éseo, la coagulacion sanguinea, el metabolismo energético y neuromuscular,
la funcion de enzimas digestivas, la division neuromuscular y la diferenciacion celular (FEN, 2015;
Yackobovitch et al., 2017; Reid et al., 2017; Gil et al., 2018). Por estos motivos, el consumo de leche y sus
derivados resulta fundamental, no solo durante el crecimiento y el desarrollo, sino en todas las etapas de la
vida. Sin embargo, en la actualidad existe una controversia generalizada sobre los posibles efectos
perjudiciales que la leche y sus derivados pueden ocasionar sobre la salud, que no esta respaldada por la
evidencia cientifica. A consecuencia de dicha “moda alimentaria”, tanto en Espafia como en los paises
occidentales se ha observado que el consumo de leche ha disminuido notablemente (MAGRAMA, 2014), lo
gue ha dado como resultado una reduccion preocupante en la ingesta de calcio y vitamina D, con las
consecuencias que su carencia puede ocasionar para la salud (Fernandez-Fernandez et al., 2015; Marangoni
et al., 2018; FEN, 2015). El impacto que tienen las redes sociales y los medios de comunicacion sobre el
comportamiento de la poblacién ha contribuido en gran medida a aumentar las dudas y mitos sobre el
consumo de leche, que ha sido catalogada como nociva para la salud. Son alarmantes algunos titulares
encontrados en estos medios, del tipo “La leche es un veneno”. Por supuesto, hay que incidir en la
importancia de una adecuada educacién nutricional para que la poblacién pueda tomar decisiones bien
informadas y, dentro de ésta, las campafias de promocién del consumo de lacteos (basadas en evidencia
cientifica) son muy necesarias. Concretamente, el descenso en el consumo de leche en determinados grupos
de poblacidn hace interesante la incorporacion a la dieta de leches enriquecidas con estos micronutrientes,
gue permitan la ingesta de las cantidades adecuadas de los mismos aun con un menor consumo productos

lacteos.

La busqueda del alimento siempre ha sido un medio de supervivencia para el ser humano, y la leche ha
sido, y sigue siendo, un alimento fundamental en su dieta, como es en la Dieta Mediterranea. El desarrollo
evolutivo trascendié con la invencidn de la agricultura y la ganaderia, que permitié disponer de carne y
leche en cantidades suficientes para poder cubrir las necesidades energéticas para mejorar el crecimiento y
desarrollo, asi como los mecanismos de defensa contra enfermedades y, con ello, aumentar las expectativas
de vida (Eaton y lannotti, 2017). EI Homo sapiens se adaptd genéticamente y pudo ingerir y tolerar de
adulto la leche gracias a la persistencia de la expresion de lactasa, una enzima que metaboliza el principal
carbohidrato de este alimento. La persistencia de la lactasa, que aparecié hace unos 7500 afios, es un
ejemplo de evolucion genética. El patrén moderno de diversidad en este locus en Europa es el resultado de
la interaccién de un gran nimero de factores fisioldgicos, genéticos, demograficos, migratorios, de
estructuracion social y de contacto de culturas (Itan et al., 2009). Esta adaptacion proporciond una fuerte
ventaja genética. De hecho, las estimaciones del coeficiente de seleccion del alelo de persistencia de lactasa

producen hasta un 19% mas de descendencia fértil que las que no lo portan (Itan et al., 2009).
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A partir de los afios cincuenta, el consumo de leche y derivados aumentd progresivamente en paralelo
al incremento del nivel de formacion y a la capacidad adquisitiva de la poblacion (AESAN, 2014). En 1958,
se establecieron las normas relativas a la produccion y comercializaciéon de leche higienizada. Los avances
en los procesos de higienizacion permitieron una mayor disponibilidad de estos productos, lo que dio lugar
al incremento en su consumo con el paso de los afios, el cual se asocié a una menor prevalencia de
enfermedades infecciosas y a la mejora del estado nutricional de la poblacion. De esta manera, el consumo
de leche ha permitido un gran avance en la nutricion humana, no solo desde el punto de vista de seguridad
alimentaria, sino también como un vehiculo de nutrientes de alta calidad bioldgica y nutricional, ya que es
un alimento asequible y disponible para la poblacidn en general. Se podria decir que, hoy en dia, la leche y
otros productos lacteos proporcionan una variedad de nutrientes de muy buena calidad, y son menos
costosos que otros alimentos derivados de animales (FEN, 2012). Sin embargo, en las Ultimas décadas su
consumo ha disminuido notablemente debido a que algunos medios de comunicacién y redes sociales han
catalogado a la leche y a sus derivados como nocivos para la salud, hecho que no ha sido demostrado
cientificamente (Guo et al., 2017; Larsson et al., 2015). En un principio, la leche se consideré como un
alimento rico en grasa y se asocié con el desarrollo de patologias como el sobrepeso, la obesidad y sus
patologias asociadas, como las cardiovasculares. Es importante mencionar que muchos profesionales de la
salud recomiendan la disminucién del consumo de grasa lactea por debajo del 10% de la energia total
ingerida. Esta recomendacién no esta del todo justificada, especialmente porque se ha demostrado que los
acidos grasos presentes en la leche no son perjudiciales a nivel cardiovascular (Soedamah-Muthu y de
Goede, 2018). A pesar de esto, y ante la necesidad de disminuir la ingesta de grasa total de la dieta, la
industria lactea reacciond incorporando al mercado leches con un contenido reducido de grasa.
Posteriormente, el incremento de las intolerancias y alergias alimentarias, algunas auto diagnosticadas de
forma errénea, ha llevado a ciertos sectores de la poblacion mal informados a evitar el consumo de lactosa,
para lo que la industria también ha desarrollado productos sin lactosa, y proteina de leche, por considerarlos
responsables de estos problemas. Finalmente, y no por ello menos preocupante, se han atribuido otras
propiedades perjudiciales a la leche que no han podido ser demostradas cientificamente (Yang et al., 2014;
Thorning et al., 2016). Sin embargo, y a pesar de la falta de evidencia cientifica, muchos consumidores han
optado por eliminarla de sus dietas e incluir productos que, aunque no pueden ser catalogados como leches,
han sido lanzados como sus sustitutos, y tienen el gran problema de que no aportan las mismas cantidades
de nutrientes que la leche, principalmente proteinas, calcio y vitamina D. Como consecuencia de esta
“moda alimentaria”, tanto en Espafia como en otros paises, el consumo de calcio ha disminuido a una media
de 803 mg/persona/dia, mientras que la ingesta de vitamina D se encuentra en 4.4 pg/persona/dia. Estas
ingestas estan por debajo de las ingestas diarias recomendadas (IDR) para dichos nutrientes (1200
mg/persona/dia y 15 pg/persona/dia para el calcio y la vitamina D, respectivamente), lo que esta
provocando carencias nutricionales y, como consecuencia, importantes problemas de salud (ANIBES,

2015). En 2012, un estudio realizado en poblacion espafiola mostré que la ingesta media de calcio fue
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inferior a la IDR en el 78.4% de los participantes (70% hombres, 86% mujeres), con ingestas por debajo del
67% de la recomen- dacion en el 33.7% de los participantes (25.5% hombres, 40.9% mujeres). En este
estudio se describe que la principal fuente de calcio fueron productos lacteos (53.1%), y los resultados
sefialaron que los individuos que alcanzaban la IDR de calcio consumian més productos de este tipo que los
que no la alcanzaban (551.3 + 240.4 g/dia vs 305.0 + 150.3 g/dia, respectivamente) (Estaire et al., 2012).

El calcio es un elemento esencial e imprescindible para la salud del ser humano. Representa el 2% del
peso corporal total y desempefia un papel importante para la estructura y regulacion del organismo. Su
absorcion esta influenciada por la presencia de vitamina D, entre otros factores. La IDR de calcio ha
aumentado desde el 2001 (Fig. 1). Los datos mas recientes, de 2016, recomiendan la ingesta de 800-1200
mg/dia para el grupo de edades comprendidas entre 4-8 afios, lo que significa un aumento del 50% si se
compara con las recomendaciones de 2001, mientras que en el grupo de 9-24 afios la IDR es de 1200-1500
mg/dia, que supone un aumento del 15.4% hasta la edad de 18 afios y un aumento del 50% entre las edades
de 19-24 respecto a 2001 (NAP, 2001, 2004; Moreiras et al., 2016). En las mujeres embarazadas se
recomienda una IDR de 500 mg/dias adicionales a la IDR correspondiente a esa edad, lo que también
resulta una variacién de méas del 50% en comparacion con 2001. Por otro lado, en personas mayores de 60
afios, la IDR se ha incrementado un 25%, hasta 1.500 mg/dia de calcio, mientras que para edades
comprendidas entre 50-65 afios, los valores de IDR han disminuido de 1200 a 1000 mg/dia (Moreiras et al.,
2016). Estas modificaciones de las IDR estan basadas en las conclusiones aportadas por varios estudios que
revisan la importancia del calcio en la salud 6sea (EFSA, 2010; Bresson et al., Wahlqyist, 2013; Ortega et
al., 2014).

Al igual que ocurre con el calcio, las IDR de vitamina D han aumentado desde 2001 debido a la
importancia que tiene un suministro adecuado para el correcto funcionamiento del organismo y para la
prevencion de algunas enfermedades (EFSA, 2010; Wahlqyist, 2013; Ortega et al., 2014; NIH, 2015). El
aumento propuesto para la IDR en Espafia ha sido el 100% (de 5 pg/dia a 10 pg/dia) desde el nacimiento
hasta la edad de 50 afios en mujeres embarazadas y en lactantes; los valores para personas de entre 50-70
afios han permanecido sin cambios, mientras que en poblacién mayor los valores recomendados alcanzan
los 20 pg/dia (un aumento de 33.3%), ya que en estas personas la produccion y la sintesis renal se reducen
considerablemente (Varela-Moreiras, 2013). Este aumento de las IDR de vitamina D se justifica tras
multiples estudios que relacionan una ingesta mas alta con la prevencién de diversas enfermedades, entre
las que destaca el raquitismo en nifios de hasta cuatro afios de edad, al igual que para prevenir las fracturas
Oseas en mujeres de entre 50-70 afios y en hombres mayores de 70 afios, y para prevenir el nacimiento de

nifios de bajo peso en mujeres embarazadas (Mendoza, 2012).
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Finalmente, destacamos que el Consenso Global sobre Prevencion y Manejo de Raquitismo
Nutricional reconoci6 la contribucion igualitaria de la vitamina D y el calcio dietético como causas de la
carencia de calcio, y recomendé la ingesta de 10 pg/dia (400 Ul) diarias para todos los bebés desde el
nacimiento hasta el afio de vida y 15 pg/dia (600 Ul) durante el embarazo y en individuos de riesgo.
Incluso, se recomienda que las poblaciones de alto riesgo reciban suplementos de por vida y fortificacion de
alimentos con vitamina D o calcio (Munns et al., 2016).

Los minerales juegan un papel multifuncional en la salud humana. Ademas de participar en la
formacién de la estructura 6sea y los dientes, son necesarios para procesos metabdlicos tales como la
produccién de energia, la absorcién de nutrientes y la formacién de proteinas, entre otros (Rodriguez-
Rodriguez, 2010). Concretamente, el calcio es el principal componente de los huesos, los cuales actlan
como reservorio de dicho mineral, lo que permite que se mantengan sus niveles en la sangre y en las
células, donde acttiia como segundo mensajero en la transduccion de sefiales, e interviene en procesos como
la coagulacién sanguinea, la contraccion muscular y la transmisién del impulso nervioso, ademas de ser
cofactor de algunas enzimas y de ayudar al mantenimiento de la integridad y de la funcionalidad de
membranas (Reid et al., 2017). La vitamina D regula la homeostasis del calcio y la mineralizacion ésea,
ademas de activar un factor de transcripcion nuclear conocido como receptor de vitamina D (RVD),
implicado en los procesos de diferenciacion celular, inmunitarios y neuroprotectores, asi como en la
regulacion de la presion arterial (Gil et al., 2018). Dichas funciones los convierten en nutrientes esenciales
y justifican la necesidad de su ingesta a través de los alimentos, entre los que destacan los productos lacteos
porque mejoran su biodisponibilidad.

Ademas, es importante mencionar también otros micronutrientes que encontramos en la leche, aunque
no sean tan abundantes, pero que son necesarios para el correcto funcionamiento del organismo (Bar6 y
Plaza-Diaz, 2017). Un litro de leche suministra: 120 mg de magnesio, lo que corresponde al 29% de la IDR
para este mineral, cuyo equilibrio es dindmico entre la fase acuosa y micelar (Gaucheron et al., 2011); de 3
a 4 mg de zinc, que esta en su mayoria presente en la fase micelar asociado con la caseina; asi como 30 mg
de selenio, que representa alrededor del 67% de la IDR para este oligoelemento (Gaucheron et al., 2011,
IOM, 2012). Por otro lado, otros componentes de la leche, como las proteinas, los lipidos y los hidratos de
carbono, como la lactosa, los oligosacéridos libres y los glucésidos o glicoconjugados enlazados, son
capaces de modificar la microbiota intestinal, y contribuye a facilitar una utilizacion més eficiente de los
alimentos (O’Riordan et al., 2014). Karav et al. (2016) han mostrado un efecto especifico de los
oligosacéridos liberados de las glicoproteinas de la leche y de la fraccion de caseina y suero sobre el

crecimiento bacteriano. Ademaés, algunos trabajos han demostrado que las bacterias intestinales expresan
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numerosas enzimas, hasta ahora desconocidas, que posiblemente estén relacionadas con la mejor utilizacion

de los nutrientes de los alimentos (Karav et al., 2016)
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Figura 15. Comparativa IDR de calcio y vitamina D en etapas de la vida.

Las recomendaciones de cualquier nutriente se establecen siempre de acuerdo a la edad y a las
necesidades especificas de cada individuo. En este sentido, garantizar las necesidades del organismo
dependera no solo de la cantidad sino, ademas, de la calidad y biodisponibilidad del nutriente que se
ingiere. Los momentos clave donde hay mayor necesidad de calcio son los primeros afios de vida, la
pubertad y la vejez. La leche materna es sin duda el alimento completo e ideal para los primeros seis meses
de vida y, a partir de este momento, junto con la alimentacién complementaria, sigue siendo la principal
fuente de proteinas biodisponibles hasta los dos afios de vida; por tanto, la lactancia materna es la mas
recomendable durante este periodo. De no continuar con la leche materna, a partir del primer afio de vida se
puede incorporar la leche de vaca en la dieta del nifio. Durante la pubertad se produce un crecimiento
intenso y se inicia la densificacion de los huesos, que permitira en el caso de las mujeres la tolerancia a las
pérdidas caracteristicas del embarazo, la lactancia y el climaterio al llegar a la vida adulta. Alcanzar el
desarrollo superior de masa 6sea es fundamental, ya que se ha estimado que un aumento del 10% de dicha
masa 0sea Optima podria disminuir el riesgo de fracturas osteoporoéticas durante la edad adulta en un 50%
(Farré Rovira, 2015; Rizzoli, 2014). Es importante hacer hincapié en que si la ingesta de calcio disminuye,
el organismo utiliza el calcio 6seo para mantener las concentraciones plasmaticas necesarias para su
correcto funcionamiento, lo que disminuye la densidad mineral 6sea y debilita los huesos, que serdn més
susceptibles a sufrir fracturas.

En 2016, la Fundacion Nacional de Osteoporosis de Estados Unidos realizé una revision sistemética

sobre los predictores de la masa 6sea maxima (Weaver et al., 2016). Dicha revision muestra fuerte
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evidencia sobre la relacion entre la ingesta total de calcio y la masa Osea, y destaca la relacion entre ésta y
la ingesta de lacteos como principal fuente de calcio. Dentro de los ensayos clinicos revisados, el que
mostré el mayor beneficio de los lacteos fue un estudio realizado en nifias chinas que consumieron una
media de 455 mg de calcio/dia que demostr6 que un aumento en la ingesta de calcio durante la infancia,
adolescencia y juventud se relaciona con una mayor ganancia de masa 6sea (Du X et al., 2002; 2004), al
igual que otro estudio posterior realizado en 350 hombres y mujeres de entre 20 y 45 afios de edad que
evalud el consumo de calcio y estilos de vida tanto en la densidad mineral 6sea como en los indices de
metabolismo dseo concluyendo que el bajo consumo de calcio tienen un papel en la densidad mineral dsea
y prondstico de la osteoporosis en adultos jévenes (Alghadir et al., 2015).

La densidad de masa Gsea se correlaciona positivamente con la ingesta de proteina de la leche, que es
méas beneficiosa para la masa 6sea del cuello femoral que la proteina de carne roja o de alimentos
procesados (Mangano et al., 2015). Por otro lado, se ha demostrado que un alto consumo de leche suprime
la secrecién de hormona paratiroidea (PTH) y disminuye los niveles de marcadores de resorcion 0sea, a la
vez que mejora el crecimiento 6seo en nifios y adolescentes, que normalmente tienen un ritmo acelerado de
recambio 6seo para satisfacer las necesidades del crecimiento esquelético, mientras que una alta ingesta de
carne no comparte estos efectos (Budek et al., 2007). Todas estas evidencias demuestran que el consumo de
productos lacteos juega un papel primordial en el correcto desarrollo 6seo del individuo y ayuda a prevenir
deficiencias en la vida adulta, que no tienen otras alternativas para ser solucionadas (Victora et al., 2008).

En cuanto a la poblacion adulta, aunque la masa 6sea se ha formado en un 90% a los 18 afios, no se
alcanza el méaximo hasta los 25-30 afios, por lo que tener una ingesta adecuada de calcio durante esta etapa
sigue siendo importante para obtener una salud 6sea 6ptima, sobre todo en las mujeres que estan en edad
fértil (Cashman, 2007). En mujeres posmenopausicas sanas, en las que la densidad de masa Osea se
correlaciona positivamente con la ingesta de leche durante la infancia y la adolescencia, la suplementacion
con leche también reduce los niveles de marcadores de recambio 6seo (Wlodarek et al., 2014). Finalmente,
una dieta rica en leche baja en grasa también se ha asociado con la preservacion de la masa Gsea en
personas mayores (Zheng et al., 2012). El efecto de la leche o cualquier otra fuente de calcio en la
ralentizacién del recambio 6seo es particularmente marcado en las poblaciones en las que la ingesta de
calcio en la dieta es baja, como por ejemplo en las personas mayores que residen en los paises asiaticos
(Kruger et al., 2012; Chen et al., 2015; Sato et al., 2015; Chen et al., 2016). Para este tipo de poblaciones,
es importante considerar la utilizacion de productos enriquecidos, que aportan una mayor cantidad de calcio
y, por lo tanto, permiten una ingesta mas adecuada sin necesidad de modificar la dieta de forma
significativa.

En 2014, una revision sistemética concluyd que la suplementacion con vitamina D y calcio puede
prevenir las fracturas en hombres mayores y mujeres posmenopausicas, tanto las de cadera como las

fracturas nuevas no vertebrales. Sin embargo, estos autores encontraron una mayor incidencia de sintomas
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gastrointestinales y enfermedad renal asociados a la suplementacién con vitamina D y calcio, pero no una

mayor mortalidad en los sujetos suplementados (Avenell et al., 2014).

Como se ha descrito previamente, los componentes de la leche, como las vitaminas, los minerales y los
compuestos bioactivos, juegan un papel importante en el crecimiento, mas alla de los macronutrientes que
aporta. El consumo de los productos lacteos, y en particular de las proteinas de la leche, ejerce efectos
positivos en el crecimiento lineal no solo en los primeros afios de vida, sino también en nifios mayores,
tanto sanos como durante la recuperacion de una situacion de malnutricion (Hoppe et al., 2006), lo que
reafirma la importancia de vigilar el consumo de leche y productos lacteos en la infancia. En 2009, un
estudio prospectivo de cohortes de nifias premenarquicas observo que, tras ocho afios de seguimiento, las
nifias que bebian mas de 750 ml de leche al dia (tres vasos) desde los diez afios hasta la edad adulta
tuvieron un aumento neto en la altura adulta de 2.3 cm mas que las nifias que bebian menos de 250 ml de
leche al dia (un vaso) (Berkey et al., 2009). En 2012, un metaanalisis que incluyé 12 estudios clinicos
aleatorizados realizados en nifios de 3-13 afios de distintas razas y culturas, encontr6 un efecto positivo de
la ingesta de productos lacteos en el crecimiento lineal (0.4 cm/afio por racién diaria de 245 ml de leche)
(De Beer, 2012). Este trabajo concluy6 que la leche per se podria tener un efecto mayor sobre el
crecimiento que otros productos lacteos. Ademas, otros factores, como tener una menor estatura que la
correspondiente a la edad y ser adolescente, también aumentaron el efecto de la leche en la ganancia de
talla. Asi pues, tanto los estudios observacionales como los experimentales han evidenciado que los
productos lacteos afectan positivamente al crecimiento lineal. Este efecto se ha atribuido a la presencia no
solo de calcio, sino también de otros minerales, como el zinc o los péptidos bioactivos, que se encuentran
asociados a la caseina y en el suero, y al factor de crecimiento similar a la insulina (IGF), presente

exclusivamente en la leche y sus derivados (Bar6 y Plaza-Diaz, 2017).

La concentracion del calcio en los alimentos tiene un amplio rango de valores. La principal fuente de
calcio en la dieta es la leche y sus derivados y, en segundo lugar, las verduras de hoja verde, frutas y
legumbres. La leche liquida contiene una media de 124 mg/100 g, los quesos contienen mas de 1 g de
calcio por 100 g de alimento y la mantequilla es el alimento derivado de la leche que presenta un contenido
menor de calcio (15 mg/100 g) (Bardé y Plaza-Diaz, 2017). Las verduras de hoja verde son una fuente
importante de calcio, que aportan 400 mg/100 g de alimento junto con otros nutrimentos esenciales para el
adecuado funcionamiento del organismo. Existen diferentes hierbas aromaticas con alto contenido de
calcio, tales como la albahaca, el tomillo y el eneldo, asi como especias como la canela; sin embargo, éstas

se consumen en pocas cantidades y contribuyen poco a satisfacer las IDR. Ademas, existen alimentos de
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origen vegetal, como los frutos secos (almendras, avellanas) y algunas verduras (col rizada y espinacas,
entre otras) y leguminosas (alubias) con un alto aporte de calcio, que también son consumidas en pequefias
raciones, por lo que por si solas no pueden satisfacer las IDR de calcio (Martinez de Victoria, 2016).
Asimismo, no debemos olvidar que el agua y los complementos alimenticios también pueden aportar
pequefias cantidades de calcio. Finalmente, en el mercado podemos encontrar algunos alimentos
fortificados o enriquecidos con calcio, como la leche y los cereales, cuyo objetivo es lograr un mayor aporte
de calcio en la dieta sin modificarla sustancialmente, y sin incrementar la ingesta de otros macronutrientes,
ni la ingesta calorica.

Por otro lado, para cubrir las recomendaciones de calcio, no solo se requiere de alimentos que
contengan este mineral, sino que, ademas, el calcio debe estar biodisponible, es decir, que pueda ser
absorbido en el intestino y, por lo tanto, ser utilizado para las funciones fisiol6gicas. La absorcion intestinal
del calcio dietético puede oscilar entre el 20% y el 75%, dependiendo de la cantidad, de la forma quimica
en la que se encuentre, de la matriz del alimento y de la presencia de otros componentes en el alimento
como la lactosa y ciertos aminoacidos que facilitan su absorcion; ademas, la edad del individuo también
afecta esta biodisponibilidad (Fardet et al., 2018). Otros agentes que favorecen la absorcion de calcio son:
la vitamina D (Kaushik et al., 2014), algunas hormonas como los estrogenos y la hormona de crecimiento,
asi como la actividad fisica regular, la cual debe tenerse en cuenta al establecer las IDR de este mineral
(Weaver et al., 199). Dentro de los factores que limitan la absorcién de calcio se pueden mencionar la
deficiencia de vitamina D; la presencia de oxalatos, fitatos, fosfatos y grasas no absorbidas, entre otros
componentes que forman sales insolubles en la luz intestinal; una inadecuada relacién calcio/fésforo en la
dieta (la correcta en el adulto es de entre 2/1 y 1/1); el exceso de sodio; y el consumo de café mayor a 90
mg/dia (sobre todo en adolescentes) y de otras bebidas con elevado contenido de bases xanticas, que
provocan hipercalciuria y aumentan la eliminacién fecal de calcio (Kaushik et al., 2014; Bard y Plaza-Diaz,
2017; Fardet et al., 2018).

La leche es una excelente fuente de calcio no solo por la cantidad contenida, sino también porque su
composicion en nutrientes favorece su absorcion, ya que algunos generan sinergia con el calcio y favorecen
su absorcién. Entre ellos la vitamina D, también presente en este alimento, es necesaria para su absorcion
intestinal por transporte activo, y la lactosa de la leche también facilita dicha absorcion (O'riordan et al.,
2014; Karav et al., 2016; Bar6 y Plaza Diaz, 2017), mientras que los caseina-fosfopéptidos formados por
digestion proteolitica de la caseina lactea aumentan la absorcion intestinal de calcio al formar complejos
solubles. Considerando estos factores de composicion, se concluye que los lacteos constituyen una
excelente fuente de calcio, con mejor biodisponibilidad que el resto de los alimentos (Kaushik et al., 2014;
Fardet et al., 2018). Otros datos ponen de manifiesto las diferencias entre el valor de distintos alimentos
vegetales como fuentes de calcio; es decir, mientras que algunos frutos secos son capaces de proporcionar
calcio con buena biodisponibilidad, otros alimentos vegetales la dificultan por la presencia de oxalatos que

forman oxalatos calcicos poco solubles y, en consecuencia, poco absorbibles (Weaver et al.,1999).

125



La dieta también ofrece otros alimentos que contienen calcio en distintas cantidades y con distinta
biodisponibilidad. La tabla 20 resume los alimentos que contienen méas cantidad de calcio y su fraccion
absorbible, asi como las raciones (los gramos y las calorias contenidas) de dichos alimentos que
necesitariamos ingerir para conseguir el mismo aporte de calcio que nos facilita una racién de leche. Por
ejemplo, en una dieta sin consumo de productos lacteos en la que se quisiera cubrir la IDR (1000 mg/dia)
con frutos secos se requeririan aproximadamente 412 g de almendras tostadas, las cuales nos aportarian
2430 kcal, que ademas de ser suficientes para cubrir la IDR de energia total en un adulto, que oscila entre
2400 y 3000 kcal/dia, nos aportarian 218 g de grasa, 1o que supera el 30% de lo recomendado en una dieta
equilibrada. Esto generaria un desequilibrio energético que podria aumentar el riesgo de padecer sobrepeso
y obesidad (SENC, 2001). Se precisaria un gasto energético adicional de actividad fisica intensa de cuatro
horas para lograr eliminar ese exceso de energia consumida.

Considerando la biodisponibilidad del calcio en cada alimento podemos evidenciar la relevancia de la
calidad y cantidad de este elemento. La biodisponibilidad del calcio esta determinada por la relacién acido
oxalico/calcio, siendo esta especialmente desfavorable en alimentos como el ruibarbo, las espinacas, las
patatas y el té. Por ejemplo, las hojas verdes de espinaca contienen calcio menos biodisponible, ya que la
presencia de &cido oxalico disminuye su absorcion hasta un 5-10% (Weaver et al., 1999; SENC, 2001). Si
quisiéramos cubrir la recomendacion de calcio (1000 mg/dia) solo con este tipo de alimento, un adulto
tendria que ingerir aproximadamente 7 kg de espinacas en un dia. Por otro lado, las leguminosas, los
cereales y las oleaginosas contienen calcio junto con &cido fitico, un éter hexafosférico del ciclohexanol
que forma sales al interactuar con diversos metales. Si el metal es divalente, como el calcio, da lugar a sales
insolubles que lo secuestran (un gramo de &cido fitico secuestra un gramo de calcio), lo que provoca la
pérdida de calcio por las heces y disminuye su biodisponibilidad. Por estos motivos, resulta realmente
dificil alcanzar una ingesta suficiente de calcio a partir de una dieta vegetariana de tipo occidental (Weaver
et al., 1999), a no ser que sea disefiada de manera muy especifica y se utilicen alimentos enriquecidos o
suplementos alimenticios. Por tanto, lo mas adecuado es ingerir una dieta equilibrada en la que se incluya la
leche, y que permita consumir las IDR tanto de micronutrientes como de macronutrientes requeridos por el
organismo. Para el caso de los grupos de poblacion en los que la ingesta de productos lacteos o de
alimentos en general es baja, se recomienda la ingesta de productos enriquecidos para evitar carencias, entre
los cuales el més adecuado para el caso del calcio es la leche enriquecida, por sus beneficios sobre la
biodisponibilidad de este mineral. De hecho, en una revision sistematica y metaandlisis, en la que se
incluyen 20 estudios con 37124 participantes, se demuestra un aumento de fracturas en veganos y pérdida
de densidad 6sea en vegetarianos en comparacion con omnivoros (lguacel et al., 2019). Este estudio pone
de manifiesto la dificultad que entrafia alcanzar una absorcion de calcio apropiada en base a alimentos

vegetales ricos en calcio, sin obtener manifestaciones negativas funcionales.
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Tabla 20. Fuentes dietéticas de calcio, proporcion absorbible por racion de alimento y raciones equivalentes que

aportan la cantidad de calcio absorbido de una racién de leche

Gramos de alimento que

mg de Ca
) aportan la cantidad de kcal por
) Raciéon  Contenido abs?rb|b|e calcio absorbible de una racion
Alimento estimado
(9) de Ca (mg) ) racién de leche (racién  equivalente
(% absorbible) )
equivalente)
Leche de vaca
Entera 250 312,5* 96.3 (32.1%) 250 g (1 racién) 162.5
Entera enriquecida 250 400* 12.4 (32.1%) 187.5 g (0.78 raciones) 162.5
Semidesnhatada 250 312.5* 96.3 (32.1%) 250 g (1 racién) 87.75
Semidesnatada 250 400* 128.4 (32.1%) 187.5 g (0.78 raciones) 87.75
enriquecida
Desnatada 250 312.5* 96.3 (32,1%) 250 g (1 racién) 66.3
Desnatada 250 400* 128.4 (32.1%) 187.5 g (0.78 raciones) 66.3
enriquecida
Queso cheddar 42 303 97.2 (32,1%) 42 g (1 racion) 170
Yogur natural 240 336 96.3 (32.1%) 240 g (1 racion) 1104
desnatado
Tofu con calcio 126 258 80.0 (31,0%) 151 g (1.2 raciones) 179.7
Almendras tostadas 85 206 43.0 (21.0%) 196 g (2.3 raciones) 1156.4
Col rizada 85 61 30.1 (49.3%) 272 g (3.2 raciones) 92,5
Alubia blanca 110 113 24.7 (21.8%) 429 g (3.9 raciones) 1166.8
Brocoli 71 35 21.5 (61.3%) 320 g (4.5 raciones) 83.2
Sésamo 59 89 19.0 (21.0%) 312.7 g (5.3 raciones) 1757.3
Pan integral 28 20 17.0 (82.0%) 162.4 g (5.8 raciones) 407.6
Alubia pinta 86 44 11.9 (26.7%) 696.6 g (8.1 raciones) 330.2
Alubia roja 172 40 9.9 (24.4%) 1668.4 g (9.7 raciones) 660.5
Boniato 164 44 9.8 (22.2%) 1607.2 g (9.8 raciones) 1623.2
Cereal de salvado de 28 20 8 (38.0%) 358.4 g (12.8 raciones) 956.9
trigo
Espinacas 85 115 5.9 (5.1%) 1385.5 g (16.3 raciones) 304.8

*Los valores estan expresados en mg/250 ml de producto, que equivale a una taza de leche (una porcién). Fuente: tabla de
composicion de alimentos. Ortega et al., 2014.
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De forma paralela a la disminucién del consumo actual de leche, han surgido otras bebidas vegetales,
mal llamadas “leches vegetales”, como sustitutivos de la leche animal, que no son capaces de igualarla en
cuanto a composicion nutricional, pero que la poblacion ha asumido como tal y ha optado por consumir en
lugar de la leche de origen animal. A no ser que sean preparados enriquecidos, estos productos contienen
menos cantidad de calcio, pero, ademas, hay que tener en cuenta que éste se encuentra en una forma menos
biodisponible que el presente en la leche de origen animal. De hecho, el consumo de este tipo de productos
ha dado lugar a la disminucion de la ingesta de calcio y vitamina D y, como consecuencia, al aumento de
enfermedades hormonales ocasionadas por la deficiencia de estos micronutrientes (Ismail et al., 2015).

En el caso de estas bebidas vegetales, la gran mayoria del calcio es afiadido y no esta asociado a
proteinas, por lo que su biodisponibilidad es muy inferior. Por otro lado, estas bebidas no siempre estan
enriquecidas con vitamina D, que facilitaria la absorcion del calcio, algo que si es habitual en la leche, sobre
todo en la desnatada y semidesnatada, que normalmente estan enriquecidas con esta vitamina a una
concentracion que oscila entre 0.75 y 1.5 pg/100 ml. Ademas, tampoco contienen lactosa, otro de los
componentes de la leche que favorece la biodisponibilidad del calcio (Ismail et al., 2015). Finalmente,
como se ha mencionado anteriormente, algunos vegetales, como las leguminosas, pueden contener fitatos,
gue disminuyen la biodisponibilidad del calcio y que estaran presentes en esas bebidas vegetales, por lo que

no pueden ser equiparables a la leche como fuente dietética de calcio (Israr et al., 2013).

Los alimentos enriquecidos son productos en los cuales se modifica la composiciéon mediante la
adicion de un nutriente o componente no contenido inicialmente en el alimento, o contenido en cantidades
menores (Carou y Nogués, 2012). Concretamente, la leche es un excelente vehiculo de nutrientes que
permite ser enriquecida facilmente gracias a sus propiedades fisico-quimicas (FEN, 2017). Como se ha
mencionado previamente, es dificil alcanzar las IDR de calcio y vitamina D Unicamente con fuentes
dietéticas habituales (AESAN, 2014; FEN, 2015), y este déficit es especialmente preocupante en
determinados grupos de poblacién en los que las recomendaciones son mas altas (Ortega et al., 2012,
2013). En este sentido, una de las propuestas de la industria alimentaria ha sido el enriquecimiento de los
alimentos en estos micronutrientes como posible solucion a la hora de aportar mas calcio en la dieta. De
acuerdo a la informacion procedente del Panel de Consumo Alimentario del Ministerio de Agricultura,
Pesca, Alimentacion y Medio Ambiente (Mapama) (MAGRAMA, 2013) y la valoracién nutricional que
conjuntamente realiza la Fundacién Espafiola de Nutricion (FEN) (FEN, 2012) con respecto a la
disponibilidad y el consumo de alimentos en la poblacion espafiola, los productos lacteos son los que

representan el mayor porcentaje de alimentos enriquecidos en calcio y vitamina D tanto en el mercado
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espafiol como en el mercado internacional. La tabla 21 incluye la cantidad de calcio y vitamina D aportada
por las principales leches enriquecidas del mercado espafiol. La tabla 22 compara la contribucion (%) a la
ingesta diaria de calcio por racion de leche de vaca semidesnatada y de leche semidesnatada enriquecida a
las IDR de calcio por edades y segln autores. Estos productos proporcionan un efecto beneficioso para la
salud, intentando mantener una dieta equilibrada, saludable y preventiva y adaptandose a las necesidades de
la sociedad actual, por lo que podrian ser consideradas como un alimento funcional (Lopez-Huertas et al.,
2006; Vidal Carou y Veciana Nogués, 2012; Ortega et al., 2012; 2013; FEN, 2017). En la actualidad, en la
mayoria de los casos, el calcio adicionado a las leches enriguecidas es de origen lacteo, lo que se conoce
como “calcio natural”, que facilita una absorcion mas adecuada de este mineral y, por tanto, un mayor
efecto sobre la salud. A pesar de que todas estas leches estan enriquecidas con calcio y vitamina D, se
aprecian grandes variaciones en las cantidades afiadidas (Tabla 21). Ademas, es interesante indicar que no

todas las formas de enriquecer la leche permiten la misma biodisponibilidad de este mineral.
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Tabla 21. Aporte de calcio y vitamina D por racion de 250 ml de las distintas leches semidesnatadas y
desnatadas enriguecidas con calcio méas consumidas en Espafia

Leche semidesnatada enriquecida Leche desnatada enriquecida
Marca Calcio (mg/250ml) Vitamina Calcio (mg/250 ml) Vitamina D (ug/250

D (ug/250 ml) ml)
Asturiana 400 2.5 400 2.5
Auchan (Alcampo) 400 nd 400 nd
Buen Pastor 400 nd 400 nd
Carrefour 400 1.87 400 1.87
Covap 400 1.87 400 1.87
DIA 400 1.87 275 2
El Corte Inglés 400 2 275 2
Gaza 400 1.87 300 nd
Hacendado 400 1.87 275 1.87
Kaiku 400 1.87 275 1.87
Leyma 375 nd nd nd
Milbona (Lidl) 375 1.87 400 1.87
Milsani (Aldi) 300 nd nd nd
Pascual 400 2 400 2
Puleva 450 3.75 450 3.75

nd: no declarado.
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Tabla 22. Comparativa de la contribucién (%) a la ingesta diaria de calcio por racién de leche de vaca

semidesnatada y de leche semidesnatada enriquecida a las IDR de calcio por edades y autores

IDR (Moreiras y cols., 2016) IDR (EFSA, 2016)
Edad Leche cléasica Leche Edad Leche clésica Leche
enriquecida enriquecida
Nifios y nifias

0-6 meses 78.1% 100%

7-12 meses 59.5% 76.19% 7-11 meses 69.4% 88.8%
2-3 52% 66.6% 1-3 39.06% 50%
4-5 64% 57.14% 4-10 39.06% 50%
6-9 39% 50%

Hombres
10-12 24.03% 30.76%
13-15 24.03% 30.76%
16-19 24.03% 30.76% 18-24 afios 31.25% 40%
20-39 31.25% 40% > 25 afios 32.8% 42.10%
40-49 31.25% 40%
50-59 31.25% 40%
60 y mas 31.25% 40%
Mujeres
10-12 24.03% 30.76%
13-15 24.03% 30.76%
16-19 24.03% 30.76% 18-24 afios* 31.25% 40%
20-39 31.25% 40% > 25 afios* 32.8% 42.10%
40-49 31.25% 40%
50-59 26.04% 33.33%
> 60 26.04% 33.33%
Embarazo (2.2 26.04% 30.76% Embarazo 31.25% 40%
mitad)
Lactancia 26.04% 30.76% Lactancia 31.25% 40%

*Incluye embarazo y lactancia; se asume una sintesis cutanea minima de vitamina D. Fuente: adaptado de EFSA, 2012;
EFSA, 2015; EFSA, 2016.
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Hasta la fecha, se han realizado diversos estudios para evaluar el efecto del enriquecimiento de calcio y
vitamina D en diferentes grupos poblacionales. En primer lugar, se evalud la absorcion del calcio de una
leche control (semidesnatada) comparandola con distintas leches enriquecidas con calcio en adultos. Este
estudio compar6 una leche enriquecida con calcio procedente de sélidos lacteos y fosfato tricalcico, una
leche enriquecida con calcio procedente de leche concentrada, una leche semidesnhatada a la que se le
afiadieron fructooligosacaridos y una leche semidesnatada a la que se le afiadieron fosfopéptidos de caseina.
Los resultados mostraron una mayor absorcién de calcio en la leche enriquecida con fosfato tricalcico en
comparacion con el grupo control, mientras que la adicién de fructooligosacaridos y caseina-fosfopéptidos
no influyo significativamente en la absorcion de este mineral (Lépez-Huertas et al., 2006).

En 2016, Whiting et al. revisaron los resultados de los 15 estudios realizados hasta ese momento para
evaluar el impacto del consumo de alimentos fortificados y sus posibles efectos beneficiosos sobre la salud
6sea (Whiting et al., 2016). La mayoria de los estudios utilizan como alimentos fortificados leche o
derivados lacteos, que se consideran la mejor via de administracion de calcio. Estos autores encontraron
evidencias que demuestran que la fortificacion con calcio y vitamina D mejora sustancialmente el recambio
6seo, aumentando la densidad y la fuerza de los huesos en adultos mayores y en mujeres posmenopausicas,
mientras que el efecto no resultaba significativo en adultos menores de 50 afios. Ademas, el
enriquecimiento con otros nutrientes no provocaba los mismos efectos beneficiosos. Estos efectos pueden
interpretarse como beneficiosos para la prevencion de osteoporosis y fracturas ocasionadas por el aumento
de la fragilidad durante el envejecimiento. Sin embargo, dada la disparidad en cuanto a los disefios
experimentales, se necesitan mas estudios para examinar los efectos de la adicién de calcio y vitamina D
para la salud ésea (Whiting et al., 2016).

Posteriormente, el estudio EFICALCIO ha evaluado el efecto del consumo diario de 500 ml de leche
enriquecida en calcio y vitamina D con o sin fructooligosacéaridos durante un afio y su efecto sobre las
concentraciones plasmaéticas de vitamina D, parametros 6seos y riesgo metabolico y cardiovascular en
mujeres posmenopausicas sanas. Este estudio concluyd que la intervencion nutricional con dos vasos de
leche enriquecida con 1800 mg/l de calcio y 1200 Ul/I de vitamina Ds; mejora las concentraciones
plasmaticas de vitamina D e induce cambios favorables en la masa Osea, en el perfil lipidico y en la
homeostasis de la glucosa (Reyes-Garcia et al., 2018).

Por lo tanto, las investigaciones realizadas hasta la fecha demuestran los beneficios de la
suplementacion con leche enriquecida en grupos de poblacion vulnerables, como las personas mayores y
mujeres posmenopausicas, ya que, como se ha mencionado anteriormente, la deficiencia de calcio puede
traer consigo diversas consecuencias para la salud. Sin embargo, es necesario realizar mas estudios en este
campo que incluyan a otros grupos poblacionales y otras patologias asociadas a la deficiencia de calcio para
demostrar la importancia de incorporar productos lacteos enriquecidos en calcio y vitamina D en personas

con bajas ingestas de estos alimentos.
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A pesar del gran volumen y calidad de estudios cientificos que avalan los beneficios para la salud del
consumo de leche y derivados lacteos, la gran controversia que existe actualmente sobre los efectos
negativos del consumo de leche de vaca se basa en que cada vez méas personas afirman que el cuerpo
humano no esté disefiado para manejar una dieta con un alto contenido de calcio, que no hay una adaptacion
fisiologica para el consumo de leche de vaca y que, ademas, somos los Gnicos mamiferos que continuamos
consumiendo leche después del destete. Estos argumentos pierden todo su valor al considerar que la dieta
actual estd compuesta por alimentos que, en su mayoria, los antepasados prehistéricos desconocian y que,
ademas, ningln otro animal aprendi6é a domesticar y ordefiar a las vacas. La incorporacion de la leche de
vaca en la dieta humana ha permitido, junto con otros factores, como el desarrollo de medicamentos,
mejorar la calidad y la esperanza de vida, y no existe evidencia cientifica que valide la eliminacién de un
alimento ampliamente consumido como es la leche de vaca, principalmente en los grupos vulnerables como
los nifios, adolescentes, personas mayores y mujeres en climaterio.

Recientemente, se han publicado dos estudios que comparan la ingesta de nutrientes en personas
vegetarianas y no vegetarianas (Davey et al., 2003; Rizzo et al., 2013), aunque los resultados no son del
todo coincidentes. Dentro del estudio Investigacion Europea sobre el Cancer y la Nutricion (Estudio EPIC),
se examinod la ingesta de 33883 individuos carnivoros, 10110 individuos que comian pescado, 18840
vegetarianos y 2596 veganos en el Reino Unido. Este estudio concluye que los individuos veganos tuvieron
la ingesta mas alta de vitamina C y magnesio y mas baja de vitamina B, vitamina D, calcio y zinc (Davey
et al., 2003). El segundo estudio compar6 la ingesta de nutrientes de diferentes grupos de adultos de
Estados Unidos y Canada e incluy6 33634 carnivoros, 21799 lactoovovegetarianos y 5694 veganos. El
estudio concluy6 que la ingesta de nutrientes no solo esta definida por el patrén alimentario, sino también
por el lugar de origen y varia mucho entre distintos grupos de poblacion, y observd que los
lactoovovegetarianos no tienen déficit de vitamina D; sin embargo, los veganos si tuvieron una ingesta
significativamente menor de vitamina D (Rizzo et al., 2013), lo que puedo conducir a una carencia. De
hecho, a pesar de que los factores dietéticos y la concienciacion de muchos vegetarianos a llevar un estilo
de vida activo puede promover la salud 6sea, hay evidencia de que el vegetarianismo esta asociado con
varios factores que pueden tener un impacto perjudicial sobre la salud 6sea, es decir, un IMC menor
(Spencer et al., 2003) y una ingesta potencialmente baja de vitamina Bi, (Pawlak et al., 2013), calcio
(Davey et al., 2003; Spencer et al., 2003) y vitamina D (Chan et al., 2009; Crowe et al., 2011; Appleby y
Key, 2016). Por tanto, es importante considerar las posibles deficiencias que podrian ocasionar este tipo de
dietas en la poblacion y las posibles complicaciones de la salud asociadas.

La composicion de la leche es muy compleja y contiene moléculas inmunolégicmaente activas,

oligosacéridos, metabolitos y vitaminas, asi como una microbiota asociada. Algunos estudios sugieren que
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la modulacién de la composicion de la leche tiene potencial para prevenir enfermedades alérgicas, aunque
también puede ser causa del desarrollo de las mismas (Visioli y Strata, 2014). Una de estas es la
intolerancia a la lactosa, originada por la falta de produccion de la enzima lactasa secretada por el intestino
delgado, y se traduce en una insuficiente capacidad para digerir la lactosa (Pal et al., 2015). La lactosa es el
principal carbohidrato en la leche humana de los mamiferos y requiere de su hidrolisis enzimatica por
lactasa antes que pueda ser absorbida como D-glucosa y D-galactosa. En muchas poblaciones donde la
dieta no incluye lacteos, los niveles de lactasa disminuyen después del destete. La intolerancia a la lactosa
afecta al 70% de la poblacion adulta, no obstante, este valor disminuye dependiendo de cada poblacion
concreta (Pal et al., 2015. En las zonas geograficas en las que tradicionalmente la ingesta de leche es
mayor, predominan los genotipos de la lactasa que facilitan su digestion, mientras que en las zonas donde la
leche no forma parte de la dieta de manera habitual, predominan las variantes génicas que codifican una
enzima poco eficaz y predisponen a la intolerancia (Szilagyi et al., 2016). Este problema provoca una serie
de sintomas gastrointestinales como dolor abdominal y diarrea, entre otros, que también son caracteristicos
de otras patologias, lo que puede llegar a confundir y a que no se identifique correctamente. Esta confusion
ha dado lugar a que muchas personas “mal informadas” se autodiagnostiquen, y dejen de consumir leche o
consuman leche sin lactosa sin un motivo adecuado. Recientemente, se ha puesto de manifiesto que algunas
intolerancias no se deben ni al gluten ni a la lactosa, sino a otras moléculas como los fructanos (Skodje et
al., 2017). Otro problema afiadido es que los sujetos sin intolerancia que dejan de consumir leche podrian
desarrollar este problema al no persistir el estimulo y disminuir la expresion de los genes codificadores de
la enzima (Szilagyi et al., 2016). Ademas, se ha demostrado que sujetos con intolerancia podrian consumir
hasta 100 ml de leche sin desarrollar sintomas de la enfermedad (Pal et al., 2015). En este tipo de personas
las leches enriquecidas son importantes, ya que podrian aportarles mas cantidad de calcio y vitamina D y
contribuir a su buen estado de salud 6sea. De hecho, la ingesta de 100 ml de estas leches les aportaria 160
mg de calcio (o mas, en algunos casos), sin llegar a ocasionarles ninguna sintomatologia. Asimismo, hay
gue mencionar gque actualmente existen en el mercado lacteos sin lactosa enriquecidos en calcio para
aquellos que presenten intolerancia total.

Un tema de constante discusion en la actualidad es la creencia de que el consumo de leche aumenta el
riesgo de sufrir cancer. En este sentido, los investigadores de la American Cancer Society realizaron un
andlisis de los datos obtenidos en una cohorte y observaron que una mayor ingesta de calcio, vitamina D y
productos l&cteos se asociaba con una menor incidencia de cancer colorrectal (Yang et al., 2014). Es de
destacar que los pacientes en el cuartil mas alto de la ingesta total de calcio en este analisis tenian mas
probabilidades de tener un IMC normal, ser més activos fisicamente, consumir menos calorias, y comer
maés frutas y verduras, alimentos ricos en folato, granos integrales y menos carne roja y procesada. Este
estudio concluye que no debemos dejar de considerar siempre la dieta equilibrada y completa como aquella

que incluye productos lacteos, como se ha venido recomendando (Yang et al., 2014).
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La leche y sus derivados son alimentos insustituibles dentro de una dieta equilibrada, ya que nos
aportan micronutrientes, como el calcio y la vitamina D, que no estan presentes en otros alimentos en las
cantidades y con la biodisponibilidad necesarias para poder satisfacer los requerimientos nutricionales que
nos debe aportar una dieta equilibrada. Los productos lacteos enriquecidos permiten aumentar la ingesta de
estos micronutrientes con una alta biodisponibilidad, sin necesidad de modificar la dieta, lo que resulta

beneficioso para el mantenimiento de la salud.
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Conclusiones

Seccidn 1. Estudio Experimental: Beneficios de la Dieta Mediterranea sobre los
factores de riesgo cardiovascular

Tras el andlisis del estudio, se observa que la ingesta durante 6 semanas de dieta mediterranea,
suplementada o no con antioxidantes caracteristicos de esta dieta, y sin modificacién de cambios en los
estilos de vida no provoca efectos positivos sobre la prevencidn de las ECV. No obstante, observamos
cierta tendencia en la mejora de parametros claves como IMC y presion arterial cuando se normaliza la
dieta lo que no se constata con la suplementacion de antioxidantes. Evidenciando que la normalizacién de la
dieta es la mejor opcion. Por lo tanto, se requieren mas estudios que evallen el efecto de una dieta
mediterrdnea acompafiada de un estilo de visa mediterraneo para poder establecer los beneficios reales y

cuéles son los parametros mas importantes que contribuyen a dichos beneficios.

Seccion 11. Toxicidad oral aguda/subaguda y subcronica de un extracto de
aceite de oliva virgen rico en hidroxitirosol

La administracion oral de un extracto de aceite de oliva virgen que contiene un 15% de hidroxitirosol
no indujo efectos que puedan considerarse de relevancia toxicol6gica en ensayo agudo, subagudo y
subcrénico en un modelo murino. En consecuencia, después de confirmar la amplia evidencia cientifica
sobre los beneficios del hidroxitirosol, se confirma que puede ser un compuesto clave en el manejo de
diversas enfermedades cronicas. Ademas de acuerdo a las acciones y propiedades que tiene este compuesto,

actualmente esta aceptado como novel food.

Seccion 111. Efecto del consumo de Acido ursolico en la reduccion de la grasa y
la hipertrofia muscular en humanos

En conclusidn, nuestros resultados muestran que la suplementacion durante 12 semanas, con 35 g/d de
acido ursolico procedente de un extracto de piel de manzana y vehiculizado en un fiambre de pechuga de
pollo, acompariada de actividad fisica dos veces a la semana, no ejerce ningun efecto sobre el peso y la

composicion corporal, ni en la fuerza y resistencia muscular, en humanos sanos.
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Seccion 1V. Evaluacion de la composicion fitoquimica y nutricional de la
semilla de chia oscura (Salvia Hispanica)

Nuestros hallazgos indican que las semillas de chia son ricas en fibra dietética y oligosacéaridos, acidos
linolénicos poliinsaturados omega-3, proteinas de alta calidad que contienen L-fenilalanina y L-tript6fano.
También son una buena fuente de antioxidantes, en particular polifenoles. Ademas, la variedad especifica
de chia oscura de Jalisco contiene también nucledsidos: adenosina, guanosina y uridina, mejorando su valor
nutricional. Por tanto, es el conjunto de sus nutrientes y compuestos bioactivos el que determina su estatus

como alimento funcional.

Seccidon V. Leche y productos lacteos como vehiculos de calcio y vitamina D:
papel de las leches enriquecidas

La leche y sus derivados son alimentos insustituibles en una dieta equilibrada, ya que aportan
micronutrientes, como el calcio y la vitamina D, que no estan presentes en otros alimentos en las cantidades
y con la biodisponibilidad necesarias para satisfacer las necesidades nutricionales de una dieta equilibrada.
Los productos lacteos enriquecidos permiten aumentar la ingesta de estos micronutrientes con una alta

biodisponibilidad, sin necesidad de modificar la dieta, lo que es beneficioso para mantener la salud.

CONCLUSION GENERAL

Los resultados de la presente Tesis Doctoral confirman:
1. La dieta rica en alimentos es la estrategia mas eficiente para normalizar alteraciones cardiometabdlicas.
2. La ausencia de toxicidad del hidroxititirosol
3. La ausencia de efectos de los antioxidantes (acido ursolico y concentrado de vegetales deshidratados)
fuera de su matriz alimentaria
4. Se confirma que la chia es un alimento funcional por el conjunto de nutrientes y compuestos bioactivos
gue contiene
5. La leche sigue siendo el alimento clave para que la poblacién espafiola alcance ingestas recomendadas de

calcio y Vitamina D

Los resultados de nuestra tesis confirman que la dieta variada y equilibrada en alimentos es la

estrategia mas eficiente para normalizar alteraciones cardiometabdlicas.
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Cuestionario IPAQ

Actividad fisica

A continuacion voy a preguntarle por el tiempo que pasa realizando diferentes tipos de actividad fisica. Le ruego que intente contestar a las
preguntas aunque no se considere una persona activa.

Piense primero en el tiempo que pasa en el frabajo, que se trate de un empleo remunerado o no, de estudiar, de mantener su casa, de
cosechar, de pescar, de cazar o de buscar trabajo [inserte otros ejemplos si es necesario]. En estas preguntas, las "actividades fisicas
intensas" se refieren a aquéllas que implican un esfuerzo fisico importante y que causan una gran aceleracion de la respiracion o del ritmo
cardiaco. Por ofra parte, las "actividades fisicas de intensidad moderada" son aquéllas que implican un esfuerzo fisico moderado y causan
una ligera aceleracion de la respiracion o del ritmo cardiaco.

Pregunta

Respuesta

| Cédigo

En el trabajo

49

¢ Exige su trabajo una actividad fisica intensa que implica una
aceleracion importante de la respiracion o del ritmo cardiaco,
como [levantar pesos, cavar o trabajos de construccion)
durante al menos 10 minutos consecutivos?

{INSERTAR EJEMPLOS Y UTILIZAR LAS CARTILLAS DE
IMAGENES)

Si 1

No 2 Si No, SalfaraP4

P1

50

En una semana tipica, ¢ cuantos dias realiza usted
actividades fisicas intensas en su trabajo?

Nomero dedias ||

P2

51

En uno de esos dias en los que realiza actividades fisicas
intensas, ¢ cuanto tiempo suele dedicar a esas actividades?

N T N -

hrs mins

Horas : minutos

P3
(a-b)

52

¢ Exige su trabaje una actividad de intensidad

moderada que implica una ligera aceleracion de la respiracion
o del ritmo cardiaco, como caminar deprisa [o transportar
pesos ligeros) durante al menos 10 minutos

consecutivos?

(INSERTAR EJEMPLOS Y UTILIZAR LAS CARTILLAS DE
IMAGENES)

Si 1

No 2 Si No, Saltara P7

P4

53

En una semana tipica, ¢ cuantos dias realiza usted
actividades de intensidad moderada en su trabajo?

Nomero de dias  L—

P5

En uno de esos dias en los que realiza actividades fisicas de
intensidad moderada, ¢,cuanto tiempo suele dedicar a esas
actividades?

. I S ) I L
Horas : minutos .
hrs mins

P6
(a-b)

Para desplazarse

En las siguientes preguntas, dejaremos de lado las actividades fisicas en el trabajo, de las que ya hemos tratado.
Ahora me gustaria saber como se desplaza de un sitio a otro. Por ejemplo, como va al trabajo, de compras, al mercado, al lugar de culto
[insertar otros ejemplos si s necesario)

55 ¢ Camina usted o usa usted una bicicleta al menos 10 minutos Si 1
consecutivos en sus desplazamientos? P7
No 2 Si No, SalfaraP 10
56 En una semana tipica, ¢ cuéntos dias camina o va en bicicleta 3 . L P
al menos 10 minutos consecutivos en sus desplazamientos? Nimero de dias 8
57 En un dia tipico, ;cuanto tiempo pasa caminande o yendo en P9
bicicleta para desplazarse? Horas : minutos L 1 (a-b)
hrs mins

En el tiempo libre

Las preguntas que van a continuacion excluyen la actividad fisica en el trabajo y para desplazarse, que ya hemos mencionado. Ahora me
gustaria tratar de deportes, fitness u otras actividades fisicas que practica en su tiempo libre (inserte otros ejemplos si llega el caso).

58

¢ En su tiempo libre, practica usted deportes/fitness intensos
que implican una aceleracién importante de la respiracion o
del ritmo cardiaco como [correr, jugar al futhol] durante al
menos 10 minutos consecutivos?

(INSERTAR EJEMPLOS Y UTILIZAR LAS CARTILLAS DE
IMAGENES)

Si 1

No 2 Si No, SalfaraP 13

P10

59

En una semana tipica, ¢ cuantos dias practica usted
deportes/fitness intensos en su tiempo libre?

Numerc de dias L

P11

En uno de esos dias en los que practica deportes/fitness
intensos, ¢ cuanto tiempo suele dedicar a esas actividades?

Horas : minutos
hrs mins

P12
(a-b)
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