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Abstract 
Human and animal feeding is continuously needed of new alimentary sources both healthy and highly 
productive, in order to accommodate increasing demographic pressure and strong demand of 
specialized foods. Apart from the regular primary agro-food sources, the design of alternative ways 
for raw foods processing, re-usage of secondary products or by-products, or the isolation of essential 
components from foods and their addition to functional or dedicated design-foods represent 
strategies of wide evolution. 
The present work focuses into the alternative usage of two basic food resources. On one side, olive 
fractionation prior to olive processing in the oil factories is a source or new and valuable products of 
high added value. One of these products is the flour arising from the olive stone, which is becoming 
highly valuated because of its high content in nutritional components and its emerging nutraceutical 
capacities. On the other side, the different species of sweet lupins, particularly narrowleafed lupin, 
represent crops in continuous growth, as its consumption in several preparations (i.e. whole seeds 
or flours) have shown to display anti-diabetic properties, as well as a satiating property contributing 
to fight obesity. We lack, however of scientific evidence supporting such properties, which were 
observed empirically only. Therefore, the main objective of the present Ph.D. work is to obtain such 
evidence, through the biological assay of components derived from these alimentary sources. 
In the case of the olive, the NUTRAOLEUM study was used as the basis. This study has shown to be a 
highly informative scenario to analyze in vivo the benefits of triterpenes of the olive oil (oleanolic and 
maslinic acids) on the health of healthy humans. The assay encompasses the raw intake by 
participants of a supplementary dose (30 mL/day) of optimized olive oil, and a functional olive oil, 
both created by means of olive-derived-technical procedures, in comparison with intake of an extra-
virgin olive oil (all of them displaying differential concentrations of these compounds). Fifty-one 
adults participated in this random, crossed, controlled assay. Differently from other studies emerging 
from this clinical assay already performed in vivo, in this Ph. D. work a new method for ex vivo culture 
of the patients’ blood including the induction of an artificial inflammatory state was designed, which 
allowed the amplification of the signaling network involved. The plasma samples, or the peripheral 
mononuclear blood cells isolated from the cultures were subjected to a comprehensive analysis of 
inflammation and oxidative stress by means of ELISA, Q-PCR, quantitative Western blotting and Bio-
Plex [i.e. IL-1β, IL-2, IL-4, IL-5, IL-6, IL-7, IL-8, IL-10, IL12, IL-13, IL-17, granulocyte macrophage colony-
stimulating factor (GM-CSF), interferon (IFN)-γ, TNF-α, granulocyte colony-stimulating factor (G-CSF), 
macrophage inflammatory protein (MIP)-1β, monocyte chemotactic protein (MCP)-1], NO 
concentration, presence of iNOS and changes in the protein nitration profiles), which allowed 
demonstrating the high anti-inflammatory and anti-oxidant capacity of these compounds 
(triterpenes) from the olive oil. It was also shown (by using analogous procedures) the anti-
inflammatory character of flours derived from olive seeds, which were added to the ex vivo blood 
cultures of the patients. This was particularly evident in the type-2 diabetic patients, who showed a 
diminution of the sub-clinic inflammatory state, subjacent to this pathology. Such assays with seed 
flours were also confirmed in a different experimental system, which consist in cell cultures of 
pancreatic cells, induced by using three different inflammation inducers.  
In the case of lupin proteins, recombinant forms of the narrowleafed (rβ1, rβ2, rβ3, rβ4 y rβ6), 
purified by affinity chromatography were used. These proteins were assayed in several biological 
systems including their ex vivo co-culture with the blood of healthy patients and diabetic/metabolic 
syndrome patients, in vitro culture of pancreatic cells, and in vitro cultures of pancreatic cells after 
the induction of insulin tolerance.  In this case, on top of the most relevant markers of inflammation 
and oxidative state mentioned above, additional markers were used, as those corresponding to 
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protein carbonylation, markers involved in the insulin signaling pathways and others like IRS-1, GLUT-
4, CCL5, CCR2, ICAM-1 and NF-κB1 (p50), protein kinase B (AKT). Also, analyses regarding the 
straightforward capacity of the recombinant conglutins to bind insulin and an analysis of IRS-1 
phosphorylation were performed. Such studies concluded that rβ1, rβ3, y rβ6 conglutins are able to 
reduce the expression of pro-inflammatory molecules as well as the whole oxidative state, increasing 
on the other side the expression of insulin receptors and transporters, possibly favoring recognition 
and control of the insulin levels. rβ2 y rβ4 isoforms of conglutins are, contrarily, favoring the 
inflammatory state and had no effect insulin signaling. In the case of insulin-resistant cells, the 
recombinant conglutins rβ1, rβ3, y rβ6 were able to noticeably improve the levels of the most 
relevant markers involved in maintaining optimal inflammatory and oxidative state in the resistant 
cultures.  
The present Ph. D. allowed to develop tools and procedures able to dissect the potential nutraceutical 
effects of different food components, by exemplifying them in two foods of   broad use like the olive 
(and its derivatives) and lupin. This knowledge will be of utility for the agro-food industry and 
develops new aspects of health, which are likely applicable to the treatment of several pathologies 
like type-2 diabetes.  
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Antiinflammatory, antioxidant, ß-conglutins, biomarker, ex vivo blood culture, diabetes, GLUT-4, 
flour, IL-1ß, induction, inflammation, INOS, insulin, legumes, Lupinus angustifolius L., Olea europaea 
L., olive, oxidation, pancreatic cells, PI3-kinase, resistance, seed, sweet lupin, vicilin.  
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Resumen 
 
La alimentación humana y animal están continuamente necesitadas de nuevas fuentes alimentarias 
saludables y altamente productivas para dar cabida a la creciente presión demográfica y a la fuerte 
demanda de alimentos especializados. Aparte de las fuentes agroalimentarias primarias habituales, 
el diseño de vías alternativas de procesamiento de estos alimentos basales, la reutilización de 
productos secundarios o subproductos, o el aislamiento de componentes esenciales de los alimentos 
y su adición a alimentos funcionales o de diseño son estrategias en amplia evolución. 
El presente trabajo se centra en la utilización alternativa de dos recursos alimentarios básicos. Por 
una parte, el fraccionamiento de la aceituna de forma previa a su procesado en las almazaras es una 
fuente de nuevos y valiosos productos con alto valor añadido. Uno de estos productos son las harinas 
procedentes de la semilla del hueso, que están siendo valoradas por su alto contenido en 
componentes nutricionales y por sus emergentes capacidades nutracéuticas. Por otra parte, las 
diversas especies de altramuz dulce, y especialmente el altramuz de hoja estrecha, representan 
cultivos en continuo crecimiento dado que su consumo en diversas preparaciones (ej. semillas 
completas o harinas) ha mostrado poseer propiedades antidiabéticas, así como propiedades 
saciantes que contribuyen a luchar contra la obesidad. Carecemos, sin embargo, de evidencias 
científicas que soporten estas propiedades observadas de forma empírica. Es por tanto el objetivo 
fundamental de esta Tesis Doctoral obtener dicha evidencia, a través del ensayo biológico de 
componentes derivados de estas fuentes alimentarias. 
En el caso de la aceituna, se ha tomado como base el estudio NUTRAOLEUM, que ha mostrado ser 
un escenario altamente informativo para analizar in vivo los beneficios de los triterpenos del aceite 
de oliva (ácidos oleanólico y maslínico) sobre la salud de humanos sanos. El ensayo incorpora la toma 
basal por parte de los participantes de un suplemento diario (30 mL/día) de aceite optimizado de 
aceite de oliva, y de un aceite de oliva funcional, ambos creados mediante procedimientos de 
elaiotecnia, en comparación con la toma de un aceite de oliva virgen extra (todos ellos con 
concentraciones diferenciales de estos compuestos). En el ensayo (aleatorizado, cruzado y 
controlado) participaron 51 adultos. A diferencia de otros estudios emergentes de este ensayo clínico 
ya realizados in vivo, en esta Tesis Doctoral se optimizó un método de cultivo ex vivo de la sangre de 
los pacientes con inducción de un estado inflamatorio artificial que permitió una amplificación de la 
red de señales implicadas. Las muestras de plasma obtenidas o las células mononucleares de sangre 
periférica aisladas de los cultivos fueron sometidas a un exhaustivo análisis de marcadores de 
inflamación y estrés oxidativo mediante ELISA, Q-PCR, Western blotting cuantitativo  y Bio-Plex [i.e. 
IL-1β, IL-2, IL-4, IL-5, IL-6, IL-7, IL-8, IL-10, IL12, IL-13, IL-17, granulocyte macrophage colony-
stimulating factor (GM-CSF), interferon (IFN)-γ, TNF-α, granulocyte colony-stimulating factor (G-CSF), 
macrophage inflammatory protein (MIP)-1β, monocyte chemotactic protein (MCP)-1], concentración 
de NO, presencia de iNOS y cambios en los patrones de nitración proteica), que permitieron 
demostrar la elevada capacidad antiinflamatoria y antioxidante de estos compuestos (triterpenos) 
del aceite de oliva. Igualmente se demostró (por procedimientos análogos), el carácter 
antiinflamatorio de las harinas derivadas de semillas de olivo que fueron añadidas a los cultivos ex 
vivo de sangre de pacientes, y que fue especialmente evidente en pacientes diabéticos tipo 2 en los 
cuales se detectó una disminución de la inflamación subclínica subyacente a esta patología. Estos 
ensayos con harinas de semillas fueron además confirmados en otro sistema experimental, 
consistente en experimentos en cultivos celulares de células pancreáticas, inducidos con tres 
inductores diferenciales de inflamación. 
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En el caso de las proteínas de altramuz, se utilizaron las formas recombinantes (rβ1, rβ2, rβ3, rβ4 y 
rβ6) de las conglutinas del altramuz de hoja estrecha, purificadas mediante cromatografía de 
afinidad. Estas proteínas fueron ensayadas en diversos sistemas biológicos que incluyen su co-cultivo 
ex vivo con sangres de pacientes sanos y diabéticos/síndrome metabólico, cultivos in vitro de células 
pancreáticas, y cultivos in vitro de células pancreáticas en las que se había inducido tolerancia a 
insulina. En este caso, además de los marcadores de inflamación y del estado oxidativo más 
relevantes mencionados anteriormente, se analizaron marcadores adicionales como la carbonilación 
proteica, y marcadores implicados en la ruta de señalización de la insulina y otros, como IRS-1, GLUT-
4, CCL5, CCR2, ICAM-1 y NF-κB1 (p50), proteína kinasa B (AKT). También se realizaron análisis de la 
capacidad de unión directa de estas conglutinas recombinantes con la insulina y un análisis de la 
fosforilación de IRS-1. Estos estudios concluyeron que las conglutinas rβ1, rβ3, y rβ6 son capaces de 
reducir la expresión y la presencia de moléculas proinflamatorias y el estado oxidativo en general, e 
incrementar por otra parte la expresión de receptores y transportadores de la insulina, favoreciendo 
posiblemente el reconocimiento y el control de los niveles de ésta. Las isoformas rβ2 y rβ4 son, por 
el contrario, favorecedoras de un estado inflamatorio y no tuvieron efecto sobre la señalización de 
la insulina. En el caso de células resistentes a la insulina, las conglutinas recombinantes rβ1, rβ3, y 
rβ6 fueron capaces de mejorar notablemente los niveles de los marcadores más relevantes 
referentes a inflamación y estado oxidativo de los cultivos resistentes. 
Esta Tesis Doctoral ha permitido, por tanto, desarrollar herramientas y procedimientos capaces de 
diseccionar los efectos potencialmente nutracéuticos de diferentes componentes agroalimentarios, 
ejemplificándolos en el caso de dos alimentos de amplia utilización como son la aceituna (y sus 
derivados) y el altramuz. Este conocimiento es de utilidad para la industria agroalimentaria y 
desarrolla nuevos aspectos de la salud, probablemente aplicables al tratamiento de diversas 
patologías como la diabetes tipo 2.  
 
 

 

 

 

 

 

Palabras clave:  
Altramuz dulce, antiinflamatorio, antioxidante, biomarcador, células pancreáticas, conglutinas ß, 
cultivo ex vivo de sangre, diabetes, GLUT-4, harina, IL-1ß, inducción, inflamación, INOS, insulina, 
legumbres, Lupinus angustifolius L., Olea europaea L., olivo, oxidación, PI3-quinasa, resistencia, 
semilla, vicilina. 
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Notas aclaratorias sobre la estructura de la presente 
memoria de Tesis Doctoral 
 
- La presente memoria contiene textos inéditos que forman parte de la estructura canónica de una 
Tesis Doctoral. Dichos textos han sido preparados de acuerdo con las instrucciones dictadas por el 
Programa de Doctorado correspondiente, es decir básicamente escritos en español, con fuente 
homogénea (tipo Calibri), y tamaño de 12. 
 
- De forma adicional se incluyen dos tipos de documentos: 
 

a) MANUSCRITOS EN PREPARACIÓN. Se trata de textos correspondientes a entidades 
individualizadas (manuscritos listos para su envío a revistas periódicas indexadas de alto 
índice de impacto), y que incluyen material y contenido coherente con su lugar de inserción 
en la Memoria de Tesis Doctoral. Puesto que se trata de textos listos para su envío, se han 
preparado de acuerdo con las recomendaciones generales para su envío a una revista, y 
contienen la estructura propia de un artículo (título, palabras clave, resumen, introducción, 
material y métodos, resultados, discusión, agradecimientos, contribuciones de los autores, 
leyenda de las figuras etc.). En este caso, los manuscritos han sido preparados en inglés. Para 
facilitar la lectura y evaluación de la presente memoria, se antecede un resumen en español 
y un listado de palabras clave a cada uno de estos manuscritos. 

b) PUBLICACIONES. En este caso se trata de manuscritos aceptados en revistas de alto índice de 
impacto. Incluyen material y contenido coherente con su lugar de inserción en la Memoria 
de Tesis Doctoral. Puesto que se trata de textos ya publicados, contienen la estructura propia 
de un artículo (título, palabras clave, resumen, introducción, material y métodos, resultados, 
discusión, agradecimientos, contribuciones de los autores, leyenda de las figuras etc.). En 
este caso, se han incluido los textos y figuras originales correspondientes al último envío 
realizado a la editorial, de forma previa a su aceptación y publicación (artículos “pre-print”), 
con objeto de evitar infringir los derechos de copyright. En estos casos, los documentos “pre-
print” se han incluido en el idioma original de la publicación aceptada, bien en español o 
inglés, y se ha respetado la estructura de la publicación original. Para facilitar la lectura y 
evaluación de la presente memoria, se antecede un resumen en español a cada una de estas 
publicaciones, en el caso de que éstas hayan sido publicadas en inglés. En todos los casos se 
incluye la referencia completa de dichas publicaciones. 

 
Los dos tipos de documentos mencionados aparecen claramente identificados en la memoria 
mediante un marco coloreado en azul en toda su extensión. 
 
- Las citas bibliográficas correspondientes a la presente memoria de Tesis Doctoral (apartados de 
introducción, material y métodos, resultados, discusión etc.) han sido preparadas en estilo CSE, para 
diferenciarlas claramente de las citas incluidas en cada uno de los manuscritos en preparación y 
publicaciones, en los que se ha utilizado el estilo solicitado por los editores (generalemente de tipo 
Vancouver). 
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1. INTRODUCCIÓN 
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1.1 El olivo y la Industria Oleícola 
 
 
1.1.1 Origen e Historia del olivo. 

 
Actualmente sigue siendo una incógnita el auténtico origen del olivo cultivado, aunque 

coexisten variadas teorías, si bien ninguna de ellas es absolutamente concluyente.  
La inquietud de los botánicos por la clasificación de las plantas de forma estructurada se 

remonta a los trabajos de Linneo (Linnaeus 1735). Fueron los taxónomos, en su empeño de 
establecer diferenciaciones morfológicas, los primeros en intuir la relación entre silvestre y 
domesticado. Concretamente, en el siglo XIX, uno de los pioneros en desarrollar teorías sobre la 
domesticación fue Alphonse de Candolle (1886), que propugna que, en la localización del origen de 
una planta cultivada, deberían coincidir, su área de distribución natural y la localización de sus 
parientes silvestres. 

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

Como consideran Zohary D y Spieguel Roy (1975), aunando investigaciones arqueo- botánicas 
y genéticas, es apropiado retomar las teorías de Alphonse de Candolle, y dan una base más sólida a 
las actuales aproximaciones del origen geográfico del cultivo del olivo, que desde de Candolle se 
denomina Creciente Fértil, zona situada en Siria e Irán, al norte del Mar Muerto, y se dataría 
aproximadamente en unos 4000 años a.C. Con esta teoría coincide también Vossen (2007), que 
afirma que el origen pudo ser multilocal y que en la mayoría de los asentamientos en que hay olivo 
cultivado, se detecta coexistencia con su especie salvaje, acebuche.  

Estudios más recientes combinan estos hallazgos con la extracción de aceite a partir de 
aceituna y la arqueología de los sistemas de extracción (Kapellakis et al., 2008).  

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

La expansión del olivo está asociada al comercio marítimo, por lo que su extensión coincide 
con las rutas del comercio; la confirmación de esta teoría siempre basada en restos arqueológicos 
(Vossen 2007). La difusión más importante se produjo durante el Imperio Romano y está 
documentado su uso preferente en la cosmética, usos curativos y fuente de energía; no para uso 
alimentario, como en la actualidad. (Kapellakis et al., 2008). 
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Figura 1. Distribución mediterránea de olivos primigenios, y olivos relacionados. Elaboración propia; 

Adaptado de Díaz et al., 2015 
 
 
 

A España llegaría el olivo, a través del comercio fenicio; las variedades más importantes se 
asientan en Andalucía y tienen similitudes genéticas con las de Portugal y Norte de África y 
Marruecos. Siguiendo las líneas anteriormente expuestas, sobre el origen global del olivo como 
cultivo, vemos que las dos cuestiones fundamentales que se plantean, es desde cuándo está el olivo 
como cultivo, y cómo diferenciar entre los restos arqueológicos pertenecientes a olivo, versus 
acebuche. En Andalucía se han realizado estudios de datación del olivo y su domesticación. Para esta 
función, son fundamentales dos disciplinas, la antracología o estudio de los carbones encontrados en 
yacimientos arqueológicos, y la carpología o estudio de los huesos. De estos estudios se concluye que 
en Andalucía el cultivo del olivo no se produce hasta época romana, más concretamente hacia el siglo 
I d. C, época en que aparecen gran cantidad de macrorrestos fuera del área natural de crecimiento 
del acebuche, si bien se detecta recolección de acebuchinas desde asentamientos neolíticos 
(Rodríguez-Ariza y Montes 2005). 

 
Durante el siglo XV, el cultivo del olivo se introdujo en América por misioneros. No obstante, 

sólo se asentó en algunas áreas de Argentina y Chile; también en California (Kapellakis et al., 2008) 
Los estudios genéticos realizados por Diez corroboran que los cultivos de olivo actuales, en el 

continente americano, tienen similitudes con los del sur de España, Portugal y Marruecos, lo que 
ayuda a corroborar la mencionada teoría (Diez et al., 2015).  

Una expansión del olivo más reciente tuvo lugar durante finales del siglo XIX y principios del 
siglo XX, donde se comenzó a cultivar en Australia, India, China, Japón y Pakistán. También en el sur 
de África (Civantos 2004).  
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1.1.2 Características generales de la planta.  
 
La familia Oleaceae, perteneciente al orden Lamiales, comprende 29 géneros de plantas 

leñosas. De entre estos 29 géneros, el más importante desde el punto de vista económico a nivel 
internacional es el género Olea. El género Olea incluye 35 especies, entre las que destaca por su 
importancia, la Olea europaea L., especie diploide de 46 cromosomas.  

Se trata de arbustos o árboles de tamaño mediano, troncos gruesos y tortuosos y ramas 
jóvenes de corteza grisácea. Las características morfológicas dependen mucho de la variedad. Su 
tamaño es variable, generalmente de 4 a 8 m. Hojas de 15 a 70 mm x 4 a 15 mm, opuestas, de peciolo 
corto, simples, entre oblongo y lanceoladas, o elípticas; coriáceas, de haz verde obscuro y envés 
grisáceo, densamente cubierto de pelos peltados. 

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

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

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

Sus raíces en general son poco profundas, por lo que es fácilmente trasplantable, aunque su 
profundidad dependerá de las características del terreno, la climatología y la edad del ejemplar. 
(Rapaport 2008) 

Se distinguen dos variedades (Gómez y Iris, 2011);  
§ Olea europaea variedad sativa, u olivo cultivado, de tallos no espinosos, hojas más 

largas y oblongo-lanceoladas y fruto, por lo general mayor a 15 mm (Figura 2).  
§ Olea europaea variedad oleaster, u olivo silvestre, o acebuche, de tallos más 

tortuosos, ramas más espinescentes, hojas más cortas y a menudo elípticas u 
abovedadas. Fruto más pequeño.  

 

 
Figura 2. Olivo de la variedad Picual. Terrenos calizos en Villanueva de las Torres. Granada 
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1.1.3 La drupa del olivo. 
 
El fruto del olivo es la aceituna. Su procesamiento constituye en la actualidad el motor 

económico más importante de la industria oleícola. Representa además un activo de futuro en otros 
posibles sectores de la industria olivarera, en cuanto a que cada vez es más frecuente su 
procesamiento desglosado en sus distintas fracciones.  

Se trata de una drupa, es decir un fruto de una sola semilla, de un tamaño longitudinal entre 
1 y 4 cm y entre 0,6 y 2 cm de diámetro. Entre las variedades de tamaño mayor, destaca la Gordal 
Sevillana, que se destina a consumo de mesa, y entre las más pequeñas, la Arbequina, que se destina 
a producción de aceite (Rapaport 2008).  

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

 
 

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

 
1.1.4 Agricultura del olivo. 
 

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

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

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

Esta capacidad regenerativa es importante también de cara a su multiplicación. La forma más 
habitual es mediante un trozo de madera, o estaca, generalmente proveniente de la poda, que, 
enterrada en condiciones favorables, emite raíces, y genera el brote de yemas en la parte aérea. En 
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los últimos 20 años es más frecuente que las estacas se enraícen en viveros, donde permanecen uno 
o dos años. (Molina et al., 2010). 

Respecto a los sistemas de cultivo, se clasifican en: 
§ Tradicional, el más clásico, habitual en la cuenca mediterránea. Densidad baja, entre 

30 y 175 árboles por hectárea. En un intento por simplificar sus características, se 
propuso clasificar las explotaciones entre olivar de secano de alta pendiente (>15%), 
con mayores costos de producción; olivar de secano con pendiente moderada (<15%), 
y olivar de regadío, que se incorpora a partir de la década de los 70 y crece mucho 
desde 1986 (Molina et al., 2010) 

§ Intensivo entre 350 y 550 árboles por hectárea. 
§ Súper-intensivo, sobre todo para variedades precoces como Arbequina. Entre 1665 y 

3000 árboles por hectárea. 
El uso de determinados fertilizantes puede afectar a la calidad y composición del aceite de 

oliva. Generalmente se usan compuestos nitrogenados, potasio y fosfatos (Romero et al., 2016). 
Otros aspectos que pueden influir en las características del producto final son el manejo de la 
explotación en modo ecológico o tradicional, incluso el tipo de poda, en cuanto que modifica la 
distribución lumínica dentro del árbol.  
 Una vez madurado el fruto, la recolección se realiza por distintos medios; el más tradicional 
es el “vareo”, consistente en la sacudida de la rama para que caigan las olivas. Cada día es más 
frecuente el uso de aparatos mecánicos como vibradoras, a veces unipersonales y otras adaptadas al 
tractor que actúan sobre una de las patas del olivo. En sistemas superintensivos hay maquinaria 
específica para la recolección. Respecto al transporte, se debe evitar transportar aceituna ensacada, 
y en cuanto a su procesamiento, que revisaremos en un apartado independiente, se debe realizar 
como máximo en las 24 horas posteriores a su recogida.  
 
1.1.5 Industria oleícola. 
 

Según estimaciones de la compañía independiente alemana Oil World (www.oilworld.biz), 
una vez terminado el balance sobre el ejercicio 2017/18, la producción mundial de aceites vegetales 
se incrementó un 2,3% respecto a la campaña previa.  

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

Por otra parte, la mayoría de los aceites mayoritarios han sufrido un incremento notable de 
su producción en esta última década, como el caso del aceite de palma, del que se incrementó su 
producción un 39,2%, y el de soja, un 33,7%. El tercer aceite más consumido es el aceite de colza, del 
que también se incrementó su producción un 7,5%, y el de girasol en cuarto lugar, del que se 
incrementó la producción hasta un 28% (Mielke 2018). 

 
 



 

 16 

 

Figura 4. Producción de aceites vegetales. Elaboración propia con datos de Oil World 
 
 
1.1.6 Cultivo y explotación del olivo 

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

hay unas 11.425 Hectáreas de olivo plantadas en el mundo, de las cuales la mayor extensión (unas 
2630 Hectáreas) se encuentran en España, que es, con diferencia, el primer productor mundial de 
aceite de oliva (Figura 5). 

Figura 5. Distribución de la producción mundial de olivo. Base de datos FAO. 2017 
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 En 1959 se creó en Madrid, bajo los auspicios de Naciones Unidas, el Consejo Oleícola 
Internacional (COI), organismo encargado de la promoción responsable y sostenible del olivar. Este 
organismo también gestiona los convenios internacionales sobre los productos del olivar y establece 
o actualiza normas sobre los mismos, con el objetivo de mejorar su calidad. También difunde 
información y estadísticas sobre el mercado del aceite de oliva y la aceituna de mesa. En los países 
productores miembros del COI, se concentra el 98% de la producción de aceituna, básicamente 
localizada en la región mediterránea (COI 2018) (Figura 6). 

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

Una vez más, España figura como el primer país productor y exportador del mundo en ese 
campo, representando un 19,35% de la producción, aunque en este último ejercicio, y respecto al 
anterior, ha sufrido un descenso de producción en torno a un 1,134%.  

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

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

Figura 6. Producción Mundial de Aceite de Oliva. (COI, 2018) 
 

En cuanto al cultivo olivarero en España, existen grandes diferencias por comunidades 
autónomas, no solo en cuanto a la extensión de los cultivos, también con relación a las variedades 
cultivadas en cuanto a su uso y aprovechamiento industrial (Tabla 1). Incluso en una misma 
comunidad autónoma, como es Andalucía, encontramos grandes diferencias entre provincias, no 
solo en cuanto a producción, en la que ocupa el primer lugar, Jaén que declara unas salidas netas de 
aceite de sus almazaras de 243481 toneladas al final de la campaña 2018/19, frente a Huelva, que 
declara solo 4015 toneladas en el mismo período (Gobierno de España. Ministerio de Agricultura, 
Pesca y Alimentación 2018). En cuanto al porcentaje de la producción exportada, ocupa el primer 
lugar, Sevilla, con un 45.50%, siendo el primer exportador español (Junta de Andalucía 2019). 
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Comunidad Autónoma Tipo de cultivo Secano Regadío Total, usos Total, Autonomía 
Galicia 

Almazara 20  20  
Total, Galicia 20 

País Vasco 
Aceituna de mesa 18  18  
Almazara 189 114 303  

Total, País Vasco 321 

Navarra 
Doble aptitud  350 350  
Almazara 3169 5263 8432  

Total, Navarra 8782 

Rioja 
Doble aptitud 41  41  
Almazara 1779 1498 3277  

Total, Rioja 3318 

Aragón 

Aceituna de mesa 6  6  
Doble aptitud 1590 2 1592  
Almazara 46491 11829 58320  

Total, Aragón 59918 

Cataluña 

Aceituna de mesa 20  20  
Doble aptitud 970 189 1159  
Almazara 89666 23186 112852  

Total, Cataluña 114031 

Baleares 

Aceituna de mesa 27 11 38  
Doble aptitud 46 28 74  
Almazara 6233 2298 8531  

Total, Baleares 8643 

Castilla León 
Doble aptitud 135  135  
Almazara 5349 845 6194  

Total, Castilla León 6329 

Madrid 
Almazara 29045 494 29539  

Total, Madrid 29539 

Castilla La Mancha 
Aceituna de mesa 33  33  
Almazara 369697 59119 428816  

Total, Castilla La Mancha 428849 

C. Valenciana 

Aceituna de mesa 9 37 46  
Doble aptitud 21 16 37  
Almazara 77287 17393 94680  

Total, Comunidad Valenciana 94763 

Murcia 

Aceituna de mesa 5 40 45  
Doble aptitud 15 7 22  
Almazara 20012 8663 28675  

Total, Murcia 28742 

Extremadura 

Aceituna de mesa 18997 1078 20075  
Doble aptitud 631 280 911  
Almazara 205170 57258 262428  

Total, Extremadura 283414 

Andalucía 

Aceituna de mesa 23564 32683 56247  
Doble aptitud 68899 37288 106187  
Almazara 909762 558277 1468039  

Total, Andalucía 1630473 

Canarias 

Aceituna de mesa 10 16 26  
Doble aptitud 13 147 160  
Almazara 20 86 106  

Total, Canarias 292 
Extensión cultivada en España 2697434 

Tabla 1. Tabla de Elaboración propia con datos Ministerio de Agricultura  
(Gobierno de España 2018). Comparativa por Comunidades Autónomas. 

Encuesta sobre superficies y rendimientos de cultivo, 2018 
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1.2 El procesamiento tradicional de la aceituna y sus alternativas. 
 

1.2.1 Tratamiento tradicional de la aceituna de mesa. 
 
 En el sector de la aceituna de mesa, España es el primer exportador mundial, según datos de 
COI, referidos a 2017, siendo Andalucía, líder en la producción nacional. La comercialización del 
producto, tanto dentro de la CEE como para exportaciones extracomunitarias viene regulado por el 
Reglamento (UE) nº 1308/2013. Existen en Andalucía 250 entamadoras (industrias de aderezo) y 
envasado de aceituna de mesa. De ellas, en torno al 36% son a la vez entamadoras y envasadoras, 
según datos de la Junta de Andalucía. Consejería de Andalucía y Pesca (2008). 

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

Las principales variedades empleadas para la comercialización como aceituna de mesa son: 
Manzanilla, Gordal, Hojiblanca, Carrasqueña, Cacereña, Aloreña, Verdial, Lechín y Picual, muchas de 
ellas también dedicadas a la explotación oleícola. Respecto a su coloración, se catalogan en tres tipos, 
dependiendo del momento de recolección y del proceso de elaboración llevado a cabo: 

à Verdes, recogidas en su punto de maduración y de tamaño normal. 
à De color cambiante. Recogidas antes de su completa madurez. Frutos de color 

violáceo, rosado o marrón.  
à Negras. Frutos totalmente maduros que según zona de producción pueden 

tener tintes violáceos o rojizos.  
à Ennegrecidas, que adquieren un tinte negro al someterse a un proceso de 

oxidación.  
Otras variedades con menos repercusión internacional, aunque reconocidas y apreciadas por 

su gran valor gastronómico son la Kalamata griega, que también se dedica a la extracción de aceite, 
la Barnea israelita, exclusivamente para verdeo, la Picholine francesa de la Costa azul, muy 
apreciada, y la Ascola italiana, de características parecidas a la Gordal sevillana (Estrada 2011). 

Las principales presentaciones comercializadas son: 
o Enteras. Conservan su forma original y mantienen el hueso. 
o Deshuesadas. Se les ha extraído el hueso y prácticamente mantienen su forma 

original.  
o Rellenas, deshuesadas y rellenas con ingredientes alimentarios. 
o Saladas, deshuesadas y cortadas en gajos, o bien en lonjas (aros de grosor 

similar). 
La aceituna de mesa se recoge generalmente antes de concluir su proceso de maduración. En 

Andalucía, durante los meses de septiembre y octubre. 
Los dos principales procedimientos de elaboración son: 

-En el caso de aceitunas verdes, tratamiento alcalino para eliminar el sabor 
amargo de la oleuropeína, y preparación para su posterior fermentación láctica. 
Posteriormente, se mantienen en salmuera entre 2 y 4 meses. 

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

oxidación, deshidratación, y otros (ASEMESA 2019).  
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Con relación a los productos autorizados en España para el procesamiento de la aceituna de 

mesa, “podrá usarse cualquier producto alimenticio empleado como acompañamiento o relleno, 
tales como agua, sal, vinagre, aceite de oliva, azúcares, especias, plantas aromáticas y sus extractos 
naturales u otros ingredientes utilizados en alimentación humana autorizados según la normativa 
europea vigente y en particular, la relativa a los nuevos alimentos.” Real Decreto 679/2016, de 16 de 
diciembre. (España. BOE num 304; 2016) 

 
1.2.2 Tratamiento tradicional de la aceituna de almazara. 

 
La expansión del olivo, como cultivo agrícola, lleva asociado un desarrollo similar de los 

procesos de extracción del aceite. Originariamente, y desde la Edad de Bronce, las plantas de 
producción de aceite se ubicaban dentro de las casas, pues el uso del aceite era sobre todo familiar, 
y se basaban sobre todo en la formación de pasta de aceituna que se obtenía triturando la aceituna 
con utensilios duros, como piedra o madera y su posterior mezcla con agua caliente, donde se 
separaba la fase oleosa, por un proceso de decantación.  

Durante el imperio romano, al incrementarse la demanda de aceite de oliva, se desarrollaron 
métodos de extracción más eficaces, como los tornos de presión, al principio de manipulación 
humana y posteriormente, apoyándose en la fuerza motriz de   caballos o vacas (Kapellakis et al., 
2008). Este sistema, se fue modernizando y motorizando mediante prensas hidráulicas, y sistemas 
de centrifugación. De los subproductos que genera este procedimiento, encontramos una fase sólida, 
que es el orujo y una fase líquida, el alpechín. 

En la década de los 70 del pasado siglo, se comenzó a sustituir el sistema de prensado 
hidráulico, por el sistema de centrifugación de tres fases. Este sistema se basa en una centrifugación 
horizontal, en la que, por diferencia de densidad, separan aceite, orujo y agua residual (de ahí la 
denominación, de tres fases). Este sistema, genera más cantidad de alpechín que el sistema 
convencional de prensas.  

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

La principal ventaja del sistema de centrifugación horizontal de dos fases, denominado 
comúnmente como ecológico, estriba en el menor consumo de agua, hasta 70% inferior. Esto 
conlleva una menor necesidad de energía para calentarla, y asimismo produce un aceite con un 
mayor contenido en agentes antioxidantes, siendo, por tanto, más estable frente a fenómenos 
oxidativos. 

Sin embargo, la ventaja más importante de este sistema es que no genera alpechín, que se 
trata de un efluente líquido, con más problemas medioambientales. El procesamiento de 
centrifugación de dos fases origina mayoritariamente un subproducto denominado alpeorujo.  Se 
estima que en España se genera anualmente más de 4 millones de toneladas de este producto. 
(Albuquerque el al., 2004) 
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Figura 7. Tipos de extracción oleícola 1999. Número de Almazaras (Mendoza 1999) 

 
 
En el informe presentado por la European Union Network for the Implementation and 

Enforcement of Environmental Law (IMPEL), en noviembre de 2003, en que se desglosan los distintos 
tipos de molturación de aceituna en distintos países productores de aceite de oliva, ya se refleja que, 
en España, prácticamente la totalidad de los sistemas industriales almazareros son de 2 fases (Figura 
8). También Croacia presenta un potente proceso de modernización, mientras el resto de los países 
productores tienen un proceso más lento, conservando procedimientos clásicos. (Kotronarou y 
Mendel 2003) 

 
 
 

 
Figura 8. Tipos de molturación de aceituna en países europeos. IMPEL 2003 (Kotronarou y Mendel 

2003) 
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1.2.3 Tratamientos alternativos de la aceituna. Aislamiento y procesamiento del hueso. 
 

Actualmente existe una importante tendencia investigadora sobre el olivo y sus derivados por 
diversas razones, como se evidencia en el número creciente de proyectos financiados por la 
Comunidad Europea. En una consulta reciente al Portal CORDIS de la Comisión Europea, encontramos 
168 proyectos financiados y recientemente actualizados sobre olivo (http://cordis.europa.eu). Esta 
tendencia se evidencia también en otras entidades potencialmente financiadoras de proyectos de 
investigación en esta línea.  
 Indudablemente, esta actividad investigadora dará sus frutos en el futuro. En la actualidad 
estamos siendo testigos de la implementación de medidas, resultados de investigaciones previas que 
están provocando innovaciones en el sector.  

Los procedimientos tradicionales, por tanto, está sufriendo cambios, en todos los campos, 
desde la agricultura, cada vez menos dependiente de los caprichos climáticos, la ecología, con la 
regulación y aprovechamiento cada vez mas eficiente de los subproductos del olivar, como el hueso 
para combustible, o incluso para fabricación de nuevos elementos para la construcción; el control de 
las plagas, con la aplicación de técnicas y productos cada vez más eficientes, siempre con una visión 
económica que lo haga sostenible (Berbel  et al., 2018) 

Aportamos a continuación unos ejemplos sobre actividades investigadoras, con su consecuente 
aplicación a la práctica. 

• Tesis Doctoral sobre el potencial de la desinfección química del agua de riego para el control 
de la verticilosis del olivo (Gómez-Gálvez 2018). Estas investigaciones promueven la 
publicación en la Junta de Andalucía (Consejería de Agricultura, Pesca y Desarrollo Rural) de 
Folleto Divulgativo destinado a agricultores, en el que se informa sobre la forma de control 
de la plaga mediante el uso de productos peroxilados en el riego.  

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

• Empresas innovadoras sobre cosmética, alimentación funcional, uso de subproductos como 
el hueso, para extracción de semilla, incluso fabricación de aceite, y harina de semilla. 
(www.elayo.es ) 
 
 

1.3  La semilla del olivo. Estructura, composición y usos. Proteínas de interés alimentario y 
biotecnológico de la semilla del olivo.  

 
1.3.1 La semilla del olivo. 

 
Como ya hemos visto en apartados previos, España es muy importante a nivel mundial en el 

cultivo de olivar. Este hecho confiere especial relevancia en su consideración como productor de 
biomasa, siendo el sector oleícola el principal contribuyente a la biomasa agrícola del país.  

La campaña olivarera de 2018 ha alcanzado una producción de 1.339.221 toneladas, según la 
Consejería de Agricultura y Pesca de la Junta de Andalucía (www.juntadeandalucia.es/organismos ) 

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

  
 
Respecto a dichos subproducto, el hueso de aceituna constituye el 15% de la aceituna. La 

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

Respecto a la aceituna de almazara, el alpeorujo resultante se destina igualmente a la 
industria orujera. El 70% del orujo se deshuesa tras la molturación. (Junta de Andalucía. Agencia 
Andaluza de la Energía 2018). Gran parte del contenido proteico del alpeorujo corresponde a 
proteínas de almacenamiento, dato que podría abrir una nueva vía de expectativa comercial sobre 
todo de cara a la nutrición animal (Jiménez JC et al., 2005). 
 
1.3.2 Estructura, composición y usos. 

 
La semilla es la parte reproductiva o germinativa del olivo, aunque como hemos comentado 

antes, es poco eficiente en ese sentido, y desde el punto de vista agrícola, se prefieren otros sistemas 
como el de estacas. 

 Se encuentra dentro de la parte leñosa o hueso de la aceituna, y se compone de una piel o 
tegumento, una porción rica en nutrientes, que envuelve al embrión, denominada endospermo, y el 
embrión propiamente dicho, que está constituido por dos cotiledones. 

1 tonelada de Aceituna 0’27 toneladas de 
aceite (27%) 

0’73 toneladas de 
orujo (73%) 

0’083 toneladas de 
hueso (11,5%) 

0’010 toneladas 
de aceite (1,5%) 

0’197 toneladas de 
orujillo (27%) 

0’438 toneladas 
de agua (60%) 
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Figura 10. Esquema de la distribución histológica de la semilla de olivo. (basado en Rapaport, 2008) 

 
La semilla puede ser aislada del hueso tras la fractura del endocarpio y su separación. Desde 

el punto de vista industrial, este sistema se ha llevado a cabo mediante prensas y tamices selectivos, 
por tamaño y densidad y actualmente hay empresas que usan sistemas mas modernos, que se 
apoyan en sistemas ópticos para descartar las partículas de hueso. 

La semilla tiene una composición nutricional, con alto contenido en fibra (16%), parcialmente 
insoluble y alta concentración de grasas insaturadas saludables (47.5%). Del total de la grasa, el 67% 
es acido oleico, y el 19% son ácidos grasos omega 6, y entre ellos, una alta proporción de 
eicosapentaenoico (EPA) y docosahexaenoico (DHA). Presenta cantidades elevadas de compuestos 
fenólicos, hidroxitirosol, oleuropeína, y destaca la presencia de nuzhenida. No contiene gluten. 
(Información nutricional en el etiquetado de Semillas Elayo, 2019). Recientemente, un amplio estudio 
ha refinado el análisis proximal de componentes de la semilla del olivo (Maestri et al., 2019) 
estableciendo datos más precisos sobre la proporción de fibra/lípidos/proteína (47%/30%/17%), la 
composición de ácidos grasos, polifenoles etc. Hay estudios que comparan la composición de la 
semilla de la aceituna con la del alpeorujo, encontrando interesantes similitudes, sobre todo en 
cuanto al contenido en proteínas de almacenamiento tipo globulinas. (Jiménez et al., 2007) También 
encontramos componentes de la semilla en el aceite de oliva, sobre todo proteínas, aunque también 
otros elementos que no siempre le confieren características positivas. (Luaces et al., 2004) 

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

Actualmente existe la tendencia en algunas empresas, de promover y comercializar varios 
productos innovadores dentro de la línea de explotación del olivo. Todo ello parte de iniciar el 
proceso con el deshuesado. Para ello se utilizan maquinarias basadas en una modificación mas 
eficiente del sistema Ulrich (Schlegel 1962). (Figura 11). 
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Figura 11. Deshuesadora industrial. Foto de publicidad del Grupo INTEA (www.grupointea.com). 
 

El deshuesado previo permite el procesado de la pulpa, con muchos menos residuos, y otras 
alternativas de procesamiento como la deshidratación de la pulpa, que también se usa como técnica 
de estabilización y conservación previa a su comercialización. Así, encontramos en el mercado en la 
actualidad, aceite de oliva desecada sin hueso, semillas de Olivo, aceite de semillas de Olivo, harina 
de semilla de olivo, aceites funcionales, productos cosméticos y más. 

Respecto al aprovechamiento del hueso, el uso más habitual, al que estamos más 
familiarizados es a la comercialización como pellet para calefacción. Actualmente se han patentado 
otros usos como el empaquetado para filtros de carbón activado, fabricación de electrodos para 
baterías de litio, briquetas de mayor duración para ahumado (Driss 2010); incluso, al combinarlo con 
resinas, materiales con superficie ultra compacta de madera de propiedades estéticas atractivas, 
gran dureza y resistencia a la erosión, así como resistencia al calor (www.elayo.es). 

 
1.3.3 Proteínas de interés alimentario y biotecnológico de la semilla de olivo. 
 

Cada vez tienen más trascendencia para la alimentación humana los alimentos de origen 
vegetal, como muestran las tendencias de consumo. También las recomendaciones de expertos en 
nutrición han desplazado las recomendaciones de los últimos años hacia un consumo menos 
abundante en carnes, y de mayor frecuencia en productos vegetales, haciendo hincapié en el 
consumo de semillas. 

Independientemente, o quizás con alguna relación a estas recomendaciones, es cierto que 
hay un incremento notable en la tendencia investigadora en cuanto a la composición y efectos de las 
semillas en general, y en particular, del caso de la semilla de olivo que tratamos a continuación. 
También pueden influir en este aspecto, los avances en técnicas proteómicas, y la tendencia creciente 
de seguridad alimentaria, en cuanto al conocimiento y minimización de compuestos tóxicos 
(Rodríguez et al., 2012). 

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

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

El estudio de la estructura celular y subcelular de los tejidos de la semilla permite situar los 
lugares donde se acumulan los componentes lipídicos y proteicos, localizándose, respectivamente en 
cuerpos lipídicos y proteicos, mostrando una organización eficiente que se repite en distintos 
estudios, y que se modifica según el estadio fisiológico de la semilla, por ejemplo, durante su 
desarrollo (Zafra et al., 2018) y durante la germinación. La composición de la semilla varía según su 
estado de madurez. Determinados componentes como las oleosinas, localizadas en la superficie de 
los cuerpos lipídicos (proteínas pequeñas, con funciones diversas, como organizador de formación y 
estructura de cuerpos lipídicos, un probable papel señalizador), enzimas, como lipasas, con actividad 
durante el proceso de germinación (Zienkiewicz et al., 2011a, 2011b). Sin embargo, las proteínas más 
abundantes son proteínas de almacenamiento de semillas de tipo 11S (globulinas).  

Según su solubilidad, las proteínas de almacenamiento de semillas (SSP), se clasifican en 
albúminas (solubles en agua), globulinas (solubles en soluciones salinas diluidas), prolaminas 
(solubles en mezclas de alcohol y agua), y glutelinas (solubles en soluciones diluidas de ácidos o 
bases) (Alché et al., 2006).  

En el olivo, las proteínas más abundantes en la semilla madura pertenecen a la familia de las 
globulinas 11S (similares a leguminas), que representan aproximadamente el 70% del total.  Dichas 
proteínas, se sintetizan en forma de dos precursores de 41 kDa y 47,5 kDa, que a su vez están 
formados por varias subunidades, unidas entre sí por puentes disulfuro (Alché et al., 2006; Wei et al., 
2007). 
 Recientemente se ha estudiado también la presencia de SSP adicionales en la semilla de olivo, 
encontrándose globulinas 7S pertenecientes a la familia vicilina. (Jiménez López et al., 2016; Zafra et 
al., 2016, 2018). 
 En relación con otros componentes mas minoritarios, como son enzimas (algunas de ellas 
responsables del aroma del aceite), destacan lipooxigenasas, alcohol-deshidrogenasa, alcohol-acil-
transferasa, y otras enzimas relacionadas con el metabolismo de 13-hidroperóxido (Luaces et al., 
2004) entre otras (Zienkiewicz et al., 2014). 
 En la tendencia de evitar en lo posible componentes antinutricionales, se han realizado 
estudios sobre digestibilidad, alergenicidad, presencia de gluten, en la tendencia a que este 
conocimiento mejore las características nutricionales y las potenciales propiedades funcionales de 
este producto. (Zafra 2019, Zafra et al., 2019). 
 Dentro de las características nutracéuticas de la semilla de olivo, comenzando por el 
concepto, acuñado por Stephen de Felice en 1989, y sujeto a una serie de regulaciones, como la 
propuesta por Ziesel (1999): “I propose to define nutraceuticals as those diet supplementars that 
deliver a concentrated form of a presumed bioactive agent from a food, presented in a nonfood 
matrix, and used to enhance health in dosages that exceed those that could be obtained from normal 
foods”. 
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Dentro de esta tendencia se encuentran distintos estudios que pretenden detectar y analizar 
desde las características ultraestructurales y tisulares de los alimentos a sus bases químicas, 
composición proximal, hasta las propiedades funcionales que se desprenden de ellos, tanto de 
productos alimentarios clásicos  como  novedosos, incluyendo los subproductos derivados de su 
procesamiento y estableciendo en la medida de lo posible el paralelismo entre su estructura y su 
función (Varzakas et al., 2016) 

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

La situación actual, es el intento continuado de segregar las propiedades atribuibles a la 
semilla, por sí sola, como es ejemplo este estudio que presentamos. En esta memoria se describe 
también la acción favorable de esta semilla sobre la señalización de la insulina en pacientes 
diabéticos. (Lima-Cabello et al., 2017a). 
  
 
1.4 Otras semillas de interés alimentario. El altramuz (usos y beneficios). 
   
1.4.1. Generalidades 
  
“Las semillas son la base principal para el sustento humano. Son las depositarias del potencial 
genético de las especies agrícolas y sus variedades resultantes de la mejora continua y la selección a 
través del tiempo” (FAO 2019). 
 Dentro de las semillas alimentarias encontramos un amplio espectro desde el punto de vista 
botánico, pero globalmente, según contempla la FAO, partimos de las más abundantes en cuanto a 
cultivo y consumo, que son los cereales, que representan casi la mitad de las calorías consumidas en 
el mundo. Comprenden varias especies, como trigo blando (triticum aestivum), trigo duro (triticum 
durum), cebada (hordeum vulgare), avena (avena sativa), centeno (secale cereale), maíz (zea mays), 
entre cultivos más abundantes en España, para uso en grano como alimentación y también para 
fabricación de bioetanol (Gobierno de España. Ministerio de Agricultura, Pesca y Alimentación, 
2019). La comunidad autónoma más productiva, en cuanto a Cereales es Castilla- León, con un 34% 
de la producción nacional. 
 Especial importancia tiene el arroz (oryza sativa y oryza glaberrima), cereal de especial 
importancia para la alimentación humana, a la que se dedica el 95% de la producción global, siendo 
básico en la dieta de mas de la mitad de la población mundial. (FAO 2019). 
 Una subespecie, de consumo expansivo, similar a los cereales, pero no herbáceo, son los 
pseudocereales, como el sésamo, la chía, la quinoa, y otras. Es muy minoritario respecto al consumo 
global de cereales.  
 El segundo lugar respecto al consumo mundial, lo representan las leguminosas, que 
describimos más extensamente a continuación. 
 Le siguen, las semillas denominadas genéricamente nueces, entre las que se encuentran las 
nueces de distintas especies, en sentido botánico, como la nuez de macadamia, nuez de castilla, 
anacardo, y otras semillas, como la almendra, pistacho, bellota, castaña, etc. 

Otras variedades, como las gimnospermas, que producen semillas sin flor ni fruto, como es el 
caso de piñón de distintos pinos, semillas de otras coníferas, castaño japonés y otras. 

Existen otras especies, que no encajan en la clasificación anterior, y de gran interés 
alimentario, como el café, chocolate, semillas de girasol, etc.  
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1.4.2. Leguminosas. 
 Las Leguminosas o Fabáceas son una familia de amplia distribución en el planeta, con 
aproximadamente 730 géneros y unas 19.400 especies. Junto a los cereales y algunas frutas y raíces, 
han sido la base de la alimentación humana durante milenios.  
  Dentro de ellas, la división más grande y diversa de la familia, la constituyen las Faboideas o 
Papilionoideas, con 476 géneros y 13.860 especies. Se extienden por todos los continentes excepto 
las regiones árticas e incluye a las leguminosas, más comúnmente usadas como alimento o forraje 
(Gepts et al., 2005). Comprende muchas plantas útiles y muy conocidas como el garbanzo (cicer 
arietinum), frijol o judía (phaseolus vulgaris, lunatus, y acutifolius), haba (vicia faba), soja (glycine 
max), lenteja (lens culinaris), altramuz (lupinus albus). 
 La lenteja fue probablemente una de las primeras especies en ser domesticadas. Las 
legumbres son muy ricas en proteínas, carbohidratos y fibra, mientras que el contenido en lípidos es 
relativamente bajo, y los ácidos grasos que los componen son insaturados. Una gran excepción a esa 
regla es la soja, con gran contenido lipídico. 
 Debido a sus especiales características nutricionales y sus propiedades beneficiosas para la 
salud, especialmente en personas diabéticas, el altramuz forma parte de una línea de trabajo 
prioritaria dentro de nuestro grupo de investigación, por lo que lo consideramos en un apartado 
independiente.  
 
1.4.3. Altramuz.  
 Dentro de las leguminosas, un género botánico destacado es Lupinus. Son especies originarias 
del mediterráneo (subgénero Lupinus) y de América (subgénero Platycarpos). Reciben el nombre 
familiar de altramuz, chocho, tremosos, lupin; existen unas 300 especies conocidas. Ya se cultivaba 
el lupinus en granjas del mar Egeo, 400 años antes de Cristo, con fines nutricionales y medicinales. 
(Prusinski 2017) 
 Son plantas de tallo erecto, y miden entre 0’5 y 2 metros de altura, de número impar de 
foliolos. Hay especies que se cultivan con propósitos ornamentales, teniendo éstas, flores 
organizadas en largas inflorescencias, con pétalos de color blanco a azulado o rosado. Sus frutos son 
legumbres con semillas de forma esférica achatada.  
 De la gran variedad de lupinus, sólo 5 especies son cultivadas. Se trata de las especies albus, 
lúteus, consentenii, angustifolius y mutabilis. La producción de altramuz en España se mantiene 
constante durante la campaña 2018-19, aunque sigue siendo poco significativa a nivel global. 
Representa 3,2 miles de Toneladas, que se producen prácticamente entre ambas Castillas, más en 
Castilla León, aunque en ésta última campaña, levemente superada por Castilla La Mancha. A nivel 
mundial, en esta campaña, la producción se ha incrementado levemente. El primer productor 
mundial es Australia, seguida de la Unión Europea (Polonia produce el 70% de la UE), y a continuación 
Rusia. (Gobierno de España. Ministerio de Agricultura, Pesca y Alimentación 2019). 
 Independientemente de sus usos alimentarios, se han descubierto propiedades asociadas a 
algunas de sus conglutinas ( b1 y b6) como antifungico contra determinadas plagas (Jiménez-López 
JC et al., 2016). 

 En los últimos 20 años se han descubierto propiedades novedosas del altramuz blanco, 
que le confieren gran interés en la aplicación de diferentes tipos de alimentos funcionales. Gran 
componente proteico, ácidos grasos con una proporción deseable de omega 6/omega 3, y fibra, así 
como otros componentes específicos como olisacáridos, antioxidantes y carbohidratos sin almidón, 
por lo que se le presuponen interesantes propiedades nutricionales como regulador fisiólogico,  
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mejorando parámetros de control en hipertensión arterial, diabetes, resistencia a la insulina y cáncer 
colorectal. (Prusinski 2017) 
 Las semillas de altramuz en general contienen una cantidad variable de alcaloides, con algo 
de toxicidad y que le confieren un sabor especialmente amargo. Es por eso, que determinadas 
especies son más cultivadas que otras (las mas apreciadas son el lupinus albus y angustifolius y luteus, 
por su bajo contenido en alcaloides). Tradicionalmente, la neutralización de estos alcaloides, al 
menos parcialmente, se realizaba con enjuague múltiple con agua, lo que eliminaba parte de las 
proteínas solubles, o bien la preparación en salmuera.  

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

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

 
1.5 Propiedades beneficiosas del aceite de oliva.  

 
Podríamos decir que el término “Dieta Mediterránea” se acuñó en la década de los 60 del 

siglo XX, a partir de un estudio epidemiológico que comparaba patrones de alimentación y estilos de 
vida en siete países del mundo. Este estudio estuvo coordinado por Ancel Keys, y se basó en hallazgos 
previos de mayor longevidad poblacional en países como Grecia, sur de Italia y España (Keys y 
Grande-Covián 1957). Se denominó Seven Countries Study (SCS) (www.sevencountriesstudy.com). 
Es un estudio diseñado para evaluar condiciones de salud a través de estudios de cohortes basados 
principalmente en modelos de nutrición y su influencia en la presentación o no, de eventos 
cardiovasculares (Keys et al., 1986). En este estudio se describe la dieta mediterránea como una 
tendencia nutricional en al que el aceite de oliva es prácticamente la única grasa usada, hay un alto 
consumo de frutas y nueces, vegetales, legumbres, pescado y cereales. Moderadas o bajas 
cantidades de vino tinto, y escasa ingesta de carnes rojas. Esta tendencia investigadora dio lugar a 
que rápidamente se evidenciaran las propiedades saludables de muchos alimentos, como las nueces 
y el aceite de oliva, que inmediatamente fueron considerados como funcionales (Aranceta et al., 
2011a).  

La investigación en ese sentido ha ido mejorando su evidencia en los últimos años, sobre todo 
gracias a estudios de intervención, en gran medida liderado por el estudio PREDIMED, diseñado en 
nuestro país (Estruch et al., 2013). En este estudio se incluyeron 7447 sujetos, sin eventos 
cardiovasculares, aunque pertenecían a grupos de riesgo como diabetes, e hipertension arterial. Se 
repartieron en tres grupos de intervención. A uno se de aplicó una dieta baja en grasa, y los otros dos 
grupos, ambos con dieta mediterránea, y a su vez uno de ellos suplementado con aceite de oliva y 
otro con nueces. Antes los 5 años de seguimiento, se evidenció que los dos grupos de dieta 
mediterránea habían sufrido una reducción de un 30% en el riesgo relativo de sufrir un evento 
cardiovascular desfavorable. Sobre ese modelo de investigación se asentaron otros estudios basados 
en prevención primaria. Como ejemplo, se encuentra evidencia de que el consumo de AOVE, junto a 
ejercicio físico, previene sobre la aparición diferida de diabetes (Salas-Salvadó et al., 2014). Estos 
factores, junto a pérdida de peso, se están teniedo en cuenta en otro estudio actualmente en marcha, 
el PREDIMED plus.  

Este tipo de estudios sobre intervención nutricional, van cambiando las recomendaciones 
nutricionales, actualizándolas continuamente, y resumiéndolas para hacerlas manejables por la 
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población general (Aranceta et al., 2011b), como es el caso de las pirámides de alimentación 
saludable (Aranceta et al., 2016). 

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

Partiendo de la premisa de que la hipertensión arterial es el factor predisponente mas 
importante, en cuanto a aparición de eventos cardiovasculares desfavorables, junto a tabaquismo e 
IMC elevado, en 2005 se publicó un estudio que describe las propiedades de la dieta rica en acidos 
grasos monoinsaturados, comparándola con otros dos tipos de dieta (hiperproteica e 
hipercarbonatada) en cuanto a la mejoría de las cifras tensionales y del perfil lipídico. (Appel LJ et al., 
2005).  

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

Sin embargo, y siguiendo la tendencia creciente de investigación en nutrición y nutracéutica, 
surgieron numerosos estudios que pretenden encontrar una explicación más técnica de esas 
propiedades, muchas veces realizados ex vivo, y casi siempre basándose, en avanzadas técnicas de 
laboratorio, gracias a la expansión de métodos de investigación proteómica y genómica. Estas 
tendencias están permitiendo grandes avances, tanto en la investigación de componentes 
estructurales de alimentos conocidos, como de nuevas tendencias alimentarias, como el caso del 
consumo de semillas de olivo, que constituye uno de los apartados de esta tesis.  

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

En cuanto a la dieta mediterránea, se describen ya innumerables hallazgos, beneficiosos para 
la salud; sirvan como ejemplo, la concentración disminuída de lipoproteínas aterogenicas (Jones 
2012), o reducción de la inflamación de bajo grado (Camargo et al., 2011). 

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

Partiendo de ensayos de intervención, mediante exposición alimentaria a tres tipos de aceites 
de oliva, uno de ellos, de extracción convencional y otros dos, optimizado y funcional mediante la 
adición de componentes bioactivos, y comparándolos entre sí y con aceite de girasol, se está llevando 
a cabo el estudio NUTRAOLEUM (Biel et al., 2016). Este ensayo, ampliado en uno de los objetivos de 
esta tesis, concluye sin lugar a duda, los importantes beneficios del aceite de oliva y de algunos 
componentes estudiados, que podrían mejorar en el futuro, esa parcela de la industria alimentaria, 
al demostrar los efectos beneficiosos de determinados componenetes bioactivos como son los 
triterpenos (ácido oleanólico y maslínico).  

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

Hay estudios que describen los beneficios de distintos componentes de la semilla de olivo en 
cuanto al efecto antiinflamatoria sobre células pancreáticas in vitro, tanto en controles (Lima-
Cabello et al., 2018a), como en pacientes diabéticos (Lima-Cabello et al., 2017b, 2017c) 
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La evidencia favorable en cuanto a salud del aceite de oliva, se resumíó recientemente en la 

III conferencia internacional sobre aceite de oliva virgen, y salud, del que salió un documento de 
consenso de reciente publicación (Gaforio et al., 2019).  
 
 
1.6 Propiedades beneficiosas del consumo de semillas.  

 
 Con relación a las recomendaciones nutricionales, y como hemos comentado en apartados 
previos, cada vez existe mas evidencia de la conveniencia del consumo de vegetales. A eso se une 
una mayor inversión económica a nivel global, una eficiencia cada vez mayor en cuanto a la 
producción, y una mayor conciencia respecto al equiligrio ecológico. Se describen sin dudar las 
propiedades saludables de la fruta y las hortalizas y resto de verduras comestibles, como hemos 
referido en apartados previos (Aranceta et al., 2016).  
 En cambio, el apartado que nos ocupa, el consumo de semillas tiene menos evidencia 
científica que avale sus propiedades saludables, si bien la literatura científica publicada avala sus 
beneficios para la salud.  Se trata de un grupo muy poco homogéneo de productos, en los que 
mezclamos muchas veces clasificaciones biológicas, con consideraciones económicas, incluso 
gastronómicas. Desde el punto de vista técnico las semillas son embriones vegentales envueltos por 
la cáscara, mas o menos leñosa. La semilla sería en principio, capaz de germinar produciendo una 
nueva planta. Es frecuente considerar las semillas juntamente con los frutos secos, sobre todo desde 
el punto de vista gastronómico. Como ejemplo difenciador, los pistachos y almendras, sí serían 
semillas, y las nueces son frutos.  

Simultáneamente a la realiazación del estudio PREDIMET (Estruch et al., 2013), que aporta 
evidencia sobre los beneficios del consumo de Nueces, se llevó a cabo otro estudio, que aporta 
evidencia sobre los beneficios para la salud cardiovascular del consumo de semillas (Ros E y Hu F 
2013). Es de reseñar un estudio conjunto sobre frutos secos y semillas, que aporta evidencia sobre 
protección de la inflamación vascular (Jiang et al., 2006) 

Recientemente se están estudiando las capacidades de determinadas proteínas de la semilla 
de lupino de hoja estrecha como regulador del metabolismo de los glúcidos y su capacidad para 
controlar la resistencia insulínica en células pancreáticas (Lima-Cabello et al., 2019b, 2018c) 
 Es por eso, por lo que la literatura científica está muy dividida en cuanto a la segregación por 
cada uno de los elementos, dada la gran variabilidad de productos respecto o su origen y usos. 
 El uso tradicional de las semillas, desde las mas habituales, o clásicas, como los cereales 
(avena, arroz, cebada...), legumbres (habas, soja, lupinos...), semillas oleaginosas como el girasol, o 
incluso brotes germinados como el berro, se ha ido simultaneando con usos menos habituales, quizás 
influidos por la tendencia cada vez más cosmopolita de la cocina. Como ejemplo el uso de semillas 
de lino y amapola desecadas, los pseudocereales como la quinoa, la chía o el sésamo. El 
procesamiento también es muy variales, desde la fabricación de aceite (semillas de girasol, como 
ejemplo más inmediato) o incluso aceites más sofisticados como el aceite de semilla de argán, de uso 
culinario (M’rani-Alaoui M et al., 2019) o al uso de lino como pienso animal, que mejora las 
características del producto final.  
 En cuanto al acete de girasol, tiene un efecto hipocolesterolémico significativo, asociado a su 
gran concentración de esteroles vegetales, uno 725 mg/100gr. (Palou et al., 2005) 
 Referente a las propiedades beneficiosas del consumo de semillas y frutos secos, se diseñó 
un estudio comparativo por cohortes en 10 paises Europa, que aporta evidencia sobre sus beneficios 
para la salud. (Jenab M et al., 2006) 
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Respecto a las propiedades de las semillas y nueces, y en relación con la prevención de cáncer, 

la agencia European Prospective Investigation into Cancer and Nutrition (EPIC), promovió un estudio 
que concluye que la asociación del consumo de nueces y semillas ayuda a prevenir la aparición de 
cáncer colorectal. (Jenab M et al., 2004). 
 Como contrapunto a los efectos beneficiosos de las semillas en nutrición, tenemos que 
describir posibles intolerancias, como la celiaquía, que es una enteropatía de mecanismo 
inmunitario, desencadenada por el consumo de gluten en personas genéticamente predispuestas, y 
cuyo tratamiento consiste en eliminar el gluten (cereales con gluten, trigo, cebada, centeno, avena, 
kamut, espelta y variedades híbridas) de la dieta (Mascort J y Carrillo R 2019). 
 Se describen también alergias a determinados elementos de las semillas, generalmente 
proteínas, muchas veces de causa desconocida, que pueden ocurrir también por causa no 
alimentaria, como manipulación de harinas. Describimos estudios respecto a semillas de lupinus 
como inductores de alergenicidad (Lima-Cabello E et al., 2017d, 2019a) 

 
 

1.7 Marcadores fisiológicos y patológicos utilizados para evaluar la capacidad nutricional y 
nutracéutica de componentes agroalimentarios. 
 
 Aunque en apartados anteriores hemos expresado las propiedades beneficiosas para la salud 
de muchos alimentos, gran parte de esta evidencia se basa en el consumo de estos nutrientes de 
forma tradicional.  

Habría que reseñar que el alimento en sí contiene partes que le podrían conferir algún efecto 
indeseable, como podría ser mal sabor, problemas de digestibilidad, alergias, y otros factores 
negativos. Por otra parte, partes del alimento que podrían ser deseables por sus cualidades nutritivas, 
no se aprovechan suficientemente, por distintas causas, como puede ser que estén protegidas por 
estructuras leñosas, o que en el proceso de manufacturado se destruyan o incluso, que no se cocinen 
adecuadamente.  

Es por eso, que cada vez tiene más importancia el conocimiento profundo de la estructura y 
propiedades de los alimentos. Para ello, y desde hace años, existen distintas líneas de investigación 
que aportan conocimiento sobre la estructura, y cada vez más, sobre la ultraestructura organizativa 
de los alimentos de forma global. Sirvan como ejemplo los trabajos de identificación de proteínas de 
almacenamiento en semilla de olivo (Castro-López AJ et al., 2007), o la identificación de proteínas en 
lupinos y su potencial alergenicidad cruzada con otras semillas (Jiménez-López et al., 2015, 2016a, 
2018). 

La tendencia investigadora actual, y con una trayectoria de evidencia publicada durante las 
últimas décadas, consiste en el análisis de escenarios de señalización de diversos parámetros, 
generalmente basados en la detección y cuantificación de citocinas. Así se puede analizar las 
respuestas a innumerables estímulos, como toxinas, fármacos, alérgenos, o en otro sentido, a 
productos que modulen positivamente la señalización detectada.  Este paradigma permite estudiar 
desde eventos ya producidos como puede ser una inflamación in vivo, mediante determinación en 
muestra biológica, (Ansar W y Ghosh S 2013) o inducciones generadas en animales de 
experimentacion y evidenciar que tipo de respuesta se ha producido, o escenarios ex vivo, donde es 
factible evaluar una exposición potencialmente tóxica, o de toxicidad desconocida.). Recientemente 
se ha introducido la modalidad de cultivos de sangre completa, incubada con sustancias “challenge” 
o desafío, tecnología diseñada para poder medir un un gran número de citocinas en un volumen 
relativamente pequeño de muestra (Medzhitov R 2010), como se desarolla en la presente tesis 
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Las citocinas son polipéptidos. Las secretan distintas células, sobre todo las relacionadas con 
el sistema inmunitario, en relación con antígenos, o bien moléculas que se identifican como asociadas 
a patógenos. Tambien responden a otras citocinas. (Porter et al., 2020). 

Las principales categorías de citocinas son: 
-Quimiocinas, relacionadas con la atracción y migración de leucocitos. 
-Factores estimulates de Colonias Hematopoyéticas. 
-Interferones, inhiben la replicación viral y otras funciones.  
-Factores de Necrosis Tumoral (TNF-alfa, linfotoxina-alfa y linfotoxina-beta) 
-Interleucinas (IL), cada vez más estudiadas, y descritas sus multiples funciones.  
-TFG, proinflamatoria.  

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

o Interleucina 1 (IL 1), producida por linfocitos B, células dindríticas, células de 
endoltelio, macrófagos, monocitos y linfocitos NK (natural killer). Actúa provocando la 
coestimulacion de linfocitos T mediante la activación de otras citocinas como LI-2. 
Retroalimenta linfocitos B, provocando proliferación y maduración. Retroalimenta a 
los linfocitos NK, haciéndolos más citotóxicos. Induce asimismo la producción de IL 1, 
IL 6, con lo que se induce la producción de reactantes de fase aguda en hígado 
(Proteína C reactiva-PCR) IL 8, TNF, GM-CSF y PGE. En el caso de la IL- 1b es una 
citoquina pro inflamtoria que liberan especialmente los monocitos y los macrófagos 
ante daño celular o infección. Actua sobre el SNC provocando fiebre. La usamos como 
marcador en estudios sobre la inflamación subclínica en diabetes tipo 2 (Dinarello CA 
y van der Meer JWM 2013).  

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

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

o Interleucina 2 (IL 2) producida por la célula T, induce más celulas T y B activadas. 
Elimina células extrañas mediante activación de monocitos y macrófagos.  

o Interleucina 4 (IL 4) Regula negativamente la producción de IL 12. Induce cambios en 
la Ig G e IgE, está implicada, junto a IL 13 en la producción de IgE en la alergia atópica.  

o Interleucina 5 (IL 5) Induce proliferación de eosinófilos y linfocitos B activados. Induce 
cambios en IgA.  

o Interleucina 6 (IL 6), producida por fibroblastos, macrófagos monocitos y otras células, 
inducen la diferenciación de células B en células plasmáticas. Inducen reactantes de 
fase aguda, y tiene actividad pirógena. Lo hemos usado como marcador de 
inflamación. (Muriana FJG et al., 2017) 
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o Interleucina 7 (IL 7) Diferenciacion de células madre y Activacion de linfocitos T 

maduros.  
o Interleucina 8 (IL 8) media la quimiotaxis y activa neutrófilos.  
o Interleucina 10 (IL 10) importante por su uso clínico en supresión de respuesta 

inmunitaria patogénica en la alergia y enfermedades autoinmunes.  
o Interleucina 12 (IL 12) Fundamental en la diferenciación de tipos celulares de 

linfocitos.  
o Interleucina 13 (IL 13) Inhibe la activación y secreción de citocinas por macrófagos. 

Induce cambios en IgG e IgE, Induce cambios en el endotelio vascular.  
o Interleucina 17 (IL 17) tiene acción pro- inflamatoria, Estiula la producción de TNF, IL 

1 beta, IL 6, IL 8 y G-CSF.  
o Interleucina 37 (IL 37). Recientemente se han descubierto nuevas citocinas, 

relacionadas con IL 1, pero con unas nuevas características y funciones, que podrían 
generar nuevos estudios respecto a inflamación. Se trata de la IL 37 (Boraschi et al., 
2011), de la que emergen estudios sobre su funcionalidad y participación en la 
enfermedad (Jia H et al., 2018). 
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2. HIPÓTESIS DE TRABAJO Y OBJETIVOS 
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Hipótesis: 
 

 

La hipótesis de partida que se pretende demostrar consiste en que diversos preparados de las 
industrias almazareras y de las industrias alimentarias poseen propiedades antioxidantes, 
antiinflamatorias y beneficiosas sobre el sistema inmune y diversas patologías metabólicas. Estos 
preparados incluyen por una parte un AOVO sometido a procesos de optimización tecnológica 
para incrementar su valor biológico, y por otra parte harinas de semillas de olivo procesadas para 
incrementar su contenido en componentes no lipídicos, así como proteínas purificadas de 
altramuz de tipo β-conglutina. 
 

 

Objetivos: 
 

Objetivo 1 
Evaluar los beneficios de la administración de tres aceites de oliva virgen extra (AOVE) con 
distinto contenido en compuestos bioactivos sobre biomarcadores de estrés oxidativo e 
inflamación en adultos sanos.  
 
Objetivo 2 
Determinar el efecto harinas de semillas como “challenge” en sistemas in vitro de cultivos 
de citoquinas de sujetos sanos, mediante la identificación y cuantificación de moléculas 
marcadoras de actividad antiinflamatoria.  
 
Objetivo 3 
Valorar los efectos de las conglutinas purificadas de altramuz sobre la ruta de señalización 
de la insulina y la inflamación basal de pacientes diabéticos tipo 2. 
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3. MATERIALES Y MÉTODOS 
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3.1 Materiales.  
3.1.1 Preparación de los aceites del ensayo NUTRAOLEUM.   
 
Los aceites de oliva fueron preparados especialmente para el ensayo clínico NUTRAOLEUM, como se 
describe en Biel et al., (2016). Básicamente se utilizó como base un aceite de oliva virgen extra (VOO), 
producido a partir de olivos de la variedad 'Picual'. Los aceites generados poseen una composición 
similar en el componente graso y de micronutrientes (por ejemplo, vitamina E, sitosteroles etc.), con 
excepción del contenido en fenoles/triterpenos. Se usó como control un aceite VOO obtenido por 
procedimientos tradicionales. A continuación, se generó un aceite virgen extra optimizado (OVOO) 
mediante mezcla de los mejores aceites de oliva de varias variedades de olivo con alto contenido 
fenólico y triterpénico, usando igualmente procedimientos de extracción optimizados. Finalmente se 
generó un aceite de oliva funcional (FOO), rico tanto en componentes fenólicos como triterpénicos, 
mediante la adición de un extracto de ácidos oleanólico y maslínico al OVOO. Estos extractos fueron 
obtenidos desde la piel de la aceituna mediante procedimientos físicos. Las características de los tres 
aceites de oliva utilizados se muestran en la Tabla 2 
 
 
 
Tabla 2. Características de los aceites de oliva administrados (Extraído de: Sánchez-Rodríguez et al., 
Nutrients 2018, 10,626).   
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3.1.2 Preparación de las harinas de semillas de olivo.  
 
 
Para la preparación de harinas de semilla se utilizó el procedimiento descrito por Zafra et al., (2013). 
Básicamente, se utilizaron semillas de olivo de la variedad 'Picual', cedidas por las empresas 
Elayotecnia S.L. (Castillo de Locubín, Jaén) y almazara “el Picón” (Albanchez de Mágina, Jaén). Estas 
semillas fueron obtenidas a partir de aceitunas maduras mediante deshuesado y posterior fractura y 
separación de los endocarpos (Fig. 12). El material se conservó a -20ºC hasta su uso. Para la 
preparación, desengrasado y pre-tratamiento de la harina de semilla de olivo, se trituraron 40 g de 
semillas, y la harina resultante fue desengrasada utilizando hexano (Figura 12 C de la misma) 
(Sánchez-Vioque et al., 1998 con ligeras modificaciones). Brevemente, el triturado se agitó con 100 
ml de hexano durante 20 min y continuación se eliminó la fase superior (hexano). Este proceso se 
repitió otras 3 veces más, dejándose secar finalmente el triturado resultante. A continuación, se 
realizaron 4 lavados de 20 min con agua mediante agitación y posterior filtración. Finalmente, la 
harina se lavó con etanol al 20% (v/v) y se dejó secar. 
 

 
Figura 12: Semillas maduras de O. europaea cv. 'Picual' y productos de su transformación. 
 A: semillas resultantes del deshuesado de aceitunas maduras. B: almendras obtenidas tras la 
ruptura y separación del endocarpo. C: pasta oleaginosa generada mediante triturado de las 
semillas. D: harina resultante del desgrasado de la pasta mediante tratamiento con hexano y 
posterior secado de la muestra. Reproducido de Zafra et al., (2013). 
 
 
3.1.3 Preparación de proteínas recombinantes de Lupinus.  
 
Se prepararon 5 proteínas recombinantes correspondientes a b-conglutinas de altramuz como se 
describe en Lima-Cabello et al., (2018d). En resumen, se generaron 5 genes sintéticos (GenScript) 
correspondientes a las conglutinas b 1, b2, b3, b4 y b6 de Lupinus, sobre un vector para expresión 
bacteriana modificado a partir de pET28a (+), asociado a un “tag” de expresión de tipo 6xHis. Las 
secuencias utilizadas como base corresponden a las entradas HQ670409, HQ670410, HQ670411, 
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HQ670412 y HQ670414 (GenBank). Las 5 formas de conglutina fueron expresadas en células 
competentes 2(DE3) RosettaTM pLysS SinglesTM (Novagen), mediante un método de autoinducción 
(Jiménez-López et al., 2016b). La purificación de las conglutinas recombinantes se realizó a partir de 
los precipitados bacterianos, y la pureza de las proteínas recombinantes se determinó como superior 
al 95%, con rendimientos entre 10-25 mg/ml de cultivo. La concentración proteica se determinó 
mediante reactivos comerciales (Bradford -Pierce- y Protein Assay -ThermoFisher-). 

 
 

3.2 Métodos.  
 

3.2.1 Descripción del ensayo clínico Nutraoleum  
 
Las características detalladas referentes al ensayo clínico Nutraoleum se describen en Biel et al., 
(2016), así como en varios trabajos emergentes de dicho estudio (Sánchez-Rodríguez et al., 2018, 
2019). En resumen, se trata de un estudio aleatorizado, doble ciego, cruzado, controlado y 
multicéntrico. El análisis se realizó en los hospitales “Virgen de las Nieves” y “San Cecilio”, ambos 
pertenecientes al Servicio Andaluz de Salud y localizados en Granada.  
Aparte de un estudio paralelo de biodisponibilidad de nutrientes, el ensayo fundamentalmente 
utilizado en este trabajo consistió en un consumo continuado para evaluar los efectos de polifenoles 
y triterpenos contenidos en tres aceites de oliva diferenciales como se indica en el apartado 
correspondiente.  
Los criterios de inclusión fueron los siguientes: individuos entre 20-60 años, saludables en el examen 
físico básico y bioquímico de rutina, así como en sus parámetros hematológicos, que aportaron 
consentimiento informado escrito para adherirse al protocolo. 
Los criterios de exclusión fueron los siguientes: fumadores, consumidores de suplementos 
antioxidantes, aspirina u otras drogas con propiedades antioxidantes establecidas, hiperlipidemia, 
obesidad con índice de masa corporal (IMC) mayor de 30 kg/m2, diabetes, hipertensión, enfermedad 
celíaca u otra enfermedad intestinal, o condiciones limitantes de su movilidad, o enfermedades 
graves. 
Los pacientes fueron reclutados en la ciudad de Granada a través de anuncios en fuentes y centros 
públicos. Se estimó como objetivo de reclutamiento una muestra de 54 pacientes totales en igualdad 
de género. 
Se aleatorizó el consumo diario de tres tipos de aceite (VOO, OVOO y FOO -ver apartado de 
materiales-) en tres grupos de pacientes, sobre una base de consumo de 30 ml/día por paciente. Los 
aceites se administraron a lo largo de periodos de tres semanas, precedidos por dos semanas de 
lavado, consistente en el consumo exclusivo de aceite de girasol como grasa alimentaria. 
Se mantuvo un control dietético de forma previa al ensayo y a través de éste a través de encuestas 
nutricionales. Las tomas de muestras se realizaron en ayunas, al comienzo del estudio (línea de base) 
y al inicio y final de cada una de las fases de intervención/lavado (Figura 13). 
 
Para los análisis de cultivo e inducción ex vivo realizados, se extrajeron alícuotas de sangre de los 
pacientes (3 ml) usando tubos de heparina-Li (BD Vacutainer System, Heidelberg, Alemania).  
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Figura 13.  Diagrama gráfico de los grupos de intervención diseñados en el proyecto NUTRAOLEUM 
(A) y puntos de recogida de muestras (B). 
 
 
 
3.2.2 Descripción de los ensayos clínicos adicionales.  

 
De forma adicional al ensayo clínico Nutraoleum mencionado anteriormente, se diseñaron los dos 
ensayos clínicos siguientes:  
 
- “Descifrando las bases genéticas del nexo de unión entre alergias alimentarias y diabetes tipo 

2”. En este proyecto se propuso la aplicación de nuevos elementos genéticos reguladores 
(elementos genómicos reguladores no codificantes, miRNA) como bio-marcadores 
fundamentales para la evaluación del riesgo de DT2 (durante el embarazo - etapa fetal, en recién 
nacidos y lactantes ) y del diagnóstico más temprano (pruebas de diagnóstico de última 
generación) de la progresión de la patogénesis de la DT2 desencadenados por factores 
nutricionales (alérgenos alimentarios) durante la infancia y en edad adulta. En este estudio los 
sujetos procedían del área de cobertura de la zona básica: Pedro Martínez, perteneciente al 
A.G.S. Nordeste de Granada, seleccionados y evaluados por el doctorando, médico de familia 
que ejerce sus funciones en el Consultorio de Villanueva de las Torres. Entre los criterios de 
inclusión figuran la captación estratificada en consulta de atención primaria, según acudan a 
realizar los controles previstos en el Proceso Asistencial Diabetes. Los pacientes sanos tuvieron 
edad comprendida entre los 18 y 50 años sin sintomatología, niveles de glucosa en plasma en 
ayunas y otros parámetros analíticos normales (ej. glucemia en ayunas 70-100 mg/dl). Los 
pacientes diabéticos tenían edad comprendida entre 18 y 50 años, niveles de glucosa en plasma 
en ayunas y otros parámetros analíticos ampliamente desviados de la normalidad (ej. glucemia 
en ayunas >125 mg/dl, Hemoglobina A1c ≥ 6.5% o nivel de glucosa superior a 200 mg/dL en SOG). 
Este grupo de pacientes debía tener asociado igualmente un Índice de Masa Corporal igual o 
superior a 30. Como criterio de exclusión figuró la no aceptación del consentimiento informado. 
El tamaño muestral fue calculado en función de las diferencias predecibles de la variable 
dependientes (Elementos genéticos reguladores no codificantes), y otros factores variables. Para 
conseguir una potencia del 80% para detectar diferencias en el contraste de hipótesis mediante 
una prueba de Chi cuadrado bilateral para dos muestras independientes, teniendo en cuenta 

Grupo	1 

Grupo	2 

Grupo	3 

OVOO VOO	 		FOO 

2	semanas 2	semanas 2	semanas 

3	semanas 3	semanas 3	semanas 
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que el nivel de significación es 5% y calculando un 10% de pérdidas, se consideró necesario incluir 
30 pacientes (10 por grupo). Como variables dependientes se consideraron la existencia de 
elementos genéticos reguladores no codificantes, mientras que las variables independientes 
incluyeron diversas variables demográficas (Número de identificación, edad, raza, fecha de 
inclusión en el estudio, género), variables antropométricas y clínicas (aquellas obtenidas 
mediante exploración, peso, talla, temperatura, tensión arterial, frecuencia cardíaca y 
respiratoria, pulsioximetría…). Como variables analíticas se incluyeron los resultados de los 
parámetros analíticos básicos (hemograma, y bioquímica: glucosa, colesterol, triglicéridos, ácido 
úrico, transaminasas, urea, creatinina, ionograma, Hg A1c…). Para los análisis de cultivo e 
inducción ex vivo realizados, se extrajeron alícuotas de sangre de los pacientes (3 ml) usando 
tubos de heparina-Li (BD Vacutainer System, Heidelberg, Alemania). 

 
- “Evaluación de la actividad inmunomoduladora y antiinflamatoria de componentes 

agroalimentarios alternativos procedentes del procesamiento de la aceituna”. Se trata de un 
ensayo clínico aleatorizado, cruzado, doble-ciego y controlado, diseñado y ejecutado en el marco 
del proyecto previo Nutraoleum, para obtener evidencia científica adicional que sustente los 
posibles beneficios inmunológicos del aceite de oliva. Los criterios de inclusión, exclusión etc. de 
los pacientes son por tanto idénticos a los descritos para este proyecto. 

 
 
3.2.3 Inducción de inflamación y ensayos de contraste en sangre de pacientes cultivada ex vivo. 

 
En el caso de las muestras de pacientes del estudio Nutraoleum, y antes de las 3 horas posteriores a 
la extracción, la sangre fue diluida en medio de Eagle modificado por Dulbecco (DMEM) (1:3) y 
agitada suavemente en tubos de 3 mL (Greiner Bio-one, Solingen, Alemania). Se sembraron alícuotas 
de 1 mL cada una en cada uno de los 24 pocillos de placas de incubación (Nunc, VWR International 
GMbH, Langenfeld, Alemania), y las placas fueron incubadas durante 24 h a 37 oC en una atmósfera 
con 5 % de CO2. De cada extracción de sangre se realizaron incubaciones en triplicado, incluyendo 
además controles positivos y negativos en paralelo. Para cada muestra se cultivaron submuestras, 
incluyendo fitohemaglutinina (PHA, 10 µg/mL -Sigma Chemicals, USA-), lipopolisacárido de E. coli 
(LPS, 1 µg/mL -Sigma Chemicals, USA-), y forbol 12-miristato 13-acetato + ionomicina (PMA, 25 ng/mL 
+ IO, 1µg/mL -Sigma Chemicals, USA-). En todos los experimentos se usaron los mismos lotes de PHA, 
LPS, PMA y IO, y las diluciones se realizaron con PBS (Phosphate Buffered Saline). Tras el cultivo, las 
muestras fueron retiradas de cada pocillo y centrifugadas a 700x g durante 5 min a 20 oC. Los 
sobrenadantes (plasma) fueron divididos en alícuotas para los ensayos posteriores y fueron 
almacenados a -20 oC. 
 
En el caso de ensayos adicionales al mencionado Nutraoleum, los procedimientos utilizados son 
similares a los descritos en el apartado anterior, con ligeras modificaciones que incluyen el co-cultivo 
con conglutinas purificadas (Lima-Cabello et al., 2018). En este caso se utilizaron células 
mononucleares de sangre periférica (PBMC) en lugar de plasma para el análisis de biomarcadores 
correspondiente. Los PBMC fueron aislados desde la sangre heparinizada mediante centrifugación 
en gradiente utilizando Histopaque 1077 (Sigma Chemicals, USA), lavados tres veces con solución 
equilibrada en sales de Hanks (Life Technologies, USA), y resuspendidos en me3dio completo RPMI 
(Sigma Chemicals, USA) suplementado con penicilina, estreptomicina y L-glutamina (100 U/mL, 100 
µg/mL y 2 mM, respectivamente -Sigma Chemicals, USA). 
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3.2.4 Inducción de inflamación y ensayos de contraste en cultivos celulares in vitro. 

 
Los cultivos celulares se realizaron utilizando la línea celular PANC-1 (CIC: Centro de Instrumentación 
Científica, UGR) correspondiente a células epiteliales pancreáticas de humano caucásico, como 
describen Lima-Cabello et al., 2018e; Tizón-Rodríguez, 2019. Las células PANC-1 fueron cultivadas en 
frascos de 75 cm2 revestidos de poli-L-lisina (~2.0–2.5 x 106 células/ml) utilizando medio DMEM 
(Sigma) suplementado con glutamina 2mM y suero bovinal fetal inactivado por calor 10%. Los cultivos 
se mantuvieron en una incubadora con un volumen forzado de CO2 al 5% a una temperatura de 37ºC. 
Con objeto de mantener un crecimiento celular en monocapas se realizaron rutinariamente 
subcultivos utilizando la tripsinización como método de separación de las células adheridas una vez 
que la confluencia de éstas alcanzaba el 90% de la superficie. El subcultivo se realizó mediante lavado 
repetido con PBS y tratamiento con tripsina-EDTA 0.25% (Lonza) durante 10 minutos en las mismas 
condiciones de cultivo. La actividad de la tripsina se neutralizó añadiendo medio de cultivo al doble 
de su volumen. Posteriormente, las células fueron centrifugadas a 1000 rpm durante 5 minutos y 
lavadas con PBS y se procedió al conteo celular y al análisis de la viabilidad, utilizando un contador 
automático Countess II FL (Thermo Fisher) al inicio y al final de cada experimento. En todos los casos, 
la viabilidad fue superior al 95%.  
Para la realización de los experimentos de cocultivo, las células fueron cultivadas hasta alcanzar un 
80% de confluencia e inmediatamente se procedió a separar las células en lotes que permitieran la 
discriminación entre los distintos tratamientos. Estos lotes consistieron básicamente en: 

- Células control, sin ningún tratamiento posterior. 
- Tratamiento con lipopolisacárido de E. coli (LPS) (Sigma) durante 24 horas a una 

concentración de 1μg/Ml. 
- Tratamiento con LPS en las mismas condiciones anteriores, además de cocultivo con 

diferentes extractos (Lima-Cabello et al., 2018b), harinas (Zafra et al., 2013) (Lima-Cabello et 
al., 2017b, 2018a), proteínas recombinantes (Lima-Cabello et al., 2017a, 2018b, 2018d). 

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

 
 

3.2.5 Ensayos de viabilidad celular.  
 
Con objeto de determinar los efectos potencialmente citotóxicos de las diferentes concentraciones 
de LPS y la combinación de LPS y los extractos, proteínas, harinas etc. mencionados anteriormente, 
se utilizó el método colorimétrico del MTT (Bromuro de 3-(4,5- dimetiltiazol-2-ilo)-2,5- 
difeniltetrazol). Para ello, las células PANC-1 fueron sembradas en placas de 96 pocillos (103 células 
en 100 µL de medio de cultivo por pocillo) y se incubaron una noche. Posteriormente, las células 
fueron tratadas con los tratamientos de contraste indicados LPS. Se realizaron al menos dos réplicas 
para cada experimento. El fundamento de la técnica consiste en que las células viables son capaces 
de captar el MTT y reducirlo a cristales de formazán (compuesto violeta cuya máxima absorbancia es 
de c.a. 570 nm) mediante la acción de la enzima mitocondrial succinato deshidrogenasa. Las células 
no viables o sin un metabolismo activo, no son capaces de convertir el MTT en formazán. En la 
práctica, se adicionaron 10 μL de MTT 12mM a cada pocillo y el cultivo se mantuvo a 37ºC durante 
 
4 horas. A continuación, se añadieron 100 μL de una solución SDS-HCl y, tras 4 horas adicionales de 
cultivo a 37ºC, se procedió a la lectura de la ABS570. 
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3.2.6 Generación de un modelo de Resistencia a la Insulina en cultivos de células PANC-1 

 
Las células PANC-1 fueron cultivadas en condiciones estándar como se describe en el apartado 
correspondiente. Una vez alcanzada una densidad celular de 2x104 células/mL se determinó la dosis 
óptima de insulina y la duración del tratamiento requerido para establecer un estado de resistencia 
a la insulina (IR-C), como se describe en Lima-Cabello et al., (2018e). Brevemente, las células se 
dividieron en dos grupos, con seis réplicas por grupo. El grupo 1 incluyó células cultivadas en 200 µL 
de medio completo, mientras que el grupo 2 incluyó células tratadas además con insulina en 
concentraciones 3 x 10-5 y 3 x 10-9 nmolL-1 cuando las células se convirtieron en adherentes. Las 
células fueron cultivadas durante 24, 48 y 72 h. Tras cada uno de esos periodos, se midió la 
concentración de glucosa en el medio mediante el método de la glucosa oxidasa, siguiendo las 
instrucciones del fabricante (Abcam, UK). Los cultivos se consideraron resistentes a la insulina (IR-C) 
cuando se mantuvo la menor concentración posible de glucosa en el medio para una determinada 
concentración de insulina, que en este caso resultó ser de 3 x 10-7 nmoL-1. La capacidad de resistencia 
a la insulina de los cultivos fue confirmada utilizando diversos marcadores entre los que destaca IRS-
1 y GLUT-4. Este estado de resistencia se mantuvo generalmente durante unas 48h, por lo que los 
ensayos de contraste con proteínas recombinantes se realizaron dentro de un periodo de seguridad 
de 24 h. 
 
 
 
3.2.7 Análisis y cuantificación de biomarcadores I (panel de citoquinas relacionadas con procesos de 
inflamación).  

 
MANUSCRITO EN PREPARACIÓN: Alché, V.; Lima-Cabello, E.; Alché, J.D. Assessment of quantitative immunoblotting and Bio-Plex 
methods as alternatives to ELISA for the quantification of biomarkers in whole blood ex vitro challenging assays. 
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En el caso de cultivos celulares, y tras incubación durante 24h, los medios de cultivo celular fueron 
eliminados con tampón PBS (Phosphate Buffered Saline, Sigma, USA) a 4°C y las células fueron lisadas 
en tampón RIPA suplementado con una dilución 1/100 de un cóctel de inhibidores de proteasas y 
fosfatasas (Sigma, USA) durante 1 h. Tras la centrifugación a 12,000 × g a 4 °C durante 30 min, el 
sobrenadante se almacenó a –80 °C hasta su uso en los análisis indicados anteriormente (ELISA, 
Western blotting, Bio-Plex...). 
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3.2.8 Análisis y cuantificación de biomarcadores II (expresión génica de citoquinas y otros marcadores 
relacionadas con procesos de inflamación).  

 
Se realizaron PCRs cuantitativas a tiempo real para la determinación de la expresión de los genes: IL-
1β, iNOS y TNF-α. En el caso de muestras de plasma y PBMCs, la extracción de ARNm se realizó usando 
un kit específico Qiagen® miRNA Purification Kit. En el caso de cultivos celulares, el ARN total fue 
aislado mediante la utilización del kit RNeasy Tissue isolation kit (Quiagen). La calidad y concentración 
del ARN fue evaluada mediante la razón de absorbancias 260/240nm (relación entre ácidos nucleicos 
y fenoles) y razón de absorbancias 260/280nm (relación entre ácidos nucleicos y proteínas) usando 
un microespectrofotómetro NanodropTM 2000 (Thermo). 
La primera hebra de ADNc fue sintetizada utilizando el kit High-Capacity cDNA Archive Kit (Applied 
Biosystem). Para los ensayos de expresión el ADNc fue amplificado utilizando el sistema de PCR 
cuantitativa LightCycler 480 (Roche). Los primers y sondas utilizadas fueron aquellas disponibles por 
TaqMan Gene Expression Assays: Hs01555410_m1, Hs01075529_m1, Hs00174128_m1, 
respectivamente (Applied Biosystems). Los cambios en los niveles de expresión de estos tres genes 
fueron determinados mediante el método 2−ΔΔCt. El número de ciclos a partir del cual los 
transcriptos fueron detectados (CT) fueron normalizados con respecto al número de ciclo al cual se 
detecta el gen constitutivo elegido, β-Actina (Hs99999903_m1, Applied Biosystems) referido como 
ΔCT. La eficiencia de la PCR fue determinada por análisis basados en la curva estándar para la 
amplificación de los genes elegidos y del control endógeno, las cuales fueron altamente similares. 

 
 
 

3.2.9 Análisis y cuantificación de biomarcadores III (panel de marcadores relacionados con las rutas 
de señalización de la insulina y otros). 
 
Se realizaron análisis de Inmunoblotting cuantitativo de la presencia de los marcadores: Insulin 
Receptor Substrate 1 (IRS-1), P13 kinasa p85, Glucose Transporter Type 4 (GLUT-4) y proteína kinasa 
B (AKT).  
La extracción y cuantificación de proteínas totales, SDS-PAGE, transferencia, bloqueo de las 
membranas, incubación con los anticuerpos, detección y cuantificación de las bandas 
inmunoreactivas se realizaron básicamente como se describe en el apartado 3.2.7. 
En este caso, los anticuerpos primarios utilizados fueron anti-IRS-1 (107-185 kDa), anti-PI3-kinase 
(p85) (85kDa), anti-GLUT-4 (50-60kDa), y anti-protein kinase B (AKT) (60kDa), todos ellos disponibles 
comercialmente a través de Santa Cruz Biotechnology (Santa Cruz, CA.). 
De forma adicional, se realizó un análisis de la fosforilación de IRS-1, que incluyó el análisis mediante 
Western blotting de los extractos con los siguientes anticuerpos primarios: phospho-IRS-1 (Tyr612), 
phospho-Akt (Ser473), phospho-caveolin-1 (Tyr14), y phospho-CBL (Tyr700) (todos ellos de Santa 
Cruz, USA). 
De forma alternativa, la cuantificación de los niveles de diversas citoquinas y del factor TNF-α fueron 
medidos en duplicado usando kits de determinación de ELISA de acuerdo con las instrucciones de los 
fabricantes (IL-1β, IL-2, IL-6, IL-8, IL12, IL-17, INF-γ, y TNF-α, Diaclone SAS, France). Las muestras se 
aplicaron a placas microtiter de 96 pocillos, que habían sido pre-incubadas con los anticuerpos 
monoclonales específicos. Posteriormente, las placas fueron lavadas 5 veces, y seguidamente in 
cubadas con los respectivos anticuerpos policlonales secundarios conjugados con peroxidasa (HRP). 
Tras la repetición de los lavados, se añadieron secuencialmente las soluciones de sustrato y de parada 
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de la reacción. Se determinó la densidad óptica de cada pocillo mediante lectura a 450 nm usando 
un lector de microplacas (Bio-Rad, Richmond, CA) en los 30 minutos siguientes. 
 
 
3.2.10 Análisis y cuantificación de biomarcadores IV (expresión génica de marcadores relacionados 
con las rutas de señalización de la insulina y otros). 
 
Se realizaron PCRs cuantitativas a tiempo real para la determinación de la expresión de los genes: 
Insulin receptor substrate 1 (IRS-1) y glucose transporter type 4 (GLUT-4).  
La extracción de ARNm, ARN total, síntesis de ADNc, y determinación de los cambios en los niveles 
de expresión de los genes se realizaron como se describe en el apartado 3.2.8. 
En este caso, los primers y sondas utilizadas fueron aquellas disponibles por TaqMan Gene Expression 
Assays (número de acceso GenBank: NM_005544.2, ID de ensayo: Hs00178563_m1; número de 
acceso GenBank: NM_001042.2, ID de ensayo: Hs00168966_m1).  
De forma alternativa, el cDNA obtenido fue mezclado con RT2 SYBR Green qPCR (Qiagen) y 
alicuoteado sobre un “array” de PCR disponible comercialmente para analizar la expresión de 
marcadores de diabetes-obesidad-inflamación (real-time RT2 Profiler PCR Array PAHS-023Z, Qiagen), 
que incluye el análisis de CCL5, CCR2, ICAM-1, IFN-γ, IL-6, IL-12, TNF-α, y NF-κB1 (p50). La PCR 
cuantitativa en tiempo real se realizó usando un termociclador Light Cycler® 480 (Roche), en el que 
las muestras se procesaron en duplicado a lo largo de 40 ciclos: 1 ciclo de 95 °C 10 min, 40 ciclos de 
95 °C 15 s, y 40 ciclos de 60 °C 1 min. Los ciclos umbrales fueron medidos, y la expresión relativa de 
los genes se comparó calculando comparando los valores de Ct. Las diferencias en la expresión génica 
se evaluaron calculando el número de veces (fold-change) en los niveles de expresión basados en 
cambios de al menos dos veces arriba o abajo en comparación con la expresión génica del grupo 
control. Todos los niveles de expresión fueron normalizados con la expresión de genes control de 
expresión constante (housekeeping genes -beta actina, hipoxantina fosforibosil transferasa 1, beta-
2-microglobulina y gliceraldehido-3-fosfato deshidrogenasa-), que no variaron significativamente 
entre los grupos de estudio. 
 
 
3.2.11 Determinación de glutatión y actividades enzimáticas antioxidantes.  
 
Los extractos celulares correspondientes a los cultivos celulares fueron utilizados para determinar los 
niveles de glutatión reducido (GSH) y las actividades enzimáticas superóxido dismutasa (SOD) y 
Catalasa (CAT). Para ello se utilizaron kits comerciales (Canvax, España), siguiendo las instrucciones 
del fabricante. 
 
3.2.12 Determinación de la producción de NO y nivel de oxidación.  
 
Los extractos celulares correspondientes a los cultivos celulares fueron utilizados para determinar los 
niveles producción de NO utilizando un kit comercial ab65328 (Abcam, UK). En breve, las muestras 
de todos los grupos experimentales fueron desproteinizadas de acuerdo con las instrucciones del 
fabricante. Se cargó una cantidad idéntica de las muestras (30 µL) y de los marcadores en placas 
microtiter de 96-pocillos. Se añadió la nitrato reductasa, el cofactor enzimático, y el tampón de 
ensayo, seguido del “enhancer”, y los reactivos de Griess R1 y R2. Tras incubar 1 h, se midió la A540 
nm en un lector de microplacas (iMark Bio-Rad, USA), y se sustrajo el valor del control blanco (medio 
sin células). Las concentraciones totales de nitrito/nitrato se calcularon usando una curva patrón.   
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El nivel de oxidación de los extractos (inmunodetección de grupos carbonilo introducidos en las 
proteínas debido a reacción con especies de oxígeno reactivo -ROS-) se determinó mediante el 
OxyBlotTM Protein Oxidation Detection Kit (EMD Millipore, USA) siguiendo las instrucciones del 
fabricante, utilizando muestras de los extractos separados en geles de poliacrilamida al 12% 
mediante SDS-PAGE y electrotransferidos a membranas PVDF.  
Alternativamente, se utilizó como marcador de estrés nitrosativo el análisis de los perfiles de 
proteínas nitradas en las muestras de plasma, utilizando en este caso un anticuerpo primario anti-3 
N-Tyr (Abcam) siguiendo las instrucciones del fabricante, utilizando igualmente muestras de los 
extractos separados en geles de poliacrilamida al 12% mediante SDS-PAGE y electrotransferidos a 
membranas PVDF.  
 
 
3.2.13 Análisis estadísticos  
 
Los datos relativos a marcadores son expresados como media ± SEM de 6 pacientes por grupo. El 
significado estadístico de estos resultados se obtuvo utilizando el software SPSS. Se utilizó un test de 
t-Student's de dos colas para comparar entre dos grupos. Para comparar entre tres o más grupos de 
estudio se utilizó ANOVA de una vía, seguido de la prueba de Dunnett's. Se consideró P < 0.05 como 
estadísticamente significativo. Se usó una prueba de Kolmogorov–Smirnov para analizar la 
distribución Gaussiana de los datos. Para detectar diferencias entre grupos se usó una prueba 
Wilcoxon’s. En el caso de las determinaciones de GSH, SOD y CAT, los ensayos fueron realizados por 
triplicado. Los datos fueron analizados estadísticamente mediante t-Student test.  
 

 
3.2.14 Aspectos éticos de la investigación. 
 
 
Los protocolos clínicos realizados en el presente trabajo fueron propuestos para su evaluación de las 
normas éticas esenciales y criterios deontológicos correspondientes, y fueron informados 
favorablemente por parte del Comité de Ética de la Investigación del Centro de Granada (CEI-
Granada) en las siguientes resoluciones: 
 

-Resolución de 04/12/2013 referente al proyecto: “Nuevos Procesos en la Industria 
Almazarera Andaluza para la Elaboración de Nuevos Productos de Alto Valor Biológico con 
Aplicaciones en Salud Humana. El Estudio Nutraoleum”. 
-Resolución de 09/05/2017 referente al proyecto: “Evaluación de la actividad 
inmunomoduladora y antiinflamatoria de componentes agroalimentarios alternativos 
procedentes del procesamiento de la aceituna”. 
-Resolución de 09/07/2018 referente al proyecto: “Descifrando las bases genéticas del nexo 
de unión entre alergias alimentarias y diabetes tipo 2”.  

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

- “The Principles of Good Laboratory Practice”, desarrollados de acuerdo con la OCDE y 
adoptados por las directivas EU (Directiva 2004/9/EC, y Directiva 2004/10/EC). 
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- “The Declaration of Helsinki (DoH, Edinburgh 2000)”, guía ética para médicos y otros 
participantes en la investigación médica de la “World Medicine Association” (WMA, 
www.wma.net). 

- Convención del Consejo Europeo para la protección de los derechos humanos y la dignidad 
en relación con la aplicación de la biología y la medicina (Oviedo 1997, www.coe.int). 

- Declaración universal de bioética y derechos humanos adoptada por la conferencia general 
de la UNESCO de 19 octubre 2005 (www.unesco.org). 

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

 
Los ensayos están igualmente contemplados dentro de las normativas españolas siguientes:  

- Ley 14/2007, de 3 de julio sobre investigación biomédica. 
- Real Decreto 65/2006, de 30 de enero sobre la importación y exportación de muestras 

biológicas (cuando sea aplicable). 
- Real Decreto 1301/2006, de 10 de noviembre, sobre la determinación de los parámetros de 

calidad y seguridad para donar, obtener, evaluar, procesar, preservar, almacenar y distribuir 
células y tejidos humanos y normas sobre su uso en humanos. 

- Orden de 14 de abril de 2000, de adaptación de los anexos del Real Decreto 2043/1994 de 14 
de octubre en referencia a la inspección y verificación de buenas prácticas de laboratorio al 
progreso técnico. 
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4.1 Análisis ex vitro de los efectos de diferentes aceites de oliva sobre el estrés oxidativo y la 
inflamación en adultos sanos en un ensayo controlado doble ciego aleatorizado.  

 
4.1.1 MANUSCRITO EN PREPARACIÓN: Elena Lima Cabello, Victor Alché, José Carlos Jiménez López, Estefanía Sánchez Rodríguez, Sara 
Biel Glesson, Jose Ramón Fernández Navarro, Miguel Ángel Calleja, Juan Antonio Espejo Calvo, Blas Gil Extremera, Francisco Javier 
Gómez, Rafael de la Torre, Montserrat Fito, María Isabel Covas, Pedro Vílchez, Emilio Martínez de Victoria, Ángel Gil, María Dolores 
Mesa, Juan de Dios Alché. Ex vivo blood culture assessment of anti-oxidative and anti-inflammatory effects of virgin olive oils differing 
in their bioactive contents in healthy adults: A randomized double-blind controlled trial. 

  
 
 
 

RESUMEN 
 
El ensayo clínico NUTRAOLEUM (registrado en ClinicalTrials.gov ID: NCT02520739A) ha demostrado 
ser un escenario informativo en relación al análisis in vivo de los beneficios para la salud de los 
triterpenos del aceite de oliva (ácidos oleanólico y maslínico). El ensayo engloba la absorción basal 
tras el suplemento en la dieta (30 mL por día) de un aceite de oliva optimizado (OVOO, 490 ppm de 
compuestos fenólicos y 86 ppm de triterpenos), y de un aceite de oliva funcional (FOO, 487 ppm de 
compuestos fenólicos y enriquecido con 389 ppm de triterpenos) durante tres semanas en 
comparación con un aceite de oliva virgen estándar (124 ppm de compuestos fenólicos y 86 ppm de 
triterpenos). Cincuenta y uno adultos sanos participaron en este estudio aleatorizado, cruzado y 
controlado. Hasta la fecha, se han determinado beneficios adicionales para la salud basados en este 
ensayo sobre biomarcadores de la función antioxidante, inflamatoria, del síndrome metabólica y 
endotelial, fundamentalmente in vivo. 
En el presente trabajo, se ha optimizado un sistema de cultivo de sangre y de contraste ex vivo con 
diferentes inductores de inflamación para evaluar la respuesta anti-inflamatoria y anti-oxidante de 
los individuos participantes en el ensayo NUTRAOLEUM. Determinamos los marcadores oxidativos 
iNOS, presencia de proteínas nitradas en el aminoácido tirosina y producción de NO, así como los 
biomarcadores de inflamación IL-1β, IL-2, IL-6, IL-8, IL12, IL-17, INF-γ, y TNF-α usando un panel de 
métodos experimentales. Este estudio confirma de forma consistente el primer nivel de evidencia ya 
obtenido in vivo en relación con los beneficios para la salud de los triterpenos del aceite de oliva 
(ácidos oleanólico y maslínico) en adultos sanos, en este caso en un escenario inflamatorio y oxidativo 
inducido ex vivo. Además, fueron ensayados diversos marcadores adicionales. Como se discute, el 
sistema experimental utilizado también aporta una herramienta excelente para diseccionar los 
efectos de los componentes presentes en el aceite de forma individual.    
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4.2 Las harinas purificadas de semillas de olivo poseen efectos antiinflamatorios en sangre 
completa de pacientes diabéticos cultivada ex vitro y en cultivos in vitro de células pancreáticas.  
 

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

 
Para este studio se seleccionaron 6/8 pacientes diabéticos de tipo 2 y controles no diabéticos del 
área de cobertura del área básica “Pedro Martínez” (A.G.S. noreste Granada, España), según los 
criterios de clasificación de la Organización Mundial de la Salud, y el cumplimiento de los criterios de 
inclusión y exclusión establecidos. Los parámetros clínicos del grupo de sujetos que participaron en 
el estudio están recogidos en la siguiente tabla (Tabla 3). Los sujetos controles y los pacientes con 
DT2 no mostraron diferencias significativas en los parámetros de edad. Sí que se observaron 
diferencias significativas en relación al índice de masa corporal (IMC). Existen también diferencias 
significativas en los niveles de glucemia (P<0,001), presión sanguínea (P<0,001), frecuencia cardiaca 
(P<0,001) así como hemoglobina glucosilada (HbA1c) (P<0,001). 
 

 Sujetos Control DT2 P-valor 

Hombres 6 8  

Edad 50 (40,53) 48 (45,58) 0.007 

Glucemia 
(mg/dL) 

83 (80, 91) 165 (132, 198) <0.001 

Presión Sanguínea 
(mmHg) 

12/7 (11/7, 12/7) 15/8 (14/8, 15/7) <0.001 

IMC (kg/m2) 24.8 (23, 26.6) 33.3 (27.5, 46.7) <0.001 

Frecuencia Cardiaca 
(bpm) 

64 (65, 76) 84 (96, 80) <0.001 

HbA1c % 5.5 (5.4, 5.7) 6.7 (6.0, 7.4) <0.001 

Tabla 3. Características del grupo de estudio. La comparación de medias entre los diferentes 
parámetros fue realizada a través de un ANOVA. El nivel de significación estadística fue asumido 

como p<0,01 (representado en negrita). 
 
 
Tras la extracción de sangre periférica y realizar las correspondientes inducciones con 
lipopolisacárido (LPS), fitohemoaglutinina (PHA), y forbol-12-miristato-13-acetato junto con 
ionomicina (PMA+IO) y someter los cultivos a co-cultivo con distintas concentraciones de extractos 
proteicos de harinas de semillas como se describe en el apartado de material y métodos se procedió 
a la determinación de diversos biomarcadores en el plasma aislado. Como se puede apreciar en la 
Figura 14, la producción de estos marcadores por parte de individuos sanos y en ausencia de 
estímulos fue insignificante. El tratamiento tanto con LPS, PHA, como con PMA+IO estimuló 
significativamente tanto la producción de IL-1β (Figura 14 A) como de iNOS (Figura 14 B). Cuando se 
añadió al cultivo de sangre entera de forma concomitante tanto LPS, PHA, ó PMA+IO y la harina de 
semilla, se observó un claro descenso de estos dos marcadores, llegando al nivel basal (Figura 14 A, 
Figura 14 B, respectivamente).  Para ver si esta harina de semilla tenía algún efecto sobre estos dos 
marcadores, dicha harina fue añadida de forma aisladamente, en ausencia de inducción, no 
observándose ningún cambio con respecto al control (Figura 14 A, Figura 14 B). A la vista de estos 
resultados podemos concluir que esta proteína podría tener propiedades antiinflamatorias.  
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Cuando se realizaron experimentos paralelos en pacientes diabéticos, observamos niveles elevados 
de los marcadores IL-1β (Figura 15 A) e iNOS (Figura 15 B) aún en muestras no inducidas (Figura 15, 
muestras DT2), lo que refleja la existencia de fenómenos inflamatorios basales con respecto a sujetos 
sanos (Figura 15, muestras C). Las muestras de pacientes diabéticos en cultivos de sangre completa 
también fueron hipersensibles a la inflamación inducida por PHA, LPS y PMA + IO, como se demuestra 
por la presencia de ligeros aumentos de los niveles de IL-1β y e iNOS en plasma (Figura 15 A, Figura 
15 B, respectivamente). La adición de extractos de harina de semilla de oliva produce signos 
inequívocos de reducción de la respuesta inflamatoria, probablemente consistentes en la 
modificación del complejo de reacción inflamatoria subclínica de los pacientes diabéticos mediante 
la reducción de los niveles y/o la actividad biológica de IL-1β, iNOS (Figura 15 A, Figura 15 B, 
respectivamente). 
Podríamos concluir que los componentes específicos de la harina de semilla de oliva son en última 
instancia responsables de estos efectos antiinflamatorios. Dichos componentes están aún por ser 
caracterizados de forma precisa. Tal caracterización ayudará a diseñar nuevos enfoques terapéuticos 
para estos pacientes. 
  

 
 

Figura 14; La sangre completa de sujetos sanos fue incubada con LPS, PHA, PMA+IO de manera 
individual, y de manera concomitante con LPS, PHA, PMA+IO y las harinas de semilla de olivo. Las 

barras representan la IL-1β (figura A) y la iNOS (figura B) respectivamente en sujetos sanos. C: 
muestras no inducidas. 

 
   

 
Figura 15; La sangre completa de pacientes diabéticos (DT2) fue incubada con LPS, PHA, PMA+IO de 

manera individual, y de manera concomitante con LPS, PHA, PMA+IO y las harinas de semilla de 
olivo. Las barras representan la IL-1β  (figura A) y la iNOS (figura B) respectivamente en DT2. C: 

muestra sin inducir de sujeto sano.  
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4.2.2 PUBLICACIÓN: Lima-Cabello, E.; Alché, V.; Jimenez-Lopez, J.C.; Alché, J.D. (2018). Efectos anti-inflamatorios de harinas purificadas 
de semillas de olivo en cultivos celulares pancreáticos. Libro de abstracts III Congreso Internacional sobre Aceite de Oliva Virgen, Olivar 
y Salud. 2018. Editorial Universidad de Jaén. Pp. 60-67. ISBN: 978-84-09-07676-5. 
 

 



 

 88 



 

 89 



 

 90 



 

 91 



 

 92 



 

 93 



 

 94 

 



 

 95 

4.3 Las proteínas β-conglutinas de la semilla de Lupinus angustifolius poseen actividad 
antiinflamatoria ex vivo e in vitro, y son capaces de modular la ruta de señalización de la insulina en 
cultivos pancreáticos resistentes esta hormona.  

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

 
 

RESUMEN 
 
Ámbito: Hemos investigado el uso potencial de las isoformas de las proteínas b-conglutinas del 
altramuz de hoja estrecha (Lupinus angustifolius L.) como un tratamiento frente a la diabetes. 
Métodos y resultados: Producimos las proteínas recombinantes correspondientes a las conglutinas 
b1, b2, b3, b4, y b6 y mostramos que b1, b3, y b6 pueden unirse a insulina.  Para evaluar el efecto 
modulador sobre las quinasas que median la activación de la insulina, incubamos cultivos de células 
mononucleares de sangre periférica obtenidos de pacientes con diabetes tipo 2 (TD2) y sujetos 
controles sanos con las proteínas de tipo conglutina. El tratamiento de las células mononucleares de 
sangre periférica de los pacientes TD2 con las proteínas b1, b3, y b6 incrementó hasta 3 veces los 
niveles de mRNA y de proteína correspondientes a genes relevantes de las rutas de señalización de 
la insulina, en concreto el sustrato receptor de insulina 1/p85/AKT/transportador de glucosa tipo 4. 
Esto fue acompañado por una disminución comparable en los niveles de la expresión de genes pro-
inflamatorios (iNOS y IL-1β) y de dichas proteínas, en comparación con los controles sanos. Las 
isoformas b2 y b4 no tuvieron efecto sobre las rutas señalizadoras de la insulina. Sin embargo, dichas 
proteínas elicitaron efectos pro-inflamatorios puesto que incrementaron los niveles de mRNA y de 
proteína óxido nítrico sintetasa inducible y de IL-1b. 
Conclusión: Nuestros resultados plantean la posibilidad de usar esas proteínas b-conglutina 
particulares in la prevención y tratamiento de la diabetes, así como su potencial como moléculas anti-
inflamatorias.  
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 4.3.2 PUBLICACIÓN: Lima-Cabello, E.; Morales-Santana, S.; Foley, R.C.; Melser, S.; Alché, V.; Siddique, K.H.M.; Singh, K.B.; Alché, J.D.; 
Jimenez-Lopez, J.C. (2018). Ex vivo and in vitro assessment of anti-inflammatory activity of seed β-conglutin proteins from Lupinus 
angustifolius. Journal of Functional Foods. 40:510-519. doi: 10.1016/j.jff.2017.11.040. 
 
 
 
RESUMEN 
 
  
El desarrollo de ingredientes alimentarios funcionales usando proteínas de semillas de leguminosas 
tiene potencial para usos nutracéuticos. 
Hemos purificado proteínas β-conglutinas recombinantes (rβ1 a rβ4, y rβ6) del altramuz de hoja 
estrecha usando cromatografía de afinidad, y hemos evaluado su actividad anti-inflamatoria usando 
sistemas ex vivo e in vitro. rβ1, rβ3, y rβ6 produjeron niveles menores de mediadores pro-
inflamatorios como el óxido nítrico (alrededor de  –34.0–veces en todos los casos), mRNA de la iNOS 
(−7.15, −7.97, −7.41–veces), interleucina 1β (−12.05, −11.64, −12.16–veces), quimiocina CCL5 (−16.0, 
−18.0, −19.0–fold), y citoquinas entre las que se incluyen TNF-α, INF-γ, IL-1β, IL-2, IL-6, IL-8, y IL-12 
(β1: −28, −100, −8, −2, −49, −45, −127–veces; β3: −22, −400, −9, −3, −33, −10, −2.54–veces; β6: −72, 
−122, −11, −3, −2000, −13, −338–veces). Estos resultados sugieren que las conglutinas β1, β3, y β6 
tienen potencial como componentes de alimentos funcionales en nutracéuticos y que pueden 
constituir terapias alternativas para la prevención y el tratamiento de enfermedades relacionadas 
con procesos inflamatorios.   
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4.3.3 PUBLICACIÓN: Lima-Cabello, E.; Morales-Santana, S.; León, J.; Alché, V.; Clemente, A.; Alché, J.D.; Jimenez Lopez.J.C. (2018). 
Narrow-leafed lupin (Lupinus angustifolius L.) seed β-conglutins reverse back the induced insulin resistance in pancreatic cells. Food & 
Function. 9: 5176-5188. DOI: 10.1039/c8fo01164h. 

 
 

RESUMEN 
 
La resistencia a insulina (IR) es la causa con mayor contribución al desarrollo de la diabetes de tipo 2. 
En este estudio, hemos purificado proteínas recombinantes de tipo β-conglutina (rβ1 a rβ4, y rβ6) 
altramuz de hoja estrecha (NLL) usando cromatografía de afinidad. El objetivo de este estudio fue 
elucidar la capacidad de esas β-conglutinas de mejorar el estado de IR usando sistemas ex vivo e in 
vitro systems. Las proteínas rβ1, rβ3, y rβ6 produjeron niveles inferiores del mediador 
proinflamatorio óxido nítrico (alrededor de 7 veces en todos los casos), incrementaron los niveles de 
expresión de los mRNAs de IRS-1 (+201, +173, +192%) y Glut-4 (+286, +121, +147%), incrementaron 
los niveles de las proteínas p85-PI3K (+188, +187, +137-veces) y Glut-4 (+503, +548, +515-veces), 
niveles más altos de fosforilación  del activador de la ruta de señalización de la insulina p-IRS-1 y de 
mediadores derivados como p-Akt, p-Cbl, y p-caveolina, así como absorción mejorada de insulina por 
parte de células cultivadas resistentes a la insulina (IR-C). Las proteínas β-conglutinas fueron capaces 
de suprimir el estrés oxidativo producido por la resistencia a la insulina en células PANC-1 control (C) 
reduciendo fuertemente la carbonilación producida por ROS y equilibrando la homeostasis 
metabólica en las células IR-C a través de la regulación de la expresión de mRNAs. Al mismo tiempo, 
las β-conglutinas fueron capaces de reducir los niveles del mediador proinflamatorio óxido nítrico y 
promover la capacidad antioxidante de las células incrementando los niveles de glutatión reducido. 
Estos resultados sugieren que las β-conglutinas del NLL pueden jugar un papel fundamental como 
componente alimentario funcional, ya que las propiedades nutracéuticas de las β-conglutinas 
pueden incrementar la efectividad de las mejoras dietéticas frente a las complicaciones de la diabetes 
tipo 2.   
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5.1 El consumo por individuos adultos sanos de aceites de oliva enriquecidos en triterpenos (ácidos 
oleanólico y maslínico) tiene un marcado efecto positivo sobre numerosos parámetros oxidativos 
e inflamatorios. 
 

Un estudio reciente emergente a partir del ensayo NUTRAOLEUM (Biel et al., 2016), ha sido 
capaz de aportar un primer nivel de evidencia in vivo sobre los beneficios de los triterpenos del olivo 
(ácidos oleanólico y maslínico) en humanos sanos, estableciendo que los biomarcadores HDLc y 
endotelina-1 (marcadores de síndrome metabólico y de función endotelial, respectivamente) 
mejoran notablemente tras la toma de los tres aceites de oliva ensayados (Sánchez-Rodríguez et al., 
2018). Un estudio adicional ha mostrado que, tras el consumo de aceite de oliva, disminuye el nivel 
de oxidación del DNA y de los biomarcadores inflamatorios IL-8 y TNF-α (Sánchez-Rodríguez et al., 
2019). El presente estudio aporta pruebas adicionales de estos potenciales beneficios, aportando el 
análisis de un amplio panel de biomarcadores de oxidación e inflamación.  

A diferencia de los análisis mencionados anteriormente, en este trabajo se seleccionó una 
aproximación ex vivo, que incluyó la inducción artificial de un estado inflamatorio en la sangre 
recolectada de los pacientes del ensayo NUTRAOLEUM. Esta inducción immune se realizó mediante 
la adición de diferentes químicos al cultivo de sangre ex vivo. En el primer caso, se usó 
fitohemoaglutinina (PHA) de Phaseolus vulgaris, que es un mitógeno selectivo de células T bien 
conocido (Movafagh et al., 2011). Los mecanismos de interacción entre la PHA y las células T son 
poco conocidos, aunque varios autores sugieren la implicación de señales de activación vía 
receptores de tipo CD2 (O’flynn et al., 1985; Tiefenthaler y Hünig, 1989; Hüning et al., 1989), o de 
forma similar a otras lectinas, a través de la entrada de Ca2+ a través de canales diferentes a los 
utilizados por las rutas de señalización específicas para CD3 (Pang et al., 2012). La administración de 
lipopolisacárido (LPS) se usa comúnmente como un modelo de inflamación en diferentes sistemas 
celulares (Ho et al., 2015; Krishna et al., 2016; Zakaria et al., 2017), y es comúnmente acompañada 
por la producción y liberación de citoquinas pro-infamatorias como las interleucinas (IL)-1β, IL-6 y el 
factor de necrosis tumoral alfa (TNF-α) entre otras. El modelo de inducción con LPS fue desarrollado 
inicialmente para simular ciertos aspectos del choque séptico en humanos. Sin embargo, este modelo 
puede considerarse un modelo general de primera línea de inflamación, y puede usarse para probar 
el potencial anti-inflamatorio de diversos compuestos.  El LPS sestimula a los monocitos/macrófagos 
a través de TLR4, y tiene como resutado la activación de una serie de eventos de señalización que 
potencian la producción de mediadiores inflamatorios (Fang et al., 2004). El tercer método de 
inducción usado aquí consiste en la combinación de PMA + IO. El PMA es un pequeño compuesto 
orgánico que difunde a través de la membrana celular hasta el citoplasma, activando directamente 
la proteína quinasa C (PKC), superponiéndose a la estimulación de los receptores de superficie. Se 
usa generalmente en combinación con el ionóforo de calcio ionomicina, que es capaz de inducir la 
liberación de calcio necesaria para la actividad de los factores de transcripción del factor nuclear de 
las células T activadas (NFAT), que están presentes en la mayoría de las células inmunes y que regulan 
la respuesta inmune, por ejemplo, disparando la expresión de IL-2. 

Los resultados mostrados aquí muestran que los tres métodos fueron capaces de elicitar una 
respuesta pro-inflamatoria de la sangre cultivada ex vivo de forma diferencial, de acuerdo con la 
naturaleza y los mecanismos moleculares implicados en la inducción. De forma general, la mayoría 
de las inducciones tuvieron como resultado la aparición de niveles mayores de NO en las muestras 
de plasma, una presencia incrementada de iNOS, patrones diferencias de nitración de Tyr y niveles 
superiores de los numerosos biomarcadores analizados y cuantificados en el plasma. Estos 
importantes cambios no alteraron significativamente la viabilidad de las células sanguíneas, como se 
determine experimentalmente mediante la tinción con Azul Tripán. Independientemente del método 
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de inducción usado, no se detectaron diferencias entre tratamientos, ni entre cultivos inducidos y no 
inducidos, con viabilidades siempre superiores al 78% en todos los casos (resultados no mostrados). 
Esta alta viabilidad indica claramente que las inducciones se realizaron dentro de rangos fisiológicos, 
y a lo largo de un periodo de tiempo razonable. La expresión y los niveles de los marcadores 
analizados fue modulada de forma notoria por las intervenciones nutricionales diseñadas en 
NUTRAOLEUM, con un pronunciado descenso de la respuesta pro-inflamatoria de los cultivos. 
Una de las ventajas fundamentales del uso de los métodos descritos en el presente trabajo consiste 
en la inmunorespuesta incrementada derivada de las inducciones, que magnifica los niveles de los 
biomarcadores utilizados, revelando potenciales diferencias entre las intervenciones, que de otra 
forma pasarían inadvertidas, particularmente en sujetos sanos como los que forman parte del ensayo 
NUTRAOLEUM. 

En el presente trabajo hemos seleccionado diferentes marcadores indicativos implicados en 
la extension y características del proceso inflamatorio. Así, el NO es considerado el más importante 
miembro de las especies de nitrógeno reactivo, el cual juega un implortante papel en la patogénesis 
de la inflamación (Sharma et al., 2007). Mientras que por una parte promueve efectos anti-
inflamatorios en condiciones fisiológicas, la sobreproducción de NO es considerada un mediador pro-
inflamatorio en situaciones patológicas, y es liberado en vastas cantidades en las respuestas inmunes 
por macrófagos activados por citoquinas. Los efectos indeseables de la sobreproducción de NO 
incluyen vasoconstricción, inflamación y daños a los tejidos, y pueden ser reducidos o modulados por 
diferentes medios, que incluyen el uso de inhibidores de la biosíntesis de NO, de análogos sintéticos 
de la arginina, o reduciendo la activación de los macrófagos por citoquinas pro-inflamatorias.  

Como se puede observar en el presente trabajo, hay una buena correlación entre los niveles 
de NO en las diferentes muestras y la presencia de citoquinas inflamatorias, que en todos los casos 
fueron disminuídas por las intervenciones alimentarias llevadas a cabo en el ensayo. La producción 
de NO requiere la acción de la óxido nítrico sintasa (NOS), que cataliza la oxidación de la L-arginina a 
L-citrulina. En mamíferos han sido descritas tres isoformas diferentes de NOS, que incluyen la forma 
endotelial (eNOS) y neuronal (nNOS), ambas expresadas constitutivamente, junto con una forma 
inducible (iNOS) (Fukuto y Chaudhuri, 1995). La expresión de la iNOS ha sido descrita tras la 
generación de estímulos inflamatorios en varios tipos celulares que incluyen a los macrófagos, células 
dendríticas, neutrófilos, células epiteliales en las mucosas intestinal y pulmonar, células del músculo 
liso, y células estromales de órganos linfoides secundarios (revisado por Sonar y Lal, 2019). En el 
presente trabajo, se describe la presencia del enzima en los diferentes escenarios inflamatorios. La 
iNOs incrementa claramente tras la activación de las muestras de sangre con los diferentes químicos, 
mientras que su presencia disminuye notablemente tras las diferentes intervenciones analizadas 
aquí, que de forma concomitante disminuyen la presencia de NO en las muestras de forma paralela.  
El ión superóxido (O2.-) y el NO son conocidos por su interacción para formar peroxinitrito. El 
peroxinitrito y/o sus intermediarios pueden inducer la formación de 3-nitrotirosina. La detección de 
3-nitrotirosina unida a proteínas es un marcador común tanto de inflamación como de producción 
de NO. El presente trabajo demuestra que la producción incrementada de NO no necesariamente 
tiene como consecuencia un incremento en la presencia cuantitativa de proteínas con residuos 3-Tyr 
nitrados, sino a cambios en los perfiles de proteínas con dicha modificación, lo que puede 
considerarse una indicación de la precisa modulación mediada a través de eventos de señalización 
mediante NO.  

El presente trabajo también analiza la expresión de un amplio panel de citoquinas 
proinflamatorias. Las citoquinas son proteínas de bajo peso molecular o péptidos secretados por 
múltiples tipos celulares (particularmente células del sistema inmune), que regulan la duración y la 
intensidad de la respuesta inmune (Ai et al., 2013). Han sido descritas en multiples procesos 
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fisiológicos, y particularmente en la regulación de las respuestas inmune e inflamatoria. Incluso 
cambios insignificantes en su concentración óptima pueden alterar la fisiología, contribuyendo al 
desarrollo de sucesos patológicos en diversas enfermedades. Son particularmente relevantes para la 
respuesta immune las citoquinas liberadas por las células CD4+ T (Van der Meide y Schellekens, 
1996). 

Ai et al., (2013) revisaron los métodos óptimos para estimular la producción de citoquinas y 
su uso para evaluar la inmunotoxicidad, de forma similar a la descrita aquí. Estos autores usaron 
también diferentes inductores de inflamación, y analizaron la producción de IL-2, IL-4, IL-6, IL-10, IL-
13, IFN-γ, TNF-α, GM-CSF, RANTES y TGF-β en cultivos de sangre completa de rata, observando un 
rápido incremento en la secreción de IL-2, IFN-γ, TNF-α, RANTES y TGF-β poco tiempo después de la 
inducción con PMA e ionomicina. Estos resultados son altamente coincidentes con los mostrados en 
el presente trabajo en relación con IL-2 y TNF-α, y han sido extendidos aquí a otras citoquinas 
relevantes como IL-1β, IL-6, IL-12, IL-27 y MPO. Todas las citoquinas ensayadas aquí mostraron 
incrementos significativos tras la inducción de la sangre, y su presencia fue en la mayor parte de los 
casos disminuida por la intervención con los aceites, que difieren en su contenido en triterpenos. Ai 
et al., (2013) también evaluaron el uso de inmunosupresores como ciclosporina A (CsA) y azatioprina 
(AZP) in los cultivos de sangre completa, con inmunotoxicidad bien conocida. In estos casos, los 
químicos inhibieton drásticamente la producción de varias citoquinas, indicando la presencia de 
toxicidad en el sistema inmune. Esta reducción no es comparable con el descenso moderado en los 
niveles de citoquinas producidos por los diferentes aceites ensayados aquí, que puede ser atribuído 
a una actividad antiinflamatoria y no a un efecto tóxico. Esta conclusion es apoyada por el 
mantenimiento de una alta viabilidad de as células sanguíneas, que fue determinada antes y despues 
de los ensayos.  

El presente trabajo incrementa nuestro conocimiento en relación a los efectos beneficiosos 
del consumo de aceite de oliva en la prevención de eventos inflamatorios en humanos, 
particularmente en referencia a su contenido en components bioactivos como los triterpenos (ácidos 
oleanólico y maslínico). En este caso, se demuestra el efecto positivo del consumo de estos aceites 
sobre el mantenimiento de niveles adecuados de numerosos marcadores inflamatorios y oxidativos, 
confirmando así observaciones anteriores (Sánchez-Rodríguez et al., 2018, 2019). en los que se usó 
un número limitado de biomarcadores, y fundamentalmente usando métodos in vivo. El presente 
estudio confirma igualmente que dichos efectos son dependientes de la dosis de triterpenos 
ingeridos, en la forma de los tres aceites utilizados, con contenido diferencial en estos compuestos. 
Además, ha sido obtenida información adicional en relación a la implicación de la señalización 
mediada por NO en los cambios observados. La mayor sensibilidad de los métodos de inducción 
inflamatoria usados en este trabajo pueden ayudar a distinguir mínimas diferencias en los efectos 
descritos, por ejemplo, relacionados con el género de los pacientes, o incrementar las diferencias 
entre intervenciones muy similares. El uso de diferentes métodos de inducción inflamatoria como los 
empleados aquí, en combinación con múltiples biomarcadores puede también ayudar a diseccionar 
los mecanismos específicos que implican la inflamación, que son modulados por las diferentes 
intervenciones. También pueden aportar información adicional sobre la implicación de las diferentes 
células del sistema inmune, como son las células T, en la respuesta inmune. Incluso en pacientes 
sanos, estos métodos pueden ayudar a evaluar la susceptibilidad inflamatoria de los pacientes y la 
actividad de los diferentes mecanismos anti-inflamatorios. Además, el uso de cultivos ex vivo y su 
inducción abre numerosas alternarivas para futuras investigaciones, incluyendo el uso de muestras 
patológicas, y el co-cultivo con diferentes moduladores de la inmunorespuestas como puedan ser 
fracciones de aceites, componentes purificados (e.g. diferentes triterpenos purificados), ácidos 
grasos modificados y otros. El pequeño volumen de sangre necesitado también representa una 
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ventaja para análisis múltiples y comparativos. El conocimiento de los mecanismos celulares y 
moleculares a través de los cuales el aceite y sus componentes mejoran las respuestas 
antiinflamatorias puede ayudar a diseñar estrategias mejores para el manejo clínico y nutricional de 
las enfermedades derivadas o relacionadas con la inflamación. 
 
 
5.2 Las harinas purificadas de semillas de olivo contienen compuestos antiinflamatorios que 
pueden modular la inflamación basal de pacientes diabéticos. 

 
Los resultados obtenidos en esta Tesis muestran por una parte que es posible diseñar un escenario 
experimental de inducción de inflamación en células pancreáticas en cultivo in vitro, que cursa con 
un incremento de la producción de ciertos marcadores específicos (e.g. iNOS así como otros 
mostrados en diversos capítulos del presente trabajo), sin afectar significativamente la viabilidad de 
las células del cultivo. Por otra parte, los resultados obtenidos indican que la adición de harinas de 
semillas de olivo a los cultivos no causa efectos deletéreos que disminuyan su viabilidad, siendo 
compatible esta adición con el análisis de distintos biomarcadores. La adición de la harina en varias 
concentraciones produce una clara disminución en la expresión de iNOS, compatible con una 
disminución del balance inflamatorio de estas células. Los resultados son análogos a los obtenidos 
en cultivos ex vitro (Lima-Cabello et al., 2017b), y por tanto confirman esta propiedad de las harinas 
de semillas de olivo a nivel potencialmente tisular in vitro. Numerosas cuestiones quedan abiertas, 
comenzando por la determinación precisa de los componentes antiinflamatorios de la semilla, que, 
según descripciones presentes en la literatura, así como resultados adicionales obtenidos en el grupo 
de investigación pueden ser múltiples. Como ejemplo, en la presente memoria se describe la 
presencia de varios tipos de proteínas de almacenamiento de semillas (SSPs) de tipo b-conglutinas 
con efectos similares (Lima-Cabello et al., 2017a, 2018d). Formas heterólogas de estas b-conglutinas 
y otras SSPs están igualmente presentes en las semillas de olivo (Zafra et al., 2016, 2018). Un trabajo 
reciente del grupo de investigación demuestra igualmente que muchas de estas proteínas de 
almacenamiento forman parte del proteoma del aceite (Castro et al., 2020), como resultado del 
proceso elaiotécnico que incluye la molienda del fruto completo (incluyendo las semillas). Estas 
proteínas son por tanto consumidas de forma rutinaria de forma conjunta con este alimento en una 
mayor o menor proporción, por lo que podrían igualmente contribuir a los beneficios sobre la salud 
de este producto. 

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

 
 

5.3 Las proteínas β-conglutinas de la semilla de Lupinus angustifolius modulan la ruta de 
señalización de la insulina y podrían tener un papel en el tratamiento potencial de la diabetes de 
tipo 2 y la mejora de la inflamación subyacente. 
 

El aumento de la incidencia de trastornos relacionados con la inflamación ha llevado a la 
búsqueda de biopéptidos activos derivados de proteínas vegetales con propiedades 
antiinflamatorias (Möller et al., 2008). En esta Tesis Doctoral investigamos la posible actividad 
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antiinflamatoria de cinco proteínas de tipo b-conglutina purificadas del altramuz de hoja estrecha 
(NLL). Observamos una pronunciada activación de iNOS, así como de la citoquina IL-1 en 
sobrenadantes de cultivos de pacientes con diabetes tipo 2. Ambos marcadores mostraron una 
inhibición significativa después de 24 h de incubación con las conglutinas purificadas b1, b3 o b6 en 
los pacientes con diabetes tipo 2. La expresión génica de IL-1 e iNOS mostró un patrón similar en 
PBMC de acuerdo con los resultados observados en los sobrenadantes de hemocultivos de pacientes 
con T2D. Por tanto, analizamos los efectos de cada proteína b-conglutina purificada en plasma, con 
la presencia de estímulos del sistema inmunológico innato (la endotoxina LPS). En nuestro estudio, 
el LPS representa una fuerte señal inmunoestimuladora que induce una respuesta inflamatoria 
sistémica con aumentos de citoquinas proinflamatorias como IL-1 e iNOS en todos los grupos 
experimentales (DM2 y control) (Olefsky y Glass, 2010). En experimentos paralelos, también 
encontramos que los ensayos de co-cultivo con LPS+b1, LPS+b3 y LPS+b6 redujeron fuertemente 
la expresión de ARNm de IL-1 en comparación con LPS solo en los sujetos con diabetes tipo 
2. Por otro lado, no se observaron diferencias significativas entre los desafíos LPS+b2 y LPS+b4 en 
comparación con LPS solamente. Estudios previos que utilizan proteínas alimentarias de origen 
animal y vegetal han demostrado efectos específicos que van más allá del simple suministro de 
nutrientes (Möller et al., 2008). Sin embargo, nuestros resultados indican por primera vez que las 
proteínas purificadas b1, b3 y b6 desencadenan un descenso de la capacidad proinflamatoria de las 
células al disminuir la expresión de ARNm de IL-1 e iNOS y los niveles de proteína, lo que conduce a 
una mejora del proceso inflamatorio asociado con la DM2 en cultivos de sangre entera. De forma 
relevante, nuestro estudio proporciona nueva e interesante información, en particular sobre las 
formas b1, b3, y b6 de LLN que inducen niveles de expresión diferenciales  de genes clave en la ruta 
de señalización de la insulina en los pacientes con DM2 en comparación con b2 y b4, modulando la 
vía de señalización de IRS-1/PI3- quinasa/AKT7-GLUT-4, y participando eventualmente  en la 
estimulación de la síntesis de estas proteínas, así como modulando sus efectos antioxidantes y 
antiinflamatoria. Un estudio inicial ha mostrado claras diferencias estructurales entre las estructuras 
modeladas de las siete conglutinas utilizadas en este estudio (Jiménez-López et al., 2015), entre las 
cuales se ha detectado una identidad que varía entre el 73 y el 99%. Este nivel relativamente alto 
de polimorfismo en la secuencia de proteínas podría inducir diferencias también a nivel fisiológico en 
los procesos de desarrollo de las plantas (Zienkiewicz et al., 2011a; Jiménez-López et al., 2016), pero 
también podría ser responsable de roles diferenciales como péptidos bioactivos potenciales (Elliott 
et al., 2014). Por tanto, no podemos descartar que la variabilidad de la secuencia de las proteínas b-
conglutinas pueda ser, al menos parcialmente, responsable de las actividades diferenciales relativas 
a los efectos estimulantes de la transcripción de genes y de la traducción de las proteínas en la vía de 
señalización de la insulina. En conclusión, y hasta donde sabemos, este es el primer informe que 
utiliza este sistema experimental ex vivo para testar muestras de sangre humana de pacientes con 
T2D y C con proteínas de conglutina NLL purificadas y en combinación con LPS. El co-cultivo con las 
proteínas b1, b3 y b6 desencadenó la presencia de niveles crecientes de expresión de los genes IRS-
1, p85, AKT y GLUT-4 tanto en sujetos DM” como control, y niveles de expresión atenuados de IL-1 
e iNOS, con una posible mejora del estado inflamatorio causado por DM2. Además, este estudio 
mostró por primera vez la interacción de la insulina humana recombinante con varias proteínas  b-
conglutina de NLL, particularmente con b1, b3 y b6, que podría ser un posible mecanismo para alterar 
los niveles de expresión de genes en la vía de la insulina. 

Estos resultados destacan el uso potencial de las proteínas b1, b3 y b6-conglutina como 
ingredientes alimentarios y como enfoques alternativos para la prevención, el manejo y/o 
el tratamiento de la diabetes tipo 2. La inflamación crónica es un sello distintivo de varias patologías, 
como la artritis reumatoide, DM2, la enfermedad inflamatoria intestinal, la aterosclerosis y el 
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cáncer. Nuestro trabajo y sus aplicaciones futuras pueden ayudar a desarrollar enfoques 
terapéuticos (basados en plantas novedosos y relevantes a nivel agrícola) que puedan tener utilidad 
en la atenuación de la inflamación y, al mismo tiempo, pueden servir como herramientas de control 
de calidad para fomentar tratamientos basados en plantas fiables y eficaces. Además, este enfoque 
metodológico ofrece una oportunidad interesante para identificar nuevos péptidos y metabolitos 
vegetales bioactivos potenciales con actividad antidiabética, y abre la puerta a posibles enfoques 
terapéuticos basados en plantas para prevenir trastornos inflamatorios. Finalmente, la 
implementación de programas de mejora de plantas utilizando este conocimiento experimental para 
diseñar herramientas moleculares sería útil en términos del uso de las semillas NLL en productos 
derivados de alimentos con beneficios positivos para la salud humana al producir plantas de lupino 
con mayor expresión y almacenamiento de isoformas particulares de b-conglutina, con efectos 
conocidos en DM2 y enfermedades inflamatorias relacionadas. 
 
 
5.4 Las proteínas β-conglutinas de la semilla de Lupinus angustifolius poseen capacidad 

antiinflamatoria en modelos ex vivo e in vitro. 
 

Una vez analizados los efectos del co-cultivo de las proteínas recombinantes purificadas b-
conglutinas de NLL en cultivos de sangre completa inducidos ex vivo, se procedió a realizar ensayos 
similares en un sistema de cultivo de células pancreática in vitro. Como paso previo se evaluó la 
potencial presencia de efectos nocivos o citotóxicos de las proteínas recombinantes sobre la 
viabilidad de las células PANC utilizadas. Los resultados obtenidos sugieren que ni las proteínas β-
conglutinas individuales ni la mezcla de isoformas comprometen la integridad de las células 
pancreáticas. 
 
5.4.1 Algunas beta-conglutinas tienen efectos claros sobre el proceso inflamatorio de las células 
PANC.  
 

Diferentes enfermedades, como la diabetes tipo 2, la obesidad y el síndrome 
metabólico, están asociadas y crónicamente sostenidas por la inflamación. Las enfermedades de este 
tipo pueden subyacer múltiples mecanismos que afecten la función de los islotes pancreáticos, 
contribuyendo a la patología en función de aspectos como antecedentes genéticos y el medio 
ambiente (Halban et al., 2014). La diabetes es una enfermedad crónica que se produce cuando los 
islotes pancreáticos no producen suficiente insulina y / o disminuye la sensibilidad de los tejidos que 
metabolizan la glucosa a la insulina. Durante el establecimiento de la diabetes tipo 2, la hiperglucemia 
crónica puede provocar daños orgánicos. Las células beta pancreáticas median el daño tisular 
y promueven respuestas inflamatorias junto con las células del sistema inmunológico al liberar 
mediadores proinflamatorios y otros atrayentes celulares como quimioquinas, estableciendo un 
proceso de retroalimentación que aumenta aún más el contenido de células del sistema 
inmunológico y promueve un estado inflamatorio crónico (Donath y Shoelson, 2011). Los niveles 
elevados de citoquina IL-1β o iNOS, como consecuencia de factores estresantes, se encuentran entre 
los principales contribuyentes al desarrollo inflamatorio, ya que la disfunción de las células β 
pancreáticas mediada por IL-1β está involucrada en el establecimiento de T2D. Por ejemplo, la 
exposición sostenida de las células β pancreáticas a IL-1β activa la expresión de iNOS dando como 
resultado una producción excesiva de NO, que induce la expresión de genes proinflamatorios (Wang 
et al., 2010). En esta Tesis Doctoral hemos evaluado la capacidad de las β-conglutinas purificadas (β1, 
β2, β3, β4 y β6) para modular los niveles de expresión de mediadores proinflamatorios (posibles 
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efectos antiinflamatorios potenciales) como los ARNm de IL-1β e iNOS en las células pancreáticas 
PANC-1.  

Nuestros resultados indican que las β-conglutinas, particularmente las β1, β3 y β6, reducen la 
capacidad proinflamatoria de las células pancreáticas PANC-1 al disminuir la expresión de iNOS y 
citoquinas, lo que ayuda a mejorar el proceso inflamatorio en general. Es posible que esta 
reducción de la capacidad proinflamatoria sea el resultado de ejercer un efecto antioxidante, lo que 
podría reducir el estrés oxidativo en la DM2 y otras enfermedades relacionadas con altos niveles de 
oxidación (Bognar et al., 2013; Boudjou et al., 2013). Además, estos resultados en la célula PANC-
1 están de acuerdo con los análisis preliminares previos que discutimos en referencia a hemocultivos 
inducidos (Lima-Cabello et al., 2017a). Los ensayos de provocación también se realizaron usando una 
mezcla de isoformas de β-conglutina (β1 + β3 + β6 + β2 + β4) en cultivo de células PANC-1 para 
medir variaciones de los niveles de iNOS e IL-1β usando qRT-PCR. El conjunto de β-
conglutina suprimió los niveles de inducción de iNOS y el mediador proinflamatorio IL-1β en 
las células tratadas con mezcla de β-conglutina y mezcla de LPS+β-conglutina.  Está bien establecido 
que la producción local y/o la IL-1β sistémica juegan un papel importante en la progresión de 
la disfunción del tejido pancreático, particularmente la apoptosis de las células β en T2D. Este 
proceso es producido por una etapa inflamatoria sostenida iniciada y amplificada por la síntesis de 
iNOS mediada por IL -1β y la producción de NO (Russell y Morgan, 2014). Las proteínas conglutinas 
β1, β3 y β6 de NLL pueden revertir este estado al disminuir los niveles de ARNm de IL-1β e iNOS 
proinflamatorios. 
  
5.4.2 Los péptidos de β-conglutina inhiben la producción de múltiples citoquinas y mediadores de la 
inflamación 
 

Las citoquinas están implicadas en la regulación de la función de las células β 
pancreáticas. Además de las citoquinas circulantes en el plasma, las células β pancreáticas 
producen diversas citoquinas en respuesta a diferentes estímulos fisiológicos y patológicos, que 
desempeñan papeles clave en la regulación de la función de las células β (Wang et al., 2010). La 
resistencia a la insulina aumenta la producción de citocinas deletéreas (proinflamatorias) en las 
células β y en el plasma. En una etapa de progresión de la diabetes tipo 2, esta situación anormal se 
caracteriza por un desequilibrio en el perfil de citoquinas proinflamatorias y mediadores que juegan 
un papel importante en el desencadenamiento de la disfunción de las células β (Tanabe et al., 
2017). Por lo tanto, restablecer el equilibrio a favor de las citoquinas protectoras en las células β y el 
plasma podría prevenir y tratar la disfunción de las células β y la progresión de la T2D. 

La literatura describe algunas actividades biológicas ejercidas por péptidos de semillas de 
leguminosas. Sin embargo, solo unos pocos estudios han caracterizado los efectos antiinflamatorios 
de los péptidos cortos derivados de plantas, que generalmente son mediados a través de la 
regulación del óxido nítrico proinflamatorio, citoquinas (es decir, interleuquinas), TNF-α e INF-
γ. Ndiaye et al., (2012) describen que los péptidos bioactivos de la harina de soja fueron capaces de 
inhibir significativamente varios mediadores inflamatorios, incluidos NO, iNOS, COX-2 y TNF-α en 
macrófagos inducidos por LPS. Además, el péptido lunasina derivado de la proteína de semilla 2S de 
soja, redujo la producción de ROS en macrófagos inducidos por LPS e inhibió la liberación de TNF-α e 
IL-6 (Millán-Linares et al., 2014; Millán-Linares et al., 2015). En esta Tesis Doctoral demostramos que 
las conglutinas β1, β3 y β6 de NLL solas o por acción conjunta, disminuyeron los niveles de producción 
de mediadores proinflamatorios. Esta amplia capacidad antiinflamatoria puede ser capaz de hacer 
frente a múltiples situaciones que promueven un proceso de retroalimentación en 
el establecimiento de un estado inflamatorio crónico que defiende la DT2. Por tanto, las β-
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conglutinas pueden revertir los efectos dañinos de un curso inflamatorio de varios estados celulares 
en diferentes niveles como se describe a continuación.  
- Un nivel elevado sostenido de ácidos grasos induce la liberación de IL-1β, IL-6 e IL-8. Esta exposición 
continua de las células β pancreáticas a este tipo de citoquinas promueve la producción y liberación 
excesivas de ROS e inhibe la secreción de insulina, lo que resulta en la apoptosis de las células β 
pancreáticas (Imai et al., 2013).  
- La inducción de apoptosis de células β pancreáticas por IL-1β e IFN-γ es activada por estrés ER 
(Gurzov et al., 2009).  
- La apoptosis de los islotes pancreáticos fue inducida por la acción sinérgica de TNF-α e IFN-γ a través 
de la activación de los canales de Ca2 +, que promueven la síntesis de NO y posteriormente activan 
la vía de estrés del ER (Ramadan et al., 2011), lo que conduce a una disfunción mitocondrial y 
activación de caspasas (Chang et al., 2004).  
- La combinación sinérgica de dos (IL-1β + IFN-γ) o tres (IL-1β + IFN-γ + TNF-α) citoquinas en los tejidos 
pancreáticos aumentó la producción de NO al aumentar directamente la síntesis de proteínas iNOS 
o afectar indirectamente al ARNm expresión de islotes de iNOS, lo que da como resultado la 
destrucción de las células de los islotes (Sekine et al., 2000). En la presente Tesis Doctoral, los niveles 
de expresión de ARNm de dos de los tres principales factores inductores de la apoptosis (TNF-α e 
IFN-γ) se redujeron en PBMC aislados de muestras de sangre con T2D después del tratamiento 
con las isoformas de conglutina β1, β3 y β6, lo que que puede tener un efecto positivo sobre la 
supervivencia de las células β pancreáticas (Salim et al., 2016).  
- El IFN-γ afecta positivamente los niveles de ARNm de IL-12, mientras que la IL-12 actúa como 
una molécula de señalización para aumentar la síntesis de IFN-γ (Liu et al., 2005). La reducción de los 
niveles de ARNm de IL-12 en las células sanguíneas T2D después del tratamiento con β1, β3 y β6 
puede reducir la síntesis de IFN-γ (y aumento de la producción de IL-12) y sus efectos inflamatorios 
perjudiciales.  
- La interleuquina-17 (IL-17A) actúa como una citoquina inflamatoria muy potente y un potente 
inductor de T2D a través de la producción de ROS, desempeñando un papel importante en la 
resistencia a la insulina que da como resultado daño tisular. En adición, IL-17 e IFN-gamma tienen 
una colaboración sinérgica para estabilizar la diabetes (Marwaha et al., 2014). La IL-17 
tiene actividades pleiotrópicas que incluyen la inducción de diversas citocinas inflamatorias (p. ej., IL-
6 y TNF-α) y quimioquinas [p. ej., la proteína quimioatrayente de monocitos 1 (MCP1)] de una gran 
variedad de células (Kawaguchi et al., 2004). Por lo tanto, la reducción en los niveles de proteína IL-
17 puede contribuir a la reducción de los efectos proinflamatorios de IL-6, la apoptosis de células de 
los islotes pancreáticos, y el reclutamiento local de células inmunitarias para mejorar el proceso de 
inflamación en la progresión de la diabetes tipo 2. 
 - Los efectos proinflamatorios inducidos por IL-1β a través de la inducción de la síntesis de IL-6, IL-8, 
TNF-α y la producción de quimiocinas CCL2 atrajeron a los macrófagos y otras células inmunes a los 
tejidos pancreáticos, que mejoran la inflamación de retroalimentación. progresión en islotes 
(Vanbervliet et al., 2002). Este efecto podría reducirse disminuyendo los niveles de producción de IL-
1β e IL-6, IL-8 y TNF-α. 
- La IL-2 y la quimioquina CCL5 inducen la activación y proliferación de las células inmunitarias 
asesinas naturales (NK), lo que mejora los procesos moleculares proinflamatorios (Wu et al., 
2017). En la presente Tesis Doctoral, la reducción en los niveles de ARNm de IL-2 y CCL5 por las 
conglutinas β1, β3 y β6 puede ayudar a reducir este efecto proinflamatorio. 
- El factor nuclear NF-κB es un actor clave en las enfermedades inflamatorias, ya que controla la 
respuesta inflamatoria global. NF-κB regula la expresión de una gran cantidad de genes 
proinflamatorios en la mayoría de los tejidos metabólicos , incluidas las enzimas [por ejemplo, la 
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ciclooxigenasa (COX)-2, la 5- lipoxigenasa (LOX), iNOS], citoquinas [por ejemplo, interleuquina (IL) -1, 
IL-6, IL-8, quimioquinas CCL2, CCL5 y TNF-α] y moléculas de adhesión (p. Ej., ICAM-1, VCAM-1, 
moléculas reguladoras del ciclo celular y factores angiogénicos) (Lawrence, 2009). La activación de 
NF-κB, particularmente en pacientes con un estado inflamatorio crónico, está críticamente asociada 
con una amplia variedad de enfermedades humanas, que incluyen diabetes, asma, aterosclerosis y 
cáncer. En la presente Tesis Doctoral, el nivel de expresión de ARNm de NF-κB1 (p50), un 
componente dimérico del complejo NF-κB, fue fuertemente inhibido por β1, β3 y β6 frente a T2D, 
lo que puede contribuir a una reducción en la formación y activación del complejo NFκB. Esta 
reducción en el nivel de expresión de ARNm de NF-κB también puede ser facilitada indirectamente 
por la reducción en los niveles de TNF-α promovida por las mismas isoformas de β-conglutina. 

La activación de la expresión de NF-κB también induce la producción 
de moléculas de adhesión (es decir, ICAM-1) y quimiotaxis (es decir, CCL2, CCL5) (Naamane et al., 
2007). Por lo tanto, una reducción en los niveles de NF-κB provocada por las β-conglutinas puede 
facilitar el mismo efecto sobre ICAM-1, la quimiocina CCL5 y la expresión del receptor CCR2 y 
contribuir a disminuir los procesos moleculares de inflamación, reduciendo así el reclutamiento de 
células inmunes.  
 
5.4.3 Las diferentes isoformas de la β-conglutina tienen efectos sobre el NO en los hemocultivos T2D. 
 

El óxido nítrico es una molécula de señalización que desempeña un papel clave en 
la patogenia de la inflamación. El NO se considera un mediador proinflamatorio que induce 
inflamación cuando se produce en exceso en situaciones anormales. El vínculo entre el estrés de las 
células β pancreáticas y la inflamación en la DM2 activa la expresión de una variedad de 
genes proinflamatorios de citoquinas y quimioquinas (p. ej., TNF-α, IL-6, IL-12, CCL2, CCL5 y otros 
mediadores inflamatorios como el NO), además de la producción excesiva de ROS. Esta expresión de 
citoquinas proinflamatorias activaría vías de señalización inflamatorias y la atracción de células 
inmunes que agravan aún más la inflamación local, provocando apoptosis de células β y T2D 
(McDaniel et al., 1996). La producción de NO por la NO sintasa inducible (iNOS) es un signo 
de progresión de la inflamación. La sobreproducción de NO es perjudicial para el huésped, lo que 
conduce al desarrollo de enfermedades relacionadas con la inflamación (Fujimoto et al., 2005). 

Como se indicó anteriormente, la lunasina de soja tiene efectos antiinflamatorios al inhibir la 
producción de NO en los macrófagos (de Mejia y Dia, 2009). Sin embargo, esta en esta Tesis Doctoral 
describimos por primera vez que una proteína leguminosa perteneciente a L. angustifolius ha 
suprimido la producción de NO en las células de hemocultivo de pacientes con diabetes tipo 2, con 
posibles efectos antiinflamatorios. 
 
5.4.4 Las proteínas β-conglutinas inhiben la quimiotaxis y la capacidad de adhesión celular. 
 

La patogenia de la inflamación de los islotes pancreáticos en la diabetes tipo 2 es un proceso 
complejo que implica infiltración de células inmunitarias, producción de citoquinas, apoptosis de 
células β, depósito de péptido amiloide de los islotes y fibrosis (Montane et al., 2014). Las vías 
inflamatorias contribuyen al deterioro de la captación de glucosa estimulada por la insulina en el 
tejido adiposo debido a la inhibición del TNF-α y las quimiocinas en el hígado y las células del músculo 
esquelético, así como a la disminución de la producción pancreática de insulina y la desregulación de 
la gluconeogénesis y glucogenólisis hepáticas (McArdle et al., 2013). 

Los niveles de expresión de citoquinas como TNF-α, IL-1β, IL-6 e IL-18, y quimioquinas 
como CCL2 (MCP-1) y CCL5 o RANTES, contribuyen en gran medida a la inflamación localizada y la 
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disfunción de los islotes en la diabetes tipo 2 al reclutar células inmunes en el tejido adiposo y los 
islotes pancreáticos, y conducen a la resistencia a la insulina e hiperglucemia. Este reclutamiento de 
células inmunes se ve reforzado por el círculo vicioso de autoestimulación de IL-1β y la deposición de 
péptidos amiloides que pueden interactuar con las células inmunes para promover la síntesis de IL-
1β (Turner et al., 2014). Presumimos que las β-conglutinas NLL podrían tener un efecto beneficioso 
en el mecanismo de quimiotaxis modulando el eje CCR / CCL. Para examinar esto, evaluamos la 
expresión de CCR2 y quimiocina CCL5 en PBMC aisladas de pacientes diabéticos de tipo 2 después de 
24 h de incubación con proteínas de isoforma β-conglutina individuales. Está claro que las conglutinas 
β modulaban marcadamente el eje CCR/CCL. La expresión de CCR2 disminuyó drásticamente en las 
pruebas de exposición de β1, β3 y β6, pero no hubo efecto en las pruebas de exposición β2 y β4 en 
comparación con las PBMC de T2D. De manera similar, la expresión de la quimioquina CCL5 
disminuyó en los desafíos β1, β3 y β6. Por tanto, los resultados indican que el tratamiento de 
hemocultivos T2D con conglutinas β2 o β4 aumentó la expresión tanto del receptor CCR2 como de 
la quimioquina CCL5 y, en consecuencia, la capacidad de la quimiotaxis para aumentar la migración 
de células inmunitarias a tejidos inflamatorios. Por el contrario, el tratamiento con conglutinas β1, 
β3 o β6 redujo los niveles de expresión de CCR2 y CCL5, lo que mejoró directamente el estado 
inflamatorio al inhibir el reclutamiento y la migración de células inmunes, y redujo los niveles de 
mediadores inflamatorios (iNOS, TNF-α, INF-γ), producción de ARNm y proteínas de interleucinas y 
producción de NO. La inhibición de CCR2 y las quimiocinas CCL2 y CCL5 mejora significativamente la 
patología pancreática al aumentar el número de islotes pancreáticos y la reversión casi completa de 
la hipertrofia de los islotes (Cardona et al., 2013). Además, la recuperación funcional pancreática 
puede ser un reflejo de la gravedad reducida de la diabetes, ya que la insulina redujo los niveles de 
CCR2, mejoró la respuesta sistémica y aumentó el contenido de glucógeno hepático para asegurar 
la normalización. Está bien establecido que la inflamación crónica juega un papel crítico en la 
patogénesis de diversas enfermedades como la diabetes tipo 2 a través de múltiples 
mecanismos. Uno de esos mecanismos es la activación y el aumento de la expresión de moléculas de 
adhesión de células vasculares (es decir, ICAM-1, VCAM-1) que facilitan la adhesión, transmigración 
y reclutamiento de células inmunes, particularmente monocitos y células T, con mayor inducción y 
liberación de pro-citoquinas inflamatorias, migración de macrófagos y oxidación de lípidos que 
promueven y mantienen respuestas inflamatorias de retroalimentación (Muller, 2013). Nuestros 
resultados mostraron que, además de reducir la capacidad de reclutar células inmunes al disminuir 
la expresión de los mediadores del eje CCR/CCL, las isoformas de conglutina β1, β3 y β6 tienen la 
capacidad de reducir la quimiotaxis debido a la fuerte reducción en la expresión de la molécula de 
adhesión celular ICAM-1 en muestras de sangre con T2D. Por tanto, la modulación conjunta de la 
quimiotaxis y la adhesión celular al reducir la expresión del eje CCR / CCL y las moléculas ICAM-1 por 
las proteínas de conglutina β puede reducir el reclutamiento de células inmunitarias y, por 
tanto, mejorar el progreso inflamatorio. Este efecto también facilitaría la reducción de los niveles de 
TNF-α tanto en el modelo celular PANC-1 como en las PBMC de los pacientes diabéticos tipo 2, ya 
que esta citoquina puede inducir la expresión de ICAM-1 (Thichanpiang et al., 2014). 
 
 
 
5.5 Las proteínas β-conglutinas de la semilla de Lupinus angustifolius son capaces de revertir la 
resistencia inducida a la insulina en un modelo celular pancreático. 

 
El cultivo de células pancreáticas in vitro tiene la ventaja adicional de que es posible establecer 

de forma relativamente sencilla un modelo de resistencia a insulina, en el que se pueden ensayar las 
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condiciones mencionadas anteriormente, obteniendo información fisiológica adicional. Como paso 
previo se evaluó la potencial presencia de efectos nocivos o citotóxicos de las proteínas 
recombinantes sobre la viabilidad de las células PANC insulino-resistentes utilizadas en el sistema in 
vitro. Los resultados obtenidos sugieren que ni las proteínas β-conglutinas individuales ni la mezcla 
de isoformas comprometen la integridad de las células pancreáticas control ni de las células en las 
que se indujo resistencia a la insulina (RI). 
 
5.5.1 Las β-conglutinas incrementan la captaciónde glucosa y la expresión génica de los genes de la 
ruta de señalización de la insulina en células IR-C. 
 

La RI se observa en una amplia variedad de estados fisiopatológicos y es una causa clave del 
estado de diabetes y prediabetes (Kabadi, 2017). Mejorar la RI es el enfoque principal para prevenir 
y tratar la diabetes. La hiperglucemia y la hiperinsulinemia son el resultado de la IR, que puede 
afectar a diferentes órganos diana de la insulina, por ejemplo, el hígado y el músculo esquelético 
(DeFronzo y Tripathy, 2009). El alivio de la IR por las conglutinas β de la semilla de NLL podría 
contribuir a que los órganos insulinodependientes mejoren el estado de la DM2. Sin embargo, los 
mecanismos moleculares que subyacen los efectos que conducen a la homeostasis de la glucosa y la 
IR aún no están claros. Las diferentes β-conglutinas del NLL podrían desempeñar 
un papel importante en la homeostasis de la glucosa. El tratamiento de células IR-
C pancreáticas resistentes inducidas por insulina con β-conglutinas se realizó para determinar los 
efectos sobre el nivel de ARNm de GLUT-4 y el aumento de la proteína GLUT4 total para la mejora 
potencial de la captación de glucosa en IR_PANC-1. Hemos demostrado que el tratamiento con las 
proteínas purificadas β1, β3 y β6 indujo la captación de glucosa por las células IR-C, mostrando 
resultados comparables entre sí. Sin embargo, el tratamiento con conglutinas β2 y β4 mantuvo 
la captación de glucosa a niveles comparables a los de las células IR-C (sin co-cultivar con la 
proteína β-conglutina). El análisis de genes clave en la vía de señalización de la insulina, como IRS-1 
y GLUT-4, ha demostrado la regulación positiva de la expresión de estos genes tras el co-cultivo con 
β1, β3 y β6, mientras que la expresión de ARNm de IRS-1 y GLUT-4 no aumentó en IR_PANC-
1, estando en niveles similares a los del control cuando el cultivo celular fue adicionado con las 
conglutinas β2 y β4. Estos hallazgos sugieren que las proteínas β-conglutinas podrían reducir 
significativamente el nivel de glucosa en sangre al promover la captación de glucosa por las células y 
aliviar la hiperglucemia mediante el aumento de la concentración de GLUT-1. La involución de la IR 
también se logra mediante la regulación al alza de IRS-1, que puede mediar la activación de la vía de 
señalización de la insulina, lo que lleva a una disminución de la glucosa en sangre por la absorción 
celular de glucosa (Stuart et al., 2014). Además, la absorción de glucosa está mediada por el 
reclutamiento del receptor de glucosa GLUT4 a la membrana plasmática. 

A nivel celular, la capacidad de captar glucosa se determina controlando la cantidad del 
transportador de glucosa GLUT4 presente en la membrana plasmática. A nivel molecular, el aumento 
de la expresión de GLUT-4 puede aumentar la captación de glucosa, junto con otros factores (Jaldin-
Fincati et al., 2017).  Las conglutinas β1, β3 y β6 aumentaron la fosforilación de IRS-1 y de los 
efectores posteriores.  
 
5.5.2 Las conglutinas purificadas β1, β3 y β6 incrementan la fosforilación de IRS-1 y los efectores 
subsecuentes. 
 

El tratamiento continuado con insulina o la IR generalmente resultan en la reducción de la 
fosforilación de tirosina del receptor de insulina mediada por esta misma molécula (Copps y White, 
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2012). Las células diana resistentes a la insulina exhiben una captación de glucosa estimulada por 
insulina imperfecta y una transducción defectuosa de la señal de insulina (Fröjdö et al., 2009). La 
fosforilación Ser/Thr del receptor de insulina y las proteínas del sustrato IRS se considera una base 
molecular para la IR. El receptor de insulina es una tirosina quinasa que sufre autofosforilación 
estimulada por ligando y una activación de su actividad intrínseca de sustrato quinasa. Una 
vez activado, el receptor fosforila los sustratos intracelulares de la tirosina, incluidos los miembros 
de la familia de sustratos del receptor de insulina (IRS1/2/3/4) y de los efectores posteriores, 
como Cbl o APS (Haeusler et al., 2018). La fosforilación de tirosina dependiente del receptor de 
insulina de IRS1 y El IRS2 es fundamental para mantener la homeostasis adecuada de la glucosa a 
través de su interacción con el PI3K (Chang et al., 2004). Esta interacción parece tener una función 
dual al estimular la actividad de PI3K y dirigir la enzima a un sitio intracelular crítico (Mackenzie y 
Elliott, 2014). 

Los resultados obtenidos muestran que el uso de β-conglutinas de NLL mejora la señalización 
de la insulina en las células resistentes a la insulina, lo que también podría mejorar el estado de IR. 
La translocación de GLUT4 está mediada predominantemente a través de la ruta de señalización 
dependiente de insulina p85-PI3K/AKT/GLUT4 para formar sitios de almacenamiento de glucógeno 
(Leto y Saltiel, 2012), que implica varios genes fundamentales, tales como PKB, p85-PI3K, IRS-1, y el 
receptor de insulina (IR). Cuando la insulina se une al IR, induce la fosforilación de tirosina de IR e IRS-
1, que posteriormente activan y fosforilan a IRS-1, p85-PI3K, AKT y PKB/AKT2, e inducen la 
translocación de GLUT4 (Boucher et al., 2014). Así, la activación de IRS-1, p85-PI3K y AKT podrían ser 
una evidencia directa para demostrar los efectos específicos de las proteínas conglutinas β NLL sólo 
en la vía insulinodependiente. Nuestros resultados muestran un aumento de la fosforilación de 
tirosina de IRS-1, lo que podría reducir los niveles de glucosa (aumento de la captación de glucosa) y 
la IR en el estado hiperglucémico y DM2, en concordancia con el aumento de expresión de ARNm de 
IRS-1 y GLUT-4 y la síntesis de proteínas p85-PI3K y GLUT-4. Además, también encontramos niveles 
aumentados de PKB después del tratamiento de hemocultivo T2BM con β1, β3 y β6. Se ha 
demostrado que la hiperglucemia y la RI son causadas por la inhibición de la fosforilación de p85-
PI3K (Boucher et al., 2014).  En consecuencia, la fosforilación de IR, IRS-1, p85-PI3K y PKB es esencial 
para la translocación de GLUT4 y la antihiperglucemia. En la presente Tesis Doctoral, hemos 
demostrado un aumento de la fosforilación de las proteínas IRS-1 y Akt [IRS-1 (Tyr612) y Akt (Ser473)] 
a través de la regulación positiva por las conglutinas β1, β3 y β6 de NLL en el tratamiento de IR-C 
resistentes a la insulina. Además, las β-conglutinas de NLL también aumentaron los niveles de mRNA 
de IRS-1 y GLUT4, y de las proteínas p85 y GLUT4. Estos hallazgos demuestran que las β-conglutinas 
NLL pueden mejorar la translocación de GLUT4 aumentando las proteínas fosforiladas en la vía 
PKB/GLUT4, así como regulando al alza la expresión génica de IRS-1 y GLUT-4 a nivel transcripcional 
y la síntesis de proteínas correspondientes en las IR-C. Además de la activación de p85-PI3K a través 
de la fosforilación de IRS-1 (una vía independiente de p85-PI3K), los datos recientes sugieren que una 
segunda vía podría involucrar eventos de fosforilación de tirosina que están restringidos a 
subdominios de la membrana plasmática (Boucher et al., 2014). Hemos investigado el papel de la 
fosforilación de la proteína Cbl y caveolina facilitando la translocación de GLUT4 a la membrana y la 
absorción de glucosa. La fosforilación de tirosina de Cbl da como resultado la presencia de 
subdominios lipídicos en la membrana plasmática enriquecidos con caveolina (Kanzaki y Pessin, 
2003) y es necesaria para promover la translocación de GLUT4 a la membrana plasmática. En este 
sentido, los subdominios lipídicos mencionados se han implicado como sitios para el inicio de la señal, 
ayudando en la formación de caveolas. Estas pequeñas invaginaciones de la membrana plasmática a 
menudo están enriquecidas en moléculas de señalización, glicolípidos y colesterol, y se ha propuesto 
que actúan como orgánulos de señalización (Pani y Singh, 2009).  
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Los datos sugieren colectivamente que las β-conglutinas del NLL: (i) promueven la 
fosforilación de p-85-PI3K a través de la activación de IRS-1 por IRS-1 fosforilado, después de 
un aumento en la expresión de su ARNm; (ii) activan a otras proteínas que actúan tras SOCS3, como 
Akt y podrían incrementar la sensibilidad a la insulina regulando Akt. La translocación de GLUT4 a la 
membrana plasmática fue regulada por (iii) sus principales reguladores, mediante la promoción de la 
fosforilación de IRS-1, Akt y p85-PI3K; y (iv) promoviendo la fosforilación de proteínas como Cbl y 
caveolina que reclutan complejos de las principales proteínas activadoras para la formación de balsas 
lipídicas y caveolas. Las proteínas β-conglutinas son un compuesto bioquímico potencial de la 
leguminosa NLL que promueve la captación de glucosa y el control glucémico. 
 
5.5.3 Efectos de las proteínas β-conglutinas sobre el metabolismo y las vías de señalización 
 

Una característica principal del estado de IR es el desequilibrio en el metabolismo de 
la glucosa. En este estado, la captación de glucosa (que se utilizará en los tejidos diana) está 
profundamente disminuida debido a la regulación a la baja del transportador GLUT-4 en los sujetos 
con DM2 (Kouznetsova et al., 2017). Además, la expresión de enzimas clave en el metabolismo de la 
glucosa como la exoquinasa o glucosa quinasa, la glucosa 1,6-fosfatasa y la glucosa 6-fosfatasa, que 
controlan la dirección de la glucolisis y la gluconeogénesis, también estan desreguladas (Nogiec et 
al., 2015).  En la presente Tesis Doctoral, hemos encontrado que determinadas isoformas de β-
conglutina son capaces de regular la expresión de enzimas clave del metabolismo de la glucosa que 
puede favorecer una mayor utilización y la degradación de la glucosa en lugar de la vía 
gluconeogénica y activar el metabolismo de PBMC aislados de la sangre de pacientes diabéticos tipo 
2. El nivel de ARNm de la hexoquinasa (GK) se vio afectado solo por el tratamiento con β1 (valor 
reducido) en muestras de PBMC en comparación con el grupo de control (sin co-cultivo con proteína 
conglutina β), lo que puede ayudar a utilizar la glucosa en la vía catabólica degradativa (glucólisis en 
lugar de la ruta de las pentosas fosfato). El mismo efecto se ve favorecido por los niveles decrecientes 
de glucosa 6-fosfato deshidrogenasa cuando las muestras de sangre T2DM se expusieron a 
conglutinas β1, β3 y β6. El catabolismo de la glucosa también puede verse favorecido por 
la disminución de los niveles de glucosa 6-fosfatasa (G6Pasa), la subunidad catalítica de G6Pasa y los 
niveles regulados al alza del ARNm de fructosa 1,6-bifosfatasa (F1,6BPasa) en sangre T2DM tratada 
con β1, β3 y β6. La reacción enzimática catalizada por la G6Pasa está incluida en las reacciones de 
gluconeogénesis y confiere la capacidad de liberar glucosa a la sangre (Edgerton et al., 2009). En la 
presente Tesis Doctoral hemos detectado que se produce simultáneamente una reducción de la 
expresión de enzimas que disminuyen la generación de glucosa (GP y G6Pasa) y un aumento de la 
expresión de enzimas involucradas en la utilización de glucosa (HK), provocando mejoras en la 
hiperglucemia (reducción de la glucosa en sangre) y la RI (sensibilidad a la insulina) en las células 
cultivadas de T2DM. Al mismo tiempo, la homeostasis de la glucosa está controlada no solo por el 
catabolismo de la glucosa sino también por la síntesis de glucógeno a través del equilibrio de los 
niveles de insulina/glucagón. El aumento de los niveles de ARNm del receptor del péptido 1 similar 
al glucagón (GLP-1R) por los tratamientos con β2 y β4 de muestras de sangre de DMT2, activa la 
secreción de insulina por las células beta pancreáticas (Meloni et al., 2013), que aumenta el equilibrio 
insulina/glucagón, favoreciendo el catabolismo de la glucosa, ya que aumentar este equilibrio 
activa enzimas clave del metabolismo de la glucólisis como la fosfofructoquinasa, inhibiendo la 
gluconeogénesis (Berg et al., 2002). Además, β1 y β3 regulan negativamente la síntesis de ARNm del 
glucagón yde su receptor, así como aumentan la síntesis de ARNm de insulina por parte de β1, β3 y 
β6, aumentando este equilibrio insulina/glucagón. La actividad glucoquinasa incrementada (GK) 
aumenta la utilización de glucosa de la sangre para su almacenamiento y la captación de glucosa 
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en los tejidos dirigidos blanco de la insulina (Katz et al., 2016). Se sabe que la síntesis de glucógeno a 
partir de diferentes precursores y su degradación dependen de factores nutricionales y hormonales, 
principalmente glucosa e insulina (Berg et al., 2002). La insulina disminuye la producción de glucosa 
al activar el glucógeno síntesis y glucólisis e inhibiendo la gluconeogénesis. Sin embargo, en la 
diabetes, la vía gluconeogénica se activa de forma aberrante y suministra una cantidad relativamente 
mayor de glucosa a la circulación (Petersen et al., 2017). Para controlar los niveles de catabolismo de 
la glucosa, observamos que GSK3β (que inhibe la síntesis de glucógeno) es regulado 
negativamente por el tratamiento con β1, β3 y β6 en el hemocultivo T2DM, que desvía parte de la 
glucosa que ingresa a la biosíntesis de glucógeno. Además, también hemos encontrado que el RNAm 
de la insulina es regulado positivamente por β1, β3 y β6, lo que ayuda a equilibrar el catabolismo de 
la glucosa y la gluconeogénesis. Por lo tanto, las β-conglutinas pueden promover la entrada 
de glucosa en las células mediada por GLUT-4 (que muestra niveles de expresión aumentados), lo 
que a su vez equilibra la oxidación de la glucosa y la producción de glucosa en T2DM, mejorando la 
IR a través de la normalización de los niveles de expresión de enzimas relacionadas con el 
metabolismo de la glucosa. 

Las citocinas proinflamatorias regulan la función de las células β pancreáticas. Además de las 
citoquinas circulantes en plasma, las células β pancreáticas producen diversas citoquinas en 
respuesta a diferentes estímulos fisiológicos y patológicos, desempeñando papeles clave en la 
regulación de la función de las células β y en la RI (Cernea y Dobreanu, 2013). La RI aumenta la 
producción de citoquinas proinflamatorias en las células β y en plasma. Así, con la progresión de la 
DM2, esta situación anormal se caracteriza por un desequilibrio en los perfiles 
de óxido nítrico proinflamatorio, de citoquinas (i.e. interleuquinas), TNF-α e INF-γ, y otros 
mediadores que juegan un papel importante en la activación de la disfunción de las células β, en la 
RI y en la DM2, ya que la intercomunicación a través de las citoquinas entre las células β pancreáticas 
y otros tejidos puede estar fuertemente involucrada en la regulación de la función de las células β 
(Nordmann et al., 2017). Por lo tanto, restaurar el equilibrio hacia las citoquinas protectoras en las 
células β y en el plasma podría prevenir y tratar la disfunción de las células β, la progresión de la RI y 
la DM2. En esta Tesis Doctoral, hemos demostrado que las proteínas conglutinas β1, β3 y β6 de NLL 
disminuyeron los niveles de producción de ARNm de los mediadores proinflamatorios NO, TNF-α, 
INF-γ y NFkB1 en hemocultivos de T2DM. El factor nuclear NF-κB es un actor clave en 
las enfermedades inflamatorias, ya que controla la respuesta inflamatoria global. El NF-κB regula la 
expresión de una plétora de genes proinflamatorios en la mayoría de los tejidos metabólicos, 
incluidas enzimas como la ciclooxigenasa (COX)-2, la 5-lipooxigenasa (LOX) y la iNOS, y citoquinas 
como el TNF-α, moléculas reguladoras del ciclo celular y factores angiogénicos (Shih et al., 2015). En 
la presente Tesis Doctoral, mostramos que el nivel de expresión de ARNm de NF-κB1 (p50) 
fue fuertemente inhibido por β1, β3 y β6, lo que puede contribuir a una reducción en la formación y 
activación del complejo NF-κB. Esta reducción en el nivel de expresión del ARNm de NF-κB también 
puede ser facilitada indirectamente por la reducción en los niveles de INF-γ y TNF-α promovidos por 
las mismas isoformas de β-conglutina. Esta amplia capacidad antiinflamatoria puede ser capaz de 
hacer frente a múltiples situaciones que promueven un proceso de alimentación en el 
establecimiento de un estado inflamatorio crónico que es promovido por la RI en la DM2. Así, las β-
conglutinas pueden revertir los efectos nocivos de un curso inflamatorio de varios estados celulares 
a diferentes niveles, como se describe en Lima- Cabello et al. (2018d). La proteína quinasa activada 
por AMP (AMPK) es una serina/treonina quinasa que juega un papel vital en el mantenimiento de la 
homeostasis de la energía celular. La AMPK inhibe la síntesis de ácidos grasos mediante la restricción 
de la fosforilación de dos dianas: la acetil-coA carboxilasa 1 (ACC1) y la proteína de unión al elemento 
regulador de esterol 1c (SREBP1c) (Li et al., 2011). La AMPK también estimula la captación 
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de glucosa mediante la translocación de vesículas intracelulares que contienen GLUT4 a través de el 
plasma, además de inhibir la gluconeogénesis para mantener los niveles de glucosa en sangre (Jeon, 
2016). Además, la pequeña GTPasa Rab4 participa en el mecanismo molecular involucrado en la 
distribución subcelular de las moléculas transportadoras de glucosa GLUT-4 tanto en condiciones 
basales como estimuladas por insulina, que son muy sensibles a la insulina para el transporte de 
glucosa. Se ha determinado que cuando Rab4 está moderadamente presente, aumenta el número 
de moléculas de GLUT-4 reclutadas en la superficie celular en respuesta a la insulina, así como la 
eficacia de la insulina. Sin embargo, cuando Rab4 está presente en niveles más altos, la cantidad de 
GLUT-4 presente en la superficie celular en respuesta a la insulina se encuentra disminuida (Cormont 
et al., 1996). En este sentido, el tratamiento con las conglutinas β1, β3 y β6 ayudó a disminuir los 
niveles de ARNm de Rab4 en T2DM, para aumentar el reclutamiento del transportador GLUT-4 a la 
superficie celular con el fin de aumentar la entrada de glucosa y mejorar la RI. Por lo tanto, en la 
presente Tesis Doctoral, también hemos encontrado que los niveles de expresión de ARNm de 
la subunidad catalítica AMPKα1 y la subunidad no catalítica AMPKγ2 están regulados al alza por β4 y 
β1, respectivamente, en cultivos de T2DM. El aumento de los niveles de esta quinasa puede ayudar 
a controlar la homeostasis de la glucosa y mejorar la IR, lo que podría lograrse al afectar los niveles 
de ARNm de FOXO1, GLP-1R, PDX-1 y PI3K en los tejidos hepático y pancreático. Se ha encontrado 
previamente que la AMPK disminuyó los niveles de FOXO1 (Puddu et al., 2013). Además, estos 
hallazgos indican que la AMPK afecta significativamente los niveles de ARNm (regulación positiva ) de 
GLP-1R (que activa la secreción de insulina de las células beta pancreáticas ), PI3K (activa la 
señalización de insulina vía y captación de glucosa por GLUT-4), al mismo tiempo que regula a la baja 
(reduce) los niveles de ARNm de los genes de la vía de señalización descendente FOXO1 (factor de 
transcripción) y PDX-1 (factor promotor de insulina 1). La AMK activa la señalización de PI3K/AKT 
disminuyendo la expresión celular de FOXO1 y aumentando la de PDX-1. Brunet et al. 
(2001) encontraron que la insulina reprime la gluconeogénesis hepática mediante la fosforilación de 
PI3K/AKT y la inactivación de FOXO1. Por lo tanto, debido a estas funciones principales, los efectos 
antidiabéticos promovidos por la AMPK incluyen un fuerte potencial para prevenir la RI, el estrés 
oxidativo o el trastorno diabético, particularmente la AMPK que afecta la disminución de la glucosa 
en sangre, los perfiles de lípidos y los niveles séricos de biomarcadores inflamatorios, además de 
regulando la vía de señalización PI3K / FOXO1 / PDX-1. Además, las funciones biológicas beneficiosas 
del GLP-1 están mediadas por su interacción con su receptor específico, GLP-1R, un miembro de 
la subclase B de la familia de receptores acoplados a proteínas G (GPCR). El GLP-1 se une al GLP-1R 
en las células β y aumenta los niveles de cAMP. Por otra parte, las moléculas de AMPc actúan 
individualmente sobre la proteína quinasa A e intercambian proteína activada directamente por 
AMPc para estimular la secreción de insulina y promover el crecimiento de células β (Meloni et al., 
2013). Además, el GLP-1R es un miembro de la familia de GPCR que puede activar PI3K, el cual 
participa en varios pasos críticos en la transducción de señales de insulina y en el metabolismo de 
glucosa y lípidos. Sugerimos que el aumento de los niveles de ARNm de AMPK por las conglutinas β1 
y β4 podría ayudar a activar eficazmente el GLP-1R, que también está regulado positivamente por las 
conglutinas β4 y β6 y actúa sobre el GLP-1 para fortalecer la señal de insulina/IGF-1, potenciada por 
el hecho de que las conglutinas β1, β3 y β6 regulan positivamente los niveles de expresión de 
ARNm tanto de insulina como de IGF-1. Este efecto, a su vez, puede conducir a la fosforilación de 
la vía subsecuente PI3K/AKT e inhibe la expresión subsecuente de FOXO1 para promover la 
localización nuclear de PDX-1 y la masa y función de células β pancreáticas. 

La activación transcripcional del metabolismo a través de la vía de la insulina requiere una 
cascada de fosforilaciones de proteínas, que implica a múltiples quinasas, e.g., la quinasa regulada 
por señales extracelulares (ERK), la quinasa N-terminal c-Jun (JNK) y p38 MAPK. Todas estas quinasas 



 

 176 

son activadas por la insulina en células sensibles. Se ha encontrado que la activación de la p38 
MAPK está alterada en células resistentes a la insulina, en donde las quinasas ERK y JNK son activadas 
por insulina (Kumar y Dey, 2004). También hemos encontrado que los niveles de expresión del mRNA 
de p38 están regulados negativamente en células IR-C resistentes a insulina inducidas. Sin embargo, 
el tratamiento del cultivo de células IR-C con conglutinas β1, β3 y β6 puede aumentar en gran medida 
los niveles de expresión de ARNm de p38 MAPK, lo que también sería un mecanismo para aumentar 
la actividad de p38 si seencuentra más proteína disponible. en la célula, recuperando los niveles de 
insulina p38 al estado no resistente. 
  
5.5.4 Las proteínas β-conglutinas tienen efectos positivos sobre el estrés oxidativo. 
 

El estrés oxidativo (exceso de generación de ROS) es el factor principal en la aparición y 
progresión de las complicaciones diabéticas (RI) en condiciones de obesidad o hiperglucemiantes 
(Tangvarasittichai, 2015). Además, el estrés oxidativo puede ser un factor importante para el 
desarrollo de RI y DM2. 

La hiperglucemia causa una lesión del sistema de defensa antioxidante, seguida de una 
producción excesiva de especies de oxígeno reactivo (ROS), lo que contribuye al estrés oxidativo y la 
disfunción mitocondrial que a su vez agravan la IR (Hurrle y Hsu, 2017).  La cantidad de ROS dentro 
de la célula está finamente modulada por defensas antioxidantes enzimáticas y no enzimáticas tales 
como superóxido dismutasas (SOD), catalasa (CAT) y glutatión (Ighodaro y Akinloye, 2017). Por lo 
tanto, es necesario comprender la relación entre el estrés oxidativo y la RI para la prevención de la 
diabetes, y la disminución de los niveles de radicales libres puede servir para reducir el riesgo de 
diabetes y sus complicaciones asociadas (Rochette et al., 2014). Así, en esta Tesis Doctoral 
examinamos el efecto de las proteínas β-conglutinas (β1 a β4 y β6) sobre la supresión del estrés 
oxidativo producido por la resistencia inducida por insulina en las células C e IR-C usando 
un inmunoensayo y la detección de oxidación de proteínas mediante OxyBlot (Dalle-Donne et al., 
2003). La oxidación de proteínas es una de las modificaciones covalentes de las proteínas inducidas 
por ROS como el H2O2 u otros productos de estrés oxidativo, y la carbonilación es una de las 
modificaciones oxidativas de proteínas que ocurren con mayor frecuencia y que puede ser 
responsable de alteraciones en la actividad de las proteínas, por ejemplo, la señalización. Se han 
identificado proteínas carboniladas en muchas especies de plantas, en diferentes etapas de 
crecimiento y desarrollo, y esta detección sirve como indicación del nivel de modificación 
oxidativa de las proteínas (Liu et al., 2012).   

Se observaron niveles muy bajos de oxidación de proteínas, similares a las generadas a través 
de la actividad metabólica normal, en las células IR-C después de co-incubar con las conglutinas β1, 
β3 y β6, así como en células C sin co-cultivo, a diferencia de las células co-cultivadas con las 
conglutinas β2 y β4, en las que la oxidación de proteínas permaneció en niveles similares a los de las 
células IR-C resistentes inducidas por insulina. Estos resultados muestran que las conglutinas β1, β3 
y β6 invierten eficazmente la producción de ROS (estrés oxidativo) en las células pancreáticas IR-C 
tratadas con estas β-conglutinas. La actividad de la superóxido dismutasa (Cu/Zn-SOD), los valores 
de glutatión (GSH) y la producción de óxido nítrico representan igualmente indicadores clave del nivel 
de estrés oxidativo (Tangvarasittichai, 2015). En la presente Tesis Doctoral evaluamos los efectos de 
diferentes isoformas de β-conglutinas sobre variables antioxidantes en el modelo in vitro (IR-C). Para 
lograr esto, medimos las actividades de SOD y catalasa, los niveles de GSH y la producción de NO 
en células IR-C resistentes inducidas antes y después de los desafíos individuales de isoformas de β-
conglutina, registrando niveles crecientes de GSH y una reducción de las actividades SOD y catalasa. 
Además, la reducción drástica de la carbonilación oxidativa que detectamos, induce a pensar que de 
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forma indirecta se producirá una prevención de la peroxidación lipídica y de otras modificaciones 
oxidativas de proteínas, mejorando en este sentido, el equilibrio general del estrés oxidativo. 
Además, el óxido nítrico es una molécula de señalización que juega un papel clave en la patogenia de 
la inflamación, ya que el NO se considera un mediador proinflamatorio que induce 
inflamación cuando se produce en exceso en situaciones anormales en una situación de 
estrés oxidativo (RI), por ejemplo, como resultado de la producción de peroxinitrito, un potente 
agente oxidante de la reacción entre el superóxido con óxido nítrico (NO) (Sharma et al., 2007). La 
producción de NO en las células IR-C co-cultivadas con β1, β3 y β6 disminuyó igualmente de forma 
significativa en los cultivos IR-C, como se muestra en esta Tesis Doctoral.   
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6. CONCLUSIONES 



 

 180 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 



 

 181 

1) Los triterpenos (ácido oleanólico y maslínico) del aceite de oliva, administrados a pacientes 
sanos en el ensayo clínico NUTRAOLEUM a través del consumo de aceites de oliva 
modificados, consiguen modular los estados inflamatorios y oxidativos generados 
artificialmente en cultivos ex vivo de sangre completa de los pacientes. Dicha modulación 
consiste en una disminución o modificación significativa de numerosos biomarcadores 
relevantes de tipo inflamatorio (e.g. IL-1β, IL-2, IL-6, IL-8, IL12, IL-17, INF-γ, y TNF-α) y 
oxidativos (iNOS, presencia de proteínas nitradas en el aminoácido tirosina y producción de 
NO) usando un amplio panel de métodos experimentales.  
 

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

3) El sistema de inducción inflamatoria ex vivo en cultivos de sangre completa de pacientes 
control y pacientes con diabetes tipo 2 (T2D) ha sido usado por primera vez para evaluar la 
capacidad antiinflamatoria de 5 proteínas de tipo b-conglutina del altramuz de hoja estrecha, 
que han sido diseñadas, optimizadas en su expresión recombinante y purificadas de cultivos 
de E. coli. Tres de esas proteínas (β1, β3, y β6) indujeron la sobreexpression de los genes IRS-
1, p85, AKT, y GLUT-4 en sujetos control y diabéticos, y atenuaron la expression de IL-1 e iNOS, 
potenciando una mejora del estado antiinflamatorio causado por esta última patología. Estos 
efectos parecen estar mediados por la capacidad de estas b-conglutinas para interaccionar 
con la insulina. 
 

4) El tratamiento ex vivo de muestras de sangre de pacientes T2D y de células pancreáticas 
PANC-1 in vitro, en ambos casos estimuladas con LPS y co-cultivadas con las isoformas β1, β3, 
y β6 promueve la atenuación de la expresión de mediadores pro-inflamatorios clave para el 
daño de las células β pancreáticas, que incluyen la interleuquina IL-1β, la quimioquina CCL5, 
el receptor de la  quimioquina MCP-1, el factor de adhesión ICAM-1, las citoquinas TNF-α e 
INF-γ, y el mediador NF-κB1. Además, disminuyó significativamente la producción de las 
citoquinas proinflamatorioas TNF-α, INF-γ, IL-1β, IL-2, IL-6, IL-8, IL- 12, y IL-17. Finalmente, las 
conglutinas β1, β3, y β6 inhibieron la producción de NO y la expresión y aparición de la iNOS.  

 
5) Para profundizar en el posible mecanismo regulador de las proteínas conglutinas β1, β3, y β6, 

hemos evaluado sus los efectos en un sistema de cultivo in vitro de células pancreáticas PANC-
1 en las que se indujo un estado de tolerancia a la insulina que imita la resistencia de las 
células β pancreáticas a lo largo del progreso de la diabetes mellitus. Las isoformas β1, β3, y 
β6 mejoraron diversos biomarcadores de la diabetes, actuando sobre múltiples blancos y 
rutas, permitiendo una reversión notable de la resistencia a insulina. Algunos de los 
biomarcadores analizados incluyen el consumo intracelular de glucosa, la sobreexpresión de 
mediadores de la ruta de señalización de la insulina como  IRS-1 y el transportador GLUT-4, la 
síntesis de p85-PI3K y GLUT-4, la activación de la ruta intracelular IRS-1/PI-3-quinasa 
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implicada en la homeostasis de la glucosa fosforilando al activador p-IRS-1 y a los mediadores 
subsecuentes p-Akt, p-Cbl, y caveolina-p, los cuales desempeñan un importante papel en el 
transporte vesicular de los receptores  GLUT4 a la superficie celular, mejorando el consumo 
de glucosa. 

 
6) Hemos demostrado que la disminución de la resistencia a insulina de los cultivos causada por 

las conglutinas β1, β3, y β6 también cursa con una disminución del estrés oxidativo como 
demuestra la disminución de los niveles generales de NO, de carbonilación proteica, y de 
actividades antioxidantes como la SOD y la catalasa, y los niveles aumentados de glutatión. 
Otro importante efecto del co-cultivo con esas conglutinas es la disminución de la expresión 
de las citoquinas proinflamatorias TNF-α y INF-γ. En resumen, todos estos efectos son 
claramente indicativos de una mejora de la respuesta de los cultivos a insulina que podría ser 
utilizado como una herramienta terapéutica a desarrollar. 
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8.1 Lista de Abreviaturas  
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ADN Ácido DesoxirriboNucleico 
AKT Protein quinasa B 
ANOVA ANalysis Of VAriance, análisis de la varianza 
AOV Aceite de Oliva Virgen 
AOVE Aceite de Oliva Virgen Extra 
AOVO Aceite de Oliva Virgen Optimizado 
ASEMESA Asociación Española de Exportadores e industriales de Aceitunas de Mesa. 
BMI Body Mass Index, índice de masa corporal 
CAT Catalasa 
CCL Chemokine, citoquina quimiotáctica 
CCR Chemokine Receptor, receptor de citoquina quimiotáctica 
CO2 Dióxido de carbono 
COI Consejo Oleícola Internacional 
CORDIS COmmunity Research and Development Information Service, Servicio de 

información para la comunidad de investigación y desarrollo  
CSE Council of Science Editors, Consejo de Editores Científicos 
DHA DocosaHexaenoic Acid, ácido docosahexaenoico 
DMEM Dulbecco's Modified Eagle's Medium, medio mínimo esencial de Eagle 

modificado por Dulbeco 
DTT DiThioThreitol, ditiotreitol 
EDTA EthyleneDiamineTetraacetic Acid, ácido etilendiaminotetraacético 
ELISA Enzyme Linked ImmunoSorbent assay, ensayo por inmunoabsorción ligado a 

enzimas 
EPA EicosaPentaenoic Acid, ácido eicosapentaenoico 
EPIC European Prospective Investigation into Cancer and Nutrición, investigación 

prospective europea en cáncer y nutrición 
FAO Food and Agriculture Organization of the United Nations, Organización de 

Naciones Unidas para la Alimentación y Agricultura 
FOO Functional Olive Oil; aceite de oliva funcional 
G-CSF Granulocyte Colony-Stimulating Factor, factor estimulante de colonias de 

granulocitos 
GLUT GLUcosa Transporter Protein, proteína transportadora de glucosa 
GM-CSF Granulocyte Macrophage Colony-Stimulating Factor, factor estimulante de 

colonias de granulocitos y macrófagos. 
GSH Glutatión reducido 
HRP HorseRadish Peroxidase, peroxidasa de rábano picante 
ICAM InterCellular Adhesion Molecule, molécula de adhesión intercelular. 
IL Interleuquina o Interleucina 
IMC Índice de Masa Corporal 
IMPEL European Union Network for the IMplementation and Enforcement of 

Environmental Law, red de la Unión Europea para la implementación y la 
aplicación de la ley ambiental. 

INF-g INterFeron gamma, interferon gamma 
iNOS Inducible Nitric Oxide Synthase, óxido nítrico sintasa inducible 
IO IOnomicine, ionomicina 
IR-C Insulin Resistant Cells, células resistentes a insulina 
IRS Insulin Receptor Sustrate, sustrato receptor de insulina 
LPS LipoPolySaccharide from E. coli, lipopolisacárido de E. coli 
MCP-1 Monocyte Chemotactic Protein 1, proteína quimiotáctica del  

monocito 1 
MIP Macrophage Inflammatory Protein, proteína inflamatoria de macrófago. 
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MIP-1b Macrophage Inflammatory Protein 1β, proteína inflamatoria del macrófago 
1β 

miRNA micro RiboNucleic Acid, micro ácido ribonucleico  
MTT 3-(4,5- diMeTilTiazol-2-ilo)-2,5- difeniltetrazol) bromide, bromuro de 3-(4,5- 

diMeTilTiazol-2-ilo)-2,5- difeniltetrazol) 
NF-kB Nuclear Factor kappa-light-chain-enhancer of activated B cells,  factor 

nuclear potenciador de las cadenas ligeras kappa de las células B activadas 
NO Nitric Oxyde, óxido nítrico 
NOS Nitric Oxide Synthase, óxido nítrico sintasa 
OVOO Optimized Virgin Olive Oil, aceite de oliva virgen optimizado 
PANC-1 human PANcreatic cancer Cell line, línea celular de cáncer de páncreas 

humano 
PBMC Peripheral Blood Mononuclear Cell, célula mononuclear de sangre 

periférica. 
PBS Phosphate Buffered Saline, tampón fosfato salino 
PCR Polymerase Chain Reaction, reacción en cadena de la polimerasa 
PGE2 ProstaGlandin E2, prostaglandina E2 
PHA PhytoHaemAgglutinin; fitohemaglutinina 
PI3K PhosphatidylInositol 3 kinase, fosfoinositol 3 quinasa 
PIC Protease Inhibitor Cocktail, cóctel inhibidor de proteasas 
PMA Phorbol 12-Myristate 13-Acetate, ácido forbol 12-mirístico 13-acético, 
PMSF PhenylMethylSulfonyl Fluoride, Ffluoruro de fenilmetilsulfonilo 
PVDF PolyVinyliDene Fluoride, polifluoruro de vinilideno 
Q-PCR Quantitative Polimerasa Chain Reaction, reacción cuantitativa en cadena de 

la polimerasa 
RAW 264.7 Murine macrophage-like cell line, linea celular con afinidad a macrofago 

murino. 
RIPA RadioImmunoPrecipitation Assay, ensayo de radioinmunoprecipitación 
ROS Reactive Oxygen Species, especies de oxígeno reactivo 
SCS Seven Countries Study, estudio siete países 
SDS Sodium Dodecyl Sulphate, dodecilsulfato sódico 
SDS-PAGE PolyAcrylamide Gel Electrophoresis with SDS, electroforesis en gel de 

poliacrilamida con SDS 
SENC Sociedad Española de Nutrición Comunitaria 
SOD SuperOxide Dismutase, superóxido dismutasa 
T2D Type-2 Diabetic patients; pacientes diabéticos tipo 2 
TBS Tris Buffered Saline, tampón Tris salino  
TBS-T Tris Buffered Saline - Tween® 20, tampón Tris salino con Tween® 20 
TNF-a Tumor Necrosis Factor alpha; Factor de necrosis tumoral alfa 
TRIS TRIS (hydroxymethyl)aminomethane, trisminometano 
VOO Virgin Olive Oil; aceite de oliva virgen 
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