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Abreviaturas

AOL: Aceite de oliva lampante

AOQV: Aceite de oliva virgen

AOQOVE: Aceite de oliva virgen extra
ASOLUR: Asociacion Olivicola Uruguaya
AVC: Aceite virgen corriente

BHT: Butilhidroxitolueno

COl: Consejo Oleicola Internacional

DIEA: Oficina de Estadisticas Agropecuarias
HT: Hidroxitirosol

HPLC: Cromatografia liquida de alto rendimiento
IL-6: Interleucina pronflamatoria

MUFA: Acidos grasos monoinsaturados
NO2-cLA: Acido nitro-linoleico conjugado
NO.-FA: Acidos grasos nitrados

NO2-LA: Acido nitro-linoleico

NO2-Ln: Acido nitro-linolénico

NO2-OA: Acido nitro-oleico

NO:z :Nitrito

NOs :Nitrato

NOz2e :Radical diéxido de nitrogeno

NOe :Radical 6xido nitrico

OL :Oleuropeina

PUFA: Acidos grasos polinsaturados

SPE: Extraccion de fase soélida

TBARS: Sustancias reactivas al &cido tiobarbiturico
TNF- a: Factor de necrosis tumoral alfa



Resumen

El aceite de oliva es considerado un alimento funcional debido a que, ademas
de brindar los nutrientes necesarios para satisfacer los requerimientos metabdlicos,
posee compuestos bioactivos que tienen beneficios para la salud. Los polifenoles
forman parte de la fraccion minoritaria del aceite de oliva virgen y se caracterizan
por su accién biolégica como compuestos antioxidantes, antinflamatorios y
antiproliferativos, por lo tanto pueden ser considerados agentes protectores
importantes frente a la prevencion de muchas de las enfermedades crénicas no
trasmisibles. Estos compuestos fendlicos son metabolitos secundarios
caracterizados quimicamente por la presencia de uno o mas sustituyentes -OH
unidos a un anillo aroméatico. Se generan tanto por reacciones enzimaticas como
no-enzimaticas durante la maduracion del fruto y se van modificando mediante el
proceso de elaboracion del aceite. Ademas de contribuir en lo antes mencionado,
son responsables de parte de las caracteristicas organolépticas del aceite y darle
Su caracteristico sabor amargo. La concentracion de los mismos varia segun
factores intrinsecos y extrinsecos del cultivo, como la etapa de maduracién del fruto,
el método de extraccion, clima, practicas agronémicas, tipo de suelo, entre otros.
En comparacion con otros aceites vegetales, el aceite de oliva virgen tiene mayor
estabilidad oxidativa debido a que presenta una mayor relacion MUFA/PUFAy a la
presencia de estos componentes minoritarios que protegen frente a algunos

agentes oxidantes.

Otros de los componentes minoritarios de relevancia en los aceites de oliva
son los &cidos grasos nitrados. Estos son derivados de acidos grasos insaturados
gue tienen una funcién nitroalqueno y que han demostrado tener propiedades
benéficas para la salud con actividad citoprotectora y anti-inflamatoria en diferentes
lineas celulares y condiciones fisiopatolégicas, ademas son precursores de
numerosas moléculas sefializadoras. Se ha demostrado que los aceites contienen

acidos grasos nitrados de forma enddgena pero también se ha visto que los acidos



grasos del aceite son susceptibles de nitracién durante la digestion gastrica post
ingesta. Cuando son ingeridos junto con alimentos ricos en nitratos y nitritos, el pH
bajo del estbmago propicia un ambiente ideal para la nitracion. Resultados previos
muestran que distintas variedades de aceites, que presentan un perfil de acidos
grasos similar pero se distinguen por sus componentes minoritarios, generan
distintas cantidades de &cidos grasos nitrados cuando son sometidas a simulacién
de digestiobn gastrica. Esto sugiere que compuestos minoritarios, como los

polifenoles, podrian intervenir en el proceso de nitracion.

En este trabajo se estudio el efecto de los polifenoles obtenidos a partir de
dos variedades contrastantes de aceite de oliva, como lo son Arbequina y Coratina,

sobre la formacion de acidos grasos nitrados en condiciones gastricas simuladas.

Los resultados indican que en ausencia de polifenoles se favorece la
oxidacion de los acidos grasos mientras que a medida que se va aumentando la
concentracion de estos componentes se favorece la formacién de las especies
nitradas. Ademas, tras estudiar el perfil de polifenoles de las dos variedades
contrastantes de aceite se observa un comportamiento diferencial en la formacién
de acidos grasos nitrados, lo que indica una posible relacién entre el tipo de

polifenoles presentes en el aceite y la nitracion.

En este trabajo se logré determinar la concentracion y analizar el perfil de
polifenoles de Arbequina y Coratina. A su vez, se obtuvo el perfil de acidos grasos
para estas dos variedades de aceite incluyendo la cuantificacion del &cido linoleico
conjugado, cuya determinacion no se analiza de forma rutinaria. Finalmente se
evidencié una correlacion diferencial entre los polifenoles procedentes del aceite de
oliva de las dos variedades y la nitracion del cLA presente en un aceite sintético

sometido a condiciones gastricas.
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1.1 Aspectos generales del aceite de oliva

1.1.1 Breve resefia histérica sobre el cultivo de olivo

El olivo, Olea europaea L., es la unica especie con fruto comestible
perteneciente a la familia botanica Oleaceae, dentro de la cual se encuentran otras
especies de interés como el fresno, el ligustro y el jazmin. Las referencias historicas
o religiosas mas antiguas de los origenes del cultivo y aprovechamiento del olivo
proceden del Oriente Préximo entre el 9000 y 8000 a.C. Posteriormente, el olivo fue
domesticado propagandose desde su zona de origen a Egipto y Creta. En Egipto
hace mas de 6000 afios se creia que su origen se debia a la diosa Isis, esposa de
Osiris. A su vez, hace mas de 4000 afios se situaba en las costas de Siria, Libano
e Israel (1-4).

Si nos centramos en Uruguay, se estima que los primeros olivos llegaron
desde Buenos Aires aproximadamente en 1780. Dichas plantaciones se situaban
sobre las costas del arroyo Miguelete, departamento de Montevideo. Los arboles
tenian origen fundamentalmente espafiol, eran de la variedad Arbequina, Picual,
Manzanilla y Hojiblanca. En 1937 se instalan las dos primeras plantas de extraccion
de aceite. La primera ubicada en el departamento de Paysandu y la segunda
instalada en Rio Negro en el establecimiento “Los Ranchos”. Esta ultima sigue en
pie y fue la primera marca que realizé exportaciones de aceite a Europa. Hoy en dia
existen plantaciones de olivos para la produccién de aceite de oliva en los 19
departamentos del pais (5,6).

Actualmente es producido al menos en 32 paises, pero es consumido
mundialmente. Diez de los mayores productores estan situados en la cercania del
mediterraneo, siendo Espafia el mayor productor a nivel mundial, seguido de ltalia,
Grecia y Turquia. Espafia cultiva mas de 215 millones de arboles de los 1000
millones de olivos sembrados en todo el planeta; los cuales se ubican un 95% de

ellos en el area mediterranea (7).



1.1.2 Produccién nacional y variedades de olivo

La Asociacion Olivicola Uruguaya (ASOLUR), fue fundada en el afio 2004,
debido a la creciente produccion de area olivicola a partir del afio 2003; cuenta con
més de 100 socios que integran toda la cadena productiva, viveristas, productores,
almazarero, técnicos, proveedores, asi como otras personas y empresas vinculadas
al sector. ASOLUR organiza regularmente, en conjunto con organizaciones publicas
y privadas, cursos y charlas de actualizacion a los socios, con expertos nacionales

e internacionales, en temas agricolas y comerciales.

En Uruguay existen mas de 30 marcas destinadas a la produccion del aceite
de oliva, en el Ultimo censo realizado en el 2023 por la Oficina de Estadisticas
Agropecuarias (DIEA) del Ministerio de Ganaderia, Agricultura y Pesca se reporto
gue la superficie afectada con olivos en el pais es de 7.044 hectareas, distribuidas
en 208 explotaciones. De éstas, la superficie de montes con fines productivos
alcanzo las 5.927 hectéareas distribuidas en 161 explotaciones. El principal empleo
de la produccién fue la elaboracion de aceite, para la que se destinaron 17.125.735
de kilos de fruta, mientras que 13.000 kilos (menos del 1% del total) tuvieron como
destino la elaboracién de aceitunas de mesa. La produccion total de aceite fue de
2.229.531 litros, equivalente a 2.047 toneladas, resultando en un rendimiento
promedio de 11,9 % en base fresca (8). El consumo interno de aceites de oliva 'y
orujo de oliva en Uruguay ha promediado alrededor de 1.700 toneladas en los
ultimos afios, lo que genera unos 500 gramos per capita al afio. Los aceites de oliva
representan solo un 2% del total de aceites consumidos en el pais, dado que la
poblacion que adquiere este tipo de aceites suele restringir su uso para alifio de

ensaladas u otros platos.

En Uruguay se cultivan mas de veinte variedades de olivo, aunque son cuatro
las que acumulan el 90 % de la superficie cultivada, siendo la variedad Arbequina
la que presenta la mayor proporcién con un 47% de la superficie con un total de
2543 ha, seguida por Coratina, Picual y Frantoio con 21%, 11% y 10%,
respectivamente (9). Cada una de estas variedades de olivo posee caracteristicas

particulares que le otorgan sabor unico al aceite producido. La variedad Arbequina



se trata de un cultivar de origen espafiol, de la localidad de Arbeca, de donde deriva
su nombre. Se caracteriza por ser resistente a las heladas, por tener fruto de
pequefio tamafio y alta productividad. Su aceituna presenta forma ovalada, tiene
proporcién baja de pulpa y carozo pero su rendimiento en aceite es alto (7,10). Los
aceites procedentes de esta variedad son descritos por los productores de aceite
como: “muy frutado, de excelente calidad sensorial, se caracteriza por su suavidad,
fluidez y extraordinaria fragancia, con caracteristicos aromas a frutas blancas,
generalmente muy poco amargo y picante”. En el frutado se perciben notas a
tomate, banana, nueces, almendras y melaza. Tiene muy buena aceptacion en los
mercados poco habituados al consumo de aceite de oliva virgen debido a su

suavidad caracteristica (9).

Por su parte, el aceite del cultivar Coratina es considerado como: “aceite
potente e intenso de amargos y picantes. Los aromas vegetales y especiados son
caracteristicos de esta variedad que tarda en madurar y permite excelentes
resultados sensoriales aun en recolecciones lentas o tardias.” En el frutado se
reconoce sabores mayoritariamente verdes como hierba, hoja de olivo,
acompafiado de notas a cascara de banana y almendra verde. Coratina es un
cultivar de origen italiano, de facil adaptacion a las distintas zonas de cultivo y
productividad elevada. El fruto con un rendimiento graso en base seca de 41% y un
contenido de 4cido oleico de un 70% (11), es reconocido por ser rico en fenoles, lo
cual se ve reflejado en elevados amargor y picante. Es muy comdn encontrar esta
variedad en blends con Arbequina, ayuda a mitigar el picor y amargor que a los

consumidores nuevos no suele gustarles.

1.1.3 Aceite de oliva y clasificacion

El Consejo Oleicola Internacional (COI) es la Gnica organizacion internacional
intergubernamental dedicada al aceite de oliva y las aceitunas de mesa. Tiene sede
en Madrid, Espafia, fue creado en 1959, contribuye al desarrollo sostenible y
responsable de la oleicultura y constituye un foro mundial donde se debaten las

politicas a adoptar y se abordan los desafios presentes y futuros del area. Tras



varios afios como pais “observador”, a partir de julio de 2013, Uruguay ha pasado a
ser miembro de pleno derecho del COI, junto con otros 20 paises (12). Dicha
organizacion establece que el aceite de oliva virgen es aquel que se obtiene
Unicamente por procedimientos mecanicos o por otros medios fisicos en
condiciones, especialmente térmicas, que no produzcan la alteracion del aceite, que
no haya tenido mas tratamiento que el lavado, la decantacion, la centrifugacion y el
filtrado (11). Siguiendo la normativa que establece el COl, las denominaciones de
las categorias de aceite de oliva correspondientes a caracteristicas fisico-quimicas
y organolépticas son las siguientes: aceite de oliva virgen y aceite de orujo como
muestra en la Figura 1. La primera categoria corresponde a los aceites obtenidos
Gnicamente por medios mecanicos; a partir de éste se obtiene el aceite de oliva
virgen extra (AOVE), el aceite de oliva virgen (AOV) y el aceite de oliva lampante
(AOL). EI AOVE y el AOV marcados con color verde en la figura son aceites de oliva
virgenes aptos para el consumo en la forma en que se obtienen. Por otro lado, el
aceite de orujo crudo es generado a partir del aceite de orujo mediante empleo de
disolventes. Tras el tratamiento de refinacion del AOL y el aceite de orujo crudo, se

obtienen el aceite de oliva refinado y el aceite de orujo refinado.

Aceitunas
Aceite de Oliva Virgen Aceite de Orujo
Obtenidos Unicamente por Obtenidos por medio de
medios mecanicos disolventes
Aceite de Oliva Virgen Extra ' Aceite de Oliva Virgen Aceite de Oliva Lampante Aceite de Orujo Crudo
Refineria

Aceite de Oliva Refinado  Aceite de Orujo Refinado

Enriquecimiento con aceites

virgenes para mejorar las
cualidades organolépticas

Aceite de Oliva  Aceite de Orujo de Oliva



Figura 1. Clasificacién de los diferentes tipos de aceite que surgen del tratamiento de las
aceitunas.

Los aceites se van a diferenciar unos de otros por las propiedades intrinsecas
gue poseen. Estas van a definir su calidad y la clase a la que pertenecen. Existen
diferentes categorias en donde se evallan aspectos del aceite desde distintas
perspectivas. Para definirla tiene en cuenta la calidad nutricional, culinaria,
comercial y reglamentaria. La calidad nutricional esta relacionada con la
composicion que va a presentar el aceite, sus componentes mayoritarios y
minoritarios. La culinaria, se basa en la caracterizacion sensorial, es decir en sus
caracteristicas organolépticas, sobre todo para la utilizacion en crudo o en frituras.
En cuanto a la calidad comercial, se analiza la resistencia a la oxidacion o vida util.
Por dltimo, para la calidad reglamentaria se determinan una serie de parametros
incluidos en la reglamentacion de la Comision de las Comunidades Europeas (n°
2568/91 y 1989/2003), entre ellos la valoracion sensorial, indices fisicoquimicos de
calidad, como son la acidez libre, el indice de perdxidos y la absorbancia ultravioleta
(13-15).

e Nivel de acidez libre: es uno de los parametros quimicos mas relevantes a la
hora de definir la calidad del aceite, se expresa en gramos de acido oleico
por 100 gramos de aceite, midiendo la cantidad de &cidos grasos libres
presentes en la muestra. El aumento de la acidez libre se debe
principalmente a la actividad enzimatica, causada por dafio tisular en la
aceituna. Este dafo puede ser ocasionado por un mal tratamiento del fruto
durante la cosecha, por demoras en el procesamiento o por plagas y
enfermedades (16,17).

e Indice de perdxidos: se expresa en miliequivalentes de oxigeno activo por
kilogramo que generan la oxidacion del yoduro de potasio. Durante su
conservacion o exposicion a la venta de los aceites se pueden formar
hidroperoxidos, por lo tanto, permite estimar el grado de oxidacion inicial (18).

e Absorcion espectrofotométrica en el ultravioleta: Se analiza la absorcion a

232 y 270 nm para detectar la presencia de sistemas dienos y trienos



conjugados. Se expresa como coeficiente de extincibn K232/K270 y

proporciona informacion sobre la calidad y estado de conservacion (19,20).

e Mediana de frutado (Mf) y Mediana de defectos (Md): Se clasifican en funcién
de la intensidad de los defectos detectados y del atributo frutado,
determinada por un grupo de catadores seleccionados, entrenados,
examinados y constituidos en panel. Algunos de los atributos positivos son,
frutado, amargo, picante, por otro lado, los atributos negativos pueden ser,
atrojado, moho, avinagrado, metalico, rancio, quemado, madera, basto,
lubricante, alpechin, salmuera, esparto, tierra, gusano, pepino. La
clasificacion del aceite se realiza comparando el valor de la mediana de los
defectos y de la mediana del atributo frutado.

o Aceite de oliva virgen extra: la mediana de los defectos es igual a 0,0
y la mediana del frutado es superior a 0,0.

o Aceite de oliva virgen: la mediana de los defectos es superior a 0,0 e
inferior o igual a 3,5 y la mediana del frutado es superior a 0,0.

o Aceite de oliva virgen corriente: la mediana de los defectos es superior
a 3,5 e inferior o igual a 6,0, o bien la mediana de los defectos es
inferior o igual a 3,5 y la mediana del frutado es igual a 0,0.

o Aceite de oliva virgen lampante: la mediana de los defectos es superior
a6 (21,22).

Los principales pardmetros de calidad de las diferentes categorias de aceites

se detallan en la Tabla 1. Se incluyen los aceites de oliva virgenes y no virgenes.

Tabla 1. Valores de referencia de los parametros de calidad de los aceites de oliva. Fuente: COI (11)

Acidez libre indice de peréxidos Absorbancia Md/Mf
(% m/m (meqg de O2/kg en UV (AK)
mg/oleico) aceite)
Aceite de oliva <0,8 <20 < 0,01 Mf=0,0
virgen extra Mf> 0.0
Aceite de oliva <20 <20 <0,01 00<Md<35
virgen Mf > 0,0
Aceite de oliva >3 No limitado - Md > 6,0
lampante

10



Aceite de oliva <0,3 <5 <0,16 -
refinado
Aceite de oliva <1,0 <15 <0,15 -

Aceite de orujo  No limitado No limitado - -
de oliva crudo
Aceite de orujo <0,3 <5 <0,20 -
de oliva
refinado
Aceite de orujo <1,0 <15 <0,18 -
de oliva
Al analizar los parametros establecidos para el AOVE y el AOV, se puede
observar que presentan caracteristicas fisicoquimicas muy similares,
especificamente en el indice de peroxidos y en la absorbancia UV. Con la diferencia
de que los AOVE deben presentar una acidez < 0,8 y el AOV < 2,0. A nivel
organoléptico, las diferencias son mayores. EI AOVE no tiene defecto alguno, el
resultado obtenido a través de panel de cata debe ser cero y su mediana de frutado
debe ser mayor que cero. Por el contrario, en el AOV, la mediana de defecto
apreciada en cata debe ser < 3,5, siendo la mediana de frutado mayor que cero.
Vemos que, mientras el AOVE tiene que ser perfecto a nivel organoléptico, el AOV

puede llegar a tener una mediana de defecto mayor a cero.

1.1.4 Proceso de elaboraciéon del aceite de oliva

El proceso de elaboracion del aceite varia segun la regién de produccién vy el
tipo de aceite que se quiere obtener, pero a nivel general el proceso consta de tres
pasos principales: el primero es la molienda de la fruta en donde las aceitunas son
machacadas con el objetivo de producir la rotura de los tejidos de ésta donde se
aloja la materia oleosa. El segundo paso consta en el batido o amasado de la pasta
obtenida con el objetivo de agrupar las pequefias gotas de aceite que estan
dispersas en la pasta obtenida y asi formar una fase oleosa continua; y por ultimo
se realiza la separacion del aceite del resto de los constituyentes del fruto. En esta
Ultima etapa, la extraccion del aceite del resto de los componentes se puede
subdividir en dos categorias: la separacion sélido-liquido y la separacion liquido-
liguido. La primera separacion es una etapa fundamental en el proceso de obtencion

del aceite, se procede a separar la fase liquida contenida en la pasta de las
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aceitunas, este proceso es realizado mayoritariamente mediante centrifugacion. Se
pueden utilizar sistemas de separacion de dos o de tres fases. Dependiendo de cual
se utilice son los productos que se pueden obtener: alpechin, que es la fraccién
liquida; aceite, que es la fraccion oleosa; orujo, que son los restos solidos que se
obtienen o alperujo, que es orujo mas alpechin. El sistema de tres fases fue el
primero en utilizarse, se inicia el proceso mezclando la pasta batida con una
cantidad de agua a 30-35°C, con el objetivo de establecer una mayor separacion
entre la fraccion sélida y oleosa en el interior del decantador, en este sistema se
generan tres componentes, la fase oleosa, orujo y la fase acuosa (alpechin). En el
sistema de dos fases no se adiciona agua al producto del proceso del batido y se
obtienen dos fracciones, aceite y alperujo. En cuanto a la separacion liquido-liquido
se realiza para eliminar las impurezas y la humedad que contiene el aceite. Se
puede realizar por decantacion o mediante el uso de centrifugas. El aceite obtenido
contiene aun impurezas sélidas, por lo que luego pasa a un sistema de filtrado
(14,23).

A estos tres pasos generales hay que sumarle una etapa preliminar que
consiste en la preparacion del fruto para ser procesado, donde se incluye la
recoleccion, transporte, almacenamiento y lavado del fruto. La recoleccién es un
paso fundamental para asegurarse la calidad del futuro aceite. Cuando el fruto esta
entero, en un estado de maduracién y con el color adecuado se da la maxima
acumulacién de aceite en el interior de la aceituna generando un mejor rendimiento

en la produccién (14,23).
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Figura 2. Esquema de elaboracion del aceite de oliva.

1.2 Composicion del aceite de oliva virgen

La composicion del AOV varia en funcion de diversos factores, como pueden
ser el grado de maduracion, la variedad del olivo y las condiciones climatoldgicas.
A nivel quimico se establece que el AOV esta formado por dos grandes grupos
segun su abundancia en la misma (figura 3). El primer grupo recibe el nombre de
compuestos mayoritarios, se corresponde a la fraccion saponificable del aceite,
equivalente al 97-99% del peso total. Esta formado por triacilglicéridos que son el
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componente principal del aceite de oliva, y en menor medida los acidos grasos libres
junto con mono y diglicéridos. Por otro lado, la segunda categoria corresponde a la
fraccidn minoritaria que forma parte del 2% del peso total del aceite, a la que se
llama fraccion no saponificable formada por mas de 230 compuestos, en los cuales
se encuentran las vitaminas, pigmentos, polifenoles y esteroles (5,6,14,24).
Triglicéridos
Fraccion saponificable Mono y diglicéridos

Acidos grasos libres

Aceite de oliva

. Compuestos fenolicos
virgen P

Tocoferoles

Fraccion insaponificable Fitoesteroles

Triterpenos pentaciclicos
Pigmentos

Compuestos volatiles

Figura 3. Componentes principales del aceite de oliva a partir de la division en fraccién
saponificable e insaponificable.

1.2.1 Acidos grasos

Los acidos grasos son compuestos organicos formados por una larga
cadena hidrocarbonada y un grupo terminal carboxilo (-COOH). Debido a su
estructura, presentan un caracter anfipatico, una cola hidrofébica y una cabeza
hidrofilica. Se pueden clasificar segin el grado de saturacion. Por un lado, se
encuentran los acidos grasos saturados, que no presentan ningun doble enlace en
su cadena, y por otro los acidos grasos insaturados, que contienen al menos un
doble enlace en su estructura. Seguan el nimero de instauraciones que contiene, se
clasifican en monoinsaturados (MUFA) y poliinsaturados (PUFA). En funcion a la
posicion del doble enlace, los acidos grasos pueden clasificarse en tres series y se
nombran segun la posicion de la insaturacion, contabilizando desde el grupo metilo

hacia el carboxilo; acidos grasos omega-9 (primer doble enlace en el carbono 9),
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acidos grasos omega-6 (primer doble enlace en el carbono 6) y acidos grasos

omega-3 (primer doble enlace en el carbono 3).

En el AO los acidos grasos son mayoritariamente de namero par de atomos
de carbono. Se diferencian entre si en la longitud de la cadena y las posiciones de
los dobles enlaces en el caso de tener. Los acidos grasos que se encuentran
presentes en el aceite de oliva son: el &cido miristico (C14:0), palmitico (C16:0),
palmitoleico (C16:1), heptadecanoico (C17:0), heptadecenoico (C17:1), estearico
(C18:0), oleico (C18:1), linoleico (18:2), linolénico (C18:3), araquidico (C20:0),
behénico (C22:0) y lignocérico (C24:0) (25). El perfil de acidos grasos determina la
calidad nutricional del aceite y su estabilidad en el tiempo. El patron de acidos
grasos que tiene el aceite es tipico de la especie ademas de ser una caracteristica
varietal (26,27).

Tabla 2. Valores de referencia de acidos grasos Fuente: COI (11).

Acido graso % m/m de ésteres

El principal &cido graso del AOVE

) metilicos

Acido miristico =0,03 es el 4cido oleico, representando
'?‘C'do palmitico 7,00-20,00 un 55-83% del peso total de los
Acido palmitoleico 0,30 - 3,50 . L

) acidos grasos. Es un acido graso
Acido heptadecanoico <0,40 o
_— _ de 18 carbonos con una Unica
Acido heptadecenoico 0,60

Acido estearico 0.50- 5.00 instauracién, presente en el
Al elelion 55 00 — 85.00 carbono 9. Es un &cido graso no
Acido linoleico 2.50 — 21,00 esencial, el organismo tiene la
Acido a - linolénico 1,00 capacidad de sintetizarlo a partir
Acido araquidénico <0.60 de otros precursores. Otros dos
Acido gadoleico <0,50 acidos grasos monoinsaturados
Acido behénico <0,20 que se encuentran presentes en
Acido lignocérico 0,2 el AOV son el &cido graso

palmitoleico y el heptadecenoico en una proporcion de 0,30 — 3,50 y 0,60%
respectivamente. Por otro lado, se encuentra el acido graso linoleico (2,50-21%) y

el acido graso a-linolénico (1,0%), ambos son polinsaturados designados omega-6
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y omega-3 respectivamente. Son considerados acidos grasos esenciales, es decir
deben ser incorporados a través de la dieta ya que el organismo no tiene la
capacidad de sintetizarlos. Son de gran importancia para el bienestar del organismo,
a partir de ellos se sintetizan una serie de mediadores de amplia importancia
fisiolégica. Por ejemplo, a partir del &cido graso a-linolénico se sintetizan otros
compuestos de la serie w-3 como el &cido eicosapentaenoico (EPA) y el &cido
docosahexaenoico (DHA). A partir del &cido linoleico se sintetiza el &cido

araquidonico (ARA), a su vez este da lugar a la serie 2 de prostaglandinas (PGE»),
prostaciclinas (PGl»,), tromboxanos (TXA») y la serie 4 de leucotrienos (LTB4). Por

otra parte, a partir del EPA, se produce la serie 3 de los prostanoides

(prostaglandina I3 (PGI3) y la serie 5 de leucotrienos (LTBg), estos ultimos

productos son relevantes para distintos procesos fisioldgicos relacionados con el
sistema inmune y sefalizacion en procesos inflamatorios (28-30).

El AO es liquido a temperatura ambiente debido a su perfil de acidos grasos.
Los puntos de fusién de sus principales acidos grasos son: 13°C (&cido oleico), 65
OC (acido palitico), -5°C (acido linoleico) y -11°C (acido es a-linolénico). EI AOV
presenta mayor concentracion de MUFA con respecto a los polinsaturados. Esta
relacion MUFA/PUFA le confiere ciertos beneficios en comparacion con los aceites
de semillas en donde la concentracion de PUFAs es mucho mayor. El acido oleico
siendo monoinsaturado y el palmitico siendo saturado proporcionan estabilidad
oxidativa al aceite, mientras que el linoleico y linolénico son polinsaturados y por lo

tanto susceptibles a la oxidacion (31,32).
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Acidos grasos insaturados

. Polinsaturados
Monoinsaturados

Omega-3 Omega-6
Acido oleico
55,00 — 85,00% ) _
Acido a-linolénico Acido linoleico
<1,00% 2,50 -21,00%

Figura 4. Principales acidos grasos insaturados presentes en el AOVE.

1.1.2 Compuestos fendlicos

HO Los compuestos fendlicos son metabolitos
secundarios caracterizados quimicamente por la
presencia de uno o mas anillos arométicos y
sustituyentes hidroxilos con algdn elemento
comun, como los grupos funcionales de ésteres,
ésteres de metilo, glicosidos, etc. En la Figura 5
Figura 5 Estructura del fenol se muestra la estructura quimica del grupo fenol

(33-35). Existe una gran variedad de compuestos
fendlicos, que se pueden clasificar en diferentes grupos, dependiendo del numero
de anillos que contengan dentro de su estructura molecular, grupos sustituyentes

y/o el tipo de enlace entre unidades de fenol.

Estos compuestos se encuentran en una gran variedad de plantas
comestibles, frutos, hortalizas, bebidas como té, café, cerveza y vino tinto, en

cereales y en algunas semillas como las de leguminosas. El aporte de polifenoles
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en la dieta varia dependiendo del pais y del consumo de productos determinados
pero se estima un rango de 584-1786 mg/dia siendo las principales fuentes las
bebidas no alcohdlicas, como café, té, jugos de frutas, frutas y verduras, ademas de
las bebidas alcohdlicas como el vino (36). Son responsables de propiedades
sensoriales, de los compuestos en los que se encuentran, por ejemplo, las
antocianinas son pigmentos responsables de colores rojos, azules y violetas de
muchas frutas como las fresas, uva, ciruelas, etc. Los flavonoles aportan el color
amarillo caracteristico de algunas partes externas de frutas o vegetales y los taninos
gue confieren astringencia a algunas frutas (37). Otros polifenoles pueden ser
oxidados por enzimas presentes en los tejidos vegetales, dando lugar a productos
de color pardo, que conducen a una disminucion de la calidad del producto, esto es
especialmente importante en frutas y verduras recién cortadas como en la lechuga,

papa, manzana, pera, etc. (38).

Los compuestos fendlicos pertenecen a la fraccibn minoritaria del aceite de
oliva representando (menos del 2%) del peso total del aceite, este pequefio
porcentaje estd formado por mas de 230 compuestos dentro de los que se
encuentran los polifenoles. Son generados tanto por reacciones enzimaticas como
no-enzimaticas durante la maduracién del fruto. La concentracion de polifenoles
totales varia entre 50 y 200 mg/kg de aceite, pero se pueden encontrar aceites con
concentraciones de hasta 1000 mg/kg de aceite. Estas diferencias pueden deberse
a la variedad y grado de maduracion de la aceituna, o el sistema de elaboracién.
Por ejemplo, el aceite de oliva refinado esta desprovisto de vitaminas, polifenoles,
fitoesteroles y otros ingredientes naturales de bajo peso molecular, por otra parte el
AOVE contiene el nivel mas alto de polifenoles (39). Los compuestos fendlicos mas
abundantes en el AOVE comprenden las categorias de polifenoles hidrofilicos
(Tabla 3). Se pude subdividir en diferentes categorias como: los alcoholes fendlicos,
flavonoides, secoiridoides, fenoles acidos y lignanos. Por su parte la segunda
categoria contiene a los tocoferoles y tocotrienos. EI AOVE es el Unico aceite
vegetal dotado de cantidades apreciables de compuestos fendlicos de forma
natural. Estas moléculas influyen en las propiedades sensoriales tanto de las

aceitunas como del aceite, propiedades organolépticas, como el amargor y la

18



astringencia caracteristicos de este aceite. La intensidad del amargor esta
relacionada con la presencia de compuestos fendlicos derivados de la hidrdlisis de
la oleuropeina. Junto con el hidroxitirosol son considerados polifenoles amargos y
astringentes que se encuentran en las aceitunas y se transfieren al aceite durante
el proceso de extraccion (40). Ademas, funcionan como un sistema de defensa del
aceite frente a la oxidacion de los acidos grasos insaturados, convirtiéndose en uno
de los factores mas importantes en cuanto a la estabilidad oxidativa, debido a que
ésta disminuye considerablemente después de eliminar estos compuestos

minoritarios (41).

Tabla 3. Polifenoles principales segun su clasificacion en el AOVE.

. Hidroxitirosol
Alcoholes fendlicos .
Tirosol

) Apigenina
Flavonoides ]
Luteoina

Oleuropeina
Secoiridoides Oleocantal

Ligstrésido

Hidrofilicos Acido galico
Acido vanilico
o Acido benzoico
Fenoles acidos . S
Acido cinamico
Acido cafeico

Acido cumarico

) Pinoresinol
Lignanos o _
1-acetoxipinoresinol

Los polifenoles son compuestos bioactivos que han alcanzado gran
popularidad debido al creciente nimero de publicaciones cientificas que ponen de

manifiesto sus efectos saludables en los diferentes ambitos de la medicina.
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1.3 Aceite de olivay salud humana

Desde la antigtiedad, los productos derivados del olivo se han utilizado con
fines medicinales. Por ejemplo, en la Antigua Grecia era costumbre utilizar un
preparado similar al aceite de oliva, éste se aplicaba en el cuerpo después del bafio
para calentar y suavizar la piel, previniendo la deshidratacion provocada por el agua
calcéarea. Por otro lado, los gimnastas solian masajearse con aceites de oliva para
preparar los musculos antes de la actividad y prevenir dafios en la piel causados
por las altas temperaturas. Paralelamente, en el afio 776 a.C., se llevaron a cabo
los primeros Juegos Olimpicos, donde los ganadores eran ungidos con aceite en
honor a la diosa Atenea y como signo de hermandad y paz. Ademas, el aceite de
oliva se ha utilizado para tratar infecciones y Ulceras gastrointestinales y del tracto
urinario (42-44). A pesar del conocimiento limitado sobre enfermedades y
dolencias, al aceite de oliva ya se le habian atribuido propiedades antiinflamatorias,

antioxidantes y antibacterianas.

A finales del siglo XX, Ancel Keys dilucidé por primera vez el efecto
cardioprotector del aceite de oliva en el “Estudio de los siete paises (1978)”. En el
cual se comparé la dieta tradicional de Estados Unidos, Finlandia, Italia, Grecia,
Paises Bajos, Japon y Yugoslavia para relacionarla con la salud de sus habitantes.
Se posiciond como el primer estudio que examind sistematicamente la relacién entre
dieta, estilo de vida y salud, en particular la enfermedad coronaria, regulacion del
colesterol y accidente cerebrovascular. Se revel6 una menor prevalencia de
enfermedades cardiovasculares, al igual que una menor incidencia en
enfermedades alimenticias en los paises de la cuenca mediterrdnea en
comparacién con los paises occidentales. A raiz de esto, surge el concepto de
“dieta mediterranea”, caracterizada principalmente por un alto consumo de cereales,
verduras, legumbres y fruta. Poca ingesta de carne roja, ya que es sustituida por un
alto consumo de pescado, acompafado de aceite de oliva como grasa culinaria
principal. La menor prevalencia de enfermedades cardiovasculares en los paises
mediterraneos en comparacion con los paises occidentales fue correlacionada con

un mayor consumo de grasas monoinsaturadas, siendo la principal fuente el aceite
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de oliva y por lo tanto se le atribuye al aceite el poder cardioprotector. En los afios
siguientes, la evidencia cientifica de la relacion entre una dieta rica en acidos grasos
monoinsaturados y enfermedades cardiovasculares se hizo cada vez mas fuerte,
relacionando el alto consumo de aceite de oliva correspondiente con una dieta
mediterranea con una menor probabilidad de sufrir infarto de miocardio (45,46). Es
importante destacar que a su vez se vincula la adherencia a la dieta mediterranea
con una disminucion de mortalidad por cancer y la prevencién de un 25% de cancer
colorrectal, 15-20% de cancer de mama y un 10-15 % de préstata y tumores
pancreaticos (47-49). También fue reportado el efecto de esta dieta con la
prevencion de enfermedades neurodegenerativas, como Alzheimery Parkinson. En
este tipo de enfermedades se da un incremento de estrés oxidativo, inflamacion,
agregacion anormal de proteinas, alteracion de la homeostasis de calcio,
excitotoxicidad y apoptosis, y se observé que el consumo de AOVE juega un rol
importante en el control de estos procesos (50,51). La dieta mediterranea ha
demostrado ser beneficiosa para el control glucémico y la diabetes mellitus tipo 2.
Se obtuvo una reduccion significativa del 40% en la incidencia de contraer diabetes
tipo 2 en grupos de personas consumidores de dieta mediterranea, suplementados
con AOVE vy frutos secos mixtos, en comparacion con el control (52-54). EI AOVE
puede prevenir inflamaciones crénicas asociadas con patologias, como obesidad o
la aterosclerosis que es considerada una patologia inflamatoria. Su consumo
disminuye la expresién de genes relacionados con la inflamacion y el estrés
oxidativo. La interleucina 6 (IL-6), es una citocina proinflamatoria, promueve los
procesos inflamatorios en el cuerpo como parte de la respuesta del sistema
inmunologico a diversas situaciones, con dietas suplementadas con aceite de oliva
logra disminuir los valores en la circulacién sanguinea (32,55).

En la Figura 6 se muestra un diagrama con las principales vias de accion
propuestas para el aceite de oliva virgen en la prevencion de diferentes

enfermedades o patologias.
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ACTIVIDAD

ACTIVIDAD ANTIINFLAMATORIA

ANTIOXIDANTE

ACTIVIDAD
ANTIPLORIFERATIVA

MEJORA PERFIL
LipipICcO

DISMINUYE
ANGIOGENESIS

MEJORA
METABOLISMO
GLucibico

ACTIVIDAD
ANTIMICROBIANA

MODULA
APOPTOSIS

Figura 6. Principales vias de accion propuestos para el aceite de oliva virgen y sus
componentes minoritarios en la prevencion de enfermedades.

1.3.1 Bioactividad de los polifenoles

Desde un principio, los efectos beneficiosos del consumo de AOVE en la
dieta mediterranea fueron atribuidos al alto contenido de MUFASs, especificamente
al 4cido oleico. Numerosos estudios se realizaron a lo largo de los afios para
comprender la relacion entre el consumo de AOVE y la salud cardiovascular. En un
ensayo realizado en 1996 se compararon los efectos de dos dietas similares ricas
en MUFAs a partir de aceite de oliva virgen o aceite de girasol alto oleico en mujeres
hipertensas. Estos autores reportaron que solo la dieta rica en aceite de oliva virgen
indujo una reduccion significativa tanto en la presion sistolica como en la presion
arterial diastodlica (56). El AOVE y el aceite de girasol alto oleico tienen un perfil de
acidos grasos muy similar, pero el aceite de girasol no presenta polifenoles dentro
de sus componentes. Esto lleva a pensar que el efecto beneficioso que genera el

AOVE no es debido al acido oleico simplemente. A su vez, en el ensayo de
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EUROLIVE se le suministro a diferentes candidatos 3 tipos de AOVE con un peffil
similar de &cidos grasos, pero con niveles diferentes de polifenoles: alto, medio o
bajo. Todos los candidatos que culminaron el ensayo aumentaron la relacion de
colesterol HDL y los niveles de triglicéridos. Ademas, los que consumieron AOVE
con concentraciones altas o medias de polifenoles disminuyeron los niveles de
colesterol LDL y presentaron disminucién en el dafio oxidativo de los lipidos (57).
Se puede inferir entonces que estos compuestos minoritarios juegan un rol

importante en las propiedades beneficiosas que tiene el AOVE para la salud.

La actividad antioxidante in vivo de la fraccion fendlica del aceite de oliva fue
propuesta por primera vez a principios de los afios 90 en donde se estudio la
suplementaciéon alimentaria mediante una dieta rica en aceite de oliva, aceite de
soja y una mezcla de triglicéridos rica en oleato en el modelo animal de ratas (58).
A pesar de que en los ratones tratados con aceite de oliva y los de la mezcla
presentaban un perfil de acidos grasos con altas concentraciones de &cido oleico
en la misma proporcion para ambos tratamientos, se observé un menor contenido
de productos de peroxidacion lipidica en las ratas que tenian una suplementaciéon
de aceite de oliva en comparacion con las ratas control. El grupo de investigadores
concluyen el articulo comentando que el aceite de oliva debe contener algunos
componentes naturales, ademas de los conocidos tocoferoles y carotenoides, con
accion antioxidantes in vivo (58).

Determinados compuestos fenodlicos del AOVE son considerados moléculas
claves para la salud a partir de mdultiples modelos de estudios; estos son el
hidroxitirosol (HT), el oleocantal y la oleuropeina (OL). Son muy estudiados por sus
propiedades biologicas y farmacéuticas, al igual que por sus propiedades
antioxidantes. EI HT y la OL son capaces de reaccionar con los radicales peroxilo y
romper las reacciones de propagacion radicalar, produciendo estructuras de
resonancia muy estables. Ademas, son capaces de activar sistemas antioxidantes
enddgenos en el organismo (59). Esto ultimo fue propuesto tras inducir diabetes en
ratas mediante una inyeccion intraperitoneal de Alloxa, una droga utiliza para
producir diabetes en animales de experimentacion destruyendo células secretoras

de insulina de los islotes de Langerhans del pancreas. Observaron una disminucion
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de las actividades de las enzimas antioxidantes hepaticas SOD y CAT y un aumento
del nivel de sustancias reactivas al acido tiobarbitarico (TBARS) del ingles
Thiobarbituric acid reactive substances en el higado de las ratas diabéticas.
Ademas, el potencial antioxidante sérico presentd una disminucién significativa en
las ratas diabéticas en comparacién con el de los controles normales. Todas estas
perturbaciones encontradas en el sistema antioxidante fueron restauradas mediante
la administracion de OL e HT. La accién hipoglucemiante de estos en animales
diabéticos puede explicarse por el aumento de la expresion y/o actividad de enzimas
antioxidantes. De hecho, varios estudios muestran que los polifenoles logran
aumentar la expresion de las enzimas SOD y CAT a nivel transcripcional (60). A la
vez, se estudio el rol del HT en la diabetes mellitus en el modelo de ratas en la linea
celular de adipocitos 3T3-L1, demostrado que la HT estimula la biosintesis
mitocondrial, que se reduce en el curso de la diabetes mellitus (61). Proponen que
lo mas probable es que la HT aumente la via de biosintesis mitocondrial a través de
la regulacion positiva de PGC-1a, un regulador clave del metabolismo energético.
Concentraciones relativamente bajas de HT en los adipocitos aumentan la
expresion de todos los complejos de la cadena respiratoria mitocondrial, incluida la
ATP sintasa, mayor consumo de oxigeno; y una disminucion del contenido de acidos
grasos libres en los adipocitos (62). En otro estudio se exploro el potencial de la OL
preparada a partir de hojas de olivo para inhibir las enzimas digestivas (a-amilasa,
maltasa, sacarasa) y reducir la captacion de glucosa en ovocitos de Xenopus que
expresan GLUT2 humano, el cual es un transportador transmembrana, presente en
higado y pancreas, que posibilita el movimiento pasivo de glucosa a través de la
membrana plasmatica. Dicho estudio demuestra que la OL puede mejorar la

respuesta glucémica posprandial en individuos sanos (63).

El compuesto fendlico oleocantal es reconocido como un potente
antiinflamatorio, al comparar su efecto con el ibuprofeno, se encontré6 que el
oleocantal exhibié una mayor inhibicién de las enzimas inflamatorias COX-1 y COX-

2 que el ibuprofeno en concentraciones equimolares (64,65).
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En base a los diferentes estudios, los polifenoles se consideran
actualmente unas de las principales moléculas, dentro de la composiciéon quimica
del AOVE, a las que se le atribuye la mayoria de los efectos beneficiosos para la
salud, disminuyendo el riesgo de padecer enfermedades crénicas no trasmisibles

como las enfermedades cardiovasculares, neurodegenerativas y cancerosas.

1.4 Acidos grasos nitrados

Los nitroalquenos derivados de acidos grasos (NO2-FA) son importantes
moléculas sefializadoras, generadas por la interaccion de especies reactivas de
nitrdgeno con acidos grasos insaturados. Los nitroalquenos son un grupo de acidos
grasos que presentan un grupo nitro adyacente a una insaturacién en la cadena
hidrocarbonada (Figura 7). La presencia del grupo nitro le confiere un alto caracter
electrofilico a la molécula, el grupo nitro es atrayente de electrones por lo tanto los
atomos de carbono contiguos al grupo nitro se vuelvan deficientes de electrones y
susceptibles a posibles ataques nuclefilicos, esto convierte a los nitroalqueno en
moléculas reactivas (66,67). El 4cido graso nitrado formado va a depender de qué
acido graso reaccione en un principio, por ejemplo, si se trata del acido linoleico
conjugado o el acido oléico, se formara acido nitro linoleico conjugado (NO2-cLA) y

acido nitro oleico (NO2-OA) respectivamente (68).
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Figura 7. Estructura de acidos grasos nitrados. Se presentan los distintos isémeros de los
nitro alquenos derivados del acido graso oleico (NO2-OA), &cido linoleico (NO2-LA) y &cido
linoleico conjugado (NO2-cLA).

Los primeros estudios sobre la presencia de acidos grasos nitrados en
AOVE se realizaron en aceites provenientes de las variedades de cultivo Arbequina,
Picual y Frantoio, detectando concentraciones de NO2-cLA de sintesis enddgena en
las aceitunas, tambien detercaron la formacién de NO2-FA de AOVE bajo
condiciones gastricas (69). Por otro lado, el acido graso nitrado derivado del acido
linolénico fue cuantificado y detectado en el modelo de planta de Arabidopsis
Thaliana, al igual que en la hoja y en la raiz de la planta Oryza Sativa. El nitro
linolénico (NO2-Ln) participa de diferentes funciones fisioldgicas en la propia planta
y es generado en diferentes condiciones de estrés biodtico y abiotico (70,71). Por
otro lado, se estudio en células humanas y murinas que los acidos grasos nitrados
se pueden generar también de forma enddgena en respuesta a infecciones virales
0 mediante otros origenes lo que nos habla de su formacion en condiciones de

inflamacion (72).

1.4.1 Formacién de acidos grasos nitrados

Los diferentes isomeros de NO2-FA pueden ser sintetizados in vitro, con
regioselectividad y estereoselectividad a partir de diferentes precursores (66,73,74).

Los precursores de la formacion de nitrolipidos de mayor relevancia bioquimica son
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los acidos grasos insaturados, el agente nitrante radical didxido de nitrogeno (*NO2)
y sus precursores; nitrato (NO3 "), nitrito (NO2 ) y radical éxido nitrico (*\NO) (75).
Por un lado, el *NO2 es generado por diversas reacciones, entre las que se
encuentra la descomposicion del peroxinitrito y la formacion a partir de la oxidacion
monoelectronica de NO2 , catalizada por diversas hemoperoxidasas en presencia
de H202. También en condiciones acidas el NO2 se puede protonar dando lugar a
la formacion de HNO2, este forma N203 que es inestable, produciendo *NO2z y *\NO
(75-78).

Una de las posibles reacciones de nitracion suele implicar la adicion directa
de *NO: al doble enlace (Figura 8). Esta reaccion de adicion es reversible y ocurre
con todos los dobles enlaces produciendo un radical B-nitroalquilo. En baja tension
de Oq, éste reacciona con otro *NO:2 produciendo un derivado nitro-nitrito de acido
graso. A partir de este punto pueden ocurrir dos eventos, dependiendo de los niveles
de Oz2; a bajas concentraciones predomina la formacion de nitro alquenos mientras
gue en altas regiran los proceso de oxidacion que convergen la formacion de
hidroperdxidos lipidicos. Los nitroalquenos que se producen a partir del derivado
nitro-nitrito de acido graso mediante la perdida de acido nitroso (HNO2), mientras

gue la hidrdlisis de este grupo produce derivados nitro hidroxilados (77,79-81) .
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Figura 8. Mecanismo general de formacion de acidos grasos nitrados.

La nitraciéon es un proceso muy frecuente durante la digestién gastrica,
dada la combinacién de NO2 derivado de la saliva tras el consumo de NOs , junto
al medio acido y los acidos grasos conjugados provenientes de la dieta. Las
principales fuentes dietéticas de NOs son las verduras de hojas verdes y la
remolacha. En la boca, gran parte del NOs  se reduce a NO2 gracias a las bacterias
comensales que residen en la cavidad bucal, estas utilizan NOs como aceptor final
de electrones en la respiracion anaerobia. El NO2 que se encuentra en alta
concentracion en la saliva, puede protonarse a pH acido en el estbmago dando
acido nitroso (HNOz2) que luego se puede descomponer en *NOz2, el principal agente
nitrante ya antes mencionado (82—84). En la Figura 9 se muestra la formacion de

los precursores para la sintesis de especies nitradas.
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Figura 9. Formacion de intermediarios para la sintesis de NO2-FA. La microbiota de la cavidad
oral y gastrointestinal reduce NOz de la dieta a NO2 , que se protona a pH acido generando
HNOg, precursor del *\NO>. Formacion de NO3  de manera enddégena mediante el 6xido nitrico.

1.4.2 Formacion de las especies nitradas NO2-OA y NO2-CLA

Las especies nitradas NO2-OA y NO2-cLA fueron detectadas en muestras
biolégicas de personas sanas, aumentando su cantidad durante los procesos
inflamatorios y en situaciones de estrés metabdlico, convirtiéndolo en un blanco
interesante para estudiar (85). El NO2-cLA generado a partir de la nitracién del cLA
presenta dos isbmeros posicionales predominantes, denominados colectivamente
NO2-cLA (Acido linoleico conjugado nitrado 9 y 12) (86). Fue identificado como el
principal sustrato enddgeno para la nitracion de acidos grasos in vitro e in vivo,
produciendo una cantidad hasta 10° veces mayor de productos de nitraciéon en
comparacién con otros acidos grasos (68). Nuestro grupo de trabajo detect6 la
formacion en condiciones gastricas de NO2-OA y NO2-cLA en el AOEV, siendo el

NO2-cLA el mas prevalente Figura 10.
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Figura 10. Formacién de NO2-FA en AOEV mediante digestion in vitro. (A) Formacion de NOo.
OA en Arbequina y Coratina AOVE fue determinada siguiendo la transicion MRM m/z 326/46,
comparada con el control interno NO2-[*3C1g]OA (m/z 344/46). (B) La presencia NO2-LA y NO3-
cLA en AOEV fue determinada siguiendo la transicion MRM m/z 326/46, comparada con el
control interno [15N]O2-cLA (m/z 325/47) y control externo NO2-LA (m/z 324/46). Extraido de
(87).

Estudios previos de nuestro grupo de investigacién evaluaron la formacion
de NO2-OA y NO2-cLA en ausencia o presencia de polifenoles en las etapas de
maduracion verde y envero (etapa de maduracion intermedia) para Arbequina y
Coratina. Cuando se hace referencia al aceite en ausencia de polifenoles se refiere
a que mediante el método de extraccion se gener6 un aceite sin polifenoles. Como
se muestra en la Figura 11, en las condiciones sin polifenoles (Pph) disminuye
considerablemente la formacién de NO2-OA y NO2-cLA para la variedad Arbequina,
pero no se observa el mismo comportamiento para Coratina. Se observa diferencia
significativa entre la formacion de NO2-CLA en la etapa verde y envero de coratina.
Esto acomparia a los resultados presentados en la Tabla 8, en donde se muestra
un contenido mayor de polifenoles en la etapa envero que en la verde para esta
varietal. Estos experimentos fueron realizados en aceite de oliva eliminando los

polifenoles pero no los otros componentes minoritarios, como carotenoides, los
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cuales son dificiles de separar de la fraccion lipidica. En base a estos resultados
nos planteamos la hipéteis de que los polifenoles podrian modular la formacion de
acidos grasos nitrados, y para ello es importante un modelo sencillo para evaluar el

efecto de estos compuestos.
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Figura 11. Efecto de la etapa de maduracion del cultivo y contenido de polifenoles en el aceite
de oliva en la formacion de acidos grasos nitrados. (A) NO2-OA y (B) NO2-cLA de arbequina
y (C) NO2-OA y (D) NO2-cLA de aceite durante la etapa temprana de maduracion (ES) y la
etapa intermedia denominada envero (IS) y la presencia o ausencia de polifenoles (Pph). Las
diferencias son significativas cuando p < 0.05 (*) y p < 0.01 (**). Extraido de (87).

1.4.3 Efectos beneficiosos de los acidos grasos nitrados

Los acidos grasos insaturados no son meramente una fuente de energia o
constituyentes de las membranas biologicas, al ser consumidos a través de la dieta
se pueden convertir en precursores importantes de moléculas sefializadoras. Como

se menciond previamente los &cidos grasos insaturados en determinadas
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condiciones son capaces de nitrarse formando NO2-FA, estos presentan actividad
citoprotectora y anti-inflamatoria en diferentes lineas celulares y condiciones
fisiopatoldgicas (88).

Como fue mencionado anteriormente el grupo nitro alqueno de los NO2-FA
es electrdéfilo, por lo tanto, participa activamente en reacciones reversibles de
adicion de Michael lo que le confiere la posibilidad de modificar residuos
nucleofilicos en proteinas diana (S-nitro alquilacion) (89). Muchas de las funciones
antinflamatorias del NO2-OA se han explicado, principalmente, por su capacidad de
formar aductos con NF-kB, Keap1 y HSF-1.

Ademas el NO2-OA y NO2-LA que presentan la capacidad de unirse
covalentemente a la sub unidad p65 de NF-kB, inhibiendo la unién al ADN de este
modo reprimiendo NF-kB e inhibiendo la secrecion de la interleucina proinflamatoria
(IL)-6, el factor de necrosis tumoral (TNFa), la proteina de quimioatraccién de
monocitos y molécula de adhesion de células (90). Especificamente, en modelos
de ratén con cardiopatia isquémica, en donde se produce la obstruccién de una
arteria del corazon, se detecto preservacion del musculo dafiado, funcion ventricular
y reduccion significativa del tamafio del infarto luego de administrar exégenamente
a los ratones NO2-OA, lo que evidencia un rol protector de este acido graso nitrado
cuando es administrado exdgenamente (91). Por otro lado, hay fuerte evidencia que
los NO2-FA pueden regular el tono vascular mediante la fosforilacion endotelial de
la éxido nitrico sintasa, aumentando la expresién de la misma con el concomitante
aumento de biodisponibilidad de *NO. También se ve un aumento en la expresion
de la hemo oxigenasa 1. El aumento en la expresion de ambas enzimas es traducido
en los efectos protectores vasculares asociados con una mayor produccién de *NO
(92) .

En cuanto a patologias asociadas a las vias urinarias, se investigo el rol del
NO2-OA en modelo de ratdon con enfermedad renal, principalmente la nefropatia
diabética, la cual es una de las principales causas de enfermedad renal terminal. La
administracion conjunta de NO2-OA junto con Losartan revierte eficazmente la

lesion renal en la enfermedad anteriormente mencionada (93). Siguiendo esta
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misma linea de investigacion se indag6 el efecto que produce la administracion de
este mismo NO2-FA en la esclerosis glomerular focal, otra importante patologia
renal. Tras la administracion de NO2-OA se sugiere que éste ejerce en los ratones
una accion renoprotectora contra la nefropatia, probablemente a través de sus
propiedades antiinflamatorias y antioxidantes (94).

Con respecto a las enfermedades hepaticas, los NO2-FA juegan un rol
importante, por ejemplo, en la enfermedad del higado graso no alcohdlico, patologia
gue se caracteriza por un depoésito excesivo de grasa en el higado en ausencia de
una ingesta significativa de alcohol, la misma esta relacionada con la obesidad y la
resistencia a la insulina. Mediante el suministro de NO2-OA a ratones con higado
graso no alcohdlico se logra normalizar los niveles de triglicéridos hepaticos y
revertir significativamente la acumulacion de grasa hepética (95). El grupo de
investigacion, evidencio una correlacion positiva entre la formacion de NO2-OA a
partir del AOVE que fue suministrado a ratones con la patologia y la mejora

observada de la funcion mitocondrial (96).

A nivel mundial el cancer es la segunda causa de muerte, segun el Centro
Internacional de Investigaciones sobre el Cancer, alrededor de 1 de cada 5
personas desarrollara cancer a lo largo de su vida; aproximadamente 1 de cada 9
hombres y 1 de cada 12 mujeres mueren a causa de la enfermedad. En los ultimos
afos se realizaron diferentes ensayos con NO2-FA para evaluar su incidencia en
diferentes tipos de céancer por sus efectos antiinflamatorios y antioxidantes
anteriormente desarrollados (97). Basandose en que los procesos infamatorios
juegan un rol crucial en todas las etapas de desarrollo de los tumores, desde el
inicio, la promocion, la transformacion maligna, la invasion del tumor y la metéstasis
de este. Por un lado, el cancer de mama triple negativo comprende el 20% de todos
los canceres de mama y es el subtipo de cancer de mama mas agresivo debido a
su alta tasa de metastasis y que hasta el momento hay tratamiento efectivo. Para
este tipo de cancer se ha probado en diferentes ensayos preclinicos el tratamiento

con el derivado electrofilo del NO2-OA, el acido 10-nitro-octadec-9-enoico.
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Observandose reduccion en el crecimiento y la viabilidad de las células

cancerigenas in vitro, atenuacién de la migracion e invasion de las células (98).

En el presente trabajo se espera que al aumentar la concentracion de
polifenoles en el AOV sintético disminuya la oxidacién lipidica debido a que los
polifenoles reaccionarian con los radicales libres y las ERO favoreciendo la
formacion de la nitracién de los acidos grasos, tras someter al AOV a condiciones
gastricas. Se espera que el 4cido graso que se nitre en mayor medida sea el cLA a
pesar de encontrarse en menos concentracion en el aceite que el OA. También es
esperable un comportamiento diferencial entre ambos variedades de aceites debido
a que provienen de variedad contrastante en cuanto a sus componentes

minoritarios.

2. Objetivo

2.1 Objetivo general
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Evaluar el efecto de los polifenoles del aceite de oliva de dos variedades
contrastantes sobre la formacion de &cidos grasos nitrados durante la digestion

gastrica.

2.2 Objetivos especificos

e Caracterizar la composicion quimica de dos variedades contrastantes de
AOVE cultivados en Uruguay, Arbequina y Coratina.
e Evaluar el efecto de los polifenoles de Arbequina y Coratina sobre la nitracién

y la oxidacién de un aceite sintético sin polifenoles.
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3. Materiales y métodos
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3.1 Materiales

3.1.1 Aceite de oliva virgen

Los aceites se obtuvieron en colaboracién con la Estacion Experimental "Wilson
Ferreira Aldunate”, INIA de “Las Brujas” Se trabaj6 con dos variedades
contrastantes con respecto a niveles de polifenoles, Arbequina una variedad de olivo
espafola y Coratina un cultivar italiano. Para cada variedad se analizaron tres
muestras bioldgicas, procedentes del Departamento de Maldonado, de diferentes
arboles, por lo tanto, se generd un aceite para la variedad Coratina y otro para la
variedad Arbequina, elaborado con las tres muestras bioldgicas. A su vez, todos los

analisis se realizaron por triplicado.

3.1.2 Reactivos

Todos los productos quimicos fueron adquiridos en Sigma-Aldrich
(St.Louis, MO, EE. UU.). Los &cidos grasos fueron obtenidos de NuCheck. En
cuanto a los estandares internos NO2-FA, NO2-[*3C18]OA, NO2—[*3C1s]LA, y [*°*N]O2-
cLA fueron amablemente cedidos por los Dres. Bruce Freeman y Francisco
Schopfer de la Universidad de Pittsburgh, PA, EE. UU. (86) .

3.2 Métodos

3.2.1 Determinacion del perfil de acidos grasos

La determinacion se llevé a cabo en el INIA de “Las Brujas” mediante analisis
por cromatografia de gases. Los ésteres metilicos de acidos grasos se prepararon
a partir de una reaccion de transesterificacion con una solucién metandlica fria de
hidréxido de potasio y se analizaron mediante un cromatégrafo de gases (Norma
IOC/T.20/Doc. n° 24 2001) en un equipo Shimadzu GC (modelo 14 B) (99).

3.2.2 Deteccién y cuantificacién de acido linoleico conjugado

El acido linoleico conjugado (cLA) se detectdé mediante la formacion de

aductos de Diels-Alder con 4-fenil-1,2,4-triazolina-3,5-diona (PTAD). En primer lugar
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la fraccion lipidica del AOV se extrajo con hexano que se secé al vacio. Después se
realiza una digestion enzimatica con lipasa pancreética (5 mg de proteina/ml) y
fosfolipasa A2 (PLA2, 40 U) en tampdn de fosfato 50 mM, pH 7,4. La mezcla de
reaccion se incub6 a 37 °C durante 1 h con agitacion continua. Alternativamente,
los lipidos se extrajeron mediante Bligh y Dyer, se secaron al vacio y se disolvieron
en cloroformo. Las diferentes clases de lipidos se separaron mediante extraccion
en fase sélida (SPE) utilizando columnas Strata NH2 (100 mg/1 ml). Las columnas
se activaron previamente con 1 ml de MeOH, seguido de 1 ml de cloroformo; se
afadieron las muestras y la columna se lavé con 1 ml de cloroformo. Los acidos
grasos libres se eluyeron con 1 ml de éter dietilico/acido acético al 2 %. El disolvente
se evaporo al vacio y los acidos grasos obtenidos se incubaron en cloroformo con
PTAD durante 2 min a temperatura ambiente. El disolvente se evaporé y se lavaron
las muestras tres veces con metanol. Posteriormente se analizaron por HPLC-
MS/MS empleando un método de monitoreo de reacciones multiples (MRM) en el
gue se monitorean transiciones especificas para diferentes isomeros de cLA
derivatizados con PTAD (Tabla 4) (69,100).

Tabla 4. Transiciones para diferentes isémeros de cLA derivatizados con PTAD. Cys (C), Trans (T).

cLA-PTAD 438.5/178.2
438.5/276.0

CoT11 438.0/312.0
T10C12 438.0/298.0
438.0/319.0

438.0/261.0

CoT11 438.0/235.0
T10C12 438.0/249.0

3.2.3 Extraccion de polifenoles

Se realiz6 una puesta a punto de dos métodos diferentes de extraccion de

polifenoles.
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1. Los polifenoles fueron extraidos siguiendo el método de Gutfinger T. (87). Se
parte de un gramo de aceite disuelto en 5 mL de hexano, se realizan 3
extracciones sucesivas con 2 ml de metanol al 60% con 0,025%m-v de
Butilhidroxitolueno (BHT). Intercalando cada extraccion con centrifugaciones
de 3000 rpm por 2 minutos. Se extrajo la fase organica en donde quedan
retenidos los polifenoles, correspondiente con la fase inferior. Se evapor6 el
hexano en un sistema de evaporacién a presion reducida de la marca
Labconco a 35 °C, con un vacio inicial de 290, bajando progresivamente
hasta 70.

2. Se parti6 de un gramo de aceite disuelto en 1,5 mL metanol al 80%. Se

realizaron tres lavados intercalando con centrifugaciones a 5800 rpm.

Una vez definido el método a trabajar segun el rendimiento de extraccion, se
procedié a realizar la extraccion de los polifenoles a partir del método escogido por
triplicado para cada varietal. Tras evaporar el hexano el volumen resultante se
congeld a -20 °C para liofilizarlo. Este procesamiento se repitié las veces necesarias

hasta alcanzar una masa de polifenoles que permitiera los analisis posteriores.

3.2.4 Cuantificacion de polifenoles totales

La determinacion fue realizada mediante el ensayo de Folin-Ciocalteau,
segun el método adaptado de Mc. Donald et al. (101). Los polifenoles extraidos o la
curva estandar fueron mezclados con el reactivo de Folin Ciocalteu (5mL, 1:10
diluido con agua nanopura) y Na2COs acuoso (4 mL, 1 mol/L). La solucion obtenida
fue incubada por 15 minutos a 45 ° C. Los polifenoles totales fueron determinados
colorimétricamente a 765 nm. La curva estandar fue realizada usando
concentraciones de 0, 50, 100, 15, 200, 150 mg/L de &cido galico. Fueron
preparadas con metanol:agua (50:50 v/v). La concentracion total de polifenoles fue

expresada en equivalentes de acido gélico en mg/kg de aceite.

3.2.5 Determinacion del perfil de polifenoles mediante HPLC
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La fraccion de polifenoles obtenida de cada variedad de olivo se
resuspendieron en 100 puL de metanol para ser identificados mediante RP-HPLC.
Se utilizé una columna C18 (250 mm x 5 mm, 4.6 um) con un flujo de 1.0 mL/miny
una temperatura de la columna de 30 °C. Los cromatogramas se analizaron a una
longitud de onda de 280 nm, la fase mavil consistié en metanol (solvente A) y agua
con 0.5 % de acido acético (Solvente B). El gradiente de elucion empleado fue: 0-
10 min, 83% fase B en elucion isocratica. 10-20 min, 85 % fase B. 20-25 min, 70%
fase B. 25-45 min, 60% solvente B. 45-60 min, 60% fase B con elucion isocratica.

Luego se realiz6 una etapa de re-equilbrado antes de la siguiente inyeccion.

Se seleccionaron 7 compuestos fendlicos para analizar, con el objetivo de cubrir
todas las subcategorias correspondiente a los polifenoles hidrofilicos (tabla 3). El
hidroxitirosol fue seleccionado como representante del subgrupo alcoholes fendlico;
la oleuropeina como secoiridoide; el acido galico, acido vinilico y el acido cafeico
como fenoles acidos; el pinoresinol como lignanos y por ultimo la apigenina en
representacion de los flavonoides. Este ultimo no pudo ser disuelto en metanol
imposibilitando su andlisis. Previamente a analizar las muestras de interés se
preparé los estandares mencionados anteriormente, cada uno de ellos a una
concentracion de 150 uM en metanol. Estos estandares fueron seleccionados por
presentar picos definidos y no superpuestos entre si. Una vez obtenido el
cromatrograma individual para cada uno de ellos se analiz6 una mezcla con los

estandares de polifenoles utilizados (150 uM en metanol).

Se analizaron las muestras de extraccion de polifenoles correspondientes a los

aceites Coratina y Arbequina.

3.2.6 Aceite sintético

Se prepard un aceite sintético con un perfil lipidico equivalente al del aceite de
oliva para poder evaluar el efecto de los polifenoles de manera independiente al
resto de componentes minoritarios. El perfil de acidos grasos y sus proporciones fue
elaborado usando como referencia los porcentajes para cada uno estipulados por
el COl.
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Tabla 5. Composicién del aceite sintético

Acido graso % VIV Se prepar6é un volumen total de 100 pL de

. _ aceite sintético a partir de &cidos grasos
Acido oleico (18:1) 70 o _

- (Cayman). Se mezclan 70 pL de acido oleico,

Acido linoleico (18:2) 10 10 pL de acido linoleico, 1 pL de &acido

Acido linoleico conjugado | 1 linoleico conjugado. 16 pL de &cido palmitico

Acido palmitico (16:0) 16 y 3 pL acido estearico. Previamente a tomar el

Acido estedrico (18:0) 3 volumen indicado se llevo los estandares a

una concentracion de 1 mol/L ajustando el

volumen con metanol.

3.2.7 Nitracién gastrica

El aceite sintético en presencia de diferentes concentraciones de polifenoles se
incubd por 1 h a 37 °C bajo continua agitacién con 475 pL de jugo gastrico sintético
(HCI 79 mMy NaCl 34 mM), NaNOs (5 mL, 100 mM) y 10 uL de estandar d4'>NO20A.
Posteriormente se realiza una extraccién con 1 mL hexano, conservando la capa
superior donde permaneceran los lipidos nitrados. Lo recogido se evapora en un
sistema de evaporacién a presion reducida de la marca Labconco y porsteriormente
se disuelve en metanol de calidad HPLC y high-resolution mass spectrometry

analysis para su posterior analisis.

3.2.8 Determinacioén y cuantificacion de acidos grasos nitrados

Para detectar y cuantificar los acidos grasos nitrados formados en la muestra se
utilizo la técnica de cromatografia liquida de alta resolucién (Infinity 1260, Agilent)
acoplada a espectrometria de masas (QTRAP4500, ABSciex), segun referencias
(102-105)

Los &cidos grasos nitrados fueron separados usando una columna de HPLC
en fase reversa (Luna C18(2), 5 um, 100 x 2.0 mm; Phenomenex) empleando un
gradiente de acetonitrilo en agua, con 0.1%v-v de acido formico. Las condiciones

de la fuente de ionizacion del espectrometro fueron las siguientes: el voltaje de la
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fuente y el potencial de declustering se establecieron en -4,5 kV y -30 V,
respectivamente, y la temperatura de la fuente fue de 400 °C. El analizador se oper6
en modo MRM (del inglés, multiple reaction monitoring) para la deteccién de NO2-
FA. Las transiciones utilizadas fueron m/z 326/46 y m/z 326/279 para NO2-OA, m/z
324/46 y m/z 324/277 para NO2-LA y NO2-cLA, m/z 344/46 para NO2-[3C1g]OA, y
m/z 325/47 para [*°N]O2-cLA. Los datos se adquirieron utilizando el software Analyst
1.6.2 (ABSciex) y se analizaron utilizando MultiQuant 2.1 (ABSciex).

3.2.9 Determinacion y cuantificacion de la oxidacion de acidos grasos

La oxidacion lipidica del aceite después de la digestion gastrica in vitro se
determind utilizando la reaccion del acido tiobarbitarico (TBA) (106) con
modificaciones. Las muestras (50 ul) se incubaron en solucién de TBA (0,25mL,42
mM) y acido acético (20%) a 90 °C durante 1 h. Luego, las muestras se centrifugaron
a 10.000 x g durante 10 min. La formacion de aductos de TBA en las muestras
(100uL) se midié mediante fluorescencia (excitacion a 515 nm y emision a 550 nm).
Se preparé de manera paralela una curva con soluciones estandar de TEP (1,1,3,3-

tetraethoxypropano) con concentraciones (0,61, 1,22, 2,43 y 4,86 umol/L).

3.2.10 Anélisis de los datos

Los resultados fueron expresados como media * la desviacién estandar de
las medias con valores de al menos tres experimentos independientes y analizados
con GraphPad Prism (version 5.0). Los analisis estadisticos se realizaron mediante
analisis de varianza, seguido de una prueba posterior de Tukey. Las diferencias

fueron significativas cuando p < 0,05.
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4.Resultados y discusion
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4.1 Determinacion del perfil de acidos grasos en el AOVE

A partir de la colaboracion con el INIA de “Las brujas” se determiné el
porcentaje de los distintos acidos grasos que forman parte de la fracciébn mayoritaria
del AOVE de las variedades Arbequina y Coratina, los mismos fueron determinados
mediante cromatografia de gases. La concentracién de estos fluctia en base a la
variedad de olivo, el clima, la época de recoleccidn, el grado de maduracién y otros
factores, comportamiento observado en el resto de los componentes que forman
parte del aceite. Al estudiar el perfil de acidos grasos obtenido se observa como las
diferentes variedades de olivo Arbequina y Coratina presentan una composicion
diferente de acidos grasos (Tabla 6). Se puede observar que el acido palmitoleico
(16:1) fue detectado en mayor proporcién en Arbequina respecto a Coratina 2,7 +
0,6; 0,7 + 0,1 respectivamente, al igual que el &cido linoleico (18:2) 11,9 + 0,3; 6,9
+ 0,7. Por otro lado, en Coratina, se detectaron mayores niveles de acido oleico

(18:1) y acido estearico (18:0) que en arbequina (107).

Tabla 6. Perfil de acidos grasos (%) mayoritarios de las variedades Coratina y Arbequina.

Acido graso

Variedad 16:01 18:0 18:1 18:2 18:3

Arbequina | 2,7 £ 0.6 19+0,2 61+1 119 £0,3 05+04

Coratina | 0,7+0.1 23+0,3 73 +1 6,8+0,7 |0,7+0,07

4.2 Deteccién y cuantificaciéon de acido linoleico conjugado

La presencia de cLA en los

aceites de Arbequina y Coratina se Tabla 7. CLA end6geno en AOV envero
Cultivar cLA (mg/g AQV)

Arbequina 0,019 + 0,001
Coratina 0,014 + 0,004

cuantific6 mediante la deteccion por
HPLC-MS/MS de una reaccién de Diels

Alder de dienos conjugados con PTAD

(m/z 454). Los lipidos vegetales tienen niveles de cLA de hasta 1,0 mg de cLA/g de
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grasa, con niveles reportados de cLA en aceites de oliva de hasta 0,2 mg/g de aceite
predominantemente los isomeros cis9-trans11- y trans10-cis12. En este caso, los
niveles totales de cLA en AOV fueron de alrededor de 0,02 mg/g de AOV como se
muestra en la Tabla 7. (86,108). En el cromatograma de la Figura 11 se muestra
la deteccion de las diferentes transiciones de los isdmeros del cLA, siendo la primera
vez que se logra cuantificar en AOV.

Arbequina envero
+ PTAD

9,11-cLA+PTAD

e e o

f
76 77 78 79 80 8.1 8.2

Tiempo (min)

Figura 11. Cromatograma para la deteccién de cLA en muestras de AQV transicion 438.5/178.2.
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4.3 Cuantificacion de polifenoles

El método de Folin-Ciocalteau es un método colorimétrico que consiste en
gue los grupos hidroxilos de los grupos fendlicos presentes en la muestra, en
condiciones alcalinas, se oxidan al reaccionar con el reactivo de Folin-Ciocalteau,
el cual estd compuesto por una mezcla de fosfomolibdato y fosfotungstato y es
inicialmente de color amatrillo. Cuando se reduce, el reactivo de Folin-Ciocalteau da

como producto un complejo azul, el cual se sigue por espectrofotometria UV-Vis a
750 nm.

La ecuacion obtenida de la curva de calibracion del acido géalico en un rango de
mg/L fue y=0,0525x + 0,0293 con un R?=0,9636 (figura 12). La concentracion total
de polifenoles se expresa en miligramos de equivalente de acido galico por gramo
de fraccion, por lo tanto se tiene que considerar que se parte de un gramo de

muestra y la cantidad de solvente utilizado para poder expresar la concentracion en
las unidades adecuadas.

0,6

0,5

o
™

Abs 765 (nm)

0,2 y = 0,0525x + 0,0293
R? = 0,9636
0,1
0
0 2 4 6 8 10 12

Concentracién (mg/L)

Figura 12. Curva de calibracion acido galico.

La concentracién total de polifenoles obtenida tras interpolar los valores de

absorbancia en la ecuacion de la recta se muestra en la Tabla 8. Cabe destacar que
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la cuantificacion fue realizada por triplicado y que posteriormente al realizar los

calculos se promedio la concentracion de polifenoles totales para cada condicion.

Tabla 8. Concentracion total de polifenoles

Variedad Polifenoles totales (mg/kg)
Arbequina verde 59,8 +5,3
Arbequina envero 49,7+5.3
Coratina verde 90,4 +6,2
Coratina envero 161,3+2,7

La muestra Arbequina verde presenta mayor contenido de polifenoles totales
respecto al estadio envero. En cambio Coratina envero alcanza un 50% mas de
polifenoles en comparacién con el estadio verde. Si observamos ambas varidades,
Coratina tiene una mayor concentracion que Arbequina en ambos estadios, esto
coincide con los datos reportados (109). Las diferencias entre las variedades son
esperables, debido a que los polifenoles son generados por reacciones quimicas
durante la maduracion del fruto y el proceso de elaboracion del aceite, por ejemplo
durante la maduracion de las aceitunas, OL es casi completamente degradada
cuando el fruto se oscurece, pero el HT y el tirosol aumentan (33,110). Cinco
categorias se proponen para clasificar el aceite de oliva dependiendo de su
contenido de polifenoles, segun el método de Folin-Ciocalteau: muy alta (>600
mg/kg), alta (450-600 mg/kg), media (300-450 mg/kg), baja (150-300 mg/kg) y muy
baja (<150 mg/kg) (111), acorde con esta clasificacion, la variedad Arbequina seria
incluida en la categoria muy baja y Coratina en la de baja. La clasificacion obtenida
para las muestras analizadas difiere con los datos presentados por otros
investigadores, se clasifican a la variedad Coratina segun su contenido de
polifenoles como muy alta y a la variedad Arbequina como baja. Cabe destacar que
estos estudios fueron con aceites procedentes de olivos cultivado en Europa. Como
se menciond anteriormente la concentracion de polifenoles no solo varia segun la
variedad de olivo, también cambia segun las condiciones climaticas, como
temperatura, frecuencia de riego, latitud, humedad del ambiente, etc. En diferentes

estudios confirman que las concentracion de polifenoles totales depende de las
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condiciones de riego, especificamente se observa mayor contenido de polifenoles
en epocas de sequia, baja disponibilidad de agua aumenta la produccion de
compuestos fenolicos (112). Esto puede explicar las diferencias encontradas. Los
polifenoles pasan de las aceitunas al aceite en el proceso de molienda y el baitido
del aceite de oliva pero se estima que mas del 80% del contenido de polifenoles se

pierde en el proceso y queda en la pulpa y carozo que forman el alperujo (113).

4.2 Determinacion del perfil de polifenoles mediante HPLC

Para identificar algunos de los polifenoles presentes en la muestra de aceite
se utilizé la técnica Cromatografia liquida de alta presion (HPLC). La separacion de
los componentes que constituyen una muestra mediante esta técnica analitica se
basa en la distribucion de estos componentes entre dos fases: la fase estacionaria,
gue esta contenida en la columna y la fase mévil, la cual fluye a través de la
columna. La funcién de esta fase movil no sélo es la de arrastrar al analito sino que
también debe interaccionar con el. La cromatografia liquida se lleva a cabo en un
soporte de acero inoxidable, en la que todas las especies disueltas en la muestra
pueden separarse segun su afinidad por la fase movil y la fase estacionaria, y
mediante la eleccibn de una combinacion adecuada de estas fases. En este
proyecto se ha trabajado con una cromatografia en fase reversa (RP-HPLC), en la
cual se emplea una fase estacionaria apolar C18 con una cadena anfipatica de 18
carbonos y una fase mévil de polaridad moderada. Con estas caracteristicas se
consigue un tiempo de retencidon mayor para aquellos compuestos de naturaleza
apolar, mientras que para las moléculas de caracter polar eluyen mas rapidamente
y por lo tanto se obtiene un tiempo de retencion mas corto (109,114). El tiempo de
retencién para cada uno de los polifenoles es influenciado por variedad de factores,
algunos de ellos son:

» Estructura quimica: La estructura quimica de cada polifenol es un factor clave
gue influye en su tiempo de retencion en una cromatografia de fase reversa.

Los polifenoles con estructuras quimicas diferentes pueden interactuar de
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manera distinta con la columna y la fase movil, lo que afecta su tiempo de
retencion.

« Polaridad: Los polifenoles pueden variar en su polaridad, y esto influye en su
afinidad por la fase estacionaria (columna C18) y la fase movil. Los
compuestos mas polares interactian mas con la fase movil y eluyen primero.
Los compuestos menos polares (mas apolares) interactian mas con la fase
estacionaria y tienen mayor tiempo de retencion.

« Tamafio molecular: El tamafio molecular de los polifenoles también es
importante. Los polifenoles mas grandes o con estructuras mas voluminosas
pueden experimentar interacciones mas fuertes con la columna vy, por lo
tanto, se retendran mas tiempo en la misma.

« Interacciones con la fase mévil: Las interacciones de los polifenoles con la
fase movil (metanol y agua con acido acético) pueden influir en su tiempo de
retencién. Diferentes polifenoles pueden interactuar de manera diferente con

esta fase movil, lo que afecta su tiempo de elucion.

En la Figura 13 se muestra el cromatograma correspondiente a los estandares
de polifenoles escogidos para analizar mencionado anteriormente a una
concentracion de 150 pM, a su vez en la Tabla 9 se detallan las estructuras
especificas de los polifenoles trabajados y su tiempo de retencion correspondiente
para cada uno de ellos. Se observa una correlacion entre la estructura de cada uno
con el tiempo de retencidn: en primer lugar eluyen los polifenoles mas polares, dado
el gradiente generado, la fase movil inicial es metanol y se va adicionado
concentraciones crecienes de la fase movil B que es muy polar. Esto indica que los
compuestos mas polares tendran menores tiempos de retencion porque interactdan
mas con la fase movil (méas afin a ellos), eluyendo rapidamente y los compuestos
menos polares interactuaran mas con la fase estacionaria (C18), teniendo mayores
tiempos de retencion, ya que necesitaran mayores concentraciones de fase movil B
para ser eluidos. Eluyendo primero los de menor tamafio y mayor polaridad como
el acido cafeico y el hidroxitiroxol, por dltimo los menos polares y de mayor tamafo
como la oleuropeina y el pinoresinol. Estos datos comparables con otros trabajos

de investigacion publicados (115).
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Figura 13. (A) Cromatograma de los estandares de polifenoles: Acido cafeico, Hidroxitirosol, Acido
vaniico, Acido galico, Oleuropeina y Pinoresino. (B) Grafico de gradiente utilizado.
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Tabla 9. Relacion entre estructura de los diferentes polifenoles analizados y los tiempos de retencién

obtenidos experimentalmente.

Polifenol Estructura T. retencién (s)
O
: HO
Acido cafeico OA\)LOH 5,24
HO
OH
Hidroxitiroxol 8,64
HO
OH
O OH
Acido vaniico 25,80
OCH,
HO
HO
Acido gélico HOOCOOH 28,27
HO
O.__-OCH3
HC}.___‘“ Cf N
Oleuropeina HO P {Cl 51,24
C
Pinoresinol 55,91

Con los tiempos de retencion ya identificados para cada uno de los

polifenoles antes mencionados, se corrieron las muestras de aceite de oliva de la
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mAU

varierda Coratina y Arbequina envero, sus cromatogramas se detallan en la Figura

14 respectivamente.

Caf
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Tiempo (min) 0 20 40 60
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Figura 14. Cromatograma de elucién de aceite de oliva extra virgen variedad Coratina y Arbequina envero.

En el caso de la muestra de aceite de AOVE de la variedad Coratina envero
se identificaron picos correspondientes a los siguientes polifenoles: hidroxitirosol,
acido vanilico, acido galico y pinoresinol. En cuanto a la muestra de Arbequina
envero se identificaron los picos correspondientes a los siguientes polifenoles: acido
cafeico, hidroxitirosol acido vanilico, acido gélico,oleuropeina y pinoresinol. El perfil
de polifenoles no presenta mayor diferencia entre las variedades, a excepcion del
acido cafeico y oleuropeina que son detectados solamente en la variedad arbequina.
En estudios realizados por otros investigadores se observa el mismo
comportamiento en cuanto al perfil de los compuestos fendlicos. A su vez, se

observan grandes diferencias a nivel de concentracion entre las diferentes

52

80



variedades (95). Esto podria ser interpolable con las gréaficas obtenidas, ya que se
presentan grandes diferencias entre las alturas de los picos (mUA), lo que podria
indicar diferentes concentraciones en los polifenoles entre las variedades. Para
confirmarlo se deberian realizar analisis cuantitativos con una curva de calibracién
con concentraciones determinadas de polifenoles. Algunos de los picos no pudieron
ser identificados en las muestras debido a no contar con los estandares necesarios
para la caracterizacion, pero mediante analisis bibliografico se puede relacionar
algunos de los picos con los polifenoles adecuados. Por ejemplo, el a-tirosol es un
compuesto fendlico muy similar al Hidroxitirosol, pero con caracter menos polar
debido a que tiene un solo grupo hidroxilo en su anillo aromatico en comparacién
con el hidrtiroxol que posee dos. Es uno de los polifenoles mas abundantes en la
variedad Coratina, pero que en la variedad Arbequina se encuentra en menor
proporcion (109,116). Al analizar la Figura 14, las cuales representan los
cromatogramas de la muestras de Coratina y Abrequina respectivamente, se puede
observar un gran pico entre los polifenoles hidrotiroxol y valilico. Este pico podria
corresponderse con este, el a-tirosol por presentar mayor tiempo de retencion que
hidrotiroxol pero menos que otros polifenoles mas apolares y estar presentes en

diferente proporcion en las variedades de olivo.

El proceso de extraccion del aceite es un factor critico determinante del
contenido de fenoles en el aceite, esto podria estar contribuyendo en la diferencia
entre las dos variedades estudiadas. Mediante este proceso, los fenoles muy
polares quedan adheridos a la pulpa de la aceituna; es asi que los mayores
contenidos de fenoles se obtienen con sistemas de presion y decanteres de dos
fases, ya que en los de tres se adiciona agua perdiendo fenoles en ella. En un
proyecto realizado de forma paralela a esta tesis de grado, se enriquecio aceite de
soja con polifenoles procedentes de alperujo. Mediante medios mecénicos se logro
trasvasar al aceite de soja polifenoles que habian quedado en la pulpa y el carozo
tras la elaboracion del aceite. Algunos de los compuestos fendlicos que lograron
pasar al aceite fueron el hidrotiroxol, Tirosol, Ac. Vanilico, Ac. caféico, vainillina,
entre otros. Es importante destacar que los polifenoles se trasvasan al aceite de
soja de manera diferencial si se trabaja con alperujo procedente de la variedad
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Coratina o Arbequina. Esto va de la mano con los resultados obtenidos sobre el

perfil diferencial y contrastante de las dos variedades.

4.3 Nitracion y oxidacion de &cidos grasos

Para evidenciar el rol que tienen los polifenoles en la formacion de NO2-FA,
se construyo un aceite sintético con el mismo perfil de &cidos grasos que el AOEV,
sin los componentes de la fraccidbn minoritaria. El aceite sintético generado fue
enriquecido con diferentes concentraciones de polifenoles extraidos de las
variedades Coratina y Arbequina trabajadas. De esta manera nos podemos
concentrar en el rol que juegan estos componentes minoritarios especificamente en
la formacion de los NO2-FA. Cuando se estudio el efecto del aceite de oliva en la
formacién de estas especies se habia observado que al someter al AOVE a
condiciones gastricas simulando lo que ocurre en el estdmago se producia NO2-CcLA
y NO2-OA. Este efecto podria ser modulado por otros componentes del aceite que
tienen marcada evidencia de actividad antioxidante, reaccionando con las especies
reactivas de oxigeno desfavoreciendo la oxidacién y favoreciendo la nitraciéon de los
acidos grasos. Un claro ejemplo son los tocoferoles, el mas abundante en el aceite
de oliva es a-tocoferol, este es capaz de neutralizar los radicales libres y prevenir la

peroxidacion de lipidos de membrana y proteinas de baja densidad (LDL) (117).

La oxidacion lipidica del aceite después de la digestion gastrica in vitro se
determind utilizando la reaccion del acido tiobarbitarico (TBA). Se preparé de
manera paralela una curva con soluciones estandares de TEP con concentraciones
(0,61; 1,22; 2,43 y 4,86 umol/L). Para la curva se obtuvo la grafica presentada en la
Figura 15, con una ecuacion de la recta y=4,1852x+1,015 y un R?=0,9926. Mediante
la interpolacion de los valores de fluorescencia de las muestras de aceite se
contruyen los graficos de UF en funcién de concentracion de polifenoles (Figura
16).
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Figura 15. Curva de calibracién con soluciones estandar de TEP (1,1,3,3-tetraethoxypropano)
con concentraciones (0.61, 1.22, 2.43 y 4.86 ymol/L). Se midié6 mediante fluorescencia con
excitacion a 515 nm y emision a 550 nm.
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Figura 16. Graficas de unidades de fluorescencia en funcién de la concentracion de polifenoles
para las variedades Arbequina y Coratina envero.

Cabe destacar que para la construccion de la grafica de la Figura 16 se
realizaron las medidas de fluorescencia por triplicado, pero que a la hora de graficar
los valores mostrados son del promedio. Claramente, al analizar las graficas para
ambas variedades se observa que en ausencia de polifenoles se da la maxima
oxidacion de los acidos grasos provenientes del aceite de oliva, al ir aumentando la
concentracion de los mismos se observa que la oxidaciéon disminuye
considerablemente. Confirmaria que los polifenoles de alguna manera logran
interaccionar ERO como los radicales libres eviatando que suceda, al tener mayor
disponibilidad de polifenoles para que interaccionen con dichas especies menores
es el nivel de oxidacion que se genera. Seria interesante agregar mayor
concentracion de polifenoles para evaluar si los niveles de oxidacion llegan a cero

0 si se mantienen en un nivel bajo.

En la Figura 17 y 18, se muestran las graficas de nitracion vs oxidacion
para ambas variedades. En ambas figuras se observa una maxima oxidacion lipidica
en ausencia de polifenoles y una minima oxidacion con la mayor concentracion, al

igual que en las gréficas presentadas anteriomente. En cuanto a la nitracién de los
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acidos grasos se ven comportamientos diferentes para las especies analizadas, a
grandes rasgos se puede decir que se da un favorecimiento de la nitracion a medida
gue aumenta la concentracion de polifenoles del OA y cLA en la variedad Coratina
(C y D), pero cuando se trata de Arbequina se observa que la concentracion de
polifenoles aumenta la formacion de NO2-cLA solamente (A y B). Estas diferencias
pueden deberse a que el AO es menos susceptible a la nitracion en comparacion
con cLA, el cual es el acido graso preferido para la nitracion en condiciones gastricas

COomo se menciond anteriormente.
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Figura 17. Nitracion vs oxidacion de lipidos en aceite sintético a diferentes concentraciones
de polifenoles de las diferentes variedades. (A) Oxidacion de lipidos vs formacion de NO2-OA
(B) Oxidacion de lipidos vs formacién de NO2-cLA en presencia de polifenoles de la variedad
arbequina. Para la oxidacion lipidica, 100% representa la oxidacion en ausencia de polifenoles.
Para la nitracion de lipidos, 100% representa NO2-FAs en la presencia de la méxima
concentracion de polifenoles.
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Oxidacion de lipidos vs formacién de NO2-cLA en presencia de Polifenoles de la variedad
Coratina. Para la oxidacién lipidica, 100% representa la oxidacion en ausencia de polifenoles.
Para la nitracion de lipidos, 100% representa NO2-FAs en la presencia de la méaxima
concentracion de polifenoles.

A su vez se encuentran diferentes correlaciones de la oxidacion/nitracion
lipidica entre las variedades Coratina y Arbequina, esto puede atribuirse a la
diferencia de los perfiles de polifenoles que se encontraron entre ambas variedades
como se detall6 anteriormente. En la variedad Arbequina se detectaron los
siguientes polifenoles: acido cafeico, hidroxitirosol acido vanilico, acido galico
oleuropeina y pinoresinol. Mientras que para Coratina se detectaron los anteriores
a excepcion del acido cafeico y oleuropeina. También es importante resaltar que en
Coratina tenemos un gran pico no identificado, pero que tras investigacion
bibliografica se podria tratar del a-tirosol, otros picos no identificados marcan
relevantes diferencias en los perfiles de compuestos fendlicos. Todo esto nos lleva
a pensar que el perfil de polifenoles presentes en cada variedad puede estar
influyendo en la formacion de NO2-FA diferencial observada entre las dos
variedades. La concentracion de polifenoles aumenta en gran medida la formacion
de los NO2-FA, pero el perfil de estos compuestos determina cémo seré la formacién
de estas especies, por ese motivo se observan diferentes puntos de inflexién para
ambas variedades claramente representada en las graficas D y B, en donde se
observa un aumento en la formacion de NO2-cLA diferencial para Coratina y

Arbequina.

Teniendo en cuenta la hipétesis de que la formacion de especies nitradas
esta modulada por la presencia de polifenoles cuando se somete al aceite a
condiciones gastricas y de la variedad de olivo, seria importante evaluar la
implicancia de los diferentes polifenoles proporcionados por el AOV de manera
independiente; de esta manera se podria conocer si los efectos generados por estos
compuestos minoritarios son producidos por el colectivo de todos los polifenoles o
si estan involucrados unos pocos. Otro aspecto interesante a tener en cuenta para
futuros estudios es poder dilucidar las diferentes vias de sefializacién de los &cidos

grasos nitrados derivados del consumo de aceite en algin modelo de enfermedad
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gue sea relevante para nuestro pais como la enfermedad del higado graso no
alcohdlico, enfermedad de gran incidencia en Uruguay por la dieta consumida. El
efecto antioxidante que presentan los polifenoles derivados del aceite de oliva o sub
productos de su produccion, podrian ser utilizados para enriquecer un aceite de
semilla y asi aumentar su estabilidad oxidativa y adquirir las propiedades benéficas

que presentan estos compuestos.
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En el presente trabajo, y gracias a la colaboracion con el INIA “Las Brujas”,
se determinoé el porcentaje de los distintos &cidos grasos que conforman la fraccién
mayoritaria del aceite de oliva de las variedades Arbequina y Coratina mediante
cromatografia de gases. El analisis del perfil de acidos grasos obtenido revela

diferencias significativas en la composicion de ambas variedades.

Ademas, se logroé detectar la presencia de acido linoleico conjugado (CLA) en
los aceites de Arbequina y Coratina. Su cuantificacién se llevé a cabo mediante
HPLC-MS/MS, utilizando una reaccion de Diels-Alder entre dienos conjugados
y PTAD. No se habia logrado cuantificar efectivamente este acido graso en el aceite

de oliva con anterioridad.

Se extrajeron los polifenoles del aceite de oliva, uno de los componentes
minoritarios de este producto. La extraccion se llevé a cabo utilizando solventes
organicos, con el objetivo de determinar su concentracion, analizar su perfil en el
aceite y enriquecer un aceite sintético elaborado con diferentes concentraciones de

estos compuestos.

En cuanto a la cuantificacién, se lograron establecer rangos concordantes
con los reportados en la bibliografia consultada, destacando una mayor
concentracion de polifenoles en la variedad Coratina en comparacion
con Arbequina. Este resultado se correlaciona con las caracteristicas

organolépticas que distinguen a ambas variedades.

Durante la caracterizacion de algunos de los polifenoles presentes en el
aceite, se observo un perfil distinto entre las dos variedades analizadas. En el caso
de la muestra de aceite de AOVE de la variedad Coratina envero se identificaron
picos correspondientes a los siguientes polifenoles: hidroxitirosol, &cido vanilico,
acido gdlico y pinoresinol. En cuanto a la muestra de Arbequina envero se
identificaron los picos correspondientes a los siguientes polifenoles: acido cafeico,
hidroxitirosol acido vanilico, acido galico, oeuropeina y pinoresinol. El perfil de
polifenoles no presenta mayor diferencia entre las variedades, a excepcion del &cido

cafeico y oleuropeina que son detectados solamente en la variedad arbequina. Sin
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embargo, queda pendiente la identificacion de ciertos compuestos fendlicos que no

fue posible determinar en este estudio.

Al analizar las graficas de oxidacion y nitracion en funcion de la concentracion
de polifenoles, se observa que estos compuestos afectan significativamente la
oxidacion y nitracion de los acidos grasos. Aunque el efecto no es lineal, dentro del
rango estudiado parece que, a mayor concentracion de polifenoles, se evidencia

una mayor nitracion y una menor oxidacion.

Ademas, se detecta un comportamiento diferencial entre las dos variedades
de aceite en la formacién de especies nitradas, lo que sugiere que el perfil especifico

de polifenoles de cada variedad es responsable de estas diferencias determinadas.

Si bien el OA es el acido graso mas abundante en el AOVE, es menos
susceptible a la nitracion que los acidos grasos. Por el contrario, el cLA es el acido

graso mas susceptible a la nitracion.

A nivel general, se puede concluir que el aceite de oliva sirve como fuente de
NO2-FA bajo condiciones gastricas y que los polifenoles podrian proteger al AOV
de la oxidacion de lipidos, favoreciendo la nitracion de acidos grasos. Este aumento
de la formacién de NO2-FA en AOV debido a la presencia de polifenoles puede
podria mejorar sus bien documentadas acciones protectoras pleiotrépicas de lipidos
electrofilos en la salud humana. Estas especies formadas e identificadas tienen un
rol importante en las propiedades beneficiosa que presenta el consumo de AOVE

para la salud.

Seria interesante investigar si la formacion de las especies nitradas se debe
a la accion de un grupo especifico de polifenoles o si resulta de una interaccién

sinérgica entre ellos.
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