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Resumen

Resumen

El aceite de oliva virgen (AOV) es una grasa cardiosaludable por su contenido de &cido oleico
y compuestos minoritarios: fenoles y acidos triterpénicos. Las evidencias demuestran que la ingesta
de AQV con alto contenido de polifenoles (150-800 mg por kg de aceite) mejora la concentracion
plasmética de biomarcadores inflamatorios y colesterol, asi como la hipertension arterial (HTA)
(George et al., 2019). Ademaés de la accidn antihipertensiva y antioxidante, los acidos triterpénicos
regulan varios factores relacionados con el sindrome metabdlico (Sharma et al., 2018). Estos
compuestos estan presentes en los subproductos del olivar, de donde pueden ser extraidos para
enriquecer los aceites y aumentar sus propiedades funcionales. La metabolémica es una tecnologia
que permite identificar componentes del AOV responsables de la actividad beneficiosa, y contribuye
a comprender los mecanismos moleculares que sustentan dichos efectos (Olmo-Garcia y Carrasco-
Pancorbo, 2021).

La hipotesis de la presente Tesis Doctoral se basa en que la suplementacién con AOV ricos en
compuestos bioactivos puede mejorar la salud cardiovascular y sus factores de riesgo asociados.

El objetivo general de la Tesis Doctoral es evaluar el efecto de unos AOV enriquecidos con
compuestos bioactivos obtenidos de la propia aceituna y de las hojas del olivo sobre la hipertension
arterial, y factores de riesgo cardiometabolico. Se han plateado dos estudios:

El estudio CARDIOLIVE ha evaluado el efecto de la suplementacion durante 8 semanas de un
AOV enriquecido con extractos de aceituna y de hoja de olivo, con una concentracion de 749.9
mg/kg de polifenoles y 292.6 mg/kg de acidos triterpénicos, comparado con un aceite con baja
concentracion 17.6 mg/kg en un modelo experimental de ratas con hipertension genética (SHR).

Los objetivos especificos han sido la evaluacion del efecto del aceite rico en compuestos
bioactivos sobre: 1) la tension arterial, 2) la morfologia del corazon, 3) la disfuncion endotelial ex
vivo, y 4) biomarcadores plasmaticos de oxidacion e inflamacién. Ademas, se ha realizado un
estudio metabolémico en plasma y orina para identificar rutas metabodlicas afectadas en la HTA y
los efectos del AOV.

Se incluyeron 10 animales por grupo de ratas que tomaron 1 mL/d del aceite correspondiente,
y 10 ratas SHR controles y un grupo control de ratas Wistar Kyoto sanas que recibieron 1 mL/d de
agua. Los resultados de este estudio muestran que el tratamiento durante 8 semanas con 1 mL/d de
un AOV enriquecido con extractos ricos en polifenoles y triterpenos en suspension reduce la presion
arterial sistélica (PAS), la hipertrofia cardiaca y la secrecion de angiotensina Il, endotelina-1 y
nitritos en ratas hipertensas. Ademas, mejora la funcionalidad de las aortas ex vivo y las

concentraciones plasmaticas de biomarcadores de oxidacion y colesterol. El efecto beneficioso sobre
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Resumen

algunos de estos biomarcadores también se produjo tras el consumo del AOV control, pero no se
vio reflejado en una disminucion de la PAS.

Los resultados de los anélisis metaboldmicos nos han permitido la anotacion de 12 metabolitos
(6 en orina y 6 en plasma). EIl perfil metabolémico en orina de las ratas SHR tratadas con AOC
mostré mayores cantidades de enterolactona e isoflavonas comparadas con los animales SHR y
AOE. En el perfil metabolémico plasmatico las ratas SHR tratadas con AOE mostré mayores
cantidades de glicerofosfolipidos y lisofosfolipidos. El analisis de enriquecimiento permitid
identificar tres vias metabolicas afectadas en las ratas SHR enfermas sin tratar versus las ratas WKY,
estas vias son: via metabolica de las purinas (Urico y uratos), via metabolica de los aminoacidos
(tirosina y fenilalanina) y via de biosintesis de las hormonas esteroides, lo que confirma que la rata
SHR es idoneo para profundizar en el estudio de la fisiopatologia de la HTA. Los datos también
sugieren que la microbiota intestinal es determinante en la produccién de ciertos metabolitos
implicados en el mantenimiento de la HTA, por lo que futuros estudios de intervencion nutricional
en animales y humanos, deberian de complementarse con analisis de microbiota intestinal.

En el estudio NUTRAOLEUM se evalo el efecto posprandial en humanos sanos (n=18) de un
AOV extra (AOVE) optimizado con 490 mg/kg de polifenoles y pocos acidos triterpénicos (86
mg/kg); un AQV estandar con 124 mg/kg de polifenoles y 86 mg/kg de &cidos triterpénicos; y un
AOQV funcional preparado a partir del AOVE optimizado (487 mg/kg polifenoles) y al que se le
afadieron &cidos triterpénicos de la aceituna (388.8 mg/kg).

El objetico especifico ha sido comparar el efecto postprandial de la ingesta de una dosis de 30
mL de los tres aceites sobre la respuesta glucémica, insulinica, las incretinas y las hormonas
gastrointestinales implicadas en la regulacion del apetito y la saciedad. Se calcularon distintos
indices de funcionalidad pancreatica (HOMA-B), secrecion de insulina (INSI), resistencia a la
insulina (HOMA-IR) y sensibilidad a la insulina (QUICKI y Matsuda). Los datos demuestran que
la ingesta de aceite de oliva enriquecido con polifenoles y é&cidos triterpénicos mejora la
funcionalidad de la insulina al aumentar su secrecion (INSI) y la sensibilidad periférica (Matsuda),
sugiriendo un efecto sinérgico entre los polifenoles y los acidos triterpenicos.

Conclusiones

Nuestros resultados ayudan a comprender los efectos del AOV y de sus componentes
minoritarios sobre la salud cardiovascular y los factores de riesgo asociados. No obstante, son
necesarios mas estudios para confirmar el efecto sinérgico de los polifenoles y acidos triterpénicos
presentes en el AOV e identificar los mecanismos moleculares responsables de los efectos

beneficiosos sobre la salud cardiometabdlica y los factores de riesgo asociados.
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Summary

Summary

Virgin olive oil (VOO) is a heart-healthy fat for its content of oleic acid and minor compounds:
phenols and triterpenic acids. The evidence shows that the intake of VOOs with a high content of
polyphenols (150-800 mg/kg of oil) improves plasma inflammatory biomarkers and cholesterol, as
well as arterial hypertension (AH) (George et al., 2019). In addition to antihypertensive and
antioxidant actions, triterpenic acids regulate several factors related to metabolic syndrome (Sharma
et al., 2018). These compounds are present in the by-products of the olive grove, where they can be
extracted to enrich the oils and their functional properties. Metabolomics helps to identify the VOO
components responsible for the beneficial activity and the molecular mechanisms underlying those
effects (Olmo-Garcia and Carrasco-Pancorbo., 2021).

The hypothesis of this Doctoral Thesis is based on that the supplementation with VOOs
enriched in bioactive compounds can improve cardiovascular health and its associated risk factors

The general objective of the Doctoral Thesis is to evaluate the effect of VOOs enriched with
bioactive compounds obtained from olives and olive leaves on hypertension and metabolic risk
factors associated with cardiovascular risk.

Two studies have been proposed:

The CARDIOLIVE study has evaluated the effect of 8-weeks oral supplementation with a
VOO enriched with olive and olive leaf extracts, with a concentration of 749.9 mg/kg of polyphenols
and 292.6 mg/kg of triterpenic acids compared to an oil with a low concentration 17.6 mg/kg in an
experimental model of rats with genetic hypertension (SHR). The specific objectives have been the
evaluation of the effect of oil enriched in bioactive compounds on: 1) blood pressure, 2) heart
morphology, 3) ex-vivo endothelial dysfunction, and 4) oxidation and inflammation plasma
biomarkers. In addition, a metabolomic study has been carried out to identify metabolic pathways
affected during hypertension and the effects of the VOO.

Materials and methods: 10 animals were included per group of rats that took 1 mL/d of the
corresponding oil, and 10 control SHR rats and a healthy control group of Wistar Kyoto rats that
received 1 mL/d of water.

The results of this study show that treatment for 8 weeks with 1 mL/d of a VOO enriched with
extracts rich in polyphenols and triterpenes in suspension reduces systolic blood pressure (SBP),
cardiac hypertrophy and the secretion of angiotensin 11, endothelin -1 and nitrites in hypertensive
rats. In addition, improves the functionality of the aortas ex-vivo and the concentrations of plasma

oxidation biomarkers and cholesterol.

(1)
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Summary

The beneficial effect on some of these biomarkers also occurred after consumption of the control
VOO, but was not reflected in a decrease in SBP, which demonstrates an effect of the added
bioactive components that are carried in the VOO.

The results of the metabolomic analyses has allowed us the annotation of 12 metabolites (6 in
urine and 6 in plasma). The urinary metabolomic profile of SHR rats treated with VOO control
showed higher amounts of enterolactone and isoflavones compared to SHR and enriched VOO
animals. In the plasmatic metabolomic profile, SHR rats treated with enriched VOO showed higher
amounts of glycerophospholipids and lysophospholipids. The enrichment analysis identified three
metabolic pathways affected in sick untreated SHR rats versus WKY rats, these pathways are: purine
metabolic pathway (uric and urate), amino acid metabolic pathway (tyrosine and phenylalanine) and
biosynthesis of steroid hormones, which confirms that the rat SHR is suitable for study of the
pathophysiology of hypertension. Our data suggest that the intestinal microbiota is determinant for
the production of certain metabolites, which play a fundamental role in maintaining cardiovascular
function, Therefore, future nutritional intervention studies in animals and humans should be
complemented with intestinal microbiota analysis.

Inthe NUTRAOLEUM study, the postprandial effect was evaluated in healthy humans (n=18),
of an optimized extra VOO (EVOO) with 490 mg/kg of polyphenols and few triterpenic acids (86
mg/kg); a standard VOO with 124 mg/kg of polyphenols and 86 mg/kg of triterpenic acids; and a
functional VOO prepared from the optimized EVOO (487 mg/kg polyphenols) with added olive-
derived triterpenic acids (388.8 mg/kg).

The specific objective has been to evaluate the effect of intake of a dose of 30 mL of the three
different oils on the glycemic response, insulin, incretins and gastrointestinal hormones involved in
the regulation of appetite and satiety. Different indices of pancreatic functionality (HOMA-p),
insulin secretion (INSI), insulin resistance (HOMA-IR), and insulin sensitivity (QUICKI and
Matsuda) were calculated.

The data show that the intake of olive oil enriched with polyphenols and triterpenic acids
improves the functionality of insulin by increasing its secretion (INSI) and peripheral sensitivity
(Matsuda) suggesting a synergistic effect between polyphenols and triterpenic acids.

Conclusions

Our results help to understand the effects of VOO and its minor components on cardiovascular
health and associated risk factors. However, more studies are needed to confirm the synergistic effect
of polyphenols and triterpenic acids present in VOO and to identify the molecular mechanisms
responsible for the beneficial effects on cardiometabolic health and the associated risk factors.
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Introduccion

Introduccion

Enfermedades cardiovasculares

Las enfermedades cardiovasculares (ECVSs), son la principal causa de muerte y discapacidad en
los paises desarrollados, y su incidencia estd aumentando constantemente a nivel mundial. De
acuerdo con la Organizacion Mundial de la Salud (OMS), las ECVs afectan en mayor medida a
paises con ingresos medios y bajos, y representan alrededor del 80% de mortalidad por estas causas
(OMS, 2020a). Desde el 2012, han muerto 17.5 millones de personas por esta causa, lo que
representa un 30% del total de las defunciones registradas en todo el mundo, de las cuales 7.4
millones se debieron a cardiopatias coronarias y 6.7 millones a accidentes cerebrovasculares.
Ademas, se prevé que para el 2030, alrededor de 23.6 millones de personas moriran por alguna ECV,
y que si no se toman medidas de prevencion adecuadas éstas seguiran siendo la principal causa de
muerte en el mundo (OMS, 2020a). En 2018, en Espaiia las ECVs también representan la primera
causa de muerte, con un 28.3% de las defunciones asociadas en ambos sexos (OMS, 2020a). Estas
enfermedades suponen un elevado coste sanitario, y también generan una alta carga socioecondémica

para la poblacion en general.

La patologia subyacente y la progresion asociada a la mayoria de las ECVs es
predominantemente de origen aterosclerético, y conduce al desarrollo de enfermedades tales como
cardiopatia coronaria, enfermedad cerebrovascular, tromboembolismo venoso y enfermedad
vascular periférica, que posteriormente pueden causar infarto de miocardio, arritmias cardiacas o
accidente cerebrovascular (Flora y Nayak., 2019). Por otro lado, la hipertension constituye otra
patologia que también se relaciona y agrava el desarrollo de los procesos ateroscleroticos. De

acuerdo con la OMS las ECVs se clasifican en:

e Hipertension arterial (HTA), que clinicamente esta caracterizada por una subida en la presion
arterial por encima de los valores normales: presion sistélica > 140 mmHg de y
presion diastolica > 90 mmHg).

e Cardiopatia coronaria, enfermedad de los vasos sanguineos que irrigan el masculo cardiaco.

e Enfermedades cerebrovasculares, de los vasos sanguineos que irrigan el cerebro.

e Arteriopatias periféricas, enfermedad de los vasos sanguineos que irrigan los miembros

superiores e inferiores.
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Introduccion

e Cardiopatias reumaticas, que son lesiones del musculo cardiaco y de las valvulas cardiacas,
debidas a la fiebre reumatica o a una enfermedad bacteriana causada por estreptococos.

e Cardiopatias congénitas, debidas a malformaciones del corazon presentes desde el
nacimiento.

e Trombosis venosas profundas y embolias pulmonares, ocasionadas por coagulos de sangre
(trombos) producidas en las venas de las piernas, que pueden desprenderse formando
émbolos que terminan alojandose en los vasos del corazén y los pulmones donde provocan

dafios.

Los infartos de miocardio y los accidentes cerebrovasculares suelen ser fenémenos agudos que
se deben sobre todo a codgulos que impiden que la sangre fluya hacia el tejido cardiaco o cerebral.
La causa méas frecuente es la acumulacion de una capa de grasa en las paredes de los vasos
sanguineos (venas y arterias) que provocan la formacion de placas de ateroma. También pueden

deberse a la rotura de los vasos cerebrales y la posterior hemorragia en el tejido.

La etiologia de las ECVs es multifactorial, el sobrepeso y la obesidad, el tabaquismo y el
consumo de alcohol, habitos alimentarios inadecuados y la inactividad fisica o sedentarismo son
factores de riesgo que contribuyen a su desarrollo (OMS, 2020a). En conjunto, estos factores son
responsables de méas del 90% del riesgo cardiovascular (Flora y Nayak., 2019). Algunos de estos
factores de riesgo pueden ser modificables o conductuales, como la dieta, el sobrepeso y/o la
obesidad, el tabaquismo, el consumo elevado de alcohol y el sedentarismo, mientras que otros, como

el sexo, la edad y el genotipo, no pueden modificarse (Figura 1).

Factores de
riesgo asociados
alas ECVs
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Figura 1. Factores de riesgo conductuales modificables y no modificables de las ECVs
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Hay evidencias que confirman que la dieta es clave para evitar muertes prematuras en
comparacion con otros factores de riesgo conductuales (Meier et al., 2019). Concretamente, una
dieta equilibrada, que incluye el consumo diario de frutas y hortalizas, la reduccion del consumo de
sal y de alcohol, y abandonar el consumo de tabaco, junto con la practica de actividad fisica regular,
reducen el riesgo de ECVs, de tal manera que estas medidas son fundamentales y deben ser
complementarias para su tratamiento (OMS, 2020a). Por otro lado, la globalizacion, la urbanizacién
y el envejecimiento de la poblacién, asi como cambios sociales, econémicos y culturales son también

determinantes para las enfermedades cronicas, es decir, "las causas de las causas" (OMS, 2020a).

Hipertension arterial

Para comprender qué es y cdmo se ocasiona la HTA, es preciso mencionar que la tension arterial
es la fuerza que ejerce la sangre contra las paredes de las arterias. Cuando esta fuerza es demasiado
elevada, se considera hipertension (OMS, 2020b). Existen dos tipos de presion arterial, cuando se
produce la sistole del ventriculo izquierdo, se le llama presion arterial sistélica (PAS) y representa
la presion que ejerce la sangre sobre los vasos cuando el corazon se contrae o late. Cuando el
ventriculo izquierdo se relaja, se le conoce como presion arterial diastolica (PAD) y representa la
presion ejercida sobre los vasos cuando el corazon se relaja entre un latido y otro. Se considera que
la persona presenta hipertension cuando su tensidn arterial sistolica es demasiado elevada, superior

o0 igual a 140 mmHg vy la diastélica superior o igual a 90 mmHg.

Tabla 1. Clasificacion de la presion sanguinea y definicion del grado de
hipertension.

Categoria PAS (mmHg) PAD (mmHg)
Optima <120 ylo <80
Normal 120-129 ylo 80-84
Normal-Alta 130-139 ylo 85-89
Hipertensidn, grado | 140-159 ylo 90-99
Hipertension, grado 11 160-179 ylo 100-109
Hipertensidn, grado Il >180 ylo >110
Hipertension sistolica aislada >140 y <90

PAS, presion arterial sistolica; PAD, presion arterial diastélica; mmHg, milimetros de mercurio
(Williams et al., 2018).
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En la Tabla 1, se muestran los valores de PAS y de PAD en condiciones fisiologicas normales,
y en las diferentes categorias de hipertension de acuerdo con la guia de las practicas clinicas de la
Sociedad Europea de la Hipertension (Williams et al., 2018). Para realizar un buen diagnostico de
HTA se han de tomar dos mediciones en dias distintos y en ambas lecturas la PAS ha de ser superior
o igual a 140 mmHg y la PAD superior o igual a 90 mmHg (OMS, 2020b).

De acuerdo con la OMS, se estima que 1130 millones de personas sufren HTA en el mundo. En
el 2015, uno de cada cuatro hombres y una de cada cinco mujeres sufrian HTA, y, una de cada cinco
personas en el mundo no tiene un control medico de este problema. La HTA es una de las principales
causas de muerte prematura. Concretamente, en 2015 10 millones de personas murieron a
consecuencia de la HTA a pesar de los avances en el diagnéstico y el tratamiento durante los Ultimos
30 afios (OMS, 2020b). La HTA es el factor de riesgo modificable mas importante causante de
accidentes cerebrovasculares; mas de la mitad de éstos se atribuyen a la HTA en todo el mundo
(Lawes et al., 2008). La mayoria de las muertes relacionadas con PAS por afio se deben a cardiopatia
isquemica (4.9 millones), accidente cerebrovascular hemorragico (2 millones) y al accidente
cerebrovascular isquémico (1.5 millones). De hecho, el aumento de la presion arterial contribuye a
incrementar la incidencia de estos eventos y de otros como la muerte subita, insuficiencia cardiaca
y enfermedad arterial periférica y la enfermedad renal terminal (Williams et al., 2018). Més del 90-
95% de la HTA es de origen primario, es decir se debe a factores genéticos o de estilo de vida
general, el 5-10% se considera HTA secundaria, debido a trastornos crénicos o provocadores como
estenosis de la arteria renal, tumores endocrinos o efectos secundarios de medicamentos (Caprio y
Sorond., 2019).

Ademas, la HTA raramente se produce de forma aislada, es decir que cominmente va asociada
a otros factores de riesgo cardiometabdlicos como la dislipidemia y la desregularizacion de la
glucosa y estos factores de riesgo metabolicos tienen un efecto multiplicador sobre el riesgo
cardiovascular (Mancia et al., 2005). Por otra parte, la HTA cronica puede producir cambios en la
auricula y el ventriculo izquierdo y las arterias coronarias. Asi mismo, la HTA aumenta la carga de
trabajo del corazdn, induciendo cambios estructurales, en morfologia y espesor, y funcionales en el
miocardio. Estos cambios incluyen hipertrofia del ventriculo izquierdo, que puede progresar a
insuficiencia cardiaca (Tackling y Borhade., 2021). La hipertrofia del mdsculo puede interrumpir
las vias de conduccion que predisponen a la fibrilacién auricular y que conduce a un accidente
cerebrovascular isqguémico. Los pacientes que presentan hipertrofia ventricular izquierda tienen una

morbilidad y mortalidad significativamente mayor (Tackling y Borhade., 2021).
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La enfermedad cardiaca hipertensiva puede provocar insuficiencia cardiaca diastolica, 6
sistélica 0 una combinacion de ambas. Cuando se presenta una complicacion de este tipo los
pacientes tienen un riesgo sustancialmente mayor de desarrollar complicaciones agudas como
insuficiencia cardiaca descompensada, sindrome coronario agudo o muerte cardiaca subita. LaHTA
también altera el sistema endotelial, lo que aumenta el riesgo de enfermedad arterial coronaria y
enfermedad arterial periférica y, por lo tanto, representa un factor de riesgo significativo para el
desarrollo de enfermedad ateroscleroética.

En resumen, la enfermedad cardiaca hipertensiva retne todas las secuelas directas e indirectas
de la HTA cronica que incluyen insuficiencia cardiaca sistélica o diastdlica (Tackling y Borhade.,
2021). Para el control y el tratamiento de los pacientes es importante modificar el estilo de vida: el
abandono del tabaco, la practica regular de ejercicio fisico, la reduccion del estrés y una alimentacion
equilibrada, basada en la ingesta diaria de fruta y verdura, la reduccién de ingesta de sal en la dieta
a menos de 5 g/dia, limitar alimentos ricos en grasas saturadas y grasas trans, asi como evitar el
consumo excesivo de alcohol. Ademas, se recomienda un control de peso eficaz para quienes tienen
una presion arterial mayor de 120/90 mmHg y un evento cardiovascular reciente (OMS, 2020a;
Caprio y Sorond., 2019).

Fisiopatologia de la hipertension

La HTA provoca la disfuncién de muchos 6rganos, incluidos el corazén, los vasos sanguineos
y los rifiones (Krzeminska et al., 2022). Las paredes de las arterias se constituyen por tres capas: la
intima, la media y la adventicia. La intima normalmente consta de una sola capa de células
endoteliales adheridas a la capa subendotelial y la membrana elastica interna. La estructura de la
intima cambia con la edad y se vuelve multicapa debido a la migracion de las células del musculo
liso de la capa media a la intima (Milutinovi¢ et al., 2020). La capa media esta compuesta por células
de musculo liso y tejido conjuntivo, y la capa méas externa se llama adventicia y contiene
fibroblastos, células progenitoras, células inmunitarias, microvasos y nervios adrenérgicos y su
principal funcion es el soporte estructural del vaso sanguineo (Rahman y Siddik., 2021).

El endotelio, es una lamina Unica de células endoteliales, constituye la superficie interna del
sistema circulatorio, ademas de servir como una barrera para la sangre que regula el intercambio
molecular entre la sangre y el interior de la pared vascular. Los fibroblastos adventicios tienen un

papel potencial en la produccién de especies reactivas de oxigeno (ERO) que modulan la actividad
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de las células del musculo liso que residen en la tinica media y que a su vez inician la remodelacién
vascular (Haurani y Pagano., 2007).

Existen muchos factores interrelacionados que contribuyen al aumento de la presion arterial en
pacientes hipertensos, y sus roles relativos pueden diferir entre individuos. Entre los factores que
mas se han estudiado se encuentran la ingesta de sal, la obesidad y la resistencia a la insulina, el
sistema renina-angiotensina y el sistema nervioso simpatico. No obstante, en los Ultimos afios se han
evaluado otros factores, como la genética, la disfuncion endotelial (manifestada por cambios en la
endotelina y el 6xido nitrico), el bajo peso al nacer, la nutricién intrauterina y anomalias
neurovasculares (Beevers et al., 2001).

Se considera hipertensién primaria cuando se desconoce la causa de la presion arterial elevada,
y secundaria cuando es posible determinar la etiologia. La mayoria de los pacientes con hipertension
no tienen una etiologia clara y se clasifican como hipertensos primarios (Charles et al., 2017). La
hipertension renovascular es una causa comun de hipertension secundaria, que se desarrolla a través
de la reduccion de la perfusion del flujo sanguineo al rifidn o causada por alguna oclusion o estenosis
de la arteria renal (Herrmann y Textor., 2019). Esta respuesta da como resultado la activacion del
sistema renina-angiotensina-aldosterona, con el consiguiente incremento del estrés oxidativo, la
disfuncién vascular y finalmente de la presion arterial (Campos et al., 2011; Rossi et al., 2020).
Aproximadamente de un 5% al 10% de estos pacientes pueden tener hipertension secundaria, lo que

indica una causa subyacente y potencialmente reversible (Charles et al., 2017).

Hipertension renovascular

Este tipo de hipertension se caracteriza por la activacion del sistema renina-angiotensina-
aldosterona, que favorece la vasoconstriccion, el estrés oxidativo y el aumento de la presion arterial.
La activacion del sistema renina-angiotensina provoca la reduccion de la produccion de 6xido
nitrico, que es un vasodilatador, y su biodisponibilidad se reduce en el rifion lesionado en este tipo
de hipertension. ElI aumento del estrés oxidativo en la hipertension renovascular contribuye
directamente al dafio endotelial y la disfuncién renal. El 6xido nitrico producido se combina con el
anién superoxido, produciendo peroxinitrito que es muy reactivo y promueve la formacion de
nitrotirosina. La reduccion de la biodisponibilidad del 6xido nitrico y la formacion de peroxinitritos
tienen un papel fundamental en la fisiopatologia de la hipertension renovascular, que puede derivar

en insuficiencia renal (Pereira et al., 2022).
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El 6xido nitrico es una molécula con funciones importantes en los rifiones, regula la homeostasis
del sodio y del agua a través de numerosos mecanismos como la natriuresis y la diuresis. La menor
sintesis de 6xido nitrico es un mecanismo implicado en el desarrollo de la patogenia de la
hipertension (Mount y Power., 2006). Las ERO son moduladores importantes de la interaccion entre
la angiotensina Il y el 6xido nitrico en la vasculatura renal. EI aumento de la activacion de ERO
conducen a la reduccion del 6xido nitrico con lo cual se convierte en un factor patogénico para la
HTA (Patzak y Persson., 2007).

Los rifiones regulan el volumen circulatorio controlando el equilibrio de sodio y agua,
manteniendo asi la homeostasis del volumen de liquido extracelular. Cuando se aumenta la ingesta
de sodio y agua, el volumen extracelular aumenta y aumenta el retorno venoso al corazon, lo que
induce un estiramiento auricular, y aumenta el gasto cardiaco y la presion arterial sistémica (Van
Beusecum e Inscho., 2015). Para regularizar estas alteraciones, la nefrona aumenta la excrecion de
sodio y agua para disminuir el volumen extracelular y por tanto controlar la presion arterial, proceso
conocido como natriuresis por presion (Van Beusecum e Inscho., 2015). Con una disminucidn de la
presion arterial, la nefrona aumenta la reabsorcion de sodio y agua para aumentar el volumen
extracelular y, por lo tanto, aumentar la presion arterial es un sistema bidireccional (Van Beusecum
e Inscho., 2015).

Sistema renina-angiotensina-aldosterona

El sistema renina-angiotensina-aldosterona es uno de los sistemas endocrinos mas importantes
que contribuyen al control de la presion arterial, y un regulador importante del equilibrio de sodio y
del volumen de fluidos corporales. La renina es una hormona secretada en el aparato
yuxtaglomerular del rifion en respuesta a la hipoperfusion glomerular o a la reduccién de la ingesta
de sal, pero también se libera en respuesta a la estimulacion del sistema nervioso simpatico. Su
principal accion es controlar la produccion de otra hormona llamada aldosterona, producida en las
glandulas suprarrenales (Beevers et al., 2001).

La renina es responsable de convertir el angiotensindgeno en angiotensina I, una sustancia
fisiologicamente inactiva que se convierte rapidamente en angiotensina Il en los pulmones mediante
la enzima convertidora de angiotensina (ECA). La angiotensina Il es un potente vasoconstrictor que
provoca un aumento de la presion arterial (Figura 2). Ademas, estimula la liberacion de aldosterona
de la zona glomerulosa de la glandula suprarrenal, lo que provoca un mayor aumento de la presion

arterial relacionado con la retencion de sodio y agua (Beevers et al., 2001).
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Figura 2. Sistema renina angiotensina aldosterona

Posiblemente el sistema circulante de renina-angiotensina no sea directamente responsable del
aumento de la presion arterial en la HTA primaria. En particular, muchos pacientes hipertensos
tienen niveles bajos de renina y angiotensina Il (adultos mayores y de raza negra), y los
medicamentos que bloquean el sistema renina-angiotensina particularmente no son muy efectivos
(Beevers et al., 2001).

Gasto cardiaco y resistencia periférica

El mantenimiento de una presion arterial normal depende del equilibrio entre el gasto cardiaco
y la resistencia vascular periférica. La mayoria de los pacientes con hipertension primaria tienen un
gasto cardiaco normal pero una resistencia periférica elevada. La resistencia periférica no esta
determinada por las grandes arterias o los capilares, sino por los vasos mas pequefios llamados
arteriolas, cuyas paredes contienen células de musculo liso. Las contracciones de las células del
musculo liso estan relacionadas con un aumento de la concentracion de calcio intracelular, lo que
explica el efecto vasodilatador de los fArmacos bloqueadores de calcio. Sin embargo, se piensa que
la constriccion prolongada del musculo liso induce cambios estructurales con engrosamiento de las
paredes de los vasos arteriolares posiblemente mediado por la angiotensina, lo que conduce a un
aumento irreversible de la resistencia periférica (Beevers et al., 2001).

Otro de los factores que puede tener implicaciones en la hipertension arterial es la estimulacion
del sistema nervioso simpatico que puede causar constriccion arteriolar y dilatacion arteriolar,
ejerciendo un papel importante en el mantenimiento de una presion arterial normal. Existe poca

evidencia que confirme el papel claro de la epinefrina (adrenalina) y norepinefrina (noradrenalina)
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en la etiologia de la hipertensién (Beevers et al., 2001). Sin embargo, sus efectos como
neurotransmisores son importantes, sobre todo porque los fa&rmacos que bloquean el sistema
nervioso simpatico reducen la presion arterial y tienen un papel terapéutico para controlarla. En este
caso, es probable que la hipertension esté relacionada con una interaccion entre el sistema nervioso
autdbnomo Y el sistema renina-angiotensina, junto con otros factores, como el sodio, el volumen

circulante y algunas de las hormonas (Beevers et al., 2001).

Disfuncion endotelial, LDL, estrés oxidativo e inflamacién

Como ya se habia discutido anteriormente, la HTA es una enfermedad multifactorial y se cree
que su desarrollo esta influenciado por el estrés oxidativo causado por un desequilibrio entre los
oxidantes y los antioxidantes presentes. La produccion excesiva de ERO y un sistema antioxidante
deteriorado promueven el desarrollo de disfuncion endotelial, inflamacion y aumento de la
contractilidad vascular, lo que resulta en la remodelacion del tejido cardiovascular (Krzeminska et
al., 2022). Varios factores como la disfuncion endotelial, el estrés oxidativo, la inflamacion, y la
dislipidemia estan relacionados de forma independinte con la HTA. La dislipidemia causada por el
aumento de las concentraciones de colesterol total, LDL y una baja concentracion de HDL resultan
peligrosas ya que pueden conducir a su acumulacion y oxidacion de LDL en la pared arterial, lo que
se asocia con un mayor riesgo de la enfermedad aterosclerdtica cardiovascular (Karr, 2017). La
dislipidemia y la HTA son condiciones patologicas que dafian el endotelio, desencadenando la
proliferacion celular, la remodelacion vascular, la apoptosis y el aumento de la permeabilidad celular
con moléculas de adhesion aumentadas que se unen a los monocitos y linfocitos T para crear un
coctel de factores patoldgicos (Hurtubise et al., 2016). En consecuencia, los factores son redirigidos
por quimioatrayentes y citocinas proinflamatorias hacia la capa intima de las arterias, donde los
monocitos se diferencian en macréfagos que toman LDL oxidada sin control para formar células
espumosas y provocar lesiones ateroscleroticas. Esta lesion, produce dafio endotelial y provoca
pérdida de actividad vasomotora, contractilidad vascular desproporcionada y elevacion de la presion
arterial, que se perpetla y agrava con el tiempo (Hurtubise et al., 2016).

El endotelio vascular, se ha reconocido como un factor importante en la homeostasis vascular,
al regular el flujo sanguineo de los vasos pequefios y grandes. De hecho, la disfuncion endotelial es
una etapa inicial de las enfermedades vasculares y un importante factor de riesgo de ECV y
enfermedades metabdlicas (Huynh y Heo., 2019). Las mdltiples funciones de las células
endoteliales, ademas de la regulacion de la hemostasia, incluyen el control de la fluidez sanguinea,

de la agregacion plaquetaria y del tono vascular. Ademas, las células endoteliales desempefian un
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papel clave en la regulacion cardiovascular produciendo agentes vasoactivos locales importantes
como Oxido nitrico, que tiene actividad vasodilatadora, y la endotelina que es un péptido
vasoconstrictor (Beevers et al., 2001). La desregulacién del éxido nitrico, las ERO, la inflamacion
cronica y el estrés por cizallamiento, estan relacionados con diversas enfermedades vasculares,
mientras que la disfuncion endotelial causa el desequilibrio en el tono vascular, que activa una serie
de eventos inflamatorios, tales como la permeabilidad endotelial, la adhesion de leucocitos y la
generacion de citoquinas, generandose un ciclo vicioso que facilita la iniciacion y desarrollo de
enfermedades vasculares (Heo et al., 2016; Forstermann et al., 2017).

El endotelio desempefia un papel crucial en la modulacion del tono del masculo liso vascular
subyacente, liberando hacia el interior de la pared del vaso moléculas como el 6xido nitrico y
factores de hiperpolarizacion dependiente del endotelio, de una manera distinta dependiendo del
tamario del vaso y a través de las diversas funciones de las sintasas endoteliales de o0xido nitrico
(eNOS, endotelial nitric oxide synthase). El peroxido de hidrogeno derivado del endotelio (H20,)
es una molécula de sefalizacion fisiologica que sirve como uno de los principales factores de
hiperpolarizacién dependiente del endotelio, especialmente en los microvasos, resultando muy
relevante para el control de la homeostasis cardiovascular (Godo y Shimokawa., 2017).

El 6xido nitrico puede difundir a través de la membrana celular, donde estimula la
guanililciclasa soluble en las células del musculo liso vascular y facilita asi la formacion de
monofosfato de guanosina ciclico (GMPc) que causa una disminucién en la concentracion
intracelular del calcio y provoca vasodilatacion (Zhao et al., 2015). El éxido nitrico protege también
los vasos sanguineos a través de la inhibicion de la agregacion plaquetaria, la inflamacion, el estrés
oxidativo, y la migracion y proliferacion de las células del musculo liso vascular, ya que la
desregularizacién de laeNOS, no solo reduce la biodisponibilidad de éxido nitrico, sino que aumenta
el estrés oxidativo que a su vez reduce esta biodisponibilidad (Heo et al., 2016; Forstermann et al.,
2017; Godo y Shimokawa., 2017).

El estrés por cizallamiento se define como la tension hemodinamica a la que continuamente esta
expuesto el endotelio vascular, y es la fuerza por unidad de area que el flujo sanguineo ejerce sobre
la pared vascular; en muchas ocasiones depende del grado de viscosidad de la sangre y del flujo
sanguineo. Diversos estudios muestran que la tension de cizallamiento vascular normal o aumentada
puede proporcionar un efecto beneficioso protector del endotelio, estimulando la proliferacion y
activando mecanismos antiinflamatorios locales, evitando la apoptosis de las células endoteliales e
incrementando la expresion y actividad de enzimas antioxidantes: superéxido dismutasa (SOD) y

eNOS. Sin embargo, una reduccién de la tension de cizallamiento, como ocurre, por ejemplo, en
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determinados segmentos morfologicos como bifurcaciones arteriales puede favorecer acumulacion
lipidica en la intima y su oxidacion. Al aumentar la permeabilidad de la pared debido a la disfuncion
del endotelio, las lipoproteinas aterogénicas lo traspasan y se acumulan en la intima donde las LDL
se oxidan o se glucosilan, de manera que los receptores celulares no puedan reconocerlas ni
captarlas, acumulandose en el espacio extracelular. Este hecho desencadena una respuesta
inflamatoria que atrae leucocitos y monocitos, que se adhieren al endotelio mediante moléculas de
adhesion, y penetran hacia el espacio intimal por accion de diversas quimioquinas (Mesa et al.,
2017).

La modulacion de la funcidn endotelial es una opcién terapéutica atractiva para intentar
minimizar algunas de las complicaciones importantes de la hipertensién. La terapia antihipertensiva
clinicamente efectiva parece restaurar la produccion alterada de 6xido nitrico, pero no parece
restaurar la relajacion vascular dependiente del endotelio o la respuesta vascular a los agonistas
endoteliales. Esto indica que dicha disfuncion endotelial es primaria y se vuelve irreversible una vez
que se ha instaurado el proceso hipertensivo (Beevers et al., 2001).

El estrés oxidativo se ha definido como un desequilibrio entre la produccion de radicales libres
y las defensas antioxidantes propias del organismo, que conlleva a la acumulacion de especies
reactivas que puede atacar las estructuras de los tejidos (Betteridge, 2000; Peluso et al., 2012). La
reaccion entre un radical libre y otras moléculas como lipidos, proteinas, carbohidratos y acidos
nucleicos, produce una reaccion en cadena que conlleva a la formacidn de nuevos radicales libres
que expanden la cadena de oxidacion y alteran las estructuras celulares, y por lo tanto su correcto
funcionamiento. La peroxidacion lipidica puede tener profundos efectos sobre la funcion de la
membrana celular, provocando cambios en la fluidez, una mayor permeabilidad, una disminucion
en el potencial de membrana y, finalmente, puede provocar cambios en la funcién celular e incluso
la ruptura de la membrana (Betteridge, 2000). La fluidez de la membrana celular esta determinada
en gran medida por la presencia de cadenas laterales de acidos grasos poliinsaturados (AGPI) en sus
fosfolipidos. Los AGPI son muy susceptibles al ataque de los radicales libres, desencadenando la
peroxidacion lipidica. Una vez que se producen los peroxidos lipidicos (ROOH) se combinan con el
oxigeno disuelto que hay en las membranas y forman radicales peroxilo, que pueden atacar las
proteinas de la membrana y a los AGPI adyacentes, propagando la peroxidacion lipidica de la
membrana. La presencia de antioxidantes que pueden reaccionar con estas moléculas reactivas y
estabilizarlas, rompiendo la cadena oxidativa mediante la eliminacion de radicales peroxilo, que son

eliminados por antioxidantes liposolubles como la vitamina E o el ubiquinol, o mediante la
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reduccion de los hidroperoxidos lipidicos, gracias a la actividad de la enzima glutation peroxidasa
(Bayir, 2005).

Actualmente, los Fs-isoprostanos y la 8-hidroxi-2-desoxiguanosina (8-OHdG) son los
biomarcadores recomendados para monitorizar el estado oxidativo a lo largo del tiempo (I1’yasova
et al., 2012), y que ademas han sido validados en modelos animales y humanos para estudiar el
estrés oxidativo y la inflamacion (Kadiiska et al., 2005). El dafio oxidativo de los lipidos puede
medirse mediante la determinacion de los metabolitos estables de las reacciones oxidativas (Qing et
al., 2019). Numerosas investigaciones han demostrado que los F.-isoprostanos son compuestos que
se biosintetizan in vivo, principalmente a partir de &cido araquidonico esterificado de los
fosfolipidos, a través de reacciones catalizadas por radicales libres tanto enzimaticas como no
enzimaticas. Se ha demostrado que poseen potentes actividades bioldgicas y ademas sirven como
biomarcadores fiables del estado oxidativo e inflamacion (Basu, 2010). Los Fz-isoprostanos junto
con las prostaglandinas son protagonistas clave de varias enfermedades agudas y cronicas, y también
del proceso de envejecimiento. La evaluacion de estos biomarcadores en orina ofrece una
oportunidad analitica no invasiva Unica para estudiar la evolucion de enfermedades relacionadas con
el estrés oxidativo, y también en la evaluacion de la efectividad de compuestos antioxidantes,
antiinflamatorios, farmacos y la dieta (Basu, 2010).

Por otro lado, el aumento del estrés oxidativo puede también causar dafio al &cido
desoxirribonucleico (ADN). El dafio del ADN juega un papel importante en el desarrollo de
carcinogénesis, pero también esta asociado con un proceso de envejecimiento en células y tejidos, y
por lo tanto relacionado también con la disfuncion de los mismos (Bertram y Hass., 2008). El grado
de estrés oxidativo en los &cidos nucleicos puede medirse mediante la determinacion de los
metabolitos estables de las reacciones oxidativas (Qing et al., 2019). La 8-OHdG, es un producto
resultante del dafio oxidativo de la guanina y es un marcador Util para evaluar el dafio oxidativo del
ADN (Birben et al., 2012).

Los estudios en animales han proporcionado evidencia convincente que demuestra el papel del
estrés oxidativo vascular, la inflamacién y del 6xido nitrico en la HTA (Figura 3). Por lo tanto, la
prevencion del estrés oxidativo vascular y de los procesos inflamatorios y la mejora de la
produccién de 6xido nitrico endotelial representan estrategias terapéuticas complementarios para

prevenir y tratar la hipertension y las ECVs (Forstermann et al., 2017).
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Figura 3. Mecanismos patdgenos de la hipertension arterial. Adaptada de (Krzeminska et al., 2022). eNOS, 6xido nitrico
sintasa endotelial; NADPH, nicotinamida-adenina dinucledtido fosfato oxidasa; NF-kB: factor nuclear potenciador de
las cadenas ligeras kappa de las células B activadas; Nrf2: factor nuclear eritroide derivado 2, factor de transcripcién en
humanos codificado por el gen NFE2L2; NOS, 6xido nitrico sintasa.

Dislipidemias

Las dislipidemias, son trastornos del metabolismo de los lipidos que se producen cuando existe
una alteracion en los niveles normales de lipidos plasmaticos, colesterol total y triacilglicéridos
(TAG), e incluyen hiperlipidemias e hipolipidemias. El aumento de las concentraciones de colesterol
total puede estar asociado a la fraccion ligada a la lipoproteina de baja y alta densidad densidad
(LDL y HDL, respectivamente). Ambas lipoproteinas regulan la cantidad de colesterol en el
organismo, y un desequilibrio entre ellas aumenta el riesgo de eventos cardiovasculares, incluyendo
infarto de miocardio y accidente cerebrovascular.

La elevacion del LDL resulta peligrosa ya que puede conducir a su acumulacion y oxidacién en
la pared arterial, lo que se asocia con un mayor riesgo de enfermedad aterosclerética, incluyendo
enfermedad en las arterias coronarias y el accidente cerebrovascular (Karr, 2017). Son varios los
factores de riesgo relacionados con las hipercolesterolemias. La mayoria de estos factores de riesgo
son conductuales y por lo tanto son modificables. Estos incluyen: una dieta alta en grasas saturadas
o0 trans, el sedentarismo, el tabaquismo y la obesidad (Mozaffarian et al., 2016). No obstante,

también pueden atribuirse a condiciones genéticas especificas que ocasionan fallos en la sintesis o
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en el funcionamiento de alguna de las apolipoproteinas integrantes de las lipoproteinas circulantes,
de los receptores de la LDL o una disfuncion en alguna de las enzimas que participan en su
metabolismo. Uno de los trastornos méas frecuentes es la hiperlipidemia familiar, cuyo origen es
genético y puede estar asociada a distintas variantes génicas y ocasionar varias alteraciones en las
concentraciones de lipidos en sangre. En todas existe una alteracién en el metabolismo de las
lipoproteinas para la que el individuo estd predispuesto genéticamente (Mesa et al., 2017). Las
dislipidemias se diagnostican por la presencia de uno o méas de los fenotipos descritos en la Tabla 2.

Tabla 2. Clasificacion de concentraciones sanguineas de colesterol total, LDL y HDL.
Colesterol Total (mg/dL)

Optimo <200
Limite alto 200-239
Alto >240
Colesterol LDL (mg/dL)

Optimo <100
Cercano al 6ptimo 100-129
Limite alto 130-159
Alto 160-189
Muy alto >190
Colesterol HDL (mg/dL)

Optimo >60
Bajo <40

Adaptado de: Adult Treatment Panel ATP 111, 2001 (Expert panel on detection evaluation and treatment
of high blood cholesterol in adults, 2001).

La hipertrigliceridemia es la elevacion de TAG en la sangre, que puede conbinarse con la
elevacion de colesterol total causando la hiperlipidemia mixta. Tanto la hipertrigliceridemia
moderada como la grave se asocian con un aumento sustancial de riesgo de enfermedad
aterosclerotica, ECV y de mortalidad total a largo plazo (Tenenbaum et al., 2014). El nivel de TAG
en plasma representa las concentraciones de las lipoproteinas transportadoras de TAG, como las
lipoproteinas de muy baja densidad (VLDL), quilomicrones y sus remanentes (Tenenbaum et al.,
2014). La hipertrigliceridemia, esta relacionada con diferentes factores de riesgo metabdlico que
incluyen: una distribucion central de adiposidad u obesidad visceral, resistencia a la insulina, baja
tolerancia a la glucosa, HTA, niveles altos de LDL y bajos niveles de HDL, lo que se asocia con un
estado aterogénico, procoagulante y proinflamatorio (Grundy, 2005). Ademas, los TAG, también
puede estimular la aterogénesis mediante otros mecanismos, que incluyen la produccién de

citoquinas proinflamatorias, fibrindgeno, factores de coagulacion y el deterioro de la fibrinolisis
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(Tenenbaum et al., 2014). La Tabla 3 muestra los distintos criterios publicados para el diagnostico
de hipertrigliceridemias.

Tabla 3. Criterios para el diagndstico clinico de elevadas concentraciones sanguineas
de TAG en ayunas
National Cholesterol Education Program Adult Treatment Panel (NCEP ATP I1I)

Normal <150 mg/dL o < 1.7 mmol/L
Limitrofe 150-199 mg/dL 0 1.7-2.3 mmol/L
Altos 200 a 499 mg/dL o 2.3-5.6 mmol/L
Muy altos > 500 mg/dL > 5.6 mmol/L
The Endocrine Society

Normal <150 mg/dL o < 1.7 mmol/L
Leve 150-199 mg/dL o 1.7-2.3 mmol/L
Moderado 200-999 mg/dL 0 2.3-11.2 mmol/L
Severa 1000-1999 mg/dL 0 11.2 — 22.4 mmol/L
Muy grave > 2000 mg/dL o > 22.4 mmol/L

Adaptado de Berglund et al., 2012.

Segun el panel de tratamiento de adultos del Programa Nacional de Educacion sobre el
Colesterol (CEP-ATP I1I por sus siglas en ingles), la prevalencia de hipertrigliceridemia es alta en
adultos, en jovenes y en adolescentes, lo que ha contribuido al aumento de prevalencia de obesidad
durante las ultimas décadas. Se ha informado que los TAG elevados son consecuencia del exceso de
tejido adiposo visceral (obesidad abdominal), independiente de la obesidad en general (Brunzell y
Ayyobi., 2003). La obesidad abdominal, esta asociada con hiperglucemia, resistencia a la insulina,
hiperlipidemia y concentraciones bajas de HDL (Wajchenberg, 2000), ademas de con la elevacion
en sangre de biomarcadores de inflamacion como proteina C reactiva, IL-6 y TNF-a, y con
concentraciones reducidas de adiponectina (Coté et al., 2005), lo que se conoce como sindrome
metabolico (Figura 4). El sindrome metabdlico es un estado fisiopatoldgico progresivo asociado a
un conjunto de anomalias metabdlicas que se manifiesta clinicamente por un grupo de factores de
riesgo que estan causalmente interrelacionados que incluyen obesidad central, resistencia a la
insulina, hipertrigliceridemia, hipercolesterolemia, HTA y concentraciones reducidas de colesterol
HDL (Sperling et al., 2015), lo que establece que multiples componentes del sindrome relacionados

con el riesgo de enfermedad cardiovascular aterosclerotica (Alberti et al., 2009).
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Figura 4. Factores de riesgo del sindrome metabolico

La disminucion de las concentraciones plasmaticas de HDL es un factor de riesgo para el
sindrome metabdlico. Las HDL poseen varias propiedades cardioprotectoras, como la de ayudar a
eliminar el exceso de colesterol del organismo, devolviendo el exceso de colesterol de los tejidos
periféricos al higado para su elimnacion. Por lo tanto, el aumento de las concentraciones de HDL (>
60 mg/dL) puede ayudar a disminuir el riesgo de estas enfermedades (Cooney et al., 2009). Por el
contrario, una baja concentracion de HDL es un factor de riesgo que permite el diagnostico tanto de
sindrome metabdlico como de ECV (Hannon et al., 2018), y existe una fuerte relacion inversa entre
las concentraciones de HDL y la enfermedad coronaria, asi como otras ECVs a nivel
epidemiologico, por lo que se le considera un biomarcador clave para la evaluacion de la salud
cardiometabdlica (Rader y Hovingh., 2014). Sin embargo, algunos trastornos genéticos se
caracterizan por niveles marcadamente elevados de HDL que no se traducen en una disminucion del
riesgo cardiovascular (Franczyk et al., 2021). Las anomalias en varios genes reguladores de HDL
se han asociado con patologias especificas, mientras que el déficit de HDL pueden culminar en
enfermedad vascular prematura o insuficiencia renal y un aumento de HDL provocado por error de
la lipasa hepatica puede elevar el riesgo de enfermedad vascular (Miller et al., 2003). Se han descrito
mas de 40 genes implicados en la regulacion de las concentraciones sanguineas de HDL, cuyos
trastornos se relacionan con los niveles elevados de HDL y se engloban dentro de la

hiperalfalipoproteinemia familiar primaria o secundaria (Qasim y Rader., 2006). Un ejemplo es la
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mutacion del gen ApoA-I que resulta en su sobreproduccion de apoproteina ApoA-I, la cual no solo
esta involucrada en el transporte inverso del colesterol, sino que también activa la lecitincolesterol
acil-transferasa y ejerce efectos antiinflamatorios en distintos tipos de céluas como los adipocitos.
Estos efectos ocasionan la interrupcion y eliminacién del colesterol de las balsas lipidicas de la
membrana, que estan regulados por transportadores de colesterol, como el ATP A-1y el ATP G-1
y el receptor depurador B-1 (Umemoto et al., 2013). A su vez, la ApoC-I11 presente en las HDL es
un regulador del metabolismo de las lipoproteinas y controla la homeostasis de los TAG plasmaticos
mediante la inhibicién de la actividad de la lipoproteina lipasa y la captacion hepética de TAG por
parte de los receptores remanentes (Miller et al., 2003; Ooi et al., 2008). La evidencia clinica
demuestra que la ApoC-I111 no solo contribuye a aumentar las concentraciones de TAG en plasma,
sino que también promueve la disfuncion de las HDL, estimula la proliferacion de células de
musculo liso y facilita la interaccion entre monocitos y células endoteliales, asi como altera la
actividad plaquetaria, contribuyendo a la formacion de lesiones ateroscleroticas y a otros procesos
patologicos implicados en la aterosclerosis (Luo y Peng., 2016).

Resistencia a la insulina

La resistencia periférica a la insulina implica una mala interaccion de la insulina con sus
receptores que altera la sefalizacion intracelular activada por la insulina y provoca una
hiperglucemia. De acuerdo con la Asociacion Americana de Diabetes (ADA, 2020), la
hiperglucemia es el término técnico para referirse a la glucosa elevada en sangre, de acuerdo a los
parametros de normalidad. Es uno de los principales signos del desarrollo de la diabetes mellitus.
La diabetes mellitus tipo 1 (DM1) es una enfermedad cronica que aparece cuando el pancreas no
produce insulina suficiente. La diabetes mellitus de tipo 2 (DM2) también es una enfermedad cronica
que se debe principalmente a una utilizacion ineficaz de la insulina debido a una resistencia
periférica a esta molécula, representa la mayoria de los casos mundiales de diabetes (95%), y se debe
en gran medida al sobrepeso y obesidad asi como a la inactividad fisica (OMS, 2020b). Con el
tiempo, la hiperglucemia no controlada dafia gravemente muchos 6rganos y sistemas, especialmente
los los vasos sanguineos y las células nerviosas (OMS, 2020c) casionando complicaciones
microvasculares, como retinopatia, nefropatia, neuropatia, y complicaciones macrovasculares, como
apoplejia, ECV e insuficiencia vascular periférica (Caprio y Sorond, 2019).

Segun la OMS, desde 1980 la prevalencia mundial de DM2 ha aumentado considerablemente
desde 108 millones de personas (4.7%) a 244 millones de personas en el 2014 (8.5%). Al igual que

la obesidad, la DM2 ha avanzado con mayor rapidez en los paises de ingresos medianos y bajos. En
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el 2015, la DM2 fue causa directa de mortalidad de 1.6 millones de personas en el mundo, y otros
2.2 millones de personas mas fallecieron por otras causas atribuibles a la hiperglucemia y segun esta
Organizacion, la DM2 ser4 la séptima causa de mortalidad en 2030 (OMS, 2020c). Existe evidencia
que demuestra que el perfil glucémico, ademas del lipidico, podria contribuir negativamente al
desarrollo de las ECVs y al proceso aterosclerotico, debido a un aumento en los radicales libres que
causan estrés oxidativo, inflamacion, disfuncion endotelial e hipercoagulabilidad sanguinea
(Mannucci et al., 2012). De hecho, la DM2 es uno de los principales factores de riesgo controlables
para las enfermedades metabdlicas y cardiovasculares, y nuevamente un estilo de vida saludable
como mantener un peso corporal normal y el evitar el consumo de tabaco previenen o retrasan su
aparicion (OMS, 2020c).

Relacion entre el metabolismo postprandial de carbohidratos y las ECV

Las anormalidades del metabolismo de los carbohidratos y la DM2 se asocian con un
aumento sustancial en la prevalencia de HTA y el desarrollo acelerado de la aterosclerosis (Sowers
etal., 1993). La HTA es factor de riesgo independiente para la aterosclerosis, aungque algunas de las
propiedades aterogénicas de la hipertensién pueden estar relacionadas con las alteraciones que se
encuentran en personas con hipertension primaria. Los resultados de los estudios epidemiolégicos
sugieren que la elevacidnen plasma de insulina en ayunas y en estado posprandial tienen un factor
de riesgo afiadido independiente para la enfermedad cardiovascular aterosclerética, como a menudo
ocurre en pacientes con hipertension primaria y en pacientes con DM2 y/o resistentes a la insulina
(Sowers et al., 1993). De hecho, existe evidencia epidemioldgica demostrada de que varios indices
indicativos de glucemia en ayunas, glucosa plasmatica posprandial y hemoglobina glucosilada
(HbA1c), estan asociados con un mayor riesgo de enfermedad cardiovascular aterosclerotica incluso

en el estado prediabético (Nahmias et al., 2020).

Los mecanismos proaterogénicos y macrovasculares asociados a la hiperglucemia son una
caracteristica clave coman para todas las formas de hiperglucemia, que pueden explicar en parte las
complicaciones microvasculares y macrovasculares, ya que se han identificado diferentes
mecanismos moleculares asociados (Figura 5), que finalmente conducen a un incremento en el estrés
oxidativo y por lo tanto en el riesgo cardiovascular (Brownlee, 2001). En un entorno hiperglucémico,
el aumento de la glucosa intracelular también provoca un aumento de la formacion de sorbitol y
disminucién concomitante de NADPH que contribuye al desarrollo de dichas complicaciones

cardiovasculares (Brownlee, 2001).
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Figura 5. Mecanismos proaterogénicos asociados a la hiperglucemia

La hiperglucemia genera estrés oxidativo que provoca una respuesta inflamatoria cuya
disfuncién puede conducir a un grupo de trastornos metabdlicos cronicos, en particular la obesidad,
la DM2 y las ECVs colectivamente (Hotamisligil, 2006). Las células endoteliales tienen una
capacidad limitada para regular la entrada de glucosa y por lo tanto son mas vulnerables a la
hiperglucemia, y en esta situacion se incrementan las concentraciones de glucosa intracelulares, y
por tanto las ERO y el estrés oxidativo en el endotelio. Posiblemente la produccion excesiva de ERO
juega un papel clave en la disfuncion celular observada en personas con DM2, vinculada a diferentes
procesos que promueven la aterosclerosis, la cardiotoxicidad y la resistencia a la insulina (Kolluru
et al., 2012). Estas ERO promueven la generacion de "metilglioxal”, compuesto muy reactivo,
formado en el organismo como subproducto de la glucdlisis, que genera productos finales de
glicacion avanzada (AGE, advanced glication products), los cuales contribuyen a la disfuncién
endotelial, la vasoconstriccion y los cambios proinflamatorios y proaterogénicos que subyacen a la
ruptura de la placa aterosclerotica y la formacion de trombos (Goh y Cooper., 2008). Los AGES
pueden interactuar con ciertos receptores, para inducir la sefializacién intracelular que conduce a un
aumento del estrés oxidativo y la generacion de citoquinas proinflamatorias y pro-esclerdticas.
Ademas, los AGE actian directamente para inducir el entrecruzamiento de proteinas como el
coldgeno de los vasos, aumentando la rigidez vascular y, por lo tanto, alterando la estructura y la

funcion vascular (Goh y Cooper., 2008).
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Hormonas gastrointestinales y pancreéaticas implicadas en el control del apetito y la ingesta

Las hormonas gastrointestinales que modulan la homeostasis energética y el control de la
ingesta han despertado un gran interés recientemente. En términos generales, las sefiales endocrinas
generadas en el tracto gastrointestinal y en el sistema nervioso central tienen efecto orexogénico y
anorexigénico, y por lo tanto modulan la ingesta dietética (Crespo et al., 2009). Entre dichas
hormonas destacan las incretinas: polipéptido inhibidor géstrico (GIP) y péptido similar al glucagon
(GLP-1), el polipéptido pancreéatico (PP), el péptido YY (PYY), la grelina y la insulina. El efecto

que desempefian cada una de ellas se describe a continuacion.

Insulina

La insulina es una hormona que tiene un papel importante en la regulacion del metabolismo de
los alimentos en seres humanos. Es una proteina anabolica secretada por las células  en los islotes
de Langerhans. La insulina contiene dos cadenas (a y b) conectadas por enlaces disulfuro y es el
producto postraduccional de un precursor monocatenario, denominado proinsulina y que una vez
activado libera insulina y péptido C (Weiss et al., 2000). Dentro de las multiplas funciones de la
insulina, destacan las relacionadas con el metabolismo de los carbohidratos como la estimulacion de
la captacion de glucosa de la circulacion sistémica y la supresion de la gluconeogénesis hepatica,
gue en conjunto junto con otros mecanismos regulan la homeostasis de la glucosa.

La DM2 o la resistencia a la insulina se caracterizan por una disminucion de la tolerancia a la
glucosa, resultante de una falta de sensibilidad a la hormona que conduce a la hiperglucemia
caracteristica de estas alteraciones. Como se ha comentado previamente, la exposicion prolongada
de los tejidos a concentraciones elevadas de glucosa se asocia a complicaciones caracteristicas de la
DM2 que involucran vasos sanguineos grandes y pequefios, principalmente enfermedad coronaria,
enfermedad cerebrovascular, retinopatia, nefropatia y neuropatia (Weiss et al., 2000).

La absorcion tisular de glucosa se realiza a través de transportadores de membrana Na*
dependiente e independientes, los cuales facilitan el movimiento de la glucosa al interior celular para
reducir las concentraciones en la sangre gracias a la estimulacion de la insulina. La glucosa
transportada se utiliza posteriormente como combustible metabdlico o se almacena en higado y
tejido muscular como una estructura polimérica compleja denominada glucégeno (Weiss et al.,
2000). El mantenimiento de la homeostasis normal de la glucosa implica las funciones simultaneas
y coordinadas de las células  pancreaticas, del higado, y de los tejidos periféricos, principalmente

el masculo (DeFronzo, 1988).
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Para la evaluacién de la resistencia y la sensibilidad a la insulina, se han descrito numerosos
indices que pretenden valorar la capacidad funcional de esta molécula y su accién sobre el control
del metabolismo de la glucosa. La evaluacion del modelo homeostatico (HOMA) es un método para
evaluar por un lado la resistencia a la insulina y por otro lado la funcionalidad de las células B a
partir de las concentraciones plasmatcas basales (en ayunas) de glucosa (FPG, en mmol/L) e insulina
(FPI en mU/L) (Wallace et al., 2004).

Por un lado, el HOMA-IR, valora la resustencia a la insulina segun la siguiente formula:

HOMAL-IR = (FPI X FPG) / 22.5

Por otro lado, el HOMA-B es un modelo muy usado para la estimacion de la funcion de las

células f3:
HOMA1-% B (20 X FPI) / (FPG -3.5)

Por otra parte, para medir el indice de la sensibilidad a la insulina del tejido periférico se utiliza
el modelo de indice de control cuantitativo de la sensibilidad a la insulina QUICKI, y se estima
utilizando la inversa de la suma de los logaritmos de la insulina en ayunas (lo en pU/mL) y la glucosa
en ayunas (Go en mg/dL) ya que se ha descrito que estos dos valores contienen informacion critica

sobre la sensibilidad a la insulina (Katz et al., 2000).

QUICKI =1/ [log (lo) + log (Go)]

La prueba de tolerancia oral a la glucosa es el método mas cominmente utilizado para evaluar
la tolerancia a la glucosa. Aunque se han realizado muchos intentos para evaluar la sensibilidad a la
insulina a partir de la prueba de tolerancia a la glucosa, aunque es dificil evidenciar esta informacion
(DeFronzo, 1988). La sensibilidad a la insulina de tejido periférico posprandial se puede evaluar con
el indice de Matsuda a partir de las concentraciones de glucosa e insulina en ayunas (Go en mg/dL
y lo en pU/mL, respectivamente) y la media de las concentraciones plasmaticas de glucosa e insulina

durante el tiempo posprandial (Gm Y Im, respectivamente) (Matsuda y DeFronzo., 1999):

indice de Matsuda = 10000/+/(Go * I0) * (Gm * Im)

Por otro lado, el indice insulindgenico refleja los cambios en la secrecién de insulina que

ocurren durante los primeros 30 min después de la ingesta de una carga oral de glucosa determinada,
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y se ha utilizado ampliamente como un indice de secrecion de insulina INSI, que se calcula teniendo
en cuenta las concentraciones plasmaticas de insulina (lo e 130 en mU/L) y de glucosa (Go y Gso en
mg/dL) en ayunas y tras 30 min de una sobrecarga oral.

INSI = (l30 — lo) / (G3o0 — Go)

Incretinas: Polipéptido inhibidor gastrico y péptido similar al glucagon

Las incretinas son péptidos que actian mediante mecanismos paracrinos y endocrinos y
promueven la secrecion de insulina. Los mas conocidos son el GIP y el GLP-1. Se liberan en
respuesta a la ingesta de alimentos y estimulan una disminucién de las concentraciones de glucosa
en sangre al aumentar la secrecion de insulina en el pancreas. Ambos péptidos son las principales
hormonas responsables del efecto incretinico y actian como glucorreguladores (Zazueta, 2007).

El GLP-1 se produce en el intestino delgado y es secretado a partir de las células L (Parikh 'y
Thevenin., 2021). Sus funciones principales son mantener la homeostasis de la glucosa al aumentar
la secrecion de insulina y disminuir la secrecion de glucagon. Sin embargo, el GLP-1 también es
importante para la regulacion de funciones neuroldgicas y cognitivas (Muscogiuri et al., 2017).

El GIP es secretado por las células K del duodeno y del yeyuno en respuesta a los tres tipos de
macronutrientes (hidratos de carbono, proteinas y grasas), de hecho es la unica hormona
gastrointestinal que responde a los tres tipos de macronutrientes (Seino et al., 2010). El incremento
de las concentraciones plasmaticas de GIP tras una ingesta favorece la secrecion de GLP-1, y ambas
hormonas son responsables de estimular la secrecion de insulina desde las células  pancreaticas
(islotes de Langerhans) y esto se conoce como mecanismo incretinico (Crespo et al., 2009).

Ambas incretinas promueven la proliferacion de células B e inhiben la apoptosis en el pancreas,
incrementando la masa de células B pancreaticas. Por otro lado, mientras que el GIP mejora la
respuesta al glucagon posprandial, el GLP-1 la suprime (Seino et al., 2010). La evidencia muestra
que al menos dos tercios de la respuesta de la insulina a una carga de glucosa se debe al efecto de
las incretinas GIP y GLP-1 en sujetos sanos, a diferencia de los pacientes con DM2 en los que este

efecto esta disminuido (Holst y Gromada., 2004).

Polipéptido pancreatico y Péptido YY

Los péptidos PP y PY'Y actlan como sefiales de saciedad derivadas del intestino y del pancreas.
El péptido PP se produce en respuesta a la ingesta dietética y de forma proporcional a la carga
calorica, principalmente en el pancreas endocrino, pero también en el pancreas exocrino, el colon y

el recto. Es uno de los responsables de la inhibicidn del apetito (Track et al., 1980). EL PP inhibe la
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funcidn exocrina del pancreas, retrasa el vaciamiento gastrico y parece reducir el transito intestinal
(Kojima et al., 2007). Se ha observado que en personas con anorexia las concentraciones plasmaticas
de PP son mas elevados que en individuos sanos, y por el contrario, en personas con obesidad las
concentraciones de PP se encuentran disminuidas, por lo que se cree que pueda existir una asociacion
inversa entre adiposidad y concentraciones plasmaticas de esta molécula (Lassmann et al., 1980).
El PYY también se considera una sefial de saciedad (Wren y Bloom., 2007). Es liberado
posprandialmente por las células L intestinales en concentraciones que dependen de la cantidad de
calorias ingeridas (Konturek et al., 2004). Las concentraciones maximas se alcanzan a los 90 min
tras la ingesta de alimento y permanecen elevadas alrededor de 6 h (Adrian et al., 1985). En
humanos, las concentraciones plasmaticas totales de PY'Y después de la ingesta de una dieta alta en
proteinas son mas altas en comparacion con una dieta alta en grasas o carbohidratos (Batterham et
al., 2006). El efecto anorexigénico del PYY esta mediado fundamentalmente por el nervio vago
(Abbott et al., 2005) y la administracion exdgena de PY'Y tanto en humanos como en animales puede
ayudar a reducir la ingesta calérica y el peso corporal en ratas y humanos (Ueno et al., 2008), incluso
se ha propuesto como un agente terapeutico potencial para el tratamiento de la obesidad. No
obstante, el uso clinico del PYY estd limitado por su corta vida media y por la necesidad de

administracion parenteral que permite la absorcion adecuada (Ueno et al., 2008).

Grelina

La grelina es el Unico péptido orexigénico circulante conocido producido por el estbmago, que
regula el hambre preprandial y el equilibrio energético, actuando como un estimulador e iniciador
de comidas. Su elevacion en sangre se ha asociado de manera constante con el inicio de la ingesta
de alimentos, y se considera la principal sefial orexigénica tanto en modelos animales como en
humanos (Crespo et al., 2009). Las concentraciones plasmaticas de grelina antes de una ingesta de
alimentos son elevadas y descienden rapidamente después de la ingesta de alimentos, para aumentar
de nuevo progresivamente antes de la siguiente comida (Cummings y Overduin., 2007).

El efecto orexigénico de la grelina parece estar relacionado con el aumento en la produccion de
proteinas relacionadas con los neuropéptidos Y vy la proteina r-Agouti. Ademas, la grelina participa
en la regulacién hipotaldmica de la homeostasis energética promoviendo la ingesta de alimentos vy,
por lo tanto, el aumento de peso corporal (Nakazato et al., 2001). Las dietas ricas en glucosa y
aminodacidos parecen suprimir la grelina pospandial méas rapidamente que las dietas ricas en lipidos.

Se sabe que estas sefiales inhibidoras que median la supresion posprandial de la grelina no derivan
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del estomago o duodeno, aunque los mecanismos no estan completamente aclarados (Overduin et
al., 2005).

Dieta, hipertension y sindrome metabdlico

La etiologia patoldgica subyacente del sindrome metabdlico, parece que radica en gran parte en el
sobrepeso y/u obesidad, la falta de actividad fisica y en la predisposicion genética. EI aumento de
tejido adiposo intra-abdominal (visceral) presenta un riesgo sustancialmente mayor al desarrollar
resistencia a la insulina, en comparacion con la grasa subcutanea generalizada, aunque ambas juegan
un papel importante en el desarrollo del sindrome metabdlico (Swarup et al., 2015). Adoptar un
patron de dieta saludable, ayuda a reducir el riesgo de sindrome metabdlico. Un alto consumo de
frutas, verduras, granos enteros, proteinas provenientes de aves y pescado, nueces, legumbres y
productos lacteos bajos en grasa, tienen un efecto protector, mientras que por el contrario, la
adherencia a un patron de dieta occidentalizado, caracterizado por el consumo de carnes rojas,
alimentos procesados e industrializados, asi como el consumo elevado de alimentos con alto
contenido de azucares refinados y/o alto contenido de sodio, se asocia al desarrollo de sindrome
metabolico (Fabiani et al., 2019).

El papel de la ingesta de grasas en la dieta ha sido un tema de mucho interés y debate en relacion
con la exacerbacion o mejora del riesgo de sindrome metabdlico y ECV. Los acidos grasos en la
dieta son un grupo de nutrientes muy diversos entre si, y sus propiedades moleculares también lo
son. La matriz alimentaria de la que provienen cada uno de ellos ejercen efectos diferenciales sobre
los lipidos en la sangre. Ademas, el metabolismo de los diferentes acidos grasos, pueden estar
influenciados por la variacion genética individual en respuesta a la ingesta dietética. Los factores
biologicos (genéticos) y conductuales (como la dieta) contribuyen al desarrollo de enfermedades
complejas, y pueden ofrecer una explicacién de por qué las investigaciones llevadas a cabo
concluyen efectos diferentes. Estos factores no deben ser considerados como factores de riesgo
individuales, sino como elementos que interacttan entre si (Hannon et al., 2018).

Desde 2001, las pautas dietéticas del NCEP-ATP Il (Expert panel on detection evaluation and
treatment of high blood cholesterol in adults 2001), recomiendan que la ingesta de grasa total debe
aportar entre el 30-35% de las calorias ingeridas. Sin embargo, puntualiza que la recomendacion es
limitar la ingesta de grasa saturada hasta un 10% en la poblacion general, y hasta un 7% de las
calorias para personas con riesgo mayor de ECV (NCEP-ATP lII, 2001). La evidencia cientifica
sugiere que los &cidos grasos saturados (AGS) tienden a aumentar las concentraciones de LDL,

mientras que los acidos grasos monoinsaturados (AGMI) y AGPI tienden a disminuirlas. La
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sustitucién de la grasa saturada por insaturada, especialmente oleico presente en el aceite de oliva
mejora el perfil lipidico del plasma en relacion con el riesgo cardiovascular. La ingesta de acidos
grasos omega-3 de cadena larga, &cido eicosapentaenoico (EPA, 20:5n-3) y docosahexaenoico
(DHA, 22:6n-3), esté4 asociada con concentraciones reducidas de TAG y con un menor riesgo de
desarrollar ECVs (NCEP-ATP 111, 2001). Por otro lado, la ingesta de acidos grasos trans se asocia
con concentraciones elevadas de LDL (Lichtenstein, 2003). Por lo tanto, se recomendaria una dieta
baja en AGS y trans, con cantidades adecuadas de AGMI y AGPI, especialmente acidos grasos
omega-3 de cadena larga (presentes en algunos pescados), para reducir el riesgo de desarrollar ECVs
(Lichtenstein, 2003). Por otra parte, la ingesta de fibra soluble encontrada en frutas, salvado de avena
y legumbres es capaz de disminuir la absorcion de colesterol total y TAG, favoreciendo asi la
reduccion de las concentraciones plasmaticas de LDL entre un 5-10% (Surampudi et al., 2016).
Ademas de la dieta, es necesario ir mas alld y considerar habitos de vida saludable, que incluyen:
realizacion de actividad fisica, evitar el aumento de peso con la edad, el abandono del tabaco y una
ingesta limitada de alcohol (Lichtenstein, 2003).

Dieta mediterranea

Diversos ensayos clinicos y epidemioldgicos en diferentes tipos de poblaciones han confirmado
que un patron dietético puede ejercer efectos beneficiosos o influir de forma negativa sobre la salud.
Un patron dietético rico en algunos grupos de alimentos como frutas, verduras, granos enteros y una
fuente de proteina como el pescado puede reducir la incidencia de ECV y enfermedades neoplasicas
(Willett, 2006). Desde los afios setenta, Keys y col. estudiaron quince cohortes pertenecientes a 7
paises geograficamente diferentes y encontraron porcentajes sorprendentemente bajos de
enfermedad coronaria en los que pertenecian a la region mediterranea, donde la ingesta de grasas
era relativamente alta, pero en gran parte provenia del aceite de oliva rico en acido oleico, una grasa
monoinsaturada. Estos autores mencionaron que las tasas de mortalidad se relacionaban
positivamente con el porcentaje promedio de energia proveniente de AGS y negativamente con el
porcentaje de energia proveniente de AGMI (Keys et al., 1986). La cantidad de &cido oleico
ingerida, que se encuentra mayoritariamente en el aceite de oliva virgen (AOV), era muy diferente
entre las cohortes estudiadas, y las tasas de mortalidad por cualquier causa y por enfermedad
coronaria fueron menores para los grupos de poblacion en los que el AOV era la principal fuente
grasa (Keys et al., 1986).

La dieta mediterranea no es solamente una dieta especifica, sino mas bien una coleccion de

habitos alimenticios y de estilo de vida que tradicionalmente siguen las personas en los diferentes
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paises que bordean el mar Mediterraneo (Sofi et al., 2010). El patrén dietético mediterraneo como
tal, constituye una pirdmide alimenticia que refleja tradiciones dietéticas mediterrdneas, que
historicamente se han asociado a la salud. Posteriormente, estudios epidemioldgicos han sugerido
que los individuos pueden beneficiarse considerablemente al adoptar elementos particulares de las
dietas mediterraneas (Willett, 2006). Esta dieta mediterranea se basa en los patrones de alimentos
tipicos seguidos en Creta, en gran parte de Grecia y en el sur de Italia a principios de la década de
los sesenta, donde la esperanza de vida de los adultos estaba entre las mas altas del mundo, y las
tasas de enfermedad coronaria, ciertos tipos de cancer y otras enfermedades crénicas relacionadas
con la dieta estaban entre las mas bajas. Ademas, esta dieta estaba asociada a un estilo de vida que
incluia la préctica regular de actividad fisica y se asociaba con bajas tasas de obesidad. La dieta
mediterranea se caracteriza por abundantes alimentos vegetales (frutas, verduras, cereales en forma
de pan, patatas, legumbres, nueces y semillas), fruta fresca tomado como el postre tipico diario,
aceite de oliva como la principal fuente de grasa, productos lacteos (principalmente queso y yogurt),
pescado, aves de corral y huevo consumidos en cantidades bajas 0 moderadas, carne roja consumida
en cantidades bajas, y vino consumido en cantidades bajas 0 moderadas, normalmente acompafiando
las comidas. Esta dieta es baja en grasas saturadas (< 7-8% de energia), aunque la cantidad de grasa
total aporte desde el 25% al 35% de la energia (Willett, 2006). Una revisidn sistematica y un meta-
analisis han confirmado la proteccion que brinda la adherencia a la dieta mediterranea, ya que puede
disminuir significativamente el riesgo de mortalidad por ECV, el cancer, la incidencia de la
enfermedad de Parkinson y Alzheimer, el deterioro cognitivo leve y otras enfermedades
cerebrovasculares, lo que supone una reduccién importante del riesgo de muerte prematura en la
poblacion general (Sofi et al., 2008; Sofi et al., 2010).

Estos hallazgos han sido confirmados también en Espafia por el estudio de Prevencion con Dieta
Mediterranea (PREDIMED) (Estruch et al., 2018) en el que se demostro la eficacia de dos dietas
mediterraneas, una suplementada con AOVE vy otra suplementada con frutos secos (nueces), en
comparacion con una dieta de control (dieta baja en grasas), sobre la prevencion cardiovascular
primaria. Después de cinco afios de seguimiento, se pudo demostrar la eficacia de un patron de dieta
mediterranea suplementada con AOVE o frutos secos en la prevencién de la enfermedad
cardiovascular y sus principales factores de riesgo, reduciendo en un 30% la incidencia de
complicaciones cardiovasculares mayores (Toledo et al., 2013; Estruch et al., 2018). Estos
resultados respaldan los beneficios previamente encontrados en los estudios epidemioldgicos acerca
de la dieta mediterrdnea como herramienta para la reduccion del riesgo cardiovascular y otras

patologias.
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Aceite de oliva

El olivo (Olea europaea L.) pertenece a la familia Oleaceae del género Olea. El arbol es
autoctono de la regidn sirio-palestina, aunque también se ha sugerido que procede del cruce de
especies muy emparentadas: Olea africana, autdctona de Arabia y Egipto, Olea ferruginosa, de la
zona asiatica, y Olea laperrini, de las montafas del sur de Marruecos. Otros autores consideran que
procede del acebuche (Olea europea var. Sylvestri) conocido desde el Neolitico (Castellano-Orozco,
2017). Su cultivo se extiende tradicionalmente por las regiones de la cuenca mediterranea (Ray et
al., 2015), aunque actualmente se ha extendido a regiones de América del sur y China (Ray et al.,
2015). El cultivo del olivo para la produccion de AOV se inicié en Creta en el siglo VI aC, desde
ahi se extendio por toda la cuenca mediterranea. En Espafa fue introducido por los fenicios y alcanzo
un notable desarrollo con las dominaciones romana y arabe (Castellano-Orozco, 2017).
Posteriormente, con la conquista de America, en 1492, su cultivo se extendio a México, Perq,
California, Chile y Argentina. En la actualidad continda su expansion y actualmente se cultiva en
lugares tan alejados de su origen como la regién sudafricana, Brasil y Argentina, y en otros paises
como Australia, Japon y China (Castellano-Orozco, 2017). El cultivo del olivo siempre ha tenido
implicaciones histéricas y culturales en los paises que bordean el mediterraneo, donde se cultiva el
97% de la produccion mundial. Anualmenta se producen 3 millones de toneladas de AOV a nivel
mundial, y aproximadamente 2 millones de toneladas de esta produccion tienen lugar en la Union
Europea. Los principales paises productores son: Espafia (66% de la produccién de la Union
Europea), Italia (15%), Grecia (13%) y Portugal (5%) (COI, 2021). Casi un tercio de la pulpa de la
aceituna es aceite que se extrae facilmente con una simple presion ejercida por un molino y por ello
el 90% de la produccién mundial de aceituna se destina a la elaboracion de aceite.

El AOV vy la aceituna son productos alimenticios con una amplia tradicion milenaria. Son
componentes esenciales de la dieta mediterranea y se consumen en gran medida en el mundo como
un alimento importante en relacién a su valor nutricional, no solo por sus alta concentracion de
AGMI y compuestos fendlicos, sino también, porque constituyen una rica fuente de antioxidantes
naturales (Uylaser y Yildiz., 2014).

Tipos de aceite de oliva
El aceite de oliva se considera todo aquel aceite que su origen de procedencia sea Unica y
exclusivamente del fruto del olivo, con exclusion del aceite obtenido mediante disolventes o por

procedimientos de reesterificacion y de toda mezcla con aceites de otra naturaleza. De acuerdo con
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el Comité Oleicola Internacional (COI), los AOV son los aceites obtenidos Unicamente por medios

mecénicos 0 medios fisicos en condiciones particulares de termperatura que no conducen a

alteraciones en el aceite, y que no hayan sufrido ningun tratamiento que no sea algino de los

siguientes: recoleccion, lavado, molienda, batido, prensado, decantacion, centrifugacion y filtracion

en el proceso de su elaboracion (COI, 2020). Existen diferentes tipos de aceites de oliva que son

aptos para el consumo humano los cuales se describen a continuacion (Figura 6):

Aceite de oliva virgen extra (AOVE): es un zumo oleoso obtenido mediante el
prensado en frio del fruto del olivo en perfecta madurez, con una una acidez libre de
no mas de 0.8 gramos por 100 gramos expresada como acido oleico. La
denominacion extra, se da a los aceites de mayor calidad y lo lleva a cabo un panel
de cata de expertos que evaluan cualidades positivas como el frutado y picor entre
otras, asi como posibles defectos del aceite.

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

Aceite de oliva virgen ordinario: es AOV con una acidez libre de no mas de 3.3
gramos por 100 gramos, expresada en acido oleico.

Aceite de oliva refinado: es un aceite de oliva extraido a partir de los residuos
obtenidos al producir el AOV, mediante métodos de extraccion con disolventes
organicos que no conducen a alteraciones en la estructura glicérica inicial. Tiene una
acidez libre de no més de 0.3 gramos por 100 gramos expresada como acido oleico.
Aceite de oliva: este aceite es una mezcla de aceite de oliva refinado y AOV aptos
para el consumo humano. Tiene una acidez libre de no méas de 1 gramo por 100
gramos expresada como acido oleico.

Aceite de oliva lampante: es un aceite de oliva extraido a partir de los residuos
obtenidos al producir el aceite de oliva refinado, con una acidez libre de mas de 3.3
gramos por 100 gramos expresada como &cido oleico, presenta un color y olor
practicamente desagradable y un analisis quimico con valores inadecuados para el
consumo humano, por lo que esta destinado a refinado o para uso técnico.

El aceite de orujo de oliva refinado: es un aceite obtenido del aceite de orujo de

oliva crudo, mediante métodos de refinado que no conducen a alteraciones en la
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estructura glicérica inicial. Tiene una acidez libre de no mas de 0.3 gramos por 100
gramos expresada como &cido oleico.

e El aceite de orujo de oliva: es el aceite que comprende la mezcla de aceite de orujo
de oliva refinado y AOV, aptos para el consumo tal como son. Tiene una acidez libre

de no mas de 1 gramo por 100 gramos.

Aceite de Oliva Virgen Extra
(Acidez <1°)

Prensado (~150-400 ppm polifenoles)

Lavado
Decanglcién Aceite de oliva virgen Aceite Oliva Corriente
Centrifugacion : s (Acidez < 1.5°)
. e — 2° Mezclado
Filtracion (Acidez 1-2 ) (~10-100 ppm
| (~150-400 ppm polifenoles) polifenles)
@ Aceite de Oliva Refinado
Refinado [ (Acidez <0.5°)
(~0-5 ppm polifenoles)
Orujo Aceite Orujo de Oliva
. i Aceite de Orujo (Acidez 1-2°) Mezclado {Acidezr=0.9:)
Extraccion i ) (~10-30 ppm polifenoles)
Refinado ; v (~0-5 ppl‘n P Ohfe"wIes) Alto contenido de triterpenos
N4 Alto contenido de triterpenos

Figura 6. Tipos de aceites de oliva

Otro producto que forma parte de la dieta mediterranea y que es ampliamente consumido son
las aceitunas de mesa, que se entiende como el producto preparado a partir de los frutos sanos de
variedades de olivo cultivado, aptos para el aderezo, sometidos a tratamientos u operaciones
pertinentes y ofrecidos al consumidor para su consumo final. El fruto de la aceituna es una drupa.
Tiene bajo contenido de azucar (2.6-6%) en comparacion con otras drupas (>12%) y un alto
contenido de aceite (12-30%) que varia segun la época del afio y la variedad. Ademas, contiene
diferentes componentes caracteristicos, como por ejemplo la oleuropeina, que le aporta sabor
amargo (Reglamento de Ejecucion (UE) n° 2016/81903; Convenio Internacional del Aceite de Oliva
y las Aceitunas de Mesa 2015) (BOE, 2015).
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Segun los datos oficiales de los paises y las estimaciones de la Secretaria Ejecutiva, la
produccion mundial de AOV en el afio de cosecha agricola 2019/20 se estimo en alrededor de 3,144
toneladas a nivel mundial, mientras que los paises miembros del COI estiman una produccion total
de 2,942.5 toneladas, que representa el 93.6% del total de la produccion mundial para la campafia
agricola 2019/20 (COl, 2020).

Espafia es el principal productor de aceite de oliva y concretamente en Andalucia, la produccion
durante el periodo 2009/10-2013/14 super6 las 1,100 toneladas anuales, representando un 80% del
total a nivel nacional. Concretamente, la provincia de Jaén, con el 40% de la superficie, y la provincia
de Cordoba con el 24%, son las dos principales provincias productoras de AOV en esta region. La
principal variedad de aceituna cultivada en Andalucia es la Picual, con el 58.2% de la superficie
total, que se distribuyen por las provincias de Jaén, Granada y Cérdoba. Después, la variedad de
Hojiblanca, con el 18.1% de la produccion total se distribuye principalmente al sur de Cordoba,
norte de Malaga y sudeste de Sevilla. Otra variedad también frecuente es la Arbequina, que destaca
por su alto rendimiento y excelente calidad (COI, 2020b).

El AOV se encuentra principalmente constituido por triacilglicéridos (98%) y otra pequefia
cantidad de diferentes compuestos bioactivos (2%). En la fraccion saponificable del AOV los AGMI
son mayoritarios, representando hasta un 85% de su composicion, dentro de los cuales el acido
oleico puede oscilar entre el 70-85% y el palmitoleico también esta presente. Dentro de los AGPI el
acido linoleico es el mayoritario. Los AGS en el AOV representan un 14% de la composicién del
aceite, y basicamente estan presentes el acido palmitico y el acido estearico.

En la fraccion no saponificable se encuentran los compuestos minoritarios, dentro de los cuales
los mayoritarios son compuestos de naturaleza fenolica, ademas de algunos compuestos lipofilicos
como el a-tocoferol (Jimenez-Lopez et al., 2020). Ademas de aportar aroma, gusto y color al aceite,
los compuestos fenolicos del AOV también son responsables de la mayoria de sus efectos

beneficiosos y propiedades funcionales (Angerosa et al., 2004).

Beneficios del aceite de oliva

Desde la antigliedad, el aceite de oliva y los subproductos del olivo, como los extractos de las
hojas, se han utilizado como remedios tradicionales para el tratamiento de diversas dolencias, gracias
a sus propiedades antioxidantes, antiinflamatorias y antimicrobianas. El aceite de oliva era muy
apreciado como un remedio para curar las quemaduras, las llagas, los escalofrios y para fortalecer
la piel y los musculos, para aliviar los dolores de estbmago e higado y para evitar los dolores de

cabeza, siendo también eficaz para el tratamiento de las Ulceras (Ray et al., 2015). La evidencia
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epidemioldgica y clinica mas reciente han proporcionado la base cientifica que demuestran estos
beneficios para la salud del AOV vy las aceitunas (Ray et al., 2015).

El AOV es el componente principal de la dieta mediterrdnea que se considera como una de las
dietas méas saludables a nivel mundial, no solo por su contenido de AGMI, sino también por su alto
contenido en compuestos fenodlicos. En 2011, la Autoridad Europea de Seguridad Alimentaria
(EFSA) emitié una opinién cientifica sobre las alegaciones de salud del AOV rico en polifenoles
sobre la salud cardiovascular, que menciona que 5 mg de hidroxitirosol y sus derivados (oleuropeina
y tirosol) contenidos en 20 mL de AOV proporcionan beneficios sobre la salud cardiovascular
principalmente porque ayuda a prevenir la oxidacion del colesterol LDL y asi contribuye a la
disminucion del riesgo cardiovascular (EFSA, 2011).

Del estudio PREDIMED se han derivado un gran nimero de estudios diferentes en los que se
confirma que la dieta mediterranea suplementada con AOVE proporciona una proteccion
considerable frente a la HTA. Este estudio demostro que después de administrar los dos tipos de
dieta mediterranea suplementada con aceite de oliva o nueces se observaron valores mas bajos de
PAD en los sujetos de ambos sexos (Toledo et al., 2013). De la misma manera, otro estudio derivado
del PREDIMED en una subpoblacion de mujeres hipertensas demostrd la eficacia de estas dietas
para mejorar la HTA (Storniolo et al., 2017) y la fibrilacion auricular (Barrio-L6pez et al., 2020).
Por otro lado, en personas con alto riesgo cardiovascular el AOVE acompafiado de una dieta
mediterranea reduce el riesgo de desarrollar DM2 (Salas-Salvado et al., 2014; Segui-Diaz, 2014) y
puede disminuir o retrasar la necesidad de medicamentos hipoglucemiantes (Basterra-Gortari et al.,
2019).

Otros beneficios descritos del AOVE son el aumento del HDL y la reduccidon del estrés
oxidativo y por tanto esto ralentiza las primeras etapas del desarrollo de aterosclerosis, también
disminuye la inflamacion, la PAS y la disfuncién endotelial, y mejora el control glucémico y, en
consecuencia, el sindrome metabdlico (Yubero-Serrano et al., 2019). Una revisidn sistematica y
metaanalisis en adultos con DM2 o con riesgo de desarrollar DM2, proporcioné evidencia de que la
ingesta de AOVE podria ser beneficiosa para prevenir y tratar la DM2, mejorando el metabolismo
de la glucosa (Schwingshackl et al., 2017). Ademas, también se pudo demostrar que mejora la
actividad antioxidante y disminuye la actividad de la xantina oxidasa en pacientes con sindrome
metabolico (Sureda et al., 2016).

Todos estos beneficios del AOVE también han sido demostrados en modelos experimentales en
animales. La suplementacion con una dieta enriquecida con AOVE en un modelo experimental de

ratas espontaneamente hipertensas (SHR) provoco la reduccion de la HTA (Villarejo et al., 2015) y
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mejord la funcidn endotelial, el estado oxidativo y el inflamatorio (Rodriguez-Rodriguez et al.,
2007; Romero et al., 2016).

Beneficios de los componentes individuales del aceite de oliva

Los componentes minoritarios presentes en el AOV y en los subproductos como sus hojas,
varian segun la variedad, el clima, la madurez de las aceitunas en la cosecha y el sistema de
procesamiento empleado para su elaboracion (Covas et al., 2006). Entre los componentes menores,
los mas conocidos por sus propiedades antioxidantes son los compuestos fendlicos, cominmente
llamados “polifenoles”, pero también contiene 4cidos triterpénicos que recientemente estan siendo
investigados por sus potenciales efectos saludables. Los &cidos triterpénicos se encuentran
principalmente en la piel y el hueso de la aceituna, y por lo tanto pasan a formar parte del aceite de
orujo que se caracteriza por tener un alto contenido (Sanchez-Rodriguez y Mesa., 2018).

Se han realizado una gran cantidad de estudios en animales para evaluar el efecto de ciertos
componentes menores del aceite de oliva. No obstante, los hallazgos encontrados no siempre pueden
extrapolarse a los humanos, y las normas establecidas por la medicina basada en la evidencia,
requieren que se proporcione evidencia cientifica de alto nivel antes de poder formular
recomendaciones nutricionales para el consumidor general. La evidencia cientifica requerida es
proporcionada por ensayos clinicos aleatorizados, controlados, doble ciego (evidencia de nivel I) y,
en cierta medida, por grandes estudios de cohortes (evidencia de nivel 1) (Covas et al., 2006). De
esta manera, y después de hacer una amplia revision de todos aquellos estudios que proporcionan
evidencia cientifica y siguen criterios que les brinda una alta calidad en su realizacion (validez
externa e interna, homogeneidad de la muestra y poder estadistico), las autoridades sanitarias, como
la EFSA, emiten recomendaciones nutricionales basadas en dicha evidencia cientifica.

Una revision sistematica y metaanalisis reciente, donde se han evaluado el efecto del AOVE
con alto contenido de polifenoles (150-800 mg por kg de aceite) frente a AOVE con bajo contenido
de polifenoles (0-132 mg por kg de aceite) sobre factores de riesgo cardiovascular ha concluido que
existen evidencias que demuestran mejoras en los biomarcadores inflamatorios y en la HTA tras la
ingesta de los aceites ricos en estos compuestos (George et al., 2019).

Hay un creciente nimero de estudios experimentales, tanto in vitro como in vivo en modelos
animales, asi como ensayos clinicos de intervencion que revelan nuevos aspectos y efectos para la
salud en relacion con la biodisponibilidad de los principales compuestos fendlicos del aceite de oliva
(hidroxitirosol, tirosol, oleuropeina, oleocantal). El hidroxitirosol y la oleuropeina del AOVE son

responsables de su peculiar sabor picante y de su alta estabilidad, siendo estos dos componentes los
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mas importantes por sus efectos antiaterogénicos, cardioprotectores, anticancerigenos, y
neuroprotectores (Karkovi¢-Markovic et al., 2019). De manera general, se sabe que los compuestos
fendlicos son capaces de reducir la morbilidad y/o ralentizar la progresion de enfermedades
cardiovasculares, neurodegenerativas y cancerosas. EI mecanismo de accion de los polifenoles se
relaciona fuertemente con su actividad antioxidante por su capacidad de disminuir la presencia de

ERO en el cuerpo humano (Gorzynik-Debicka et al., 2018).

Acido oleico

El &cido oleico es el principal acido graso del aceite de oliva. Es un &cido graso con 18 carbonos
y una insaturacién en el carbono 9 (C18:1n9). Su presencia en la fraccion saponificable puede oscilar
entre el 70-85%. El &cido oleico no es un &cido graso esencial, ya que se puede sintetizar de forma
endogena en humanos (Piccinin et al., 2019). Al tener una Unica insaturacion, el acido oleico se
considera un acido graso muy estable frente a la oxidacion, y esta estabilidad la transfiere a las
membranas Y los tejidos de los que forma parte (Hernandez, 2015).

En general, se reconoce que una mayor ingesta de acido oleico y una ingesta limitada de grasas
saturadas son beneficiosas y protectoras frente a las ECVs (Hernandez, 2015). Diferentes estudios
epidemiologicos refieren que una mayor proporcién de AGMI en la dieta, en particular acido oleico
procedente del aceite de oliva, se relaciona con una menor prevalencia de enfermedades coronarias,
y se cree que el efecto beneficioso del &acido oleico se refleja en modificaciones en las
concentraciones plasmaticas de lipidos y lipoproteinas como el incremento de HDL (Berglund et
al., 2012), en la composicion y por tanto fluidez y permeabilidad de las membranas (Muriana et al.,
1997), y por la reduccién de la presion arterial (Ruiz-Gutiérrez et al., 1996). Por otro lado, se ha
descrito que el acido oleico mejora la homeostasis de la glucosa al inducir una mejor respuesta a la
insulina (Soriguer et al., 2004). Asi mismo, el acido oleico exhibe efectos antiinflamatorios al
prevenir la liberacidon de determinadas moléculas quimiotacticas (Mesa et al., 2006), ya que juega
un papel en la activacion de diferentes mecanismos de sefializacion de las células del sistema

inmunitario (Carrillo et al., 2012).

Hidroxitirosol

El hidroxitirosol se puede considerar el principal compuesto fendlico presente en el aceite de
oliva. El 3,4-dihidroxifeniletanol (Figura 7) es un alcohol fendlico estable en forma libre y que
penetra facilmente en los tejidos, donde se han descrito una amplia gama de efectos bioldgicos,

cardioprotectores, anticancerigenos, neuroprotectores, antimicrobianos y endocrinos entre otros
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(Karkovi¢-Markovic et al., 2019). Es una molécula soluble en lipidos y también es soluble en agua,
lo que influye en su biodisponibilidad, y por tanto en sus efectos bioldgicos. Se absorbe de manera
dependiente de la dosis ingerida en humanos, se metaboliza y se excreta en orina. Se ha observado
que la biodisponibilidad del hidroxitirosol es mayor cuando se administra vehiculizado en AOV en
comparacion con la administracion de una solucion acuosa o incorporarlo a una matriz alimentaria
diferente (Visioli et al., 2003) ya que el aceite de oliva previene la pérdida de los compuestos
fendlicos en el tracto gastrointestinal, antes de su absorcion, actuando como un vehiculo protector
de sus propios fenoles (Tuck y Hayball., 2002). Sus propiedades beneficiosas para la salud humana
estan fuertemente relacionadas con la capacidad de la molécula para eliminar las ERO y las especies
reactivas de nitrogeno, asi como para activar los sistemas antioxidantes enddgenos en el cuerpo
(Gorzynik-Debicka et al., 2018). EI hidroxitirosol también tiene capacidad de quelar metales y su
alta eficacia antioxidante se le atribuye a la presencia del resto o-dihidroxifenilo (Visioli et al.,
2002). Actla principalmente rompiendo la cadena de oxidacion, al donar un atomo de hidrégeno a
los radicales peroxilo que se estabilizan y se reemplazan con el radical hidroxitirosol no reactivo,
debido a la presencia de un enlace de hidrogeno intramolecular en el grupo fenoxi (Karkovié-
Markovic et al., 2019). Se ha demostrado que los fenoles del aceite de oliva, en especial el
hidroxitirosol, reducen la eliminacion de isoprostanos, que son compuestos de tipo prostaglandinas

que se producen por la peroxidacion de los lipidos en los seres humanos (Visioli et al., 2000).
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Figura 7. Estructuras del hidroxitirosol, la oleuropeina y el tirosol

El hidroxitirosol puede disminuir la HTA y mejora la disfuncion endotelial, inhibiendo la
activacion endotelial y la adhesion de células monociticas en una concentracién compatible con lo
esperado dentro de un patron de dieta mediterranea (Carluccio et al., 2003). Los ensayos clinicos
han demostrado que la ingesta regular de 15 mg/d de hidroxitirosol durante 3 semanas, administrado
mediante una capsula dos horas antes del almuerzo para asegurar la estabilidad gastrica, modifica

los parametros de composicion corporal y el perfil antioxidante, la expresion de genes relacionados
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con la inflamacion y el estrés oxidativo en la aterosclerosis, en voluntarios sanos (Colica et al.,
2017). Estos efectos contribuyen a su potencial terapéutico antiaterogénico y cardioprotector, ya que
es muy eficaz para prevenir la peroxidacién de lipidos y proteger las LDL de la oxidacion (Rietjens
et al., 2007), tiene capacidad antiinflamatoria in vivo (Wu et al., 2018) y también ejerce efectos
beneficiosos sobre las HDL, manteneniendo las propiedades fisicoquimicas que mejoran su
funcionalidad especialmente la capacidad de promover el eflujo de colesterol, lo que predice la
incidencia de eventos coronarios y esté inversamente relacionada con el desarrollo de aterosclerosis
temprana (Berrougui et al., 2015). Se ha identificado también un efecto protector vascular a través
de la disminucion de las moléculas de adhesion de las células vasculares implicadas en la
aterogénesis temprana (Scoditti et al.,, 2014). Las mitocondrias son organulos celulares
fundamentales para producir energia, pero también ERO, sus funciones deterioradas juegan un papel
clave en la disfuncion endotelial y se ha sugerido que el hidroxitirosol puede prevenir la disfuncién
mitocondrial, contribuyendo a sus beneficios sobre la funcidn endotelial (Calabriso et al., 2018).

La lipemia posprandial es un factor de riesgo para el desarrollo de aterosclerosis, se ha descrito
que el hidroxitirosol es eficacaz en la proteccion contra la dislipidemia al disminuir las
concentraciones sanguineas de colesterol total, TAG y LDL, y aumentar el HDL. Ademas, también
mejora el estado antioxidante, al reducir la peroxidacion de lipidos y mejorar las enzimas
antioxidantes (Jemai et al., 2008; Cao et al., 2014). La administracion durante un mes de
hidroxitirosol en conejos hiperlipemicos mejoro el perfil de lipidos en sangre, el estado antioxidante
y reduce el riesgo de desarrollo de aterosclerosis (Gonzalez-Santiago et al., 2006). También se ha
evaluado el efecto antiagregante plaquetario del hidroxitirosol en ratas sanas y se pudo demostrar
que previenen la agregacion plaquetaria de forma similar al &cido acetilsalicilico (Gonzalez-Correa
et al.,, 2008). También se ha demostrado actividad cardioprotectora al modular las proteinas
relacionadas con la proliferacion y migracion de células endoteliales y la oclusion de los vasos
adrticos asi mismo con las proteinas relacionadas con la insuficiencia cardiaca en el tejido cardiaco
(Catalan et al., 2016).

Por otra parte, se ha descrito que el hidroxitirosol puede ejercer propiedades beneficiosas en
personas con obesidad y diabetes. Un estudio clinico realizado en una cohorte de adultos con
sobrepeso evaluo el efecto del hidroxitirosol sobre factores de riesgo cardiovascular modificables,
sobrepeso y obesidad, tras la administracion de capsulas con extractos de 9.67 mg/d de hidroxitirosol
y 51.1 mg de oleuropeina durante 12 semanas. El estudio observo una mejora en la sensibilidad a la

insulina y en la capacidad de secrecion de las células  pancredticas, sin embargo, no se observaron
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cambios en la composicion corporal y en el indice de masa corporal, posiblemente porque la dosis
administrada y/o el tiempo de intervencion el estudio fueron escasos (De Bock et al., 2013).

El hidroxitirosol también demuestra actividad hipoglucémica en varios modelos animales e in
vitro de diabetes al influir en los principales procesos bioquimicos que conducen a la vasculopatia
diabética. La suplementacion durante 4 semanas con extractos ricos en hidroxitirosol y oleuropeina
disueltos en agua potable (16 y 8 mg/kg de peso corporal, respectivamente) redujo
significativamente las concentraciones séricas de glucosa y colesterol y las sustancias reactivas al
acido tiobarbitarico (TBARS), ademas de mejorar el sistema de defensa antioxidante (Jemai et al.,
2009). En ratas con diabetes inducida con estreptozotocina, el hidroxitiriosol redujo
significativamente la proliferacion celular en la pared vascular, el estrés oxidativo y nitrosativo, las
concentraciones plasmaticas de LDLox, VCAM-1 y mediadores inflamatorios, la agregacion
plaquetaria y la produccién de tromboxano B que son biomarcadores indicativos de los principales
procesos bioquimicos que conducen a la vasculopatia diabética (Lopez-Villodres et al., 2016). Un
estudio experimental en ratas con sindrome metabolico inducido por la dieta, a las que se les
administraba hidroxitirosol (20 mg/kg) demostr6 una mejor tolerancia a la glucosa e insulina y
funcion endotelial al disminuir la HTA sistolica, asi como la fibrosis ventricular izquierda, ademas
de una reduccion de los marcadores de dafio hepatico inducida por el hidroxitirosol. Adicionalmente,
se observé una reduccion los niveles de malondialdehido y 4-hidroxinonal producidos como
resultado de una menor peroxidacion lipidica (Poudyal et al., 2017).

Otras investigaciones confirman que el hidroxitirosol previene el deterioro metabolico
reduciendo la inflamacion hepatica y restaurando la integridad duodenal en un modelo de rata
resistente a la insulina, modulando el estrés oxidativo y restaurando la homeostasis de la glucosa
(Pirozzi et al., 2016). También se observé una mejora de la resistencia a la insulina al modular el
estrés del reticulo endoplasmatico y una prevencion de la esteatosis hepatica en ratones con obesidad
inducida por la dieta (Wang et al., 2018). Un estudio metabolomico ha descrito que la administracion
de hidroxitirosol en un modelo de ratas con sindrome metabdlico mejora la funcion cardiovascular
y hepética (Lemonakis et al., 2017), tiene un efecto beneficioso en la hiperlipidemia, ya que puede
modificar la expresion de genes relacionados con la maduracion y diferenciacion de los adipocitos
e inhibe la formacion de lipidos (Dagla et al., 2018).

Otros modelos experimentales han demostrado los efectos beneficiosos del hidroxitirosol en
distintas situciones patoldgicas. En modelos in vitro se ha descrito que el hidroxitirosol aumenta la
funcion y la biogénesis mitocondrial. Concentraciones relativamente bajas de hidroxitirosol en los

adipocitos aumentan la expresion de todos los complejos de la cadena respiratoria mitocondrial,
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incluida la ATP sintasa, protegiendo a las mitocondrias contra la reduccion de la sintesis de ADN
mitocondrial y modulando la actividad de factores criticos de transcripcién, lo que sugiere que el
hidroxitirosol puede ser usado como un compuesto terapéutico para la prevencién y tratamiento de
DM2 y la obesidad (Hao et al., 2010). En un modelo astrocitico de enfermedad de Alzheimer se ha
demostrado que el hidroxitirosol desempefia funciones tanto preventivas como correctivas frente a
la citotoxicidad y la resistencia a la insulina inducida por B-amiloides en los astrocitos. En este
modelo se observé que el hidroxitirosol mejora la sensibilidad a la insulina y restaura la sefializacién
adecuada de la insulina, confirmando una asociacion inversa entre el consumo de AOV vy la
prevalencia del deterioro cognitivo (Crespo et al., 2017). También se han demostrado propiedades
neuroprotectoras atribuidas a la reduccion del estrés oxidativo a nivel neuronal, protegiendo las
células neuronales contra la toxicidad inducida por p-amiloide (Rodriguez-Morato et al., 2015; De
las Hazas et al., 2018).

Se han atribuido propiedades anticancerigenas al hidroxitirosol en diferentes estudios in vitro e
in vivo, que han demostrado que puede ejercer un beneficio frente a la proliferacion celular, el
crecimiento celular, la migracion, la invasion y la angiogénesis. El hidroxitirosol y su precursor, la
oleuropeina regulan negativamente la expresion de las proteinas BCL-2 y COX-2 y reducen el dafio
del ADN, contribuyendo a la inhibicién de maltiples etapas de la carcinogénesis del colon (Imran et
al., 2018). Asi mismo, pueden brindar proteccion frente a otros canceres humanos como el
colorrectal, de piel, de mama, tiroides, digestivo, pulmdn, cerebro, sangre y cervical (Fabiani et al.,
2016; Parkinson y Cicerale., 2016). La amplia evidencia cientifica confirma que los polifenoles del
AQV y en particular el hidroxitirosol tiene importantes propiedades farmacéuticas, que se pueden
emplear como tratamiento no farmacolégico en el manejo de varias enfermedades crdnicas
(Parkinson y Cicerale., 2016).

Oleuropeina

La oleuropeina es el compuesto fendlico mas predominante en las aceitunas y puede alcanzar
concentraciones de hasta 140 mg/g del peso seco en las aceitunas jovenes y 60-90 mg/g de materia
seca en las hojas (Omar, 2010). Quimicamente pertenece al grupo de los secoiridoides que son
abundantes en oleaceas, gentianales, cornales y muchas otras plantas. Los iridoides y secoiridoides
son compuestos generalmente unidos glicosidicamente, producidos a partir del metabolismo
secundario de terpenos como precursores de varios alcaloides indolicos (Soler-Rivas et al., 2003).

Concretamente, la oleuropeina es el éster de acido elendlico y el 3,4-dihidroxifeniletanol o

hidroxitirosol (Figura 7). Es el principal glucésido de las aceitunas, cuya degradacién da lugar a la
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formacion de hidroxitirosol en el AOV (Imran et al., 2018). Por lo tanto, sus beneficios estan
relacionados con los ya descritos para esa molécula, y entre los que destaca su alta actividad
antioxidante gracias a su capacidad de eliminar radicales libres y quelar metales. Se ha descrito que
reduce considerablemente las enfermedades coronarias y ciertos tipos de canceres (Imran et al.,
2018).

La oleuropeina tiene un efecto beneficioso asociado a la prevencion y mejora de la enfermedad
cardiovascular a traves de diferentes mecanismos como: antioxidantes (inhibicion de la oxidacion
de LDL), vasodilatadoras, antiagregantes plaquetarias, antiinflamatorias y antioxidantes, siendo uno
de los componentes de la dieta mediterranea a los que se le ha atribuido su efecto cardioprotector
(Moreno et al., 2003). Ademas, la oleuropeina aumenta la produccion de 6xido nitrico y la expresién
de INOS in vitro, lo que modifica favorablemente los procesos fisiopatologicos a nivel celular
(Visioli y Galli., 2001). Estudios en roedores han demostrado que los compuestos minoritarios del
AQV vy las hojas de olivo, como la oleuropeina, son responsables de los efectos vasodilatadores
independientes del endotelio en las aortas de rata SHR (Zarzuelo et al., 1991). También se ha
demostrado que mejora el perfil glucémico posprandial al reducir la glucosa y aumentar la actividad
de la insulina y la dipeptidil-peptidasa-4, ademas de reducir el estrés oxidativo derivado de NOX:

en sujetos sanos (Carnevale et al., 2018).

Tirosol

El tirosol (2-(4 hidroxifenil)-etanol) es otro de los fenoles mas abundantes del AOV capaz de
proteger frente a las lesiones celulares inducidas por las LDL oxidada (Giovannini et al., 1999). Se
ha demostrado que a pesar de su débil actividad antioxidante, el tirosol es capaz de restaurar las
defensas antioxidantes intracelulares probablemente debido a su acumulacién intracelular,
contribuyendo a la prevencion de las enfermedades cardiovasculares y aquellas enfermedades que
se deriven del estrés oxidativo (Di Benedetto et al., 2007). Ademas, al tirosol también se le atribuyen
otros beneficios relacionados con la salud cardiovascular relacionada con la inhibicion de la
produccion de leucotrieno B4 que es un quimioatrayente y activador de neutrofilos que afectan la
funcion endotelial (Perona et al., 2006). Por otro lado, se ha demostrado que el tirosol protege el
miocardio Yy retrasa el envejecimiento en un modelo murino de infarto de miocardio suplementado
con una dosis de 5 mg de tirosol por kg de peso durante 30 dias. En este modelo el tirosol inducia
proteinas de supervivencia y longevidad, por lo que puede considerarse como una terapia

antienvejecimiento para el corazon (Samuel et al., 2008).
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En la actualidad y debido al gran aumento de prevalencia de ECVs, las estrategias terapéuticas
para la prevencion y el tratamiento de la HTA son muy necesarias. EI consumo de AOV como
vehiculo de tirosol y otros componentes bioactivos podria formar parte de estas estrategias que
buscan mejorar las alteraciones microcirculatorias y las propiedades reoldgicas de la sangre. En este
sentido, se ha demostrado que el tirosol limita el aumento de viscosidad de la sangre de forma
comparable con la pentoxifilina (un farmaco especifico), y que ademas aumenta la capacidad de
transportar oxigeno a los tejidos en ratas hipertensas jévenes (Plotnikov et al., 2018).

También se ha descrito que el tirosol tiene efectos beneficiosos en enfermedades metabdlicas,
mejorando la hiperglucemia mediante la regulacion de enzimas clave del metabolismo de los
carbohidratos en ratas con diabetes inducida por estreptozotocina. EI mecanismo molecular parece
que esta relacionado con un efecto antiinflamatorio en el higado y el pancreas ademas de la
disminucion de la peroxidacion lipidica, proteina C reactiva y de la secrecion de marcadores de
inflamacion (Chandramohan y Pari., 2016). La disfuncion de las células B pancreaticas es un
determinante importante en la patologia de la diabetes, en la que el estrés del reticulo endoplasmico
juega un papel de mediador central que provoca el fallo en la secrecién de insulina. Se ha
comprobado que el tirosol protege frente a la disfuncion de las células B asociado con el estrés del
reticulo endoplasmico ya que inhibe la apoptosis inducida por estrés en estas celulas (Lee et al.,
2016).

Varios estudios describen que una mayor adherencia a la dieta mediterranea se asocia con una
mejor funcion cognitiva, menores tasas de deterioro cognitivo y menor riesgo de enfermedad de
Alzheimer (Lourida et al., 2013). En 2011, un estudio identificé el tirosol y el hidroxitirosol como
agentes neuroprotectores, ya que pueden proteger las células N2a frente a la toxicidad inducida por
proteinas B-amiloides implicadas en la activacion del factor de transcripcion NF-xB. Estos autores
demostraron que la muerte celular inducida por B-amiloide disminuye al tratar las células con tirosol
e hidroxitirosol conjuntamente, demostrando los efectos protectores de dos componentes
alimentarios individuales de la dieta mediterranea que pueden funcionar como neuroprotectores en
la prevencion de enfermedades demenciales (St-Laurent-Thibault et al., 2011).

Finalmente, se han descrito propiedades antimicrobianas de los fenoles del AOV incluido el
tirosol que se relacionan con la inhibicion de la ATP sintasa bacteriana de Escherichia coli (Amini
etal., 2017).
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Acidos triterpénicos

Los &cidos triterpénicos son metabolitos secundarios de las plantas que estan presentes
principalmente en la piel de la fruta, las hojas y la corteza del tallo. En la planta del olivo estos
derivados terpénicos se concentran en la piel y el hueso del fruto y en las hojas, por lo que se
encuentran principalmente en los aceites de orujo. Los mas importantes encontrados en el fruto del
olivo y en el AOV son dos dihidroxiterpenos: eritrodiol (homo-olestranol, Sa-olean- 12-en-3p, 28-
diol) y el uvaol (A-12-ursen-3f, 28diol) y los acidos hidroxiterpénicos pentaciclicos, que son la
forma oxidada de los dialcoholes triterpénicos, como el acido oleandlico, acido maslinico, acido
ursolico, acido botulinico, acido 2a-hidroxi-ursélico y &cido deoxiursélico (Pérez-Camino et al.,
1999; Allouche et al., 2009). El acido oleandlico y maslinico (Figura 8) han demostrado varios
efectos farmacoldgicos y carecen de toxicidad, por lo que estos componentes estan siendo estudiados

para justificar el desarrollo de nuevos agentes bioactivos procedentes del olivo (Jager et al., 2009).

Acido maslinico Acido oleandlico

Figura 8. Estructuras del &cido maslinico y oleandlico

Para evaluar los beneficios para la salud humana proporcionados por los triterpenos del AOV,
se requieren métodos analiticos adecuados, capaces de cuantificar las bajas concentraciones
esperadas en los fluidos humanos. Recientemente se ha analizado la biodisponibilidad y
farmacocinética en humanos del acido maslinico y acido oleandlico presentes en el AOV tras
ingestas dietéticas normales de aceites enriquecidos en estas moléculas. Se ha descrito la presencia
de sus derivados en plasma y en la orina (Pozo et al., 2017) y que la biodisponibilidad del acido
maslinico es siete veces mayor que la del oleandlico (De la Torre et al., 2020), confirmando que
estos componentes pueden ser absorbidos y, por lo tanto, pueden contribuir a algunas propiedades
cardioprotectoras al AOV (De la Torre et al., 2020).
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Los acidos triterpénicos pueden ayudar en la disminucion de esta oxidacion de LDL y por tanto,
en la disminucidn de la incidencia de ECVs (Sanchez-Quesada et al., 2013). Los triterpenos ejercen
un efecto cardioprotector por diferentes mecanismos de accidn relacionados con las actividades
antioxidantes y antitromboticas demostradas in vitro e in vivo, y se ha demostrado que el uvaol,
eritrodiol, &cido oleandlico y acido maslinico ejercen un efecto antiaterogénico. En particular el
acido maslinico es el més activo, ejerciendo un efecto antioxidante dependiente de la dosis, mediante
la eliminacion de radicales libres y la quelacion de cobre (Allouche et al., 2009), la inhibicion de la
lipoperoxidacion y la proteccion de la actividad antioxidante y también gracias a su potencial
antihiperlipidémico (Hussain-Shaik et al., 2012).

Con respecto al acido oleandlico, se ha descrito que ejerce potentes efectos antiaterogénicos
independientemente de su efecto sobre los lipidos plasmaticos (Buus et al., 2011). Se ha demostrado
que la suplementacion con una dosis diaria de 60 mg/kg de &cido oleandlico y ursolico durante 6
semanas en un modelo de hipertension genética de rata sensible a la sal (DAHL) y resistente a la
insulina, protege frente al desarrollo de hipertension severa. Este efecto antihipertensivo se le
atribuyé a su potente actividad diurética, natriurética y salurética, y ademas, se observo una
disminucion de la frecuencia cardiaca (34% y un 32%, respectivamente), un efecto
antihiperlipidémico (disminucion de las concentraciones de LDL Yy triacilglicéridos), efectos
antioxidantes e hipoglucemiantes (Somova et al., 2003).

Estudios in vitro e in vivo, sugieren que estos compuestos regulan varios factores relacionados
con el sindrome metabolico (Sharma et al., 2018). El &cido oleandlico mejora la respuesta a la
insulina, preservando la funcionalidad y supervivencia de las células B, y proporcionando una
proteccion frente a las complicaciones de la DM2, al modular directamente las enzimas relacionadas
con la biosintesis, secrecion y sefializacion de insulina (Castellano et al., 2013). De hecho, los &cidos
triterpénicos pueden aumentar la sintesis de glucogeno y simultaneamente inhibir la
gluconeogénesis y la glucogendlisis, reduciendo asi la produccion de glucosa hepatica que influye
en la liberacién de insulina y ayudando al control de la glucosa (Wen et al., 2008).

El estudio de intervencidn en pacientes prediabéticos suplementados con AOV enriquecido con
acido oleandlico PREDIABOLE (Prevencion de la diabetes con &cido oleandlico) mostrd que el
consumo de un AQV rico en acido oleanolico puede disminuir y retrasar la necesidad de
medicamentos hipoglucemiantes (Santos-Lozano et al., 2019). En ratones obesos, suplementados
con aceite de orujo rico en acido oleandlico y maslinico se observo una reduccién sustancial del
peso corporal, la resistencia a la insulina, la inflamacién del tejido adiposo y, en particular, una

mejora de la funcion vascular (Claro-Cala et al., 2020). Otros autores han encontrado que el
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consumo de oleandlico durante 12 semanas disminuye significativamente la secrecion de grelina
(hormona orexogénica) y, en consecuencia, la ingesta calérica en ratas prediabéticas, lo que
contribuyd a mejorar la homeostasis de la glucosa y la disminucion de la hemoglobina glucosilada
(Gamede et al., 2018). Ademas, se ha descrito que tanto el &cido oleandlico como el maslinico,
reducen la expresion de la grelina y pueden constituir una via de control glucémico en la DM2
(Luvuno et al., 2016). Por otra parte, nuestro grupo de investigacion ha confirmado la capacidad
protectora de los acidos oleanolico y maslinico del AOVE para disminuir la oxidacion del ADN y
la inflamacidn en sujetos sanos (Sanchez-Rodriguez et al., 2019). En resumen, los triterpenos del
AQV, son una fuente natural de antioxidantes, que podrian ser compuestos Utiles para la prevencién
de multiples enfermedades relacionadas con el dafio oxidativo celular, y que también ejeren

actividades cardioprotectora y antiinflamatoria (Sanchez-Quesada et al., 2013).

Modelo experimental de ratas espontaneamente hipertensas

El envejecimiento se asocia con una alta incidencia y prevalencia de HTA. Si bien todas las
formas de hipertension estudiadas hasta la fecha son causadas por una alteracion en la asimilacion
del sodio y agua en el rifidn, las alteraciones genéticas, ambientales y neuroendocrinas también
contribuyen al desarrollo y mantenimiento de la HTA. Como se ha detallado previamente, existen
varios mecanismos que pueden desemperiar un papel clave en la HTA incluido el sistema renina-
angiotensina-aldosterona, 6xido nitrico, endotelina, inflamacion, estrés oxidativo, sistema nervioso
simpatico, relacion androgeno/estrégeno y obesidad. Los modelos de ratas y ratones con HTA, tanto
genéticos, no genéticos y los transgenicos, se utilizan comunmente para el estudio de la HTA y el
envejecimiento (Reckelhoff et al., 2018).

Las ratas espontaneamente hipertensas (SHR), abreviacion que proviene de la definicion en
inglés “hypertensive spontaneous rats”, es el modelo de HTA mas utilizado. La cepa SHR fue
producida en Japon por Okamoto y Aoki (1963) por endogamia selectiva al cruzar ratas Wistar-
Kyoto (WKY) con HTA, lograndose una linea genéticamente hipertensa (Okamoto y Aoki., 1963).
Las ratas normotensas WKY se emplean como controles en los estudios con SHR. Hasta la fecha,
la rata SHR es el modelo experimental mas adecuado para el estudio de la hipertension humana, en
el que la causa de la HTA esté originada por la desregularizacion del sistema renina-angiotensina-
aldosterona, y que a su vez con el tiempo exhibe la caracteristica tipica como lesiones vasculares, y
alteraciones renales que causan nefroesclerosis arteriolar y posteriormente puede aparecer la
proteinuria (Feld et al., 1977). En las ratas SHR, la hipertension comienza a desarrollarse a las 5-6

semanas de edad y la presion arterial se estabiliza aproximadamente a los 50-60 dias, para
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permanecer estable o disminuir ligeramente posteriormente (Dickhout y Lee., 1997). En las primeras
etapas de la hipertension las ratas SHR experimentan un aumento del gasto cardiaco, pero mantienen
una resistencia periférica normal. Sin embargo, a medida que el estado hipertensivo se estabiliza el
gasto cardiaco vuelve a la normalidad y los vasos sanguineos hipertrofiados producen una mayor
resistencia periférica generalizada (Dickhout y Lee., 1997). La proteinuria, glomeruloesclerosis y
fibrosis intersticial, junto con las caracteristicas de la ECV como la hipertrofia cardiaca, comienzan
a desarrollarse entre el inicio de la hipertension (5-6 semanas de edad) y su fase de meseta a las 40
semanas (Ofstad y Iversen., 2005). Entre las 14 y 15 semanas, comienza a aparecer la patologia
renal. Se ha publicado que la expresién de marcadores de estrés oxidativo e inflamatorio y de
enfermedad renal en los vasos sanguineos y el tejido cardiaco de las SHR puede aparecer a partir de
las 3 semanas de edad (Biswas y De Faria., 2007). En comparacion con otros modelos de enfermedad
renal crénica e hipertension, como el modelo de rata DAHL en el que se produce una alteracion en
la asimilacion de sodio, las SHR desarrollan un nivel mucho méas bajo de lesion renal. La ausencia
de dafio renal progresivo se ha atribuido a un aumento de la vasoconstriccion preglomerular, que
evita que la hipertension sistémica se transmita a los glomérulos (Kinuno et al., 2005). Ademas, este
modelo es especialmente resistente a la sal a medida que avanza la patologia renal.

Las ratas SHR se han convertido en el modelo de eleccion para probar farmacos
antihipertensivos. Otra valiosa contribucion de este modelo es el mapeo e identificacion de genes
responsables del desarrollo de la HTA. Al igual que los seres humanos, el modelo de SHR
experimenta una progresion que comienza con una fase prehipertensiva hasta una hipertensiva. La
esperanza de vida de las ratas SHR es de 1.5-2.5 afios, mientras que los controles normotensos suelen
vivir de 2.5-3 afos. Esto hace que el modelo de SHR sea conveniente para el estudio de la HTA 'y
el envejecimiento. Ademas, las ratas SHR se han cruzado con otras cepas para crear nuevos modelos,
como la rata SHR con insuficiencia cardiaca, para modelar la insuficiencia cardiaca congestiva
secundaria a HTA esencial, y el modelo de ratas SHR propensas a accidentes cerebrovasculares, que
es un modelo Unico de HTA grave y accidente cerebrovascular hemorragico (Mohammed-Ali et al.,
2017).

Fooddmica y metabol6mica

Las disciplinas 6micas aplicadas en el contexto de la nutricidn y la salud tienen el potencial de
identificar la interaccion de los alimentos con los genes y posteriormente con las proteinas y los
metabolitos, a través del analisis de biomarcadores de salud y/o enfermedad. La informacion

obtenida podria usarse para identificar biomarcadores Utiles para evaluar diferentes intervenciones
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dietéticas, y esta informacion podria usarse para implementar nuevas estrategias para manipular la
funcién celular a través de la dieta. Los estudios dmicos también puede revelar indicadores
tempranos de una enfermedad y ayudar a diferenciar posibles efectos dietéticos dafiinos para la salud
y/o algun efecto beneficioso de algiin componente bioactivo (Braconi et al., 2018). La fooddmica
también puede ayudar al desarrollo de nutracéuticos y alimentos funcionales, ya que permite
identificar componentes bioactivos que pueden ser responsables de efectos sobre la salud (Remely
et al., 2015). La integracion de nuevas plataformas analiticas y sistemas de procesamiento de datos
como la bioinforméatica han permitido el desarrollo de la foodomica, para estudiar los dominios de
la alimentacién y la nutricion a través de tecnologias 6micas avanzadas (Cifuentes, 2009). Esta
disciplina ha evolucionado réapidamente, y en la actualidad los estudios relacionados con la
foodomica permiten satisfacer las necesidades de los consumidores en cuanto a trazabilidad,
sostenibilidad, calidad, seguridad e integridad de los alimentos, aportando pruebas sélidas de los
mecanismos que apoyan los beneficios que brindan algunos alimentos para promover la salud o el
bienestar (Braconi et al., 2018). EI metaboloma es como un “espejo™ que si se mira a través de él,
puede mostrar informacion sobre el estado fisiologico o el desarrollo patologico de un sistema
biologico, y los metabolitos representan entidades funcionales (Ryan y Robards., 2006).

Para comprender el metabolismo de los alimentos y las biotransformaciones en el organismo
humano es fundamental entender la interaccion de la dieta con la salud, y para ello la metabolémica
revela los productos finales de la expresion génica y proteica (Baharum y Azizan., 2018) y permite
detectar y medir cambios en los perfiles y concentraciones de metabolitos de bajo peso molecular a
nivel celular, en tejidos y fluidos corporales como plasma, orina y en leche humana, en respuesta a
una condicién genética, fisiologica o patologica determinada (Rangel-Huerta et al., 2015). También
permite la identificacion de moléculas derivadas de ciertos componentes de los alimentos que
confirman su ingesta y permiten identificar moléculas bioactivas responsables de actividades
especificas asociadas a ciertos alimentos (Gibney et al., 2005; Rangel-Huerta et al., 2015). En este
sentido, se puede decir que el “metaboloma alimentario” es la suma de todos los metabolitos
derivados directamente de la digestion de los alimentos, su absorcion en el intestino y su
biotransformacion por los tejidos y la microbiota del huésped, y cuyas concentraciones en plasma y
orina generalmente aumentan en proporcion a la cantidad de cada alimento o nutriente ingerido
(Fardet et al., 2008; Manach et al., 2009). Por su naturaleza, la metabolomica representa una fuente
muy grande de informacion, en gran parte sin explorar ain, que podria identificar nuevos
biomarcadores de ingesta Utiles para medir las exposiciones dietéticas con un alto nivel de detalle y

precision, lo que representa una ventaja ya que la mayoria de los biomarcadores dietéticos conocidos
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actualmente se han identificado con enfoques basados en hipétesis y en funcion de la composicion
de los alimentos (Fiehn, 2001). Sin embargo, la rapida evolucion de las técnicas analiticas que han
permitido el desarrollo de instrumentos analiticos modernos altamente sensibles, junto con la
cuidadosa eleccion de los protocolos para la preparacion de muestras, la disponibilidad de bases de
datos de metabolitosy el gran progreso en herramientas bioinforméticas estan permitiendo
identificar y cuantificar simultaneamente varias clases de compuestos quimicamente diferentes
(Fiehn, 2001) y permiten que los enfoques diagndsticos sean mas precisos, como lo demuestra la
reciente identificacién de nuevos biomarcadores de ingesta de frutas, verduras, bebidas, carnes o
algun tipo de dieta en particular (Scalbert et al., 2014). La identificacion de metabolitos es bastante
extensa y diversa, y resulta de mucha utilidad para analizar sistemas dinamicos sometidos a
influencias dietéticas y ambientales (Dettmer y Hammock., 2004).

Debido a las diferencias quimicas de los compuestos del metaboloma, no existe una sola técnica
analitica que sea la mas adecuada para la identificacion y cuantificacion precisa y exacta de todos
los metabolitos de interés. Pero independientemente de la conFiguracion analitica, los estudios de
metaboldmica se pueden dividir en dos diferentes enfoques: estudios de metaboldmica dirigida y no
dirigidos (Figura 9), segun la etapa en la que se realiza la identificacion del metabolito durante el
procesamiento de datos (Griffiths et al., 2010).

La metaboldmica dirigida se centra en la identificacion de un grupo especifico de metabolitos
previstos (Ramautar et al., 2006). Los andlisis dirigidos son importantes para evaluar el
comportamiento de un grupo especifico de compuestos en la muestra en determinadas condiciones,
y este enfoque generalmente requiere un mayor nivel de purificacion y una extraccion selectiva de
metabolitos que dependera de la naturaleza quimica de los mismos (Cevallos-Cevallos et al., 2009).
Por otra parte, la metabolomica no dirigida se utiliza para el analisis del metaboloma global, es decir,
el analisis integral de todos los analitos medibles en una muestra, incluida para la identificacién de
analitos de sefiales desconocidas, y debe acoplarse a métodos quimiométricos para comprimir los
datos en un pequefio conjunto de sefiales (Griffiths et al., 2010). Estos analisis no dirigidos se centran
en la deteccion de tantos grupos de metabolitos como sea posible para obtener patrones o huellas
metabolémicas (Monton y Soga., 2007). Normalmente se utiliza para identificar enfermedades o

plagas en plantas comestibles (Cevallos-Cevallos et al., 2009).
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Figura 9. Clasificacion general de metaboldmica (adaptado de Cevallos-Cevallos et al., 2009).

La mayoria de los estudios metabolomicos, también pueden clasificarse como discriminativos,
informativos y/o predictivos en funcion del tratamiento de los datos (Figura 9). Recientemente, la
combinacion de estas tres clasificaciones se ha utilizado para mejorar la calidad de los analisis de
componentes alimentarios (Cevallos-Cevallos et al., 2009). Los analisis discriminativos, tienen
como objetivo encontrar diferencias entre las poblaciones de muestras sin necesariamente crear
modelos estadisticos o evaluar posibles vias que puedan dilucidar tales diferencias. La
discriminacion se logra generalmente mediante el uso de técnicas de anélisis de datos multivariantes
destinadas a maximizar la clasificacion, siendo el analisis de componentes principales la herramienta
mas utilizada (Cevallos-Cevallos et al., 2009). Por el contrario, la metabolomica informativa, se ha
centrado en la identificacion y cuantificacion de metabolitos dirigidos o no dirigidos para obtener
informacion intrinseca de la muestra. Se utiliza en el desarrollo y actualizacion continua de bases de
datos de metabolitos (Wishart et al., 2013), como la base de datos de metaboloma humano (HMDB),
de libre acceso que contiene informacion detallada sobre los metabolitos de moléculas pequefias que
se encuentran en el cuerpo humano, y que puede ser utilizada para aplicaciones en metabolomica,
quimica clinica, descubrimiento de biomarcadores y educacion general. La base de datos esta
disefiada para contener o vincular tres tipos de datos quimicos, clinicos y de biologia molecular y
bioguimica (Metabolome, 2022). La metabolomica informativa, también puede llevar a cabo
posibles vias de descubrimiento de nuevos compuestos bioactivos y de biomarcadores, la creacién
de bases de datos especializadas de metabolitos y estudios de funcionalidad de los mismos. Por otra
parte, en la metabolomica predictiva se crean modelos estadisticos basados en el perfil y cantidad

de metabolitos, para predecir una variable que es dificil de cuantificar por otros medios. Estos
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modelos generalmente se producen mediante analisis estadisticos complejos, por ejemplo, la
regresion de minimos cuadrados parciales (Cevallos-Cevallos et al., 2009).

Métodos analiticos para la extraccion de metabolitos

En general, las técnicas analiticas utilizadas para la extraccion de metabolitos dependen del tipo
de muestra que puede ser de alimentos o muestras bioldgicas, y actualmente la herramienta mas
utilizada para la exploracion de los metabolitos por su alta sensibilidad, disponibilidad y cobertura
del metaboloma es la cromatografia liquida acoplada a espectrometria de masas (LC-MS), (Baharum
y Azizan., 2018; Lioupi et al., 2020). Se han aplicado con éxito una gran cantidad de métodos
analiticos basados en LC-MS analizando muestras complejas de varios origenes para identificar
huellas metabolémicas. En los ultimos afios, la LC-MS ha demostrado su enorme potencial en
estudios metabolomicos debido al requisito minimo de pretratamiento de muestras y a la capacidad
de analizar muestras en su estado natural (Aszyk et al., 2018).

Otras técnicas analiticas son la cromatografia de gases acoplada a la espectrometria de masas
(GC-MS) vy la resonancia magnética nuclear (RMN) acoplada a la espectrometria de masas. Estas
técnicas analiticas e instrumentos tienen un alto rendimiento y desempefian un papel importante y
crucial en la metabolomica para generar los datos metabolomicos (Baharum y Azizan., 2018). El
GC-MS es la técnica analitica mas efectiva para la evaluacion méas detallada de fracciones volatiles
en investigaciones de muestras de alimentos (Lioupi et al., 2020; Magagna et al., 2016). La RMN
se ha utilizado para realizar estudios metabolicos, perfiles metabdlicos y metabolomica en biofluidos
y tejidos humanos durante mas de 40 afios. Se caracteriza por altos niveles de robustez y
reproducibilidad, estabilidad del instrumento, facil preparacion de muestras, fuerte caracter
cuantitativo, y facil automatizacion. Sin embargo, tiene algunas limitaciones ya que es un
instrumento de gran tamafio y su mantenimiento es muy costoso (Lioupi et al., 2020; Magagna et
al., 2016).

Utilidades y enfoques del analisis metabolémico en aceite de oliva virgen

En general, las aplicaciones de la metaboldémica al estudio del AOV se centran en el control de
calidad y autenticidad para el analisis de seguridad alimentaria, es decir, la deteccion de
adulteraciones con aceites vegetales o cualquier modificacion de la calidad del AOV. Dado que el
AQV es una grasa considerada saludable y con propiedades beneficiosas por sus componentes
fendlicos, se considera un producto de alto valor, por lo que puede sufrir numerosos fendmenos de

fraude y adulteracion. El estudio de la composicién metabolémica se ha utilizado ampliamente para
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identificar marcadores de calidad y autenticidad (Nikou et al., 2020) como los fitoesteroles,
compuestos fendlicos y otros compuestos bioactivos tipicos de este aceite. El uso de LC-MS ha sido
ampliamente utilizado para la cuantificacion de polifenoles y esteroles que se han cuantificado segun
subclases quimicas, y se ha podido identificar una gran diversidad de polifenoles y esteroles,
detectandose un promedio de 1000-2000 mg de esteroles/kg y 420.2 mg de tirosoles/kg de aceite.
Del mismo modo, es posible identificar los marcadores para discriminar muestras de AOVE segun
su origen geografico (acidos hidroxibenzoicos, colesterol y derivados del estigmasterol), mostrando
el potencial de las huellas metabolomicas esterélicas y fenolicas para evaluar la autenticidad del
AOVE (Mohamed et al., 2018). Por otro lado, nos permite analizar la seguridad del aceite, es decir,
la deteccion de metabolitos residuales de plaguicidas (Lioupi et al., 2020; Magagna et al., 2016).
Pero también tiene otras aplicaciones como la investigacion agrotecnologica e industrial, con el fin
de mejorar los cultivos, y cada vez mas en investigaciones relacionadas con la salud y la nutricion
que actualmente son areas muy demandadas (Olmo-Garcia y Carrasco-Pancorbo., 2021).

Concretamente se han encontrado alrededor de 30 compuestos presentes en los diferentes tipos
de olivos (Arbequina, Picual, Cornicabra, Hojiblanca y Frantoio) que se pueden agrupar en cuatro
familias quimicas diferentes: 1) fenoles simples, que incluyen hidroxitirosol, hidroxiacetato,
hidroxitirosol oxidado vy tirosol; 2) lignanos representados por pinoresinol, acetoxipinoresinol y
siringaresinol; 3) los flavonoides, siendo la luteolina y la apigenina los metabolitos mas importantes
de esta familia; y 4) los secoiridoides, con mas de 20 compuestos pertenecientes a esta clase quimica,
lo que lo convierte en el grupo de fenoles mas abundante identificados en los perfiles por LC-MS
(Bajoub et al., 2016).

Por otra parte, recientemente se ha validado un método de LC-MS para la determinacion de
acidos triterpénicos y dialcoholes. Los dos compuestos triterpénicos mas abundantes encontrados en
AOV son el &cido maslinico y el oleandlico, ademas de acido betulinico, ursélico, eritrodiol y uvaol

en menor proporcion (Olmo-Garcia et al., 2018).

Metabolomica del aceite de oliva virgen y relacion con la salud y nutricion

La identificacion de metabolitos especificos contenidos en el AOV que pueden prevenir o tratar
enfermedades y la investigacion de sus mecanismos moleculares son una base fuertemente
sustentada por los estudios metabolémicos (Olmo-Garcia y Carrasco-Pancorbo., 2021). Estudios
previos de metabolémica en humanos han demostrado la presencia de determinados metabolitos
individuales asociados con el consumo de AOV Yy algunos alimentos caracteristicos de la dieta

mediterranea como pescado, nueces y verduras. Los hallazgos sugirieron que una mayor adherencia
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a la dieta mediterranea puede conducir a cambios profundos en el metaboloma que se asocian con
una salud cardiometabdlica favorable (Li et al., 2020).

Estudios metabolomicos en humanos en diferentes subcohortes del estudio PREDIMED han
evaluado el efecto beneficioso del AOV dentro del contexto de la dieta mediterranea. Lo mas
sobresaliente de este estudio fue la asociacion positiva entre los niveles basales de concentraciones
de ceramidas plasmaticas (un miembro de la familia de los esfingolipidos) y la incidencia de ECV,
y cdmo una intervencién con dieta mediterranea podria disminuir sus concentraciones en plasma, lo
que estaria relacionado con una menor incidencia de ECV (Wang et al., 2017). Otros estudios de
metabolomica tanto en humanos como en modelos animales han demostrado la presencia en plasma
de determinados compuestos relacionados con el consumo de AOV como los compuestos fendlicos
(Agrawal et al., 2017; Fernandez-Arroyo et al., 2012). Sin embargo, no hemos podido encontrar
estudios sobre acidos triterpénicos.

Estos estudios han demostrado que los compuestos del AOV exhiben cierta proteccion frente al
sindrome metabdlico. Un estudio experimental en un modelo de rata Wistar joven con sindrome
metabolico inducido por dieta a las que se les administraba hidroxitirosol (20 mg/kg) encontro 31
metabolitos que se expresan diferencialmente entre el grupo tratado y su control, e identifico,
mediante LC-MS en Orbitrap, 19 metabolitos caracteristicos que pertenecen a vias metabdlicas que
se ven afectadas diferencialmente en ratas con sindrome metabdlico. Estos autores demostraron que
el hidroxitirosol disminuye la biosintesis de acidos grasos insaturados, la biosintesis de acidos grasos
y el metabolismo del &cido linoleico, retinol, esfingolipidos y acido araquidonico, mientras que el
metabolismo de los glicerolipidos es la principal via metabolica regulada positivamente en el grupo
tratado con hidroxitirosol (Lemonakis et al., 2017). Los autores sugieren que la disminucion de la
regulacion del metabolismo del &cido linoleico y del acido araquiddnico después de la
administracion de hidroxitirosol podria estar asociada con una biosintesis reducida de
prostaglandinas, sustancias que median la inflamacion crénica de bajo nivel y estan directamente
asociadas con la obesidad abdominal. Ademas, los autores indican que la reduccion de las
concentraciones plasmaticas de é&cidos grasos en las ratas tratadas con hidroxitirosol se
correlacionaba positivamente con un metabolismo eficiente debido a una menor resistencia a la
insulina, y negativamente con la enfermedad del higado graso no alcohdlico, es decir, las células
metabolizan eficientemente los acidos grasos libres tras el tratamiento con hidroxitirosol, lo que
conduce a una menor concentraciones plasmaticas de acidos grasos (Lemonakis et al., 2017). Por
otro lado, estos autores revelaron que el metabolismo del retinol se reduce por la actividad del

hidroxitirosol, afectando de forma crucial el desarrollo de enfermedades como la disfuncién
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Introduccion

pancredtica, la resistencia a la insulina y el metabolismo de los lipidos. Las concentraciones
plasmaticas elevadas de glicerol en ratas tratadas con hidroxitirosol es una indicacion de una tasa
mas alta de lipolisis en el tejido adiposo, lo que a su vez indica una tasa mas alta de produccién de
energia a través de la lipolisis. Por otro lado, el hidroxitirosol ayud6 a normalizar las concentraciones
de esfingolipidos circulantes, lo que indica una mayor eficiencia de la movilizacion de los lipidos
en plasma después del tratamiento con hidroxitirosol (Lemonakis et al., 2017). En general, los
autores concluyen que el hidroxitirosol induce cambios importantes en el metaboloma, ya que
facilita la movilizacion de varias clases de lipidos, y en particular los ésteres de acidos grasos de
acidos hidroxioleicos (OAHSA) se regulan positivamente en ratas tratadas con hidroxitirosol, lo que
denota alivio en los factores de riesgo de sindrome metabdlico (Dagla et al., 2018; Lemonakis et al.,
2017).
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Hipotesis y objetivos

Justificacion e hipotesis

A partir de diversos estudios que evidencian las propiedades cardioprotectoras, antioxidantes,
antiinflamatorias y protectoras del dafio vascular del AOV (Covas et al., 2006; Rodriguez-Rodriguez
et al., 2007; Rodriguez-Rodriguez et al., 2009; Toledo et al., 2013; Romero et al., 2016; Storniolo
et al., 2017; Sanchez-Rodriguez et al., 2018; George et al., 2019; Yubero-Serrano et al., 2019b), se
puede afirmar que los compuestos fendlicos del AOV modulan la tension arterial y el estado
oxidativo, y que los &cidos triterpénicos pueden contribuir a mejorar el dafio endotelial y la
resistencia a la insulina, contribuyendo a mejorar el riesgo de sindrome metabdlico. No obstante, se
necesitan mas estudios en situaciones patologicas especificas, realcionadas con el sindrome
metabolico y en las que aumenta el estrés oxidativo. Ademas, las ciencias émicas nos permiten
identificar y medir moléculas derivadas de determinados componentes alimentarios responsables de
actividades concretas asociadas a alimentos en respuesta en algina condicidn genética, fisioldgica
0 patoldgica (Gibney et al., 2005; Rangel-Huerta et al., 2015).

La hipdtesis de la presente Tesis Doctoral es que la suplementacién con AOV enrigquecido en
compuestos bioactivos procedentes de la propia aceituna puede ser beneficiosa frente a la HTA y
factores de riesgo cardiovascular, como el estrés oxidativo y la inflamacion. Asi mismo, podrian
aportar beneficios adicionales comparado con un AOV sin enriqucer sobre el control glucémico
posprandial y la respuesta a la insulina.

El analisis metabolémico permitira identificar metabolitos relacionados con el consumo de
AOQV vy biomarcadores plasmaticos que pueden ayudar a establecer conclusiones sobre posibles
mecanismos de accion por los que los componentes bioactivos del AOV enriquecido puedan ejercer

efectos beneficiosos para la salud.

Obijetivo general
Evaluar las propiedades beneficiosas del aceite de oliva virgen extra (AOVE) con extractos
ricos en compuestos de alto valor biologico procedentes de la propia aceituna sobre la salud

cardiometabdlica.
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Obijetivos especificos

Obijetivos especificos

“Evaluacion del efecto de un aceite de oliva virgen extra enriqueCido con extractos

procedentes de las aceitunas en un modelo experimental de ratas con hipertension genética”

Proyecto CARDIOLIVE.

1. Evaluar el efecto de la ingesta de un AOV enriquecido en compuestos bioactivos sobre la
evolucion de la tensién arterial.

2. Evaluar el efecto de la ingesta de un AOV enriquecido en compuestos bioactivos sobre
biomarcadores de funcionalidad vascular en plasma y orina.

3. Evaluar el efecto de la ingesta de un AOV enriquecido en compuestos bioactivos sobre los
mecanismos moleculares que regulan la disfuncion endotelial in vitro.

4. Evaluar el efecto de la ingesta de un AOV enriquecido en compuestos bioactivos sobre
biomarcadores de dafio oxidativo en orina.

5. Evaluar el efecto de la ingesta de un AOV enriquecido en compuestos bioactivos sobre
biomarcadores de inflamacion en plasma.

6. Analisis metabolomico para la identificacion de biomarcadores plasmaticos y de orina

relacionados con el consumo de AOV.

“Evaluacion del efecto de tres aceites de oliva virgen extra con distintas cantidades de
compuestos bioactivos, polifenoles y acidos triterpénicos procedentes de las aceitunas en

humanos sanos con riesgo de sindrome metabolico” Proyecto NUTRAOLEUM.

1. Evaluar el efecto de la ingesta de los aceites enriquecidos en compuestos bioactivos sobre
la respuesta glucémica posprandial.

2. Evaluar el efecto de la ingesta de los aceites enriquecido en compuestos bioactivos sobre
la respuesta insulinica posprandial.

3. Evaluar el efecto de la ingesta de los aceites enriquecido en compuestos bioactivos sobre
secrecion posprandial de hormonas gastrointestinales implicadas en la regulacion del

apetito y la ingesta.
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Materiales y Métodos

Materiales y métodos

ESTUDIO CARDIOLIVE

El estudio CARDIOLIVE es un estudio experimental en un modelo animal de ratas con
hipertension arterial genética. Fue un estudio paralelo, en el que se administraron durante 8
semanas dos aceites de oliva, uno enriquecido con distintos extractos obtenidos del propio aceite
y de las hojas de olivo, y otro AOVE control que contenia poca cantidad de compuestos
bioactivos. Se evalud el efecto de la suplementacion con los aceites sobre la hipertension arterial,
biomarcadores de riesgo oxidativo e inflamatorio y posteriormente se llevé a cabo un analisis
metabolémico en plasma y orina para identificar compuestos procedentes de los aceites que

pudieran ser responsables de los efectos observados.

Aceites experimentales

Los AOVE se prepararon especificamente para el estudio en la Cooperativa San Francisco de
Asis de Montefrio, Granada, Espafia. Como aceite de base, se seleccioné un AOVE con elevadas
cantidades de compuestos fenolicos obtenido mediante la mezcla de distintas variedades de
aceitunas ricos en estos compuestos. Parte de este AOVE se enriquecio selectivamente con tres
extractos diferentes obtenidos del aceite de oliva y de las hojas de olivo para preparar el aceite
enriquecido (AOE). En la Tabla 4, se muestran los extractos fueron seleccionados en base a las
propiedades antioxidantes, antinflamatorias, anticoagulantes y vasoactivas evaluadas en un

ensayo previo in vitro (Hernaez et al., 2021).

Tabla 4. Extractos fendlicos utilizados en la elaboracion del aceite enriquecido

Extracto fendlico 1 Extracto fendlico 2 Extracto fendlico 3
Composicion 76% de 3,4-dihidroxifenil 95% de hidroxitirosol y 70 % oleuropeina, 7,5% de
glicol, 10% de hidroxitirosol, 5% de tirosol vanilina, 5% de luteolina-7-
5% de luteolina-7glucésido, glucésido, 4,5% de 4cido
3% de acido clorogénico y 2% fertlico y 2% de
de vanilina verbascosido
Procedimiento | Patente PCT/ES2012/070491 Patente Fraccionamiento
de obtencion (Fernandez-Bolafios et al., PCT/ES2002/00058 cromatogréafico mediante
2013) (Fernandez-Bolafios et una resina AmberChrom™
al., 2002) CG161M
(en proceso de obtencion de
patente)
Concentracion 6 g/L 6 g/L 2g/L
del extracto

La composicién del extracto esta referida a la molécula principal
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Los extractos fendlicos se prepararon inicialmente a unas concentraciones de entre 2y 6 g/L
de la molécula principal (3,4-dihidroxifenil glicol, hidroxitirosol y oleuropeina parar los extractos
1, 2 'y 3, respectivamente). Posteriormente, se concentraron hasta 80 g/L, concentracion a la cual
estos extractos se disolvieron en el AOVE base para preparar el AOE. El AOE fue analizado por
triplicado. Para preparar el aceite control (AOC), parte del AOVE seleccionado como base se lavo
con etanol alimentario para reducir el contenido de compuestos fendlicos hasta 17.6 mg/kg de
aceite, de manera que los dos aceites experimentales tenian el mismo perfil de acidos grasos y
solo se diferenciaron en el contenido de compuestos bioactivos. La Tabla 5 muestra las
caracteristicas fisicoquimicas y la composicion lipidica de los aceites utilizados en el estudio

CARDIOLIVE.

Tabla 5. Caracteristicas fisicoquimicas y composicion lipidica de los aceites

de oliva utilizados en el estudio CARDIOLIVE

Caracteristicas AOC
Acidez (%) 0.14
indice de perdxidos (meg/kg) 5.3
K270 0.14
K232 1.79
Delta K <0.01
Principales acidos grasos

Acido palmitico (C16) (%) 10.12
Acido estearico (C18) (%) 3.81
Acido oleico (C18:1) (%) 79.71
Acido linoleico (C18:2n6) (%) 3.95
Esteres etilicos totales (mg/kg) 7
Esteroles totales (mg/kg) 1316

AOE
0.14
9.5
0.15
1.85

<0.01

10.09
3.79
79.87
3.91
13
1328

Cada resultado es el valor medio de tres repeticiones independientes. Los valores de desviacién
estandar relativa fueron inferiores al 8.4% en todos los casos. AOC, aceite de control. AOE, aceite

de oliva enriquecido.

Las Tablas 6 y 7 muestran los compuestos fendlicos y los acidos triterpénicos presentes en los
aceites utilizados en el estudio, respectivamente. Los aceites se prepararon y congelaron en alicuotas
para cada dia, de modo que el aceite congelado estaba preservado de la oxidacion.
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Tabla 6. Composicion en compuestos fendlicos de los aceites de oliva

utilizados en el estudio CARDIOLIVE

AOC AOE
Acido quinico* n.d. 92.3
3,4-dihidroxifenilglicol n.d. 26.3
Acido clorogénico n.d. 22.2
Acido p-cumarico* n.d. 3.0
Vanilina* n.d. 0.32
Acido fertlico* n.d. 0.80
Acidos organicos y fendlicos y aldehidos n.d. 144.9
Hidroxitirosol* n.d. 110.0
Tirosol* 0.15 69.0
Fenoles simples 0.15 179.0
Hexdsido de acido aciclodihidroelendlico n.d. 21.0
Oleotsido/secologanésido n.d. 103.2
Glucésido de acido elendlico n.d. 31.9
Hidroxioleuropeina n.d. 32.3
Oleuropeina* n.d. 16.4
Secoiridoides glicosilados y derivados n.d. 204.8
Acido elendlico 0.01 2.6
Hidroxidecarboximetil oleuropeina aglicona n.d. 4.7
Descarboximetiloleuropeina aglicona 1.3 8.2
10-hidroxi-oleuropeina aglicona 0.11 0.3
Decarboximetil ligstrésido aglicona 2.4 6.3
Ligstrosido aglicona 6.1 2.2
Oleuropeina aglicona 7.1 58.5
Secoiridoides y derivados en forma de
aglicona 17.0 82.9
Luteolin-7-O-glucésido* n.d. 4.6
Isémeros de luteolina-O-glucdsido n.d. 12.3
Apigenina-7-O-glucésido* n.d. 1.7
Isémeros de apigenina-O-glucésido n.d. 3.6
Luteolina* 0.03 14.5
Apigenina* 0.04 1.6
Diosmetina 0.03 2.5
Flavonoides 0.1 40.9
Jeringaresinol 0.10 1.8
Pinoresinol* 0.11 2.5
Acetoxipinoresinol 0.10 2.8
Lignanos 0.31 7.1
TOTAL 17.6 749.9

*Compuestos fendlicos cuantificados en términos de su estdndar puro. Cada resultado
(expresado en mg/kg de aceite de oliva) es el valor medio de tres réplicas independientes. Los
valores de desviacion estandar relativa fueron inferiores al 8.4 % en todos los casos. AOC,
aceite de oliva control; AOE, aceite de oliva enriquecido; n.d, no detectado.
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Tabla 7. Composicion inicial en &cidos triterpénicos de los aceites de oliva
administrados en el estudio CARDIOLIVE

) AOC AOE
Acido maslinico, mg/kg 4.3 138.4
Acido betulinico, mg/kg 0.06 5.6
Acido oleanolico, mg/kg 4.2 148.5
Acidos triterpénicos totales (mg/kg) 8.5 292.6

Cada resultado es el valor medio de tres réplicas independientes. Los valores de desviacién estandar

relativa fueron inferiores al 8.4 % en todos los casos. AOC, aceite de oliva control; AOE, aceite de oliva

enriquecido.
Disefio Experimental estudio CARDIOLIVE

Treinta ratas genéticamente hipertensas SHR de ocho semanas de edad fueron divididas en

tres grupos experimentales (n=10). Un grupo de ratas fue suplementado diariamente con 1 mL del
AOE, enriquecido en compuestos bioactivos (grupo SHR-AOE). El segundo grupo de ratas
hipertensas fue suplementado diariamente con 1 mL del aceite control (grupo SHR-AQC). El
tercer grupo de ratas SHR recibio 1 mL/d de agua y sirvid como grupo control enfermo (SHR).
Ademas, como controles normotensos se incluyeron 10 ratas macho Wistar Kyoto sanas (grupo
WKY) de la misma edad, que recibieron 1 mL/d deagua (Figura 10). Los animales fueron

adquiridos en Janvier Labs, CEDEX, Francia.

G» G
Grupo SHR-AOE Grupo SHR-AOC
(n=10) (n=10)
Aceite enriquecido Aceite control
749.9 mg/kg 17.6 mg/kg
1 mL/dia 1 mL/dia
8 sem 8 sem
G> G>
SHR WKY
(n=9) (n=10)
Agua Agua
1 mL/dia 1 mL/dia
8 sem 8 sem

Figura 10. Grupos experimentales CARDIOLIVE

Tras un periodo de cinco dias de aclimatacion a las condiciones experimentales, se comenzé
el periodo de tratamiento que durd 8 semanas, durante las que se administraron diariamente los

aceites y el agua mediante una sonda orogastrica rigida que depositaba directamente el aceite o el
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agua en el estbmago. Todas las ratas tuvieron acceso ad libitum a comida y agua. Los animales
fueron alimentados con una dieta de mantenimiento estandar (Panlab), con 76.2% de
carbohidratos (fibra 3.9%), 3.1% de lipidos, 16.1% de proteina y 4.6% de cenizas minerales. El
experimento se realizo de acuerdo con las directrices indicadas en las Directivas del Consejo de
la Comunidad Europea para el cuidado ético de los animales (86/609/CEE) y fue aprobado por el
Comité Etico de animales de laboratorio de la Universidad de Granada, Espafia (permiso niimero
18/07/2017/099). Para evaluar la biodisponibilidad del AOE, al inicio del estudio las ratas SHR
fueron introducidas en jaulas metabdlicas (Panlab, Barcelona, Espafia) para la recogida de orina
de 24 h. Trascurridas las 24 h, se les administré 1 mL de AOE mediante sonda orogastrica rigida
y se recogid orina durante distintos periodos de tiempo: de 0-5 h, de 5-10 h y de 10-24 h.
Posteriormente, se determind la presencia de compuestos bioactivos en estas muestras de orina en
los laboratorios del Instituto de Investigaciones Biomédicas del Hospital del Mar (IMIM,
Barcelona, Espafia). El mismo protocolo se realizé en las 10 ratas WKY sanas que reciben 1 mL
de agua. De la misma manera cada dos semanas Yy al final de las 8 semanas de intervencion, las
ratas fueron introducidas en jaulas metabolicas para recoger la orina de 24 h. De esta manera se
pudo evaluar los efectos a largo plazo de la suplementacion sin que interfiriera con los efectos
agudos provocados tras la administracion. Durante el transcurso del experimento se determind
semanalmente la tension arterial, el peso corporal, el consumo de alimento, el consumo de agua y

la diuresis (Figura 11).

Administracion diaria 1
ml aceite/agua
‘,!’

N

!

Sacrificio
4 s
semanas 1 2 3 6 7 8

B e e e e
t 1 ) 1t ! ) 1t 1t 1 } 1} ! )

Semanalmente medicion PAS, PAD, ingesta agua, comida y diuresis

3

Recoleccion Recoleccion Recoleccion Recoleccion Recoleccion
orina /24 h orina /24 h orina/24 h orina /24 h orina /24 h

Figura 11. Disefio experimental del estudio CARDIOLIVE
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Sacrificio y preparacion de las muestras

Tras 8 semanas de intervencion, las ratas en ayunas fueron anestesiadas con 2.5 mL/kg de
equitensina mediante puncion adrtica abdominal en dos fases, mediante la técnica del biselado que
permite una extraccion fraccionada, para determinar las variables plasméticas que requieren una
extraccion sin hemorragia. Inicialmente se extrajo 1 mL de sangre para medir las concentraciones
plasmaéticas de angiotensina Il. Este procedimiento permite una medicion precisa de este péptido,
sin la activacién del sistema renina-angiotensina debido a la hemorragia. Posteriormente se procedi6
a la extraccion del resto de la sangre que se utilizé para medir las otras variables plasmaticas, que
no se ven afectadas por la hemorragia. La sangre se centrifugd a 1750 xg durante 10 min a 4°C. El
plasma se alicuot6 y se congelé inmediatamente a -80°C hasta su analisis. Por ultimo, una vez
exanguinadas las ratas fueron diseccionadas y se extrajeron y pesaron los rifiones, el corazon y la
aorta toracica. El corazon se dividié en ventriculo derecho y ventriculo izquierdo mas el tabique y

se midid la longitud de la tibia para normalizar las variables morfologicas.

Determinacion de la presion arterial

La PAS se midio semanalmente mediante pletismografia en la cola de la rata (Kubota et al.,
2006) en estado consciente (LE 5001-Medidor de presion, Letica SA, Barcelona, Espafia). Se
realizaron al menos siete determinaciones en cada sesion, y la media de los tres valores mas bajos

dentro de un rango de 5 mmHg fue el valor final de PAS.

Analisis bioquimico de plasma

Las variables determinadas en plasma fueron: electrolitos sodio y potasio; parametros lipidicos:
colesterol total, colesterol LDL y colesterol HDL; urea y creatinina. Estos andlisis se realizaron
utilizando un autoanalizador (Hitachi-912, Roche, Granada, Espafia). La angiotensina Il, la
endotelina-1, la interleucina 6 (IL-6), el factor de necrosis tumoral alfa (TNF-a) y el factor de
crecimiento endotelial vascular (VEGF) se determinaron en plasma mediante los kits de ensayo
inmunoabsorbente ligado a enzima (ELISA) (CEA 005Ra, CEA482Ra, SEA079Ra, SEA133Mi,
SEA143Ra, respectivamente, Corp, Katy, TX, EE. UU).
Andlisis bioguimico de orina

Al final del periodo experimental, se recogié la orina de 24 horas y se midié el volumen, los
electrolitos (sodio y potasio), la urea y la creatinina en un autoanalizador (Hitachi-912, Roche,
Granada, Espafia). La proteinuria se determind utilizando un Kit de ensayo de proteinas (Bio-Rad,

Madrid, Espafia). El aclaramiento de creatinina y el balance de agua y sodio se calcularon en orina
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de 24 horas. Los nitritos se determinaron en la orina mediante un kit colorimétrico (Cayman
Chemicals Company, Ann Arbor, MI, EE. UU.).

Se utilizaron kits de ELISA para medir endotelina-1 como biomarcador de dafio endotelial
(CEA482RA, de Cloud Clone Corp, Katy, TX, EE. UU.), y Fa.isoprostanos y 8-hidroxi-2'-
desoxiguanosina (8-OH-dG) como biomarcadores de estrés oxidativo en orina de 24 horas (EA85,
de Oxford Biomedical Research, Rochester Hills, Ml, EE. UU., y JAI-KOG-200SE, de Bio-Connect
BV Holanda, Paises Bajos, respectivamente).

Reactividad vascular en anillos adrticos

Tras la extraccion de la arteria aorta, los segmentos de anillos adrticos toracicos se montaron en
una camara de 6rganos gque contenia solucion de Krebs (NaCl 118 mM, KCI 4.75 mM, NaHCO3 25
mM, MgSO4 1.2 mM, CaCl, 2 mM, KH2PO4 1.2 mM y glucosa 11 mM) a 37°C. Los segmentos
fueron gaseados con 95% de O, y 5% de CO, y se mantuvo a una tension de reposo de 2 g. Los
anillos se estiraron hasta 2 g de tension de reposo por medio de dos alambres de acero inoxidable en
forma de L insertados en el lumen y unidos a la cAmara y a un transductor de desplazamiento de
fuerza isométrica (Letigraph 2000, Madrid, Espafia) conectado a un sistema de adquisicion de sefial,
como se describe en (Vera et al., 2007).

Las curvas de respuesta de concentracion-relajacion a la acetilcolina (10°-10*M) se analizaron
en los anillos precontraidos a la misma tension con fenilefrina (0.3 x 10y 10® M, en WKY y grupos
SHR, respectivamente). Las curvas de respuesta de concentracion-relajacion al nitroprusiato (107°-
10 M) se obtuvieron en anillos sin endotelio precontraidos a la misma tension con fenilefrina y en
oscuridad.

Las contracciones del endotelio dependientes de acetilcolina se analizaron en anillos adrticos
inicialmente estimulados con KCI 80 mM. Después de lavar con solucion de Krebs e incubar durante
30 min con éster metilico de N-nitro-L-arginina (L-NAME) (10* M), se agregaron dosis crecientes
de acetilcolina (10°-10* M). Las respuestas contractiles a la acetilcolina se expresaron como un
porcentaje de la respuesta al KCI (Vera et al., 2007).

Analisis estadistico

Todos los datos de las variables se presentan como los valores medios + error estandar de la
media (SEM). La normalidad de las variables se comprobd con las pruebas de Kolmogorov y
Shapiro-Wilk. En todas las pruebas, se analizaron méas del 95% de los datos. Se utiliz6 ANOVA de
un factor para variables de distribucion normal y Kruskal-Wallis para variables de distribucion no

normal. Para identificar la diferencia entre grupos, se utiliz6 la prueba post hoc de Bonferroni. Se
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considero significativo un valor de p<0.05. Para realizar el analisis estadistico se utiliz6 el software
Statistical Package for the Social Sciences version 20 (SPSS Inc., Chicago, IL, EE. UU).

Analisis metabolémico

Preparacion de las muestras para el analisis metabolomico

Para el analisis metabolomico las muestras de plasma y orina se descongelaron en hielo y se
mantuvieron a 4°C durante todo el proceso analitico. Las muestras de plasma fueron
desproteinizadas con una mezcla de precipitacién que contenia acetonitrilo (MeCN), metanol
(MeOH) y acetona (Ace) en proporciones 8:1:1. Se afiadieron 200 pL de la mezcla de precipitacion
a 100 pL de plasma, se agitaron durante 30 s y se incubaron a -20°C durante 30 min. A continuacion,
las muestras se centrifugaron a 14800 rpm durante 10 min a 4°C. Los sobrenadantes se evaporaron
en una centrifuga evaporadora Eppendorf® Concentrator Plus durante 2 h. Las muestras se
reconstituyeron en 100 pL de una dilucién de acido formico al 0.1% en H20. Se mezclaron durante
20 s en un vortex y se incubaron en bafio de hielo durante 10 min. Posteriormente, se centrifugaron
a 14800 rpm durante 10 min a 4°C. Finalmente, 40 uL del sobrenadante fueron transferidos a un vial
de cromatografia liquida de alta resolucion (HPLC) con inserto, donde se afiadieron 5 pL del
estandar interno y se almacenaron a -80°C hasta el analisis (Liu et al., 2015; Lui et al., 2017).

Para el analisis metabolomico de las muestras de orina es necesario medir la osmolaridad y
ajustarla en todas por igual, lo que permite trabajar en todas con las mismas condiciones como lo
describe Ulaszewska et al., (2019). Por ello, tras descongelar las muestras en hielo, se utilizé un
osmoémetro (Gonotec Osmomat 030 D Osmometer) para medir y ajustar la osmolaridad. Doscientos
ML de orina fueron diluidas con agua miliQ hasta obtener una osmolaridad de 200 mOsm/kg * 20
mOsm/kg. Posteriormente, se afiadieron 100 pL de una dilucion de acido formico al 0.1% en H20,
las muestras se centrifugaron a 14800 rpm durante 10 min a 4°C, y 40 uL del sobrenadante se
transfirieron a un vial de HPLC (con inserto), a los que se les afiadié 5 pL del estandar interno. Las
muestras preparadas se almacenaron a -80°C hasta el analisis.

En paralelo, se prepararon unas muestras denominadas quality control (QC, por sus siglas en
inglés) agrupando volumenes iguales de todas las muestras de plasma u orina incluidas en este

estudio.
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Extraccion de metabolitos

La separacién cromatogréfica se realizé en un cromatégrafo de alta resolucion Agilent Series
1290 (Agilent Technologies, Santa Clara, CA, EE. UU.) utilizando una columna cromatografica C18
Waters Atlantis T3 (2,1 mm x 150 mm, 3 um) (Waters Corporation, Milford, MA, USA), la cual se
mantuvo a una temperatura de 30°C en el horno. El volumen de muestra que se inyecto6 fue de 5 pL.
Las fases moviles que se emplearon para eluir la mezcla a través de la columna fueron &cido formico
al 0.1 % en una mezcla de agua: MeCN (90:10), que se utiliz6 como eluyente A, y acido formico al
0.1% en MeCN: agua (90:10), que se utiliz6 como eluyente B. La elucion procedio a una velocidad
de flujo constante de 0.3 mL/min. Durante el periodo de 0 a 0.5 min se utilizé eluyente A al 100%,
seguido de una elucion en gradiente lineal de 100 % de eluyente B de 0.5-11 min, que se mantuvo
hasta los 15.50 min. Después, se continud con el 100% del eluyente A desde 15.50-15.60 min y
desde 15.60-20 min.

Para la deteccion de los analitos se utilizd un espectrometro de masas cuadrupolo tiempo de
vuelo (QTOF-MS) AB SCIEX TripleTOF 5600. Las muestras fueron analizadas mediante los
métodos de ionizacion por electropulverizacion (ESI) en modo positivo y negativo (AB SCIEX,
Concord, ON, Canada). Las fases estacionarias inversas (especialmente la columna C18) son
ampliamente utilizadas para separaciones cromatograficas en el campo de la metabolémica,
proporcionando una retencion aceptable de compuestos apolares y de polaridad intermedia.

El Triple TOF 5600 us6 una fuente Duo Spray con sondas separadas, una de ionizacion por ESI
y otra de ionizacion quimica a presion atmosférica. La ESI se utilizo para analizar el perfil
metabolémico de la muestra, mientras que la sonda de ionizacion quimica a presion atmosférica
funcion6é como el segundo calentador de gas y para calibrar las masas exactas en el QTOF-MS. Con
respecto a la similitud de las respectivas fuentes de iones, se usaron ajustes de parametros idénticos.
Los parametros de ESI fueron los siguientes:

Modo positivo:
e Tension capilar de 5000 V
e Presidn del gas nebulizador de 50 psi
e Presidn del gas de secado de 50 psi
e Temperatura de 500°C
e Potencial de focalizacion de 100 V
Modo negativo:

e Tension capilar de -4500 V

[
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e Presion del gas nebulizador de 50 psi
e Presion del gas de secado de 50 psi
e Temperatura de 500°C

e Potencial de focalizacién de 100 V

La secuencia de inyeccion de las muestras fue aleatoria para evitar posibles sesgos que puedan
deberse a la inyeccion secuencial dentro de un mismo grupo en el perfil cromatografico de HPLC-
MS. Dentro de la ejecucion de la secuencia, también se analizaron muestras QC y los blancos. Las
muestras QC se analizaron cada cinco inyecciones para proporcionar una medida de la estabilidad y
del rendimiento del sistema. Los blancos (contenian una dilucién de &cido formico al 0.1% en H20),
se analizaron junto con las muestras de QC para identificar las impurezas de los disolventes o del
procedimiento de extraccion, y para comprobar la contaminacion por arrastre de analitos.

Para depurar los datos obtenidos en el analisis cromatografico, se utilizé el software Markerview
con los siguientes parametros de extraccion: tiempo de retencion (RT, por sus siglas en inglés) entre
1.20-15.00 minutos; sustraccion offset 10 scans; sustraccion Mult. factor 1.3; umbral ruido 50
cuentas por segundo (cps); minima anchura de pico espectral 0.02 Da; minima anchura de pico RT
4 scan; tolerancia de RT 0.12 minutos; tolerancia de masa 100.00 ppm; namero requerido de
muestras 6; nidmero maximo de picos 5000. Tras poner los pardmetros de extraccion y de
alineamiento en el software Markerview (matriz de datos) se hizo un filtrado de resultados anomalos
haciendo uso de criterios adecuados y se obtuvo una matriz de datos que contenia informacién datos
de masa, RT y areas de pico de espacios de las muestras, los blancos y QC normalizados para cada
una de las muestras de orina y plasma analizadas en modo positivo y negativo. En la Figura 12 se
proporciona una descripcion general del flujo de trabajo experimental, incluido el procesamiento de

datos.
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1. Extraccion de metabolitos en muestras plasma y orina.

Extraccion de metabolitos en plasma: acetonitrilo (MeCN), metanol (MeOH) y acetona (Ace) en
unas proporciones 8:1:1

Reconstitucion con 100 pL de una disolucién de acido férmico al 0.1% en HyO

Extraccion en orina: osmolaridad de orina 200 mOsm/kg + 20 mOsm/kg

se afiaden 100 pL de una dilucién de dcido formico al 0.1% en H;O

2. Analisis HPL.C acoplado a espectrometria de masas LC/MS

Se inyectaron 5 uL de muestra. La fase movil constaba de acido formico al 0.1 % en una mezcla
de agua: MeCN (90:10) que se utilizé como el eluyente A), y dcido formico al 0.1% en MeCN:
agua (90:10) que se utilizé como eluyente B).

Modo de ionizacion por electrospray positivo y negativo.

Obtencion de matriz de datos MarkView

3. Preprocesamiento de datos

Se utilizé el paquete notame en R
Limpieza y normalizacion de datos
Deteccion y correccion de drift

Deteccion e imputacion de valores perdidos
Agrupamiento de caracteristicas (clister)

4. Anilisis estadisticos

Andlisis multivariante: modelos no-supervisados PCA y supervisados OPLS-DA programa SIMCA
Andlisis univariante: prueba t-test

Deteccion de caracteristicas relevantes

5. Anotacion de compuestos metabélicos relevantes software MS-DIAL
Seleccion de variables contribuyentes a la discriminacion con parametro VIP
Identificacion de variables discriminantes en cada modelo (orina v plasma)
mediante diagrama de Veen y prueba t-test

Moléculas 1dentificacion mediante comparacion de los espectros MS/MS
adquiridos en bibliotecas espectrales publicas y privadas.

Anotacion basada en métodos in silico utilizando multiples datos DDA
(Buscador de MS en CANOPUS)

INTERPRETACION
BIOLOGICA

6. Anilisis funcional de datos de metabolomica no dirigidos (endogenos)
Metabolitos 1dentificados en analisis univariante t-test

Plataforma MetaboAnalyst, suposicion basica “anotacion putativa™

Vias metabolicas alteradas en la hipertension arterial

KEGG para identificacion del codigo del compuesto

HMDB busqueda e identificacion del metabolito con el codigo

Figura 12. Flujo de trabajo del procesamiento de datos de metabolémica. Ace, acetona; HMDB, base de datos del
metaboloma humano; HPLC, cromatografia liquida de alta resolucion; KEGG pathway, plataforma online que contiende
diferentes rutas que representan las redes de interaccion, reaccién y relacion molecular del metabolismo; MeCN,
acetonitrilo; MeOH, metanol; VIP, importancia de la variable en proyeccidn.
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El pretratamiento de datos y control de calidad

De la matriz de datos crudos obtenidos en el paso previo se extrajo otra matriz con los datos
filtrados de RT, la relacién masa-carga (m/z) y las areas de caracteristicas metabdlicas detectadas.
Se calcularon las medidas alternativas no parametricas de la desviacion estandar relativa y el D-ratio
(D-ratio, es parametro indica relacion de dispersion de las mediciones de las muestras) con un punto
de corte de 0.2 y 0.4, respectivamente. En el caso de valores perdidos se realiz6 una imputacién
mediante el algoritmo Random Forest. Todos estos célculos se realizaron utilizando el paquete
notame en R (v0.0.900) (Klavus et al., 2020).

Posteriormente, se evaluaron los datos para identificar el potencial drift (desvio de datos), que
normalmente se observa en experimentos de LC/MS, que fueron corregidos por un modelado
utilizando una regresion spline-cubica basado en las muestras de QC, y luego corrigiendo la
abundancia de todas las muestras al invertir el efecto modelado de los drift. Al eliminar el drift se
aumenta la calidad de los datos de LC-MS y permite estimar los efectos biologicos reales con mayor
precision. Este proceso se desarrolld de forma independiente para cada caracteristica, teniendo en
cuenta que una caracteristica suele ser un pico o una sefial que representa una composicion quimica

determinada.

Agrupamiento de caracteristicas de los datos de metabolémica

En estudios de metabolémica no dirigida, varias caracteristicas pueden originarse a partir del
mismo metabolito y, por lo tanto, se presupone que estan altamente correlacionadas. Una
caracteristica suele ser un pico o una sefial que representa una composicién quimica determinada.
Por lo tanto, hemos implementado el algoritmo de agrupamiento de caracteristicas incluido en el
paquete notame en R (Klavus et al., 2020), en el flujo de trabajo de procesamiento de datos. Este
algoritmo identifica pares de caracteristicas correlacionadas dentro de una ventana de RT
especificada (0.1 min) y un umbral de correlacion de 0.90 para este estudio. La ventaja de utilizar
este proceso no solo es que facilita la identificacidn de caracteristicas correlacionadas (cluster), sino
que también genera conjuntos de datos mas limpios, lo que reduce la cantidad de ruido que puede
perturbar la matriz de datos para un posterior analisis multivariante. Un cldster es una agrupacion
de caracteristicas moleculares de cada modo analitico (+/-) que representan una variable que agrupa
varias, pero que pueden tener pequefias diferencias en cuanto a su m/z por estar ionizada, sin

embargo, puede ser el mismo compuesto, un fragmento de este o un aducto.
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Analisis multivariante

Los datos se escalaron utilizando el método de Pareto, en el programa SIMCA (v16; Sartorius
Stedim Biotech, Umea, Suecia). Se realizaron analisis multivariantes para los que se han utilizado
modelos no supervisados, como el andlisis de componentes principales (PCA) y modelos
supervisados de andlisis discriminantes de minimos cuadrados parciales ortogonales (OPLS-DA).
El PCA se utiliz6 para evaluar la calidad de los datos metaboldmicos en funcion de los QC, con el
fin de detectar posibles valores atipicos e identificar patrones de agrupamiento. Los modelos OPLS-
DA se construyeron para identificar patrones de metabolitos y las caracteristicas especificas que
discriminan entre los diferentes tiempos 0 métodos de procesamiento.

En el modelado OPLS-DA, es posible reagrupar los datos en informacion “predictiva™
relacionada con la respuesta a Y (la Y representa la variable categérica) asi como la informacion
estructurada "ortogonal”, es decir, que no esta correlacionada con la respuesta y podria estar
asociado con factores como la variacion bioldgica. Los componentes predictivos y ortogonales se
caracterizan por tipos respectivos de importancia variable en proyeccion (valor VIP), que ayudan a
interpretar las variables mas discriminantes del modelo; los valores por encima de 1 se consideran
de interés (Chong y Jun, 2005), sin embargo, este valor puede cambiar considerando valores méas
elevados para ser mas restrictivos.

En este modelo se aplico una validacion cruzada de siete rondas, y posteriormente se realizo
una validacion cruzada de los residuos mediante ANOVA (CV-ANOVA) para evaluar la
confiabilidad de los modelos. Los valores de p < 0.05 se consideraron significativos.

Las variables mas discriminantes en los modelos significativos se extrajeron comparando los
valores p (corr), (un vector que representa la correlacion, y por tanto la fiabilidad, de los datos en
valores Y) de cada modelo OPLS-DA. Este enfoque facilitd la extraccion de metabolitos relevantes
relacionados con un modelo especifico, lo que permitio la identificacion de caracteristicas
compartidas entre los dos modelos incluidos en una tendencia similar o inversa. Y p (1) es un vector
que indica la covariacién en cada modelo.

Para este propdsito, se consideraron significativas aquellas variables que cumplian la siguiente
condicion: p (corr) > 0.50] y p (1) > [0.05]. Este enfoque facilit6 la extraccion de metabolitos
relevantes relacionados con un modelo especifico, y permitio la identificacién de caracteristicas

compartidas entre dos 0 mas modelos con tendencias compartidas o inversas.
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Analisis Univariante

Para el analisis univariante, se realiz6 una prueba t-test comparando cada par de datos generados
en orina (SHR)/(WKY) y (SHR-AOE/SHR-AQC), y se utiliz6 un limite de proporcion para
identificar falsos positivos (p=0.05) para corregir multiples pruebas.

Identificacion y elucidacion estructural de posibles metabolitos diana

Tras elegir el modelo mas significativo, se extrajeron las 50 variables (moléculas elegidas en
cada modelo) més discriminantes de acuerdo con el valor VIP. Si el modelo era 1+1 0 1+2, se
consideraron los valores VIP predictivos, si el modelo era 1+0 entonces se consideraron los VIP
generales. EI +1 o +2 indica el nUmero de componentes ortogonales en el modelo, es decir que
tienen peso en el modelo, pero estan relacionados con factores distintos a los de la clase de estudio
(la variable independiente: AOE y AOC). Posteriormente, con este listado de variables
discriminantes se realizé un diagrama de Venn (https://bioinfogp.cnb.csic.es/tools/venny/), con el
propdsito de identificar qué variables son Unicas en cada modelo en las diferentes muestras de orina
y plasma (Figura 13). De esta manera, para las muestras de orinas se identificaron 8 variables
discriminantes que nos permitian diferenciar las muestras de los grupos SHR vs AOV, y 7 variables
que permitian diferenciar las muestras de los grupos SHR vs AOC, quedando 42 metabolitos
comunes en ambos grupos que no permitian la discriminacion (Figura 13a). De la misma manera,
para las muestras de plasmas se identificaron 21 variables discriminantes que nos permitian
diferenciar las muestras de los grupos SHR vs AOV, y 19 variables que permitian diferenciar las
muestras de los grupos SHR vs AOC, quedando 13 metabolitos comunes en ambos grupos que no

permitian la discriminacion (Figura 13b).
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a) Orina b) Plasma
SHR-AOE SHR-AOC SHR-AOE SHR-AOC
8 4 7 21 13 19
(14%) (13.7%) (123 %) (39.6%) (245%) (358 %)

Figura 13. Diagrama de Venn de metabolitos diferenciales en muestras de orina (a) y plasma (b).
Posteriormente se realizo un listado de los compuestos de interés identificados mediante la
prueba t-test univariante, utilizando el valor FDR (false discovery rate) que es el g-valor ajustado, y
se seleccionaron las variables con un g-valor <0.05. Se aplic6 un filtrado por descartes para aquellos
compuestos que no resultaron significativos, de esta manera se obtuvo un listado final de los
compuestos, para posteriormente identificar datos de masa y RT de cada una de las variables y
claster. El cluster representa la agrupacion de varios iones que pueden representar la misma

molécula, ya sea con una carga diferente, un aducto diferente o fragmentos de la misma.

Anotacion de caracteristicas relevantes

Las anotaciones, o identificacion de los compuestos, se obtuvieron automaticamente en MS-
DIAL haciendo coincidir los espectros de masas medidos con los repositorios de espectro MS/MS
en bases de datos de acceso libre y comparando las precisiones de masa, RT y proporciones de
isdtopos (Tsugawa et al., 2015), o seleccionandolos manualmente. Las puntuaciones de similitud
espectral entre las caracteristicas medidas y los metabolitos de referencia se determinaron en MS-
DIAL utilizando los valores combinados del producto escalar y el producto escalar inverso, que se
basan en las sumas relativas de las abundancias méximas y la proporcién de fragmentos
coincidentes. En el presente estudio, se ha fijado el limite para la identificacion de metabolitos con
una coincidencia de al menos 850 (el valor maximo de similitud espectral es 1000), y se
seleccionaron las mejores coincidencias de aquellos metabolitos que podian referenciarse a una

posible identificacién con las bibliotecas.
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Anélisis de enriquecimiento de conjuntos de metabolitos
Para el analisis de enriquecimiento del conjunto de metabolitos en orina se empled un anélisis
de representacion implementado en la caja de herramientas de la plataforma MetaboAnalyst

(http://www.metaboanalyst.ca). De esta manera se comparan los metabolitos que han sido

identificados en el andlisis univariante al realizar un t-test entre cada par de datos, para lo que se
utilizé el p valor generado en las muestras de orina de los animales pertenecientes al grupo de los
controles, es decir aquellos que no recibieron aceite, considerandose el control positivo las ratas
SHR enfermas, y el control negativo las ratas WKY sanas. Para este procedimiento se selecciono el
modulo de anélisis funcional en la plataforma de MetaboAnalyst, que permite el analisis funcional
de datos de metabolomica no dirigidos generados a partir de espectrometria de masas de alta
resolucién. La suposicion basica es que la “anotacion putativa” a nivel de compuesto individual
puede predecir colectivamente cambios a niveles funcionales definidos por conjuntos o rutas de
metabolitos. Esto se debe a que los cambios a nivel de grupo se basan en el "comportamiento
colectivo”, que es mas tolerante a los errores aleatorios en la anotacion compuesta para utilizar este
enfoque, como lo demuestra (Li et al., 2013). Los parametros elegidos en modo mixto (positivo y
negativo) fueron los siguientes: 1) precision de masa del instrumento de 10 ppm; 2) RT en minutos
que permitié encontrar un total de 1078 caracteristicas de m/z (relacidbn masa/carga) entre los datos
cargados en el programa en 4 columnas que corresponden a m/z; 3) p valor; 4) RT y modo analitico
positivo/negativo; y 5) se utilizaron algoritmos Mummichog, con valor de corte de p=0.001 (picos
predeterminados del 10% superior). Se selecciono la via KEGG Rattus norvegicus (rata) [KEGG]
para estos analisis. Posteriormente, se accedio a KEGG (https://www.genome.jp/kegg/kegg2.html)
utilizando los codigos de los compuestos previamente identificados en MetaboAnalyst y, aplicando
el filtro de conjuntos de metabolitos asociados a la ruta, se buscaron los compuestos quimicos

identificados en este andlisis. Finalmente, en la plataforma HMDB (https://hmdb.ca/) se realizo6 la

busqueda e identificacion con el cddigo del compuesto, asi como la descripcion de este, utilizando
el nombre del compuesto que previamente se habia identificado en KEGG, que es una plataforma
de acceso libre que contiene una coleccion de mapas de rutas que representan conocimiento a cerca

de las redes de interaccidn, reaccion y relacion molecular para el metabolismo.
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ESTUDIO NUTRAOLEUM

El estudio NUTRAOLEUM es un estudio de intervencion en humanos sanos con riesgo de
sindrome metabdlico. Es un estudio doble cruzado, aleatorizado, doble ciego, en el que los
voluntarios ingirieron durante 3 semanas 30 mL de tres tipos de aceites de oliva con distinta cantidad
de compuestos bioactivos procedentes de la propia aceituna. Se evalué el efecto de la
suplementacion con los aceites sobre la evolucion de los factores que definen el sindrome metabdlico
y sobre biomarcadores de riesgo cardiovascular. En una submuestra del estudio se llevé a cabo un
ensayo posprandial para evaluar la biodisponibilidad de los componentes procedentes de los aceites,
y los efectos de la ingesta de una dosis de 30 mL de los aceites sobre la glucemia y la secrecidn
postprandial de insulina, incretinas y de las hormonas gastrointestinales que influencian el apetito y

la saciedad.

Aceites experimentales en el estudio NUTRAOLEUM
En este ensayo se evaluaron tres aceites de oliva con diferente contenido de compuestos
bioactivos y el mismo perfil de acidos grasos. Estos aceites experimentales fueron los siguientes:

1) Un AOVE optimizado (AOVE-Op) con elevado contenido de compuestos fendlicos y
pocos acidos triterpénicos: 490 ppm de compuestos fendlicos y 86 ppm de acidos
triterpénicos, obtenido a partir de una mezcla de distintas variedades de aceituna con
elevado contenido de este tipo de compuestos.

2) Un aceite de oliva funcional (AO-F), preparado a partir del AOVE-Op al que se le
afiadieron &cidos triterpénicos: acido maslinico y oleandlico para enriquecerlo. Este aceite
contenia 487 ppm de compuestos fendlicos y 389 ppm de acidos triterpénicos procedentes
de la piel de la propia aceituna.

3) Un AOVE estandar (AOVE-St) obtenido después de lavar en frio el AOVE-Op para
disminuir la cantidad de compuestos bioactivos, de manera que contenia 124 ppm de
compuestos fendlicos y 86 ppm de acidos triterpénicos.

Las caracteristicas y la composicion nutricional de los aceites experimentales estan descritas en la
Tabla 8 (Biel et al., 2016).
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Tabla 8. Caracteristicas de los diferentes aceites administrados en el estudio

NUTRAOLEUM

Perfil de acidos grasos (%0) AOVE-St AOVE-Op AO-F
Acido estearico (C18:0) 2.3 2.2 2.1
Acido oleico (C18:1) 78.9 78.2 78.4
Acido linoleico (C18:2n6) 6.6 6.8 6.9
Acido linolénico (C18:3n6) 0.6 0.7 0.7
Acido araquidico (C20:0) 0.4 0.4 0.4
Acido eicosenoico (C20:1) 0.3 0.4 0.4
Acido behénico (C22:0) 0.1 0.1 0.1
Acido lignocérico (C24:0) <0.1 <0.1 <0.1
Compuestos fendlicos totales (ppm) 124 490 487
Hidroxitirosol y derivados 105 424.0 423.0
Lignanos 18.2 61.3 59.2
Flavonoides 0.7 3.4 3.2
Fenoles simples 0.0 0.9 0.9
Triterpenos totales (mg/kQg) 86.5 86.3 388.8
Acido maslinico 47.3 47.3 217.7
Acido oleandlico 39.2 39.1 171.1
Acido ursélico <10 <10 <10
a-tocoferol (ppm) 174 183 176
Escualeno (mg/100g) 529.2 536.2 545.5
Pigmentos totales (ppm) 15.73 17.59 16.78
Pigmentos carotenoides totales (ppm) 7.08 6.79 6.97
Esteroles totales (ppm) 1437 1396 1460

AO-F, aceite funcional; AOVE-St, aceite de oliva virgen estandar; AOVE-Op, aceite de oliva virgen
optimizado (Sanchez-Rodriguez et al., 2018).

Sujetos incluidos en el estudio

Los criterios de elegibilidad fueron los siguientes:

completaron el estudio y fueron incluidos para el analisis de los datos.

Los candidatos para participar en el estudio tenian una edad comprendida entre 20 y 50 afios, y
fueron reclutados de la poblacidn general de Granada, Espafia, mediante el uso de anuncios en los
periddicos y tablones en los centros civicos. Un total de 73 sujetos acudieron al centro de
reclutamiento donde se valoré su posible participacion en el estudio en funcion de si cumplian o no
los criterios de inclusion. Finalmente, 58 sujetos (29 hombres y 29 mujeres) fueron reclutados desde

octubre de 2013 hasta febrero del afio 2014 y comenzaron el estudio, aunque sélo 54 voluntarios

e Sujetos sanos en base a un examen fisico y a un analisis de laboratorio de rutina

hematoldgico y bioquimico.

e Consentimiento informado debidamente cumplimentado y firmado.

e Indice de masa corporal <30 kg/m?

Los criterios de exclusion fueron los siguientes:
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e Tabaquismo

¢ Ingesta de suplementos antioxidantes

e Tratamiento con aspirina o cualquier medicamento con propiedad antioxidantes
establecidos

e Hiperlipemia

e Obesidad (indice de masa corporal >30 kg/m?)

e Diabetes

e Hipertension

e Celiaquia u otra enfermedad intestinal

e Limitaciones en la movilidad o cualquier otra enfermedad o condicidn que pueda afectar

el cumplimiento.

Célculo del tamafio de la muestra

Para el estudio sostenido se realizé un calculo de muestra de al menos 40 sujetos para obtener
una diferencia estadisticamente significativa mayor o igual a 10 unidades en la LDL (variable
principal del estudio) considerando un riesgo a de 0.05 y un riesgo 3 de 0.20 en una prueba de dos
colas. Se anticipd una tasa de abandono del 15%, por lo que se aumento el nimero minimo de sujetos

a 46 voluntarios; los abandonos antes del primer periodo de intervencion fueron reemplazados.

Disefio de estudio

El estudio fue un ensayo clinico de intervencidn, aleatorizado, triple cruzado, doble ciego en el
que los 54 participantes que finalmente se incluyeron en el estudio se distribuyeron de forma
aleatoria, ajustada por sexo, edad y peso, en tres grupos de intervencion, cada uno de ellos con 18
sujetos. Se aleatorizo la secuencia de intervencién con los aceites. Los aceites fueron codificados
como A, By C, vy la identificacion de estos codigos fue mantenida en un sobre cerrado hasta el final
del estudio, de manera que ni los investigadores ni los voluntarios conocieron la identidad de los
aceites gue estaban consumiendo en cada momento. El primer grupo de intervencion correspondid
con la secuencia de consumo de aceite A-B-C. El segundo grupo de intervencion correspondié con
la secuencia de consumo de aceites B-C-A, y el tercero grupo de intervencion correspondié con la
secuencia de consumo de aceites C-A-B. Al final del estudio se desvelaron los codigos ciegos de los
aceites: AOVE-Op correspondia al aceite A, el AOVE-St al B y el AO-F al C.

Los aceites de oliva se administraron secuencialmente durante tres periodos de 3 semanas

precedidas por periodos de lavado de 2 semanas en los que se solicitd a los participantes que evitaran
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el consumo de aceitunas y aceite de oliva o cualquier farmaco como aspirina o cualquier otro
medicamento con propiedad antioxidantes (Figura 14).

La figura 14 representa un esquema de la secuencia del estudio sostenido. Las secuencias de
intervencidn inician con la primera toma de muestra de sangre y orina en la cita cero o basal después
de un ayuno nocturno de 10 h, en ese momento a cada sujeto se le proporcioné aceite de girasol para
consumir durante las 2 semanas siguientes que correspondia al primer periodo de lavado. Durante
estas 2 semanas los sujetos tenian que consumir el aceite de girasol como grasa principal de su dieta

y evitar el consumo de aceite de oliva o cualquier producto derivado de la aceituna.

Diseio de estudio aleatorizado, cruzado, doble ciego

3 sem 3 sem 3 sem
GRUPO 1 .
(n=18) AOVE-Optimizado /’ AOVE-Funcional S« /  AOVE- Estandar
~
I, \\\ /
4 l‘\
& ,/' ,/ b
AOVE- Estandar S AOVE-Optimizado Z AOVE-Funcional
N /
S S P
’ ~ 4
AOVE-Funcional AOVE- Estandar \ + AOVE-Optimizado
t Lavado1 ! 1 Lavado 2 t Lavado 3
2/sem 2/sem 2/sem
8 3
9 @ <le

b, b, 3

Cita 0 Cita 1 Cita2 Cita 3 Cita 4 Cita § Cita 6

Figura 14. Disefio experimental del estudio NUTRAOLEUM

Tras las dos semanas del primer lavado, se citd a los voluntarios (cita 1) para realizar la segunda
toma de muestra (pre-intervencion) y comenzé el primer periodo de intervencion con el aceite
asignado segun el orden de administracion de aceite. A cada uno de los participantes se les
proporciono las monodosis de 30 mL del aceite de oliva asignado necesarias para las tres semanas
de intervencion. Esta cantidad de aceite debia ser ingerida en crudo, en una sola dosis o bien
distribuida hasta en las tres comidas del dia. También se les proporciono aceite del mismo tipo para
cocinar durante ese periodo de tiempo (1 L/sem). Una vez finalizadas las tres semanas, los
participantes fueron citados para la siguiente visita post-intervencion (cita 2) en la que se realizo la
tercera toma de muestra de sangre. Posteriormente, comenz6 el segundo periodo de dos semanas de
lavado en el que los participantes recibieron el aceite de girasol para consumir en crudo o cocinar y
no tomaron productos procedentes de la aceituna. En la cita 3 comenzo6 el segundo periodo de
intervencidén con el segundo tipo de aceite de oliva asignado durante las 3 semanas siguientes, que

se completd con la cita 4. Después del tercer periodo de lavado de dos semanas con aceite de girasol
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y sin consumir aceitunas y sus derivados, se volvio a citar a los voluntarios en las mismas
condiciones para la cita 5, en la que se les proporciono el tercer tipo de aceite (monodosis y aceite
para cocinar) para la tercera intervencion de tres semanas, que termind con la cita 6 para la que se
realizé la Gltima toma de muestra tras las 15 semanas totales de intervencion (Figura 12).

En todas las visitas (basal, pre-intervenciones y post-intervenciones) los participantes eran
citados a primera hora de la mafiana con un ayuno minimo de 10 horas para la extraccion de sangre.
Se tomaron muestras de sangre en tubos con EDTA y tubos sin anticoagulante que fueron
centrifugados a 4°C, 1750 xg, 10 min. El plasma fue separado, alicuotado y congelado a -80°C hasta
su analisis. Los participantes trajeron la orina recogida durante las 24 h previas a la visita (para ello
cada sujeto tenia a su disposicién un contenedor de 4 L de capacidad), cuyo volumen era medido y
posteriormente alicuotado y congelado a -80°C hasta su analisis. Ademas, los participantes debian
traer consigo las monodosis vacias al final de las tres semanas, con el objetivo de contabilizar la
adherencia al tratamiento.

Al inicio del estudio y durante cada periodo de intervencion se realiz6 una evaluacion
nutricional mediante un registro de consumo de alimentos de tres dias (2 dias laborales y 1 dia
festivo). El consumo de energia y la ingesta diaria de macro y micronutrientes se calculdo mediante
el programa especifico CSG (General ASDE) utilizando la base de datos espafiola de composicion
de alimentos (BEDCA, 2006). Para evitar una excesiva ingesta de antioxidantes y compuestos
fendlicos durante el periodo de ensayo clinico, se aconsejo a los participantes limitar el consumo de
los siguientes alimentos:

e 2 porciones de verduras o legumbres/d

3 porciones de frutas (excepto los zumos)
e 3tazas de te o café/d
e 1trozo de una barra de chocolate (15 g) /d
e 2 vasos de vino/d
e 30 g/semana de frutos secos
e pescado blanco preferentemente (150 g/racion)
Asi mismo, se aconsejo a los participantes evitar los productos enlatados con aceites, como las
sardinas, pimientos, etc. Los participantes fueron asesorados personalmente por un nutricionista

sobre como registrar el consumo de alimentos y seguir las recomendaciones dietéticas mencionadas.
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Disefio experimental de la intervencion posprandial

Del total de participantes del estudio se selecciond una submuestra de 18 participantes para el
estudio posprandial que se realiz6 el primer dia de cada intervencion con los diferentes aceites.

Para las intervenciones posprandiales los voluntarios acudieron en ayunas de 10 h a las consultas
del hospital. Inicialmente se recogieron muestras de sangre venosa en ayunas y seguidamente se les
ofreci6 un desayuno que consistia una dosis Unica de 30 mL del aceite de oliva correspondiente a su
grupo de intervencion (AOVE-St, AOVE-Op o AO-F) acompafiado con un trozo de pan blanco (80
g) y un vaso de agua (200 mL) (Biel et al., 2016). Posteriormente, se tomaron muestras de sangre a
los 30, 45, 60, 120, 240 y 360 min en tubos de vacio con EDTA como anticoagulante (Figura 15).

@
"/).:l i u /’l & l P4 l P l /,I & '
l ““" Desayuno l l l l l I
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Basal I 30min A5min 60min 120min 240min 3605hin

Figura 15. Disefio de estudio posprandial NUTRAOLEUM

Para la determinacion de hormonas gastrointestinales en plasma se afiadieron antiproteasas
especificas: Pefabloc SC (AEBSF) (Roche) que inhibe la degradacion de grelina (a una
concentracion de 1 mg/mL de sangre), e inhibidor de dipeptidil-dipeptidasa IV (Linco) que inhibe
la degradaciéon de GLP-1 (50 uM en sangre). Las muestras de sangre se centrifugaron a 1750 xg,
4°C durante 15 min, e inmediatamente se congelaron alicuotas de plasma a -80°C para posteriores

analisis.

Determinaciones bioquimicas en plasma

La glucosa plasmaética se analiz6 mediante un kit colorimétrico (ref. BSIS46-E, Spinreact,
Espafia) (coeficiente de variacién (CV): 4.79%). Las concentraciones plasmaticas de insulina y
hormonas gastrointestinales se determinaron utilizando un kit MILLIplexTM, con el sistema de

ensayo multiplex Luminex 200 construido sobre tecnologia XMAP. Se utilizé el panel Human Gut
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Hormone (Millipore Iberica SA, Madrid, Espafa) para determinar insulina, GIP, GLP-1, grelina, PP
yPYY (CV:6.17;5.97; 8.61; 5.93; 8.38 y 9.85%, respectivamente) (Gonzalez-Anton et al., 2015).

indices de sensibilidad y resistencia a la insulina
Para describir el estado metabolico de los voluntarios al inicio del estudio, se estimo la funcion
de las células B pancreaticas como la evaluacion del modelo homeostatico del indice de

funcionalidad de las células p (HOMA-B) en ayunas (Ahren et al., 2008):

HOMAL-% B (20 X FPI) / (FPG -3.5)

La resistencia a la insulina del tejido periférico en ayunas se estimd utilizando el indice de
evaluacion del modelo homeostéatico de resistencia a la insulina (HOMA-IR) que se calculd en

ayunas siguiendo la ecuacion (Matthews et al., 1985):

HOMAL-IR = (FPI X FPG) / 22.5

La sensibilidad a la insulina del tejido periférico en ayunas también se calculd utilizando el
indice de control cuantitativo de la sensibilidad a la insulina (QUICKI) (Katz et al., 2000).

QUICKI = 1/ [log (lo) + log (Go)]

La sensibilidad a la insulina de tejido periférico posprandial se evalud en funcion del indice de
Matsuda (DeFronzo, 1999):

indice de Matsuda = 10000/+/(Go * I0) * (Gm * Im)

El indice insulinogénico (INSI) se calculé segun la férmula propuesta por Aono et al., 2018:

INSI = (l30 — lo) / (Gso — Go)
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Analisis estadistico

Las caracteristicas clinicas y bioquimicas basales de los sujetos y los datos de la intervencién
se presentan como valores medios ajustados + error estdndar de la media (SEM). Las &reas
incrementales bajo las curvas (IAUC) de glucosa posprandial, insulina y hormonas gastrointestinales
se calcularon utilizando un método trapezoidal (Brouns et al., 2005) desde el inicio hasta los 240
min utilizando el programa R. La normalidad de las variables se evalu6 mediante graficos Q-Q. Los
datos faltantes se imputaron utilizando métodos apropiados. Los valores atipicos para cada
intervencién se eliminaron si la curtosis >1 y la asimetria >1 en la distribucién de las respuestas. Las
variables se analizaron mediante un modelo lineal de efectos mixtos (LMM). Este modelo tiene en
cuenta todas aquellas variables confusoras como la edad, el género, la intervencion y el periodo de
ingesta de aceite, considerados como efectos fijos, hasta a los propios participantes y al hospital
como efectos aleatorios. Este modelo nos permite conocer diferencias en las intervenciones tanto
para las IAUC como en tiempos posprandiales concretos, desde el basal hasta los 240 min tras la
ingesta del aceite (Brady et al., 2015).

La comparacion multiple post-hoc se analizO mediante la prueba de Sidak. Se considerd
significativo un valor de p<0.05. Se utilizo el software Statistical Package for the Social Sciences
(SPSS) version 20 para realizar el andlisis estadistico (SPSS Inc, Chicago, IL, EE. UU.).
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ESTUDIO CARDIOLIVE
Evolucion de caracteristicas basales
La evolucidon del peso corporal de los animales, asi como la ingesta de alimentos, de agua y la

diuresis durante el tiempo de intervencion se muestran en la Figura 16.
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Figura 16. Evolucion del peso corporal (a), la ingesta de alimentos (b) y agua (c) y la diuresis (d) a lo largo del
periodo de intervencion en los grupos experimentales. Los datos representan media + SEM. Se utiliz6 la prueba
ANOVA para comparar los resultados entre grupos para las variables de distribucién normal, la prueba de
Kruskal Wallis para las variables de distribucién no normal, y la prueba post hoc de Bonferroni para
comparaciones multiples entre grupos. Valor de p<0.05 se considerd significativo. Diferentes letras indican
diferencias significativas (a, b). ANOVA, andlisis de la varianza; SEM, error estandar de la media; SHR, ratas
espontaneamente hipertensas; SHR-AOC, grupo de ratas suplementadas con aceite control, SHR-AOE, grupo de
ratas suplementadas con aceite enriquecido; WKY grupo de ratas sanas Wistar Kyoto.

El peso corporal fue menor en todas las SHR en comparacion con las ratas WKY. No se encontraron
diferencias significativas en la evoluciéon del peso corporal entre los grupos de animales SHR
tratados y no tratados (Figura 16a). La ingesta de alimentos fue de alrededor de 20 g/d en todos los
grupos a lo largo de las 8 semanas de intervencidn, sin diferencias significativas entre ellos (Figura

16b). Asi mismo, la ingesta de agua fue similar en los cuatro grupos experimentales (Figura
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16¢). Sin embargo, la diuresis fue mayor en todos los grupos SHR en comparacion con los
animales WKY sanos a partir de la cuarta semana de tratamiento (p=0.001) (Figura 16d).

Variables bioquimicas en orina y plasma

La Tabla 9 muestra las variables bioquimicas en plasma y orina de las ratas tras la
suplementacion con los aceites durante 8 semanas. No hubo diferencias significativas en las
concentraciones plasmaticas de sodio, urea, colesterol-HDL y colesterol-LDL entre los cuatro

grupos experimentales.

Tabla 9. Variables bioquimicas en plasma y orina en los grupos experimentales después
de 8 semanas de intervencion.

Plasma WKY SHR SHR-AOC SHR-AQOE p
Sodio (mEg/L) 144.1+£07 1439+12 1447+09 1441108 0.940
Potasio (MEq/L) 43+01®  47+0.2° 4.2 +0.1° 43+0.1®  0.040
Creatinina (mg/dL) 0.4+0.03* 05%005"° 04+003* 04003 0.004
Urea (mg/dL) 375+1.4 41.2+28 419+19 40.0+1.4  0.400
CT (mg/dL) 79.9+33" 77.9+59® 743+22® 652+1.9° 0.020
HDL (mg/dL) 63.2+2.6 63.6 £5.0 59.4+£2.0 63.2+2.7 0.770
LDL (mg/dL) 9.2+0.7 10.8+1.1 10.0+0.7 9.2+0.7 0.500

Orina WKY SHR SHR-AOC SHR-AOE p
Diuresis (mL/100gr/24h) 1.3+0.12 2.7+0.2° 2.8+0.1° 2.7+02° 0.001
Natriuresis (UEQ/100gr/24h) ~ 243.7 + 31.12 2058 % 336.7 £20.9° S 0.040

27.0% 18.1%®

Kaliuresis (UEQ/100gr/24h) 520.5+50.8 609.4+409 617.7+379 531.5+50.0 0.320
Creatinina (mL/min/kg) 1.8+0.12 2.7+0.1° 2.8+0.1° 25+0.1° 0.001
Aclaramiento de creatinina

(mL/min/kg) 0.64+0.07%  0.63+0.05% 0.94+0.06° 0.91 + .08 0.001
Proteinuria (g/dL) 28+23 29+21 26+1.0 23+21 0.200
Nitritos pM 208.1+43.9% 144.8+50.1° 344.4+415° 393.3+48.7° 0.002
Balance agua (mL/100g/24h) 34+06 4607 3.9+03 3.6+0.2 0.510
Balance sodio (LEG/100g/d) 462.9+38.7 5284+457 4154+821 587.4+617 0.210

Los datos indican la media £ SEM. Se utilizé la prueba ANOVA para comparar los resultados entre grupos
para las variables de distribucién normal, la prueba de Kruskal Wallis para las variables de distribucion no
normal, y la prueba post hoc de Bonferroni para multiples comparaciones entre grupos. El valor de p<0.05
se considerd significativo. Diferentes letras en superindice indican diferencias significativas (a, b, c).
ANOVA, andlisis de la varianza; CT: colesterol total; HDL lipoproteina de alta densidad; LDL, lipoproteina
de baja densidad; SEM, error estandar de la media; SHR, ratas espontaneamente hipertensas; SHR-AOE,
grupo de ratas suplementadas con aceite enriquecido; SHR-AOC, grupo de ratas suplementadas con aceite

control; WKY grupo de ratas sanas Wistar Kyoto.
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En el grupo SHR-AOE las concentraciones plasmaticas de colesterol total fueron menores que en el
grupo WKY (p=0.03) y tendieron a ser menores en comparacion con el grupo SHR (p=0.106). La
creatinina plasmatica fue mayor en el grupo control enfermo SHR en comparacién con los grupos
tratados SHR-AOC, SHR-AOE vy el grupo control sano.

La diuresis y la excrecion de creatinina en orina fueron mayores en todas las ratas hipertensas
después de 8 semanas de intervencion en comparacion con WKY sanas. Sin embargo, el
aclaramiento de creatinina fue significativamente menor después del tratamiento con el AOC y el
AOE en comparacion con los animales controles SHR y WKY (p=0.001). La natriuresis, fue mayor
en los animales SHR-AOC en comparacion con los WKY sanos. La concentracion de nitritos en
orina fue significativamente mas alta en el grupo SHR-AOE en comparacion con los dos grupos
control SHR y WKY (p=0.004 y p=0.040, respectivamente), y en el grupo SHR-AOC en
comparacion con el grupo SHR (p=0.028). No se observaron diferencias significativas en kaliuresis,
proteinuria, balance de agua y balance de sodio entre los grupos (Tabla 9).

Evolucion de la presion arterial en SHR

La Figura 17 describe la evolucion temporal de la PAS en los animales. Los valores de PAS
fueron menores en las ratas controles sanas WKY con respecto a las SHR controles y a las
suplementadas con el AOC durante todo el estudio. Al inicio del estudio, los animales
suplementados con el AOE tenian una PAS similar a las de las demaés ratas SHR, y se mantuvo
similar durante las cuatro primeras semanas. A partir de la quinta semana de administracion del AOE
se observo una reduccion significativa y progresiva de la PAS hasta la octava semana de tratamiento,
que fue significativamente menor en el grupo SHR-AOE respecto a los grupos SHR-AOC y SHR.
La diferencia en la disminucion de la PAS a las 8 semanas de tratamiento fue de -30.3 = 3.2 mmHg
con respecto al grupo de SHR sin tratar, aunque esta disminucion no alcanzé los valores de los
animales controles sanos WKY . Especificamente, el tratamiento con AOE provocé una disminucion
del 15% de PAS tras las 8 semanas (p=0.001).
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Figura 17. Evolucion temporal de la PAS durante las 8 semanas de suplementacion,
determinada por pletismografia del manguito de la cola en los grupos experimentales. Los
datos representan la media + SEM. Se utilizé la prueba ANOVA para comparar los
resultados entre grupos y la prueba post hoc de Bonferroni para multiples comparaciones
entre grupos, para comparar valores a cada tiempo. El valor de p<0.05 se considero
significativo. Diferentes letras indican diferencias significativas (a, b, ¢). ANOVA, analisis
de la varianza; PAS: presion arterial sistolica; SEM, error estdndar de la media; SHR, ratas
espontaneamente hipertensas; SHR-AQOC, grupo de ratas suplementadas con aceite control;
SHR-AOQE, grupo de ratas suplementadas con aceite enriquecido; WKY grupo de ratas
sanas Wistar Kyoto.

Péptidos vasoactivos: endotelina-1 urinaria y angiotensina Il plasmatica

Las concentraciones plasmaticas de angiotensina Il fueron similares en el grupo WKY y en los
animales SHR no tratados. La administracion del AOE durante 8 semanas ocasiond una disminucion
significativa en las concentraciones plasmaticas de angiotensina Il comparado con las ratas SHR
gue no recibieron suplementacion, y tendieron a ser mas bajas después de la administracién del AOC
en comparacion con el grupo SHR no tratado (p=0.125) (Figura 18). Asimismo, se encontraron
diferencias significativas entre los dos grupos de ratas SHR suplementadas con los dos tipos de
aceites (SHR-AOE y SHR-AOC) y los animales sanos (Figura 18).
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Figura 18. Concentraciones de angiotensina Il en plasma después de 8 semanas de
intervencion. Los datos representan media £ SEM. Se utilizé un test de ANOVA de
un factor y como post hoc un test de Bonferroni para comparar los resultados entre
los grupos. Valor de p<0.05 se considerd significativo. ANOVA, analisis de la
varianza; SEM, error estandar de la media; SHR, ratas espontaneamente hipertensas;
SHR-AOQOC, grupo de ratas suplementadas con aceite control; SHR-AOE, grupo de
ratas suplementadas con aceite enriquecido; WKY grupo de ratas sanas Wistar
Kyoto.
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Figura 19. Concentraciones de endotelina-1 en orina después de 8 semanas de
intervencion. Los datos representan media + SEM. Se utiliz6 un test de ANOVA de un
factor y como post hoc un test de Bonferroni para comparar los resultados entre los grupos.
Valor de p<0.05 se consider6 significativo. ANOVA, anélisis de la varianza; SEM, error
estandar de la media; SHR, ratas espontaneamente hipertensas; SHR-AOC, grupo de ratas
suplementadas con aceite control; SHR-AOE, grupo de ratas suplementadas con aceite
enriquecido; WKY grupo de ratas sanas Wistar Kyoto
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La excrecion urinaria de endotelina-1 mostrd un patrén similar al observado para la angiotensina
Il en plasma, no hubo diferencias entre los animales controles sanos e hipertensos. Las
concentraciones de endotelina-1 en orina fueron menores en las ratas que recibieron AOE (p=0.009)
y tendieron a ser menores en las ratas que recibieron el AOC (p=0.102) comparado con los animales
SHR sin tratar (Figura 19).

Variables morfoldgicas

Al final del periodo de estudio, los animales SHR tenian un peso del corazén y del ventriculo
izquierdo significativamente mayores que las ratas controles sanas, asi como los indices relativos al
peso corporal (peso corazén/peso corporal y peso ventriculo izquierdo/peso corporal). Estas
variables fueron significativamente menores en las ratas hipertensas suplementadas con AOE en
comparacion con el grupo de control SHR. El peso del rifion en valores absolutos y el indice peso
rifidn/peso corporal fueron similares en los cuatro grupos de ratas (Tabla 10).

Tabla 10. Variables morfoldgicas en los grupos experimentales después de la intervencion

WKY SHR SHR-AOC SHR-AOE p
Peso corporal () 4449+ 4,0° 403.4+9.7° 3949+8.0° 390.5+10.8° 0.001
Peso corazon () 1.0 +0.012 1.3+0.03¢ 1.3+0.03% 1.2+0.03* 0.001
Peso corazon /Peso rata (mg/g) 2.4 +0.022 3.3+0.1° 3.3+0.08" 3.1+0.07° 0.001
Ventriculoizquierdo (mg) 0.86+0.01*  1.1+0.02¢ 1.2 +0.03% 1.0+0.03* 0.001
Ventriculo izquierdo /peso rata (mg/g) 1.9 +0.022 2.8 +0.09° 3.0 +£0.08> 2.6+0.05° 0.001
Peso rifién (g) 1.3+0.02 1.2+0.04 1.2+0.03 1.2+£0.02 0.020
Peso rifién /peso rata (mg/qg) 2.9+0.05 3.1+0.09 3.0+0.06 3.1+0.08 0.147

Los datos indican media + SEM. Se utilizé la prueba ANOVA para comparar los resultados entre grupos para las
variables de distribucion normal, la prueba de Kruskal Wallis para las variables de distribucion no normal y la prueba
post hoc de Bonferroni para multiples comparaciones entre grupos. El valor de p<0.05 se consider6 significativo.
Diferentes letras en superindice indican diferencias significativas (a, b, c). ANOVA, andlisis de la varianza; SEM, error
estandar de la media; SHR, ratas espontaneamente hipertensas; SHR-AOC, grupo de ratas suplementadas con aceite
control; SHR-AOE, grupo de ratas suplementadas con aceite enriquecido; WKY grupo de ratas sanas Wistar Kyoto.

Efectos ex vivo sobre la funcién vascular

La Figura 20 muestra las respuestas vasodilatadoras de la aorta a la acetilcolina dependiente del
endotelio: respuesta vasodilatadora a la acetilcolina estimulada con fenilefrina (Figura 20a),
respuesta vasoconstrictora a la acetilcolina en presencia de NG-Nitroarginina-metil-ester (L-
NAME) (Figura 20b), y la respuesta vasodilatadora al nitroprusiato independiente del endotelio
(Figura 20c).
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Figura 20. Respuestas ex vivo de las aortas aisladas de los animales. Respuesta vasodilatadora a la acetilcolina
endotelial (a), respuesta vasoconstrictora en presencia de L-NAME (*>* M) dependiente de la acetilcolina
endotelial (b), respuesta vasodilatadora al nitroprusiato independiente del endotelio (c). Los datos representan
medias + SEM. Se utilizé la prueba ANOVA y la prueba post hoc de Bonferroni para maltiples comparaciones
entre grupos a las diferentes concentraciones. El valor de p<0.05 se consider6 significativo. ?indica diferencias
significativas respecto a las ratas de control SHR; ? indica diferencias significativas respecto a los animales del
grupo sano WKY. ¢indica diferencias significativas respecto a las ratas SHR-AOC. Ach, acetilcolina; ANOVA,
analisis de la varianza; L-NAME, Nitroarginina-metilester; Log, logaritmo; Phe, fenilefrina; SEM, error
estandar de la media; SHR, ratas espontdneamente hipertensas; SHR-AQOC, grupo de ratas suplementadas con
aceite control; SHR-AOE, grupo de ratas suplementadas con aceite enriquecido; SNP, nitroprusiato; WKY
grupo de ratas sanas Wistar Kyoto.

La respuesta vasodilatadora de las ratas a la acetilcolina endotelial fue mayor en animales WKY
sanos y en animales suplementados con AOE, en las concentraciones mas altas en las arterias
estimuladas con fenilefrina (un potente vasoconstrictor), en comparacién con las aortas del grupo
control SHR (Figura 20a). En presencia de L-NAME, un analogo de la L-arginina que inhibe la
6xido nitrico-sintasa (NOS) (10™* M), las aortas de los tres grupos de ratas hipertensas mostraron
una respuesta similar vasoconstrictora dependiente del endotelio a la acetilcolina que fue mayor que

la de las aortas aisladas de ratas WKY controles (Figura 20b). Para analizar si los cambios en la
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capacidad de respuesta a la acetilcolina se deben a un fallo en la sefializacion del 6xido nitrico en el
musculo liso vascular, se evalu6 el efecto del nitroprusiato, que es una molécula que activa la GCs
en este tejido que imita los efectos del 6xido nitrico enddgeno. Las curvas de dosis/respuesta al
nitroprusiato, vasodilatador independiente del endotelio, fueron similares en las aortas de los
animales WKY, SHR y SHR-AOC, y el efecto vasodilatador mejoro en las aortas de ratas tratadas

con AOE en comparacién con el resto de los grupos experimentales (Figura 20c).

Biomarcadores oxidativos e inflamatorios

En la tabla 11 se muestran las concentraciones de los biomarcadores oxidativos en orina y los
biomarcadores inflamatorios en plasma después de 8 semanas de suplementacion con los aceites. La
excrecion urinaria de 8-OH-dG y F.-isoprostanos fue menor en todos los animales SHR en
comparacion con los animales WKY sanos. El tratamiento con AOE indujo una menor excrecion de
8-OH-dG comparado con los otros dos grupos de ratas hipertensas. No se observo ninguna diferencia
significativa entre los cuatro grupos experimentales respecto a las concentraciones urinarias de Fo-

isoprostanos.

Tabla 11. Concentraciones de biomarcadores de estrés oxidativo en orina y biomarcadores
inflamatorios en plasma después de 8 semanas de intervencion

WKY SHR SHR-AOC SHR-AOE p
Orina
8-OH-dG (ng/mL) 53.2+50° 267+4.2°  245%4.4° 17.1+4.4° 0.001
F,-isoprostanos (ng/mL) 7.6 +0.8 3.8+0.5 2.8+0.3 3.3+0.3 0.001
Plasma
IL-6 (pg/mL) 3.6+0.1 33+0.1 34+01 3.3+02 0.280
TNF-a (pg/mL) 459+8.9° 26.3+ 2.7 24,4 +32%® 23.6+3.28 0.021
VEGF (pg/mL) 129+13  10.6+0.7 9.6+05 115+0.7 0.060

Los datos indican media + SEM. Se utilizé la prueba ANOVA para comparar los resultados entre grupos para
las variables de distribucién normal, la prueba de Kruskal Wallis para las variables de distribucién no normal
y la prueba post hoc de Bonferroni para maltiples comparaciones entre grupos. El valor de p<0.05 se considerd
significativo. Diferentes letras en superindice indican diferencias significativas (a, b). ANOVA, anélisis de la
varianza; IL-6, interleucina 6; SEM, error estdndar de la media; SHR, ratas espontdneamente hipertensas;
SHR-AOC, grupo de ratas suplementadas con aceite control; SHR-AOE, grupo de ratas suplementadas con
aceite enriquecido; TNF-o, factor de necrosis tumoral alfa; VEGF, factor de crecimiento endotelial vascular;
WKY grupo de ratas sanas Wistar Kyoto.

Las concentraciones plasmaticas de biomarcadores inflamatorios fueron similares en los

animales controles sanos y en los controles hipertensos. EI TNF-o plasmatico fue menor después
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del tratamiento con el AOE en comparacion con los animales sanos, sin diferencias significativas
entre los grupos de animales hipertensos. No se observaron diferencias significativas en las
concentraciones de IL-6 y VEGF entre los distintos grupos experimentales del estudio (Tabla 11).

Resultados del estudio metabolémico
La Figura 21 muestra la comparacién de todos los modelos realizados para las muestras de orina y
plasma en el programa SIMCA. Los modelos que comparan los SHR vs AOC y SHR vs AOE en

orina y plasma muestran cambios en la misma direccion en todos los animales.
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Figura 21. Modelos de comparacion en plasma y orina realizados en SIMCA entre los animales controles
enfermos vs los animales tratados con los dos tipos de aceites. AOC, aceite oliva control; AOE, aceite
oliva enriquecido; SHR, ratas espontdneamente hipertensas (control positivo enfermo).

A partir de esta comparacion se hizo una comparacion directa mediante S-plot entre los
compuestos diferenciales de los grupos tratados con AOC y AOE (Figura 22), en la que se observa
una separacién robusta de los animales tratados con los dos aceites. Los puntos verdes representan
los metabolitos similares en los dos grupos. Los puntos rojos representan los metabolitos

diferenciales entre el grupo AOE y el AOC.
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Figura 22. Modelos de comparacion en plasma y orina entre los animales tratados con el aceite
enriquecido en componentes bioactivos y el aceite control. Los puntos verdes representan los
metabolitos similares en los dos grupos. Los puntos rojos representan los metabolitos diferenciales
entre el grupo AOE y el AOC. AQC, aceite oliva control; AOE, aceite oliva enriquecido.

Analisis de los resultados de las muestras de orina

Modelo de analisis OPLS-DA en orina

El modelo de analisis OPLS-DA en orina nos indica que existen diferencias entre SHR
(enfermas no tratadas) vs WKY (sanas no tratadas), y entre los modelos SHR vs AOE y SHR vs
AOC. Con el OPLS-DA se pudieron identificar de forma robusta 31 variabilidades de metabolitos
en orina entre los 3 grupos. Por otro lado, el modelo que compara el AOE vs AOC permite
discriminar entre estos dos grupos, pero la variabilidad es elevada (Dif (Q2-R?) =29) por lo tanto, el
modelo no es robusto ni de buena calidad, el inico modelo consistente es entre el grupo SHR vs
grupo WKY. La Tabla 12 resume las caracteristicas de los modelos aplicados para comparar los
datos de las muestras en orina. La Q? indica la capacidad predictiva y el R? la variabilidad explicada,
también se indica la Dif (Q? y R?), este valor nos indica la calidad del modelo (no debe sobrepasar
el 20% para considerarse de buena calidad). Los CV-ANOVA indican el p valor de las

comparaciones entre los grupos comparativos en cada modelo.
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Tabla 12. Resumen de modelos multivariante en orina

PCA Modelo Q%cum) R?Y(cum) Dif (Q¥R?) CV-ANOVA
OPLS-DA SHR vs WKY 0.837 0.977 14 0.00253
OPLS-DA SHR vs AOE 0.948 0.999 5 1.76E-09
OPLS-DA SHR vs AOC 0.926 0.975 5 2.76E-09
OPLS-DA AOE vs AOC 0.680 0.967 29 0.04090

AOC, aceite de oliva control; AOE, aceite de oliva enriquecido; CV-ANOVA, coeficiente de variacion del
analisis de la varianza, indica la diferencia entre los diferentes grupos comparativos en cada modelo; Dif
(Q?-R?), parametro que se utiliza para identificar la calidad del modelo, se realiza mediante la siguiente
ecuacion: R2Y-Q%R?Y(cum)*100; OPLS-DA, andlisis discriminante de minimos cuadrados parciales
ortogonales; PCA, andlisis de componentes principales; Q?, capacidad de prediccion; R?, variabilidad
explicada; R?Y (acum), variabilidad explicada acumulada; SHR, ratas espontaneamente hipertensas (control
positivo enfermo); WKY, ratas Wistar-Kyoto (control negativo sano).

Analisis de metabolitos candidatos en muestras de orina

Se identificaron 6 caracteristicas en muestras de orina (M1-M6) que muestran los metabolitos
candidatos tentativamente anotados en los grupos SHR vs AOC y AOE en orina (Tabla 13). Las
caracteristicas se presentan con la descripcion de masa, RT, modo de ionizacion, aducto, posible
formula molecular, posible nombre de la identificacién (anotacion), tendencia (Taumenta o

ldisminuye) y parametro VIP.

Tabla 13. Metabolitos candidatos en muestras de orina

M Masa RT Modo Aducto Foérmula  Anotacion AOC AOE AOC VIP
(-/+) VS VS VS
SHR SHR AOE
M1  297.0984 5.7 - M-H CisH1807  Glucoronido de 2- T* T* T* 1.74
feniletanol
M2  283.0819 4.89 - M-H CisHis07  Glucoronido de p-cresol T* T* T* 2.75
M3 2011133 6.58 - M-H CwH1s0s  Acido sebacico ! 0 T 1.59
M4 297.1127 7.81 - M-H C18H1804 Enterolactona 1 L* T* 3.10
M5  253.0503  6.57 - M-H C15H1004 Daidzeina 1 ! L* 1.82
M6  285.0746  6.87 + M+H CisH120s  Gliciteina 1 ! L* 1.81

AOC, aceite de oliva control; AOE, aceite de oliva enriquecido; M, metabolito; RT, tiempo de retencion; SHR, ratas
espontaneamente hipertensas (control positivo enfermo); VIP, importancia de la variable para la proyeccion; |disminuye;
1 aumenta; (*) indica diferencias significativas.
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La Figura 23 muestra los diagramas de caja correspondientes a cada uno de los metabolitos de
orina tentativamente anotados. Los datos de orina muestran que los metabolitos M1 y M2,
tentativamente anotados como glucurénico 2-feniletanol y glucurénico de p-cresol, mostraron una
regulacién significativa al alza en los grupos AOC y AOE comparados con el grupo SHR (SHR vs
AOC p=0.0002 y p=0.0007, respectivamente. SHR vs AOE p=0.003 y p=0.044 respectivamente), y
comparando los dos grupos experimentales, fue significativamente mayor en el grupo AOE
comparado con el AOC (p=0.040 y p=0.020, respectivamente). EIl metabolito M3, tentativamente
anotado como &cido sebécico, fue mayor en el grupo AOE comparado con el AOC (p=0.0003). Con
respecto al metabolito M4, tentativamente anotado como enterolactona se observé menor presencia
en el grupo AOE comparado con AOC (p=0.011) y con SHR (p=0.032). Los metabolitos M5 y M6,
tentativamente anotados como daidzeina y gliciteina, se encontraron en mayor cantidad en el grupo
AOC comparado con el AOE (p=0.003 y p=0.031, respectivamente) (Figura 23).
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Figura 23. Metabolitos tentativamente anotados en muestras de orina (media de conteo de iones). AOC, aceite de oliva
control; AOE, aceite de oliva enriquecido; SHR, ratas espontaneamente hipertensas (control positivo enfermo);
Diferentes simbolos indican diferencias significativas: a, SHR vs AOC; B, SHR vs AOE; *, AOC vs AOCE.

Modelo de anélisis OPLS-DA en plasma

El modelo de analisis OPLS-DA en plasma nos indica que existen diferencias entre el control
negativo (grupo WKY) vy el control positivo (grupo SHR), y permitié identificar cambios en 65
metabolitos en plasma. Con respecto a los modelos SHR vs AOE y SHR vs AOC se observé que el
modelo es capaz de discriminar entre los dos grupos, pero no lo hace de forma robusta, lo que indica

que el modelo no es de buena calidad. La Tabla 14 resume las caracteristicas de los modelos
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aplicados para comparar los datos de las muestras en plasma. La Q? indica la capacidad predictiva

y el R? la variabilidad explicada, también se indica la Dif (Q? y R?) este valor nos indica la calidad

del modelo (no debe sobrepasar el 20% para considerarse de buena calidad). Los CV-ANOVA

indican el p valor de las comparaciones entre los grupos comparativos en cada modelo.

Tabla 14. Resumen de modelos multivariante en plasma

PCA Modelo R2Y (cum) Q*cum)  Dif (Q°yR?)  CV-ANOVA
OPLS-DA  SHR vs WKY 0.954 0.874 8 9.38E-06
OPLS-DA SHR vs AOE 0.792 0.559 29 0.02272
OPLS-DA SHR vs AOC 0.805 0.49 39 0.05246

AOC, aceite de oliva control; AOE, aceite de oliva enriquecido; CV-ANOVA, coeficiente de variacion del
analisis de la varianza, indica la diferencia entre los diferentes grupos comparativos en cada modelo; Dif (Q?-
R?), parametro que se utiliza para identificar la calidad del modelo se realiza mediante la siguiente ecuacion:
R2Y-Q?/R%Y (cum)*100; OPLS-DA, analisis discriminante de minimos cuadrados parciales ortogonales; PCA,
analisis de componentes principales; Q2, capacidad de prediccion; R?, variabilidad explicada; R?Y (acum),
variabilidad explicada acumulada, SHR, ratas espontaneamente hipertensas (control positivo enfermo); WKY,

ratas Wistar-Kyoto (control negativo sano).

Analisis de metabolitos candidatos en muestras de plasma

Se identificaron 6 caracteristicas en muestras de plasma (M7-M12) que muestran los

metabolitos candidatos tentativamente anotados en los grupos SHR vs AOC y AOE (Tabla 15). Las

caracteristicas se presentan con la descripcion de masa, RT, modo de ionizacién, aducto, posible

formula molecular, posible nombre de la identificaciéon (anotacion), tendencia (Taumenta o

ldisminuye) y parametro VIP.

Tabla 15. Metabolitos candidatos en muestras de plasma

M Masa RT  Modo Aducto Férmula Anotacion AOC AOE AOC VIP
(-/+) VS VS VS
SHR SHR AOE
M7 192.0669 4.76 - M-H C10H11NOs3 Fenilacetilglicina 1 T* 1 1.72
M9  566.3462  11.59 - M+FA-H  CHs2 NO7/P  Lisofosfatidiletanolaminas 1 T* T* 1.61
M8 4782941 11.71 - M-H C23H4sNO7P  Glicerofosfolipidos 1 1* 1 1.57
M10 566.3465 11.85 - M+FA-H  CzHs2NO7P  Lisofosfolipidos 1 1* T* 1.40
M1l 178.0517 4.3 - M-H CoHoNO3 Hipurato ! ! 0 1.33
M12  837.5337 6.43 + M+H CuH7%N2015  Roxitromicina 1* ! L* 1.52

AOC, aceite de oliva control;

AOE, aceite de oliva enriquecido; M, metabolito; RT, tiempo de retencion; SHR, ratas

espontaneamente hipertensas (control positivo enfermo); VIP: importancia de la variable para la proyeccion; |disminuye;

1 aumenta; (*) indica diferencias significativas.
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La Figura 24 muestra los diagramas de caja correspondientes a cada uno de los metabolitos
tentativamente anotados en plasma. Los metabolitos en plasma M7-M10, tentativamente anotados
como fenilacetilglicina, lisofosfatidiletanolaminas,  glicerolipidos y  lisofosfolipidos,
respectivamente, se encontraban en mayor cantidad en el grupo AOE vs SHR (p=0.018, p=0.007,
p=0.004, p=0.001, respectivamente), y se observd la misma tendencia en el grupo AOC vs SHR que
no alcanzo la significancia (p=0.11, p=0.19, p=0.14 y p=0.17, respectivamente). Los metabolitos
M8 y M10, tentativamente anotados como lisofosfatidiletanolaminas (p=0.007) y lisofosfolipidos
(p=0.03), estaban aumentados en el AOE comparado con el AOC. Respecto al metabolito M11,
tentativamente anotado como hipurato, también se observé que su presencia fue mayor en los
animales del grupo SHR comparado con el AOC y con el AOE, pero sin alcanzar la significacion.
Finalmente, el metabolito M12, tentativamente anotado como roxitromicina, fue significativamente

mayor en los animales del grupo SHR y en el AOE comparado con el AOC (Figura 24).
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Figura 24. Metabolitos tentativamente anotados en muestras de plasma (media de conteo de iones). AOC, aceite de
oliva control; AOE, aceite de oliva enriquecido; SHR, ratas espontaneamente hipertensas (control positivo enfermo);
Diferentes simbolos indican diferencias significativas: a, SHR vs AOC; B, SHR vs AOE; *, AOC vs AOE.
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Analisis de enriquecimiento del conjunto de metabolitos diferenciales entre grupos SHR y WKY
en orina

El anélisis de enriquecimiento en orina arrojé 6 rutas metabdlicas con al menos un compuesto
significativo en cada ruta. En la Tabla 16, se muestra el nombre de la ruta metabdlica, asi como los
metabolitos identificados con cambios significativos.

Tabla 16. Rutas metabdlicas diferenciales identificadas en orina de ratas SHR y WKY

Ruta metabolica Caodigo compuesto Nombre del compuesto
Biosintesis de hormonas esteroides C02538 Estrona 3-sulfato
Metabolismo de las purinas C00366 Urato; acido urico
Metabolismo de la tirosina C00355 Dihidroxi-L-fenilalanina
Metabolismo de la fenilalanina C01586 Hipurato
Biosintesis de pantotenato y coenzima A C00882 Defosfo-CoA
Metabolismo de la porfirina y la clorofila C02191 Protoporfirina

El codigo y nombre del compuesto fueron identificados utilizando la base de datos HMDB, Human
metaboloma data base; SHR, ratas espontaneamente hipertensas (control positivo enfermo); WKY, ratas
Wistar-Kyoto (control negativo sano).

)



Resultados

ESTUDIO NUTRAOLEUM

Resultados estudio NUTRAOLEUM

En la Tabla 17 se describen las caracteristicas clinicas y bioquimicas al inicio del estudio de los
18 sujetos seleccionados para el estudio posprandial. Estos datos confirman que los sujetos
seleccionados estaban sanos, ya que todos los valores estaban dentro del rango de normalidad. No
hubo diferencias en la ingesta dietética nutricional de todos los voluntarios del estudio (datos no
mostrados).

Tabla 17. Caracteristicas clinicas y bioguimicas basales de los sujetos (n=18)
incluidos en el estudio posprandial.

Edad, afios 291
Genero, (hombres/mujeres) 9/9
IMC, (kg/m?) 23.7+0.5
Circunferencia cintura, (cm) 77 +2
HDL, (mg/dL) 62+ 2
LDL, (mg/dL) 101+3
Colesterol total, (mg/dL) 179+ 4
Triacilglicéridos, (mg/dL) 78+5
PAS, (mmHg) 115+2
PAD, (mmHg) 72+1
Colesterol total /HDL 30
LDL/HDL 210
Glucosa, (mg/dL) 90+1
Insulina, (mUI/L) 6.7+0.3
GIP, (pg/mL) 535+3.1
GLP-1, (pg/mL) 43104
Grelina, (pg/mL) 110.9+£10.3
PP, (pg/mL) 29.4+3.0
PYY, (pg/mL) 50.5+3.9
HOMA-B 95.9+6.2
HOMA-IR 1.5+0.8
QUICKI 0.364 + 0.003

Los valores indican la media + SEM, n = 18 sujetos. GIP, polipéptido inhibidor géstrico; GLP-1,
péptido 1 similar al glucagén; HDL, lipoproteina de alta densidad; HOMA-B, modelo homeostatico
de la funcionalidad de las células beta; HOMA-IR, modelo homeostético de resistencia a la insulina;
IMC: indice de masa corporal; LDL, lipoproteina de baja densidad; n, nimero de participantes; PAD:
presion arterial diastélica; PAS, presion arterial sistélica; PP, polipéptido pancreatico; PY'Y, péptido
YY; QUICKY, indice de control cuantitativo de la sensibilidad a la insulina; SEM, error estandar de
la media.
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La Tabla 18 muestra iIAUC posprandiales plasmaéticas (calculada desde el tiempo basal hasta

los 240 min después de haber ingerido el aceite correspondiente) de glucosa, insulina y hormonas
gastrointestinales, el indice de Matsuda de sensibilidad a la insulina y el INSI. Se observé que tras
consumir una dosis Unica de los aceites de oliva el iIAUC de la glucosa fue mayor en los voluntarios
AOVE-Op en comparacion con AOVE-St (p=0.035). EI iAUC de insulina fue menor después de la
ingesta de AO-F en comparacion con AOVE-St (p=0.049). EIl iAUC de la secrecion de GIP
posprandial tendié a ser menor después de la ingesta de AOVE-Op en comparacion con la ingesta
de AOVE-St (p=0.083). El indice de Matsuda fue mayor después de la ingesta de AO-F (p=0.009)
y tendié a ser mayor después de la ingesta de AOVE-Op (p=0.093) en comparacién con la ingesta
de AOVE-St. Finalmente, el indice INSI tendi6 a ser mas alto después del consumo del AOVE-Op

que tras la ingesta de AOVE-St (p=0.096).

Tabla 18. IAUC postprandial de glucosa, insulina y hormonas gastrointestinales en
plasma, indice de Matsuda de sensibilidad a la insulina e INSI después de la ingesta de
una dosis Unica de tres aceites de oliva con distinta cantidad de compuestos bioactivos.

AOVE-St AOVE-Op AO-F
Glucosa, (mg/dL-min) 2213+1069 3213+1068° 2605+1071%
Insulina, (MUI/L-min) 3546+564° 3191+572% 2837+578°
GIP (pg/mL-min) 5737145748 486255729 55689+6041
GLP-1, (pg/mL-min) 9062+2844 6864+2842 9672+2833
Grelina, (pg/mL-min) 8419+1967 10654+2082 9845+2150
PP, (pg/mL-min) 19971+3870 19443+3869 24045+4128
PYY, (pg/mL-min) 4606+1113 421541220 5933+1079
indice de Matsuda 9.12+1.25° 10.64+1.31® 11.60+1.29°
INSI 0.195+0.284 0.875+0.281 0.802+0.333

Los valores indican medias ajustadas + SEM. Todos los voluntarios ingirieron los tres tipos de aceites,
n=18 para AOVE-St y AOVE-Op y n=17 para AO-F. En ayunas, los voluntarios ingirieron 30 mL del
aceite de oliva correspondiente (AOVE-St, AOVE-Op, AO-F), una pieza de pan estandar (80 g) y un
vaso de agua (200 mL). Se utilizé un LMM para comparar entre grupos de intervencion. Diferentes letras
en superindice indican diferencias significativas entre grupos (*°). p<0.05 se considerd significativo.
AO-F, aceite de oliva funcional; AOVE-Op, aceite de oliva virgen optimizado; AOVE-St, aceite de oliva
virgen estandar; GIP, polipéptido inhibidor gastrico; GLP-1, péptido 1 similar al glucagén; iAUC, area
incremental bajo la curva; INSI, indice insulinogénico; LMM, modelo lineal mixto; PP, polipéptido
pancreético; PYY, péptido YY; SEM, error estandar de la media.

La Figura 25 representa las concentraciones plasmaticas posprandiales de glucosa e insulina.

La concentracién de glucosa plasmatica fue menor en ayunas antes de la ingesta del AOVE-Op en

comparacion el AOVE-St (p=0.017). A los 30 min la glucosa plasmatica fue mayor después de

consumir el AOVE-Op en comparacion con el AOVE-St (p=0.017).
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A los 120 min la glucosa fue menor tras el consumo de AO-F en comparacién con AOVE-Op
(p=0.014) (Figura 25a). La concentracion de insulina plasmaticafue mayor 45 min después de
consumir AOVE-Op en comparacion con el AO-F (p=0.023) (Figura 25b).
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Figura 25. Evolucion de las concentraciones plasmaticas posprandiales (desde tiempo 0 hasta los 240 min) de
glucosa (a) e insulina (b) tras la ingesta de tres AOV con diferente contenido de compuestos bioactivos. Los
valores indican medias ajustadas + SEM. Todos los voluntarios ingirieron los tres tipos de aceites, n=18 para
AOVE-St y AOVE-Op y n=17 para AO-F. En ayunas, los voluntarios ingirieron 30 mL del aceite de oliva
correspondiente (AOVE-St, AOVE-Op o0 AO-F) en una sola dosis con una pieza de pan estandar (80 g) y un
vaso de agua (200 mL). Se utilizéo un LMM para comparar entre grupos de intervencion. a muestra diferencias
significativas entre las intervenciones AOVE-St y AOVE-Op.  muestra diferencias significativas entre las
intervenciones AOVE-St y AO-F y y muestra diferencias significativas entre las intervenciones AOVE-St y
AO-F. Un valor de p<0.05 se consider6 significativo. AO-F, aceite de oliva funcional; AOVE-Op, aceite de
oliva virgen optimizado; AOVE-St, aceite de oliva virgen estandar; SEM, error estandar de la media.

La Figura 26 muestra la evolucidn posprandial de las concentraciones plasmaticas de GLP-1,
GIP, grelina, PP y PYY tras la ingesta de los tres aceites de oliva. El GLP-1 plasmatico fue menor
en ayunas en los voluntarios antes de la ingesta de AOVE-St en comparacion con el AOVE-Op
(p=0.011) (Figura 26a). EI GIP fue mayor 60 min después de la ingesta de AOVE-St en comparacion
con AOVE-OP y AO-F (p=0.004 y p=0.029, respectivamente) (Figura 26b). La acumulacion de
grelina en plasma fue mayor 45 min después del consumo de AO-F en comparacion con AOVE-St
y AOVE-Op (p=0.015y p=0.021, respectivamente), mientras que a los 120 min la grelina plasmatica
fue mayor después de la ingesta de AOVE-Op en comparacion con AOVE-St y AO-F (p=0.026 y
p=0.025, respectivamente) (Figura 26¢). Después del consumo de AO-F, la concentracion del PP en
plasma fue mayor que tras el consumo de AOVE-St a los 60 min (p=0.032), y en comparacidn con
el AOVE-OP a los 45 y 60 min (p=0.022 y p=0.026, respectivamente) (Figura 26d). No se
observaron diferencias significativas en las concentraciones plasmaticas de PYY después del

consumo de los tres tipos de aceites de oliva (Figura 26e).
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Figura 26. Evolucion de las concentraciones plasmaticas posprandiales (desde tiempo 0 hasta los 240
min) de hormonas gastrointestinales: GIP (a); GLP-1 (b); grelina (c); PP () y PYY (f). Los valores se
expresan como medias ajustadas + SEM.Todos los voluntarios ingirieron los tres tipos de aceites,
n=18 para AOVE-St y AOVE-Op y n=17 para AO-F. Los voluntarios ingirieron 30 mL del aceite de
oliva correspondiente (AOVE-St, AOVE-Op 0 AO-F) en una sola dosis con una pieza de pan estandar
(80 g) y un vaso de agua (200 mL). Se utiliz6 LMM para comparar entre grupos de intervencion: o
muestra diferencias significativas entre las intervenciones AOVE-St y AOVE-Op. B muestra
diferencias significativas entre las intervenciones AOVE-St y AO-F y y muestra diferencias
significativas entre las intervenciones AOVE-Op y AO-F. El valor de p<0.05 se considerd
significativo. AO-F, aceite de oliva virgen funcional; AOVE-Op, aceite de oliva virgen optimizado;
AOVE-St, aceite de oliva virgen estandar; GIP, polipéptido inhibidor gastrico; GLP-1, péptido 1
similar al glucagén; PP, polipéptido pancreatico; PYY, péptido YY; SEM, error estdndar de la media.
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Efecto de un aceite de oliva enriquecido en extractos de la aceituna sobre la hipertension y el

riesgo cardiovascular en ratas genéticamente hipertensas

El AQOV es la principal fuente grasa de la dieta mediterranea. Se ha descrito que la adherencia a
esta dieta podria contribuir a la prevencion de la hipertension relacionada con la edad (NUfez-
Cordoba et al., 2009). El estudio PREDIMED confirmé valores mas bajos de la PAD en individuos
que consumian una dieta mediterranea rica en AOV, en comparacion con sujetos que consumian
una dieta baja en grasas (Toledo et al., 2013). El principal hallazgo del presente estudio es que el
tratamiento diario durante 8 semanas con 1 mL de un aceite de oliva enriquecido con extractos ricos
en compuestos bioactivos obtenidos de los frutos y hojas del olivo, y que contenian 749.9 mg/kg de
polifenoles disueltos en el aceite y 292.6 mg/kg de &cidos triterpénicos en suspension, reduce la PAS
y las concentraciones de péptidos vasoactivos, angiotensina Il en plasma y endotelina-1en orina, asi
como los nitritos en orina, en un modelo experimental de ratas genéticamente hipertensas. El efecto
beneficioso sobre estos biomarcadores también se encontro tras el tratamiento con un aceite de oliva
que contenia una baja cantidad de compuestos fendlicos (17.6 mg/kg) y acidos triterpénicos (8.5
mg/kg), pero no se vio reflejado en una mejora de la PAS durante el periodo de tratamiento. Por otro
lado, nuestros datos muestran beneficios adicionales derivados de esta mejora de la PAS, como una
menor hipertrofia cardiaca tras las 8 semanas de tratamiento, y la mejora del funcionamiento
endotelial ex vivo de las aortas de las ratas tratadas con el aceite enriquecido.

Otros estudios han demostrado un efecto similar del consumo continuado durante al menos dos
semanas de una dieta enrigquecida con AOV, que evitd el aumento de la PAS en ratas SHR mas
jovenes sin afectar a la hipertrofia cardiaca (Villarejo et al., 2015). En nuestro estudio, el efecto
antihipertensivo no se confirmé después del tratamiento con el aceite control, lo que indica que el
efecto puede estar relacionado con la mayor presencia de los compuestos bioactivos presentes en los
extractos afiadidos. En 2016, un estudio evalud los efectos del consumo crénico durante cinco
semanas de una mezcla de compuestos derivados de la hoja de olivo rica en oleuropeina (15% p/p),
acidos triterpénicos (10% p/p) e hidroxitirosol (1% p/p) sobre la presion arterial, la funcién
endotelial y el estado oxidativo e inflamatorio en este mismo modelo de ratas hipertensas.
Concretamente, el trabajo muestra que después de dos semanas de tratamiento disminuyd la presion

arterial en los animales, y tras las cinco semanas de tratamiento lo hizo la hipertrofia cardiaca y la
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actividad nicotinamida-adenina dinucleétido fosfato oxidasa (NADPH) en células adventicias
mediales y endoteliales de la aorta, por lo que los autores concluyeron que la mezcla optimizada de
compuestos derivados de la hoja de olivo enriquecido con oleuropeina, &cidos triterpénicos e
hidroxitirosol tiene efectos beneficiosos sobre la hipertension genética, y que estos beneficios
estaban relacionados con la mejora de la funcion vascular derivada de un menor estado prooxidativo
y proinflamatorio, gracias a una reduccion de la fosforilacion de la proteina quinasa activada por
mitdgeno (MAPK) en los animales (Romero et al., 2016). Estudios clinicos posteriores, realizados
en sujetos sanos han mostrado una disminucion de la PAS y PAD después de seis semanas de
tratamiento diario con un suplemento liquido que contenia 136 mg de oleuropeina y 6 mg de
hidroxitirosol (Lockyer et al., 2017).

Al contrario que otros aceites dietéticos, diferentes estudios en humanos y animales han
demostrado la eficacia del consumo de AOV para reducir la presion arterial, un efecto que no sélo
estd mediado por el contenido de &acido oleico, sino también por sus componentes bioactivos
minoritarios, principalmente polifenoles (Lopez et al., 2016; Peyrolet al., 2017), y también &cidos
triterpénicos (Valero-Mufioz et al., 2014). Sin embargo, ain no se conocen los mecanismos exactos
que permitan explicar el efecto antihipertensivo de los componentes del AOV. Por este motivo, se
necesitan mas estudios para estudiar la base bioldgica y molecular de dichos efectos beneficiosos.

La disfuncion endotelial es un evento central y critico en el desarrollo de la hipertension y esta
controlada por varios péptidos vasoactivos. Entre ellos, la angiotensina Il y la endotelina-1
contribuyen activamente a la patogénesis de esta enfermedad y sus complicaciones (Schiffrin, 2005).
La presencia sostenida de antagonistas del receptor de angiotensina Il tipo 1 previene y atenda el
desarrollo de hipertension, la hipertrofia cardiaca, el estrés oxidativo y el consecuente dafio renal en
las ratas SHR (Chamorro et al., 2004). Ademas, como se ha comentado previamente, la hipertension
se asocia con una menor produccion de éxido nitrico y una menor biodisponibilidad de esta molécula
(Oliveira-Paula et al., 2019). Los aniones inorganicos nitrito y nitrato son productos finales del
metabolismo del 6xido nitrico, que se produce por la via endégena de la L-arginina/NOS, y también
provienen de la dieta. Estudios recientes demuestran que dichos aniones se reciclan fisiolégicamente
en la sangre y los tejidos para formar 6xido nitrico y otros 6xidos de nitrégeno bioactivos, y por lo
tanto, deberian considerarse como moléculas de almacenamiento de bioactividad similar al 6xido
nitrico, que complementa la via dependiente de la NOS. La bioactivacidn del nitrato procedente de
la dieta o de algunas fuentes enddgenas requiere su reduccion inicial a nitrito principalmente por
bacterias comensales que habitan en el tracto gastrointestinal. Posteriormente, en el organismo se

reduce el nitrito a Oxido nitrico bioactivo, para lo que puede intervenir la hemoglobina, la
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mioglobina, la xantina oxidorreductasa, el ascorbato, los polifenoles y los protones. De esta manera
se complementa la produccion de 6xido nitrico en situaciones en las que las actividades de las
enzimas NOS estan comprometidas (Lundberg et al., 2008). Un nimero creciente de estudios
sugiere un potencial terapéutico para el nitrato y el nitrito en enfermedades como el infarto de
miocardio, la apoplejia, la hipertensién sistémica y pulmonar y la ulceracién géastrica (Lundberget
al., 2008). Las concentraciones plasmaticas de angiotensina Il no son mayores en ratas SHR
controles comparadas con las sanas, lo que nos podria indicar que la hipertension en este modelo
experimental no estd mediada por cambios en la formacion de esta molécula.

Nuestros resultados muestran que el AOV, independientemente del contenido de polifenoles,
produce una disminucién de las concentraciones plasmaticas de angiotensina Il y de la secrecién de
endotelina-1 y nitritos en orina, pero sélo después de la ingesta del aceite enriquecido se consigue
en efecto sobre la presion arterial, lo que indica que debe haber otros mecanismos moleculares
adicionales implicados en el efecto antihipertensivo inducidos por los componentes minoritarios
adicionados. Diversos autores han demostrado que la ingesta de AOV provoca cambios en la
actividad de la angiotensinasa sérica en animales (Ramirez-Exposito et al., 2001) y humanos
(Williams et al., 1987). Ademas, el extracto acuoso de hojas de Olea europea se ha asociado con la
inhibicion de la enzima convertidora de angiotensina in vitro, y concretamente las agliconas de
secoiridoides del tipo oledsido poseen actividad inhibidora de la enzima convertidora de la
angiotensina generalmente (Hansen et al., 1996).

Las concentraciones plasmaticas mas bajas de angiotensina Il observadas después de la
administracion del aceite de oliva enriquecido y del control pueden contribuir a la disminucion de
la presidn arterial descrita. Martin-Pelédez et al., demostraron que la suplementacion con 25 mL/d de
un AOV que contenia 366 mg/kg de compuestos fendlicos modula la expresion de algunos de los
genes relacionados con el sistema renina-angiotensina-aldosterona, y propusieron un posible
mecanismo subyacente para esta disminucién de la PAS. Los autores mencionan que los inhibidores
farmacoldgicos de la enzima convertidora de angiotensina reducen pasivamente la rigidez arterial a
través de la reduccion de la presion arterial, asi como mediante la promocion de cambios
estructurales en la propia pared arterial. Por tanto, la disminucion de esta actividad enzimética podria
ser un mecanismo que participe en la disminucién de la PAS observada. Estos autores sugieren que
la influencia sobre el sistema renina-angiotensina-aldosterona a nivel de angiotensina 11 podria estar
mediado por la disminucion en la expresion del gen IL8RA (Martin-Peldez et al., 2017). Sin
embargo, son necesarios mas estudios para identificar los mecanismos de accion que median este

efecto antihipertensivo de los componentes del aceite de oliva.
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Por otra parte, la reduccion del 6xido nitrico sérico y el aumento de endotelina-1 juegan un rol
fundamental en la disfuncion endotelial y por tanto en la hipertension. Se ha intentado evaluar el
efecto del AOV sobre dicho mecanismo. En un trabajo previo del estudio clinico PREDIMED
(Storniolo et al., 2017), se seleccion6 una submuestra de mujeres no fumadoras con hipertension
moderada que tomaron distintas dietas durante 1 afio: una dieta mediterranea suplementada con
AQV, una dieta mediterranea suplementada con frutos secos y una dieta control baja en grasas (30
participantes por grupo). Los hallazgos mostraron una reduccion de la PAD tras la ingesta de dieta
mediterranea en ambos grupos, y especificamente se observé una correlacién negativa en la
concentracion de metabolitos derivados del 6xido nitrico y la PAS y PAD tras la intervencion con
dieta mediterranea suplementada con AOV. En dichas voluntarias se produjo un aumento de la
expresion de eNOS tras el consumo del AOV y también se observéd una disminucion de la presion
arterial que se relacioné con la disminucién de las concentraciones séricas de endotelina-1 y de su
expresion génica tras el consumo de este aceite. Dichos resultados sugirieron que los polifenoles del
AQV estan implicados en la proteccion del endotelio mediante la modificacion de diferentes
mecanismos relacionados con el metabolismo del 6xido nitrico y de la secrecion de endotelina-1
(Storniolo et al., 2017). Nuestros datos coinciden con los presentados en este estudio y con otros
que han demostrado que el consumo de AOV rico en polifenoles disminuye la endotelina-1 tanto in
vivo como in vitro (Sanchez-Rodriguez et al., 2018). Este hecho podria explicarse como un proceso
similar a lo que ocurre tras la administracion de inhibidores de la angiotensina Il como el losartan,
que reducen la endotelina urinaria en la corteza renal de las ratas SHR (Chamorro et al., 2004), o
con enalapril, que disminuye las concentraciones plasmaticas de endotelina (Duarte et al., 2002).

Los mecanismos por los cuales los compuestos fendlicos influyen en la expresion genica no se
comprenden completamente, pero posiblemente los compuestos fendlicos del AOV podrian
interactuar con las cascadas de sefalizacion celular, regulando la actividad de factores de
transcripcién y, en consecuencia, afectando la expresion de algunos genes (Martin-Pelaez et al.,
2017). Ademas, es posible que la modificacidn de la secrecion de endotelina-1 esté implicada en el
aumento del aclaramiento de creatinina producido por el AOE, ya que varios autores han sugerido
que la endotelina derivada del rifidn ejerce efectos locales considerables, disminuyendo la tasa de
filtracién glomerular y el flujo sanguineo renal (Karam et al., 1996).

Otros mecanismos pueden estar detras de las diferencias observadas entre los dos tratamientos.
Dado que la disfuncién endotelial es una enfermedad vascular subyacente de la aorta, y que el 6xido
nitrico es el factor principal que explica la relajacién dependiente del endotelio inducida por

acetilcolina, por tanto, la medida de la vasodilatacion inducida por acetilcolina nos indica la
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bioactividad de 6xido nitrico inducida por agonistas. En este sentido, Romero et al. demostraron que
el tratamiento con oleuropeina mejora las respuestas alteradas a la acetilcolina observadas ex vivo
en las aortas de ratas genéticamente hipertensas, sugiriendo un mecanismo de accion mediado por
el aumento de la bioactividad del 6xido nitrico inducida por agonistas que podia mediar la mejora
de la disfuncion endotelial, la inflamacion vascular, el estrés oxidativo vascular, la hipertrofia
cardiaca y renal y la hipertension (Romero et al., 2016). De igual manera, nuestros resultados
muestran que el aceite enriquecido mejord las respuestas activadas por acetilcolina ex vivo de las
aortas aisladas de las ratas hipertensas, lo que confirma el papel protector en la bioactividad del
6xido nitrico inducida por agonistas, previamente descrito.

En nuestro estudio, la vasoconstriccion inducida por acetilcolina ex vivo no se vio afectada por
el aceite enriquecido, lo que sugiere que la reduccion en la liberacion de prostanoides
vasoconstrictores procedentes del endotelio, como el tromboxano B> (TXB2) y tromboxano A:
(TXA2) no son responsables del efecto sobre la presion arterial inducido en este modelo. Sin
embargo, la respuesta relajante al nitroprusiato aumento en las aortas del grupo suplementado con
este aceite enriquecido ex vivo. Este mecanismo no se suele observar con los agentes
antihipertensivos, y sugiere que el AOE podria inducir una mayor sensibilidad al 6xido nitrico que
conduce a una mejor funcion endotelial y al efecto antihipertensivo observado in vivo.

El modelo SHR se caracteriza por un aumento del estrés oxidativo microvascular, y se cree que
el aumento de la produccion de aniones superoxido contribuye al desarrollo de la hipertension en
estas ratas (Suzukiet al., 1995). De hecho, se ha comprobado que la reduccion de los aniones
superdxido, utilizando aloxantina, un inhibidor de la xantina oxidasa (Miyamoto et al., 1996), o con
superdxido dismutasa dependiente de cobre y zinc (CuZn) (Suzukiet al., 1995) disminuye la presion
arterial en ratas SHR. Los tratamientos antihipertensivos suelen ir acompafiados de una reduccion
del estrés oxidativo en las ratas SHR (Chamorro et al., 2004; Duarte et al., 2002; Romero et al.,
2016). Las propiedades antioxidantes de los polifenoles del AOV se han demostrado in vitro (Franco
et al., 2014), en modelos experimentales (Gorzynik-Debicka et al., 2018) y en ensayos clinicos
(Sanchez-Rodriguez et al., 2019; Yubero-Serrano et al., 2019). Un metaanalisis reciente, ha
concluido que un aceite de oliva que contenga al menos 56 mg de polifenoles/L puede ser suficiente
para disminuir la formacion de 8-OH-dG procedente de la oxidacion de las bases puricas en humanos
(Tsartsou et al., 2019). De acuerdo con esto, nuestros resultados muestran que la excrecion urinaria
de 8-OH-dG fue menor después de la suplementacion con el aceite enriquecido en polifenoles y
triterpenos presentes en los extractos de las aceitunas y hojas de olivo, pero no después de la ingesta

del aceite control, que contiene s6lo 17,6 mg/kg de compuestos fendlicos y 8.5 mg/kg de triterpenos.
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Estos datos coinciden con la reduccién del estrés oxidativo producido por un extracto de hoja de
olivo rico en oleuropeina en ratas con DM2 e hipertension renal simultdnea (Nekooeian et al., 2014),
y en ratas alimentadas con una dieta rica en carbohidratos y grasa (Poudyal et al., 2010). El
hidroxitirosol y/o la oleuropeina estan presentes en el AOE y pueden ser los responsables de este
efecto antioxidante del aceite, como se ha descrito previamente (Villarejo et al., 2015). Ademas, los
efectos antioxidantes del aceite rico en polifenoles podrian verse influenciados por la reduccién de
las concentraciones plasmaticas de angiotensina I, ya que la angiotensina Il induce la activacion de
la NADPH (Oskarsson y Heistad., 1997; Wind et al., 2010) y su blogueo puede reducir el estrés
oxidativo (Chamorro et al., 2004).

De acuerdo con estudios previos realizados por nuestro grupo de investigacién en humanos
sanos suplementados con un aceite de oliva rico en compuestos fendlicos y enriquecido con acidos
triterpénicos (Sanchez-Rodriguez et al., 2019), no encontramos efectos de los tratamientos con
ninguno de los aceites sobre los Fz-.isoprostanos como biomarcadores de la oxidacion de lipidos.
Este resultado también coincide con un sub-estudio del PREDIMED, en el cual no se detecto
cambios en la actividad antioxidante total en suero ni en los niveles de malondialdehido en ninguna
intervencién después de 1 afio de seguimiento (Storniolo et al., 2017). Sin embargo, otro sub-estudio
del PREDIMED en una poblacion de sujetos con sindrome metabolico confirmé una disminucion
de F2.isoprostanos y de 8-OH-d en orina, mostrando un efecto protector sobre la oxidacion de lipidos
y acidos nucleicos, respectivamente, tras la ingesta de dieta mediterranea suplementada con AOV
durante un afio (Mitjavila et al., 2013). Por lo tanto, no podemos excluir la posibilidad de que una
suplementacion mas prolongada con el aceite de oliva pudiera ser beneficiosa para prevenir la
oxidacion de lipidos de las membranas, o en situaciones donde el estrés oxidativo se encuentra
elevado.

Curiosamente, en el presente estudio observamos concentraciones plasmaticas mas altas de
biomarcadores oxidativos e inflamatorios en los animales sanos de forma consistente. Sin embargo,
hasta la fecha, no hemos encontrado ningun estudio que describa las diferencias en el estado
oxidativo e inflamatorio en este modelo de ratas genéticamente hipertensas respecto a las ratas WKR
sanas, por lo que no podemos justificar nuestros resultados. Los datos obtenidos permiten evaluar
Unicamente los efectos de la suplementacion respecto al desarrollo de la enfermedad, lo que parece
indicar que este modelo animal no es el mas adecuado para valorar los efectos antioxidantes y
antiinflamatorios de los alimentos, e incluso de los farmacos. Los efectos antiinflamatorios del AOV
se han descrito previamente (Casaset al., 2017; Sanchez-Rodriguez et al., 2019; Tsartsou et al.,

2019). Una revision sistematica confirmé que el consumo prolongado de AOV puede reducir las
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concentraciones plasmaticas de IL-6 y TNF-o cuando se asocia con la dieta mediterranea y con un
estilo de vida saludable (Yarla et al., 2017). Sin embargo, en el presente trabajo no observamos
ningun efecto de los tratamientos con los aceites experimentales sobre los biomarcadores
inflamatorios plasmaticos, lo indica que no es efectivo o que seria necesario un tratamiento mas
prolongado para observar algin efecto. Por lo tanto, se necesitan mas estudios para evaluar los
efectos antioxidantes y antiinflamatorios de los AOV enriquecidos, asi como su posible implicacion
en la modulacion de la hipertensidn arterial en otros modelos animales experimentales y en ensayos
clinicos en humanos.

Por otro lado, no existe un claro consenso sobre el efecto del AOV sobre las concentraciones
de colesterol total en sangre. Nuestros datos muestran que el colesterol total se redujo en las ratas
hipertensas después del tratamiento con el aceite enriquecido, lo que indica un posible efecto
hipocolesterolémico del mismo, aunque esta disminucion no esta asociada a ninguna lipoproteina
en particular. De acuerdo con nuestros resultados, Tsartsou et al. (2019) han descrito una
disminucion del colesterol total cuando se sustituyen las grasas saturadas de la dieta con AOV, lo
que contribuia también a proteger los lipidos del estrés oxidativo y ejercia un impacto beneficioso
sobre el metabolismo de la glucosa, los triacilgliceroles y el colesterol LDL en plasma, ademas de
un aumento del colesterol HDL y la mejora del estado antioxidante e inflamatorio de los sujetos que
se adhieren a un patron de dieta mediterranea suplementada con AOV, y confirma el efecto funcional
del aceite enriquecido con los extractos (Tsartsou et al., 2019). Otros autores también han
demostrado esta disminucion del colesterol total y de la PAS tras la ingesta de aceite de oliva en
ratas SHR (Hidalgo et al., 2018).

Finalmente, ademas de los beneficios a nivel cardiometabdlico, los compuestos fendlicos del
AOQV también estan asociados con la salud intestinal, ya que estimulan una mayor biodiversidad de
bacterias intestinales beneficiosas, mejorando su equilibrio (Marcelino et al., 2019). La capacidad
del AOVE de actuar como prebiotico estimulando el crecimiento de las bacterias beneficiosas, y
como antibacteriano suprimiendo el crecimiento de las bacterias patdgenas, es probablemente
atribuible a los componentes bioactivos que contiene. Recientemente, estan apareciendo datos que
demuestran que los beneficios del AOVE para la salud pueden extenderse también a la microbiota
intestinal. En 2021, una revision ha examinado el impacto del AOVE sobre la microbiota intestinal
y la salud del intestino, y como las variaciones en la composicién de la microbiota intestinal, la
produccién de productos microbianos, y la actividad del sistema inmunitario de la mucosa pueden
influir en los resultados favorables atribuidos al AOVE sobre la salud cardiovascular (Millman et
al., 2021).
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Un ensayo aleatorio, controlado, doble ciego y cruzado, que incluia a 12 pacientes con
hipercolesterolemia, demostro que la ingesta de 25 mL/dia durante 3 semanas de un aceite de oliva
que contenia 500 mg de compuestos fendlicos/kg (obtenido mediante la mezcla de aceite de oliva
virgen y tomillo) aumentaba significativamente los niveles de Bifidobacterias en comparacion con
los niveles de los participantes que s6lo consumian 80 mg de compuestos fendlicos/kg de aceite
(Martin-Pelaez et al., 2015). En roedores, el consumo de AOVE aument6 la a-diversidad, una
medida de la riqueza de especies, asi como la B-diversidad, una medida de las diferencias de
composicion entre las muestras, en comparacion con los animales que no lo consumian (Millman et
al., 2020; Zhao et al., 2019). Estos resultados se asocian con efectos favorables para la salud
metabdlica, ya que la reduccion de la diversidad microbiana se asocia con un aumento de la
inflamacion cronica y el posterior desarrollo de enfermedades metabolicas (van den Munckhof et
al., 2018). El consumo de AOV se ha relacionado con el aumento del género Clostridium XIVa, uno
de los principales grupos de anaerobios del intestino responsable de la produccion de butirato. El
butirato, un acido graso de cadena corta, es uno de los principales metabolitos formados por la
microbiota intestinal que juega un papel importante en la reduccion del colesterol total y tiene
actividad antiinflamatoria (Hidalgo et al., 2018).

Aunque en nuestro estudio los &cidos triterpénicos incorporados al aceite enriquecido,
concretamente acido maslinico y acido oleandlico, se encontraban en suspension y por lo tanto no
se absorbieron eficazmente, estos compuestos estaban presentes en el aceite enriquecido
administrado, y podian ejercer un efecto sobre la microbiota intestinal, y asi indirectamente
contribuir al efecto antihipertensivo observado. Existe evidencia cientifica que confirma los efectos
beneficiosos de &cidos triterpénicos como el oleandlico sobre la microbiota, optimizandola y
modificando la funcion inmunoldgica de las células epiteliales intestinales, lo que podria mejorar el
estado de salud intestinal (Xue et al., 2022). En nuestro estudio, los &cidos triterpénicos, pudieron
tener un efecto directo, al menos en parte, sobre la microbiota, sin embargo, esto no ha podido ser
confirmado ya que una limitacion de nuestro estudio fue que no pudimos recoger muestras de heces
de las ratas bajo estudio. En la actualidad, las investigaciones sobre los mecanismos por los que el
AOVE puede modular la microbiota intestinal, y como los productos producidos por la microbiota
influyen en la salud cardiovascular y metabdlica sigue siendo un area de investigacion relativamente
inexplorada con interesantes perspectivas (Millman et al., 2021).

Asumiendo que las ratas consuman aproximadamente 70 kcal/dia, y que aproximadamente una
dieta equilibrada en humanos debe aportar 2000 kcal/dia, la dosis de aceite de oliva administrada en

ratas (1 mL/d) es comparable a una ingesta de aceite de oliva de aproximadamente 26 mi/d lo cual
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estd dentro de las recomendaciones de ingesta calorica (Guasch-Ferré et al., 2014), y coincide con
las recomendaciones nutricionales de la EFSA, que indican que la ingesta de 5 mg de hidroxitirosol
y sus derivados (oleuropeina y tirosol), contenidos en 20 mL de AOV, proporcionan beneficios sobre
la salud cardiovascular (EFSA, 2011). Aunque los resultados obtenidos en nuestro modelo animal
son prometedores, se necesitan ensayos clinicos para confirmar este efecto en humanos,

particularmente en sujetos pre-hipertensos e hipertensos.

Efecto de un aceite de oliva enriquecido en extractos de la aceituna sobre los cambios

metabolémicos en de ratas genéticamente hipertensas

Para mejorar nuestra comprension sobre el papel que desempefia la dieta en la configuracion de
los perfiles metabolicos, es importante considerar las influencias dietéticas agudas y crénicas que
contribuyen a la variacion normal en los perfiles metabolicos (Walsh et al., 2007). Los resultados
de los analisis univariados y multivariados nos han permitido seleccionar una lista de metabolitos
de interés que resultaron significativos y que nos permiten distinguir entre los modelos aplicados.
Se identificaron 12 metabolitos (M1-M6 en orina y M7-M12 en plasma) algunos de los cuales
pertenecen a rutas metabdlicas que estan afectadas de manera diferencial en ratas SHR tratadas con
respecto a los controles sanos. El perfil metabolémico en orina en los grupos tratados con AOC
mostro mayores cantidades de enterolactona e isoflavonas comparados con los animales SHR y
tratados con AOE. El perfil metabolémico plasmatico del grupo tratado con AOE mostré mayores
cantidades de glicerofosfolipidos y lisofosfolipidos que en los demas grupos.

El metabolito M1, anotado como glucurénico 2-feniletanol, mostré una regulacion
significativamente mayor en las orinas de los grupos AOE y AOC. La conjugacién metabdlica de
los polifenoles de la aceituna implica principalmente glucurénidos y sulfatos. EI metabolismo de los
polifenoles del olivo comienza en los enterocitos y continua en el higado. La fase metabdlica |
consiste principalmente en la hidrolisis de oleuropeina lo que resulta en un aumento del contenido
de hidroxitirosol. Las reacciones metabolicas de la fase Il implican la conjugacion de los grupos
glucurénido y sulfato (Galmés et al., 2021). La oleuropeina y su glucésido son las principales fuentes
del hidroxitirosol, molécula con una fuerte actividad antioxidante. La biodisponibilidad del
hidroxitirosol es escasa debido al metabolismo de fase | tanto en el intestino como en el higado, que
conduce a la formacion de conjugados de sulfato y glucurénido, hasta el punto de que las

concentraciones en los fluidos corporales de su forma libre son casi indetectables (Galmés et al.,
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2021). El glucuronico 2-feniletanol es un compuesto generado en el higado por la
glucuroniltransferasa (HMDB, 2022). Esta molécula también ha sido relacionada con las vias
metabdlicas de la pentosa y glucuronato, el metabolismo del almidén, la sacarosa y el metabolismo
de la tirosina (Sun et al., 2014) y como un biomarcador del metabolismo de la funcion renal, formado
por interconversiones de pentosa y glucoronato, que ha sido identificado en ratas diabéticas (Jiang
et al., 2018). Nuestros resultados indican que esta presente mayoritariamente en los animales
suplementado con el AOE y en menor cantidad en los suplementados con el AOC, lo que confirma
que se trata de un metabolito derivado del metabolismo de los polifenoles de la aceituna.

El hidroxitirosol y el tirosol son los alcoholes fendlicos de las aceitunas y sus derivados.
Estudios experimentales in vitro e in vivo, asi como ensayos en humanos, han demostrado que estos
compuestos estan sujetos principalmente a reacciones metabolicas importantes, pero logran llegar
al colon y son catabolizados por la microbiota intestinal humana. Sin embargo, sus metabolitos ain
no se han descrito completamente (Sakavitsi et al., 2022). Es un hecho que la microbiota intestinal
contribuye significativamente al metabolismo de los xenobioticos, transformando cientos de
constituyentes de alimentos, productos quimicos o productos farmacéuticos en metabolitos con
actividad alterada e incluso con cierta toxicidad, y con tiempo de vida dentro del organismo (Koppel
et al., 2017). En 2011, un estudio demostré que un tratamiento con glucuronidos de hidroxitirosol
ejerce un efecto protector frente al dafio oxidativo en las membranas epiteliales tubulares renales,
en las que dicho tratamiento inhibia significativamente la formacion de malondialdehido,

hidroperdxidos de acidos grasos y 7-cetocolesterol (Deiana et al., 2011).

De forma similar, el M2, anotado como glucurénido de p-cresol, se encontré en mayor cantidad
en los grupos AOE y AOC comparado con el grupo SHR, siendo significativamente mayor en el
grupo AOE comparado con SHR y con AOC. El glucurdnido p-cresol es un metabolito producido
por la microbiota intestinal y se genera principalmente como producto final de la biotransformacion
de la tirosina por bacterias intestinales anaerobias (Rong et al., 2020), como el Clostridium difficile
presente en el intestino grueso, que se absorbe y posteriormente se conjuga con glucurénido en el
higado antes de la excrecidn urinaria (Walsh et al., 2007).

Los cambios en la microbiota intestinal conducen al crecimiento excesivo de bacterias
especificas productoras de p-cresol (Wang et al., 2021). Por lo tanto, las concentraciones mas altas
de glucuronido de p-cresol en la orina pueden ser indicadores de cambios en la homeostasis de la
microbiota intestinal (Zhang et al., 2012). Nuestro resultado coincide con otro estudio realizado en
ratas SHR suplementadas con taurina, en el que los autores describieron un aumento de la excrecion

urinaria de dos metabolitos que se originan en la microbiota intestinal glucurénido de p-cresol y la
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fenilacetilglicina (también presente en nuestros resultados). Estos autores mencionan cambios en
estos metabolitos y los relacionan con una menor presion arterial en las ratas hipertensas (Akira et
al., 2013), efecto que también ha sido observado en nuestro trabajo. Los conjugados de
fenilacetilglicina y p-cresol se generan a partir de fenilacetato y p-cresol, respectivamente, a través
del mecanismo de desintoxicacion de fase 11 en el higado o la mucosa intestinal. El fenilacetato y el
p-cresol se producen a partir de la fenilalanina y la tirosina, respectivamente, por la accion de
microorganismos comunes como Clostridium difficile como se menciond anteriormente, por lo
tanto, los autores mencionan que los aumentos observados en la produccion de estos conjugados
indican la proliferacién de los microorganismos comunes y la activacion del metabolismo
microbiota intestinal (Akira et al., 2017). ElI aumento de glucurénido de p-cresol también se ha
comprobado en orina de sujetos sanos tras el consumo de una dieta alta en fitoquimicos (Walsh et
al., 2007), lo que coincide con el aumento de este metabolito en nuestros grupos de animales tratados
con aceite enriquecido en polifenoles comparado con el grupo SHR no tratado.

El metabolito M3, anotado como &cido seb&cico, se encuentra en mayor cantidad en los
animales del grupo AOE comparado con el AOC. El acido sebacico es un &cido graso dicarboxilico
que forma parte del metabolismo humano y vegetal; su densidad energética es intermedia entre la
glucosa y los &cidos grasos. Se ha demostrado que los acidos dicarboxilicos son seguros tanto en
animales de experimentacion como en humanos, y recientemente se ha propuesto su uso para el
tratamiento de la diabetes mellitus tipo 2. Estudios en animales y humanos con diabetes mellitus
tipo 2 han mostrado que la administracion oral de acido sebacico mejora el control glucémico, al
mejorar la sensibilidad a la insulina y reducir la gluconeogénesis hepatica tanto en humanos como
en animales (laconelli et al., 2010; Mingrone et al., 2013).

El acido sebacico también se ha identificado como un biomarcador antifatiga (Chaoyang et al.,
2015) y se ha asociado a alteraciones metabdlicas relacionadas con la deficiencia de calcio. Ademas,
la disminucion de la excrecion de acido sebacico en la orina de ratas sugiere que la deficiencia de
calcio podria afectar la w-oxidacion de los acidos grasos en el citosol de las células mediada por el
citocromo P450 (Wang et al., 2013). Estos autores indican que una dieta baja en calcio durante tan
solo dos semanas podria provocar cambios metabolicos en los niveles de calcio, y consecuentemente
niveles reducidos de este metabolito.

Con respecto al metabolito M4, anotado como enterolactona, se observé una regulacion
significativa al alza en el grupo AOC comparado con el grupo AOE, sin diferencia con el grupo de
animales sin suplementar. La enterolactona pertenece a la familia de los lignanos que son

compuestos vegetales bioactivos de naturaleza difendlica, con efectos potencialmente favorables
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para la salud humana. En el colon, los lignanos se transforman originando enterodiol y enterolactona
por las bacterias intestinales, y después pasan a la circulacion (Morisset et al., 2009). Los estudios
epidemioldgicos han demostrado de manera inconsistente que una ingesta elevada de lignanos y
absorcion de enterolactona estan asociados con un menor riesgo de cancer de mama, préstata y
colorrectal, asi como un menor riesgo de desarrollar ECV y de mortalidad total y por causas
especificas (Hu et al., 2021; Mali et al., 2019). Las inconsistencias pueden deberse a la variacion
bioldgica interpersonal respecto a la composicion y actividad de la microbiota intestinal que parece
ser el factor mas critico que rige la variabilidad interpersonal en la concentracion plasmatica de este
metabolito (Halldin et al., 2019). Por otro lado, se ha confirmado que el uso de antibiéticos
disminuye las concentraciones de enterolactona, lo que sugiere que puede deberse a los cambios en
la diversidad del microbioma intestinal (Bolving et al., 2017). Nuestros resultados muestran mayores
cantidades del metabolito plasméatico M12, anotado como el antibiotico roxitromicina, en el grupo
SHR y AOE, hecho que no podemos explicar ya que durante el periodo experimental los animales
no recibieron ningun tratamiento con antiobioticos, aunque tampoco podemos descartar que no los
ingirieran previamente o que hubiera restos de estas sustancia en la dieta administrada.

La enterolactona y los lignanos también pueden proteger frente a las ECV, ademas tienen un
efecto reductor en el colesterol total y en el colesterol LDL (Peterson et al., 2010). A pesar de que
la evidencia cientifica no esclarece con exactitud el efecto de las pequefias cantidades de
enterolactona y lignanos presentes en las dietas occidentales habituales frente a la reduccion de la
enfermedad coronaria y la mortalidad por ECV, si se ha podido confirmar que, en estudios de
intervencién en donde la ingesta de enterolactona y lignanos es alta, se han asociado con la
proteccion cardiovascular (Peterson et al., 2010).

Otros dos metabolitos diferenciados mayoritariamente en los animales suplementados con el
AOC comparado con AOE son la daidzeina (M5), y la gliciteina (M6), ambos pertenecientes a la
familia de las isoflavonas, fitoestrogenos con potente actividad estrogénica. Los fitoestrogenos
tienen una estructura similar a la hormona femenina humana 17-p-estradiol, que puede unirse a los
receptores de estrogeno alfa y beta, mimetizando la accion de los estrogenos en los drganos
objetivos, por lo que confieren muchos beneficios para la salud cuando se utilizan en algunas
enfermedades dependientes de hormonas (Vitale et al., 2013). Diversos estudios clinicos confirman
los beneficios de la daidzeina en la quimioprevencion del cancer de mama y de prostata, las ECV y
la osteoporosis, asi como en el alivio de los sintomas posmenopausicos en las mujeres (Vitale et al.,
2013).
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Las isoflavonas parecen tener la capacidad para restaurar la funcion endotelial, y sus efectos
son variables dependiendo de los individuosy su variabilidad metabdlica, en particular de la
capacidad interpersonal para convertir daidzeina en equol, un metabolito microbiano producido
entre un 33-50% de la poblacion mediante la microbiota intestinal (Gil-l1zquierdo et al., 2012). La
produccion de equol se ha relacionado con una disminucion de la rigidez arterial y efectos
antiateroscleréticos a través de la produccién de oOxido nitrico (Gil-lzquierdo et al., 2012),
mecanismos que podrian explicar los efectos hipotensores y protectores del dafio endotelial
observados en los animales suplementados con el AOE. Se han realizado estudios metabolémicos
centrando la atencion al perfil urinario antes y después del consumo de alimentos funcionales
enriquecidos en extractos de soja, y los resultados han mostrado una separacion entre grupos (antes
y despues de la ingesta de isoflavonas). Este hecho sugiere un cambio en el perfil metabolomico
urinario alterado tras la ingesta de isoflavonas. Sin embargo, ain no se han encontrado marcadores
que indiquen una influencia directa del consumo de este tipo de alimentos funcionales sobre alguna
via 0 mecanismo cardiovascular. No obstante, dos estudios metabolomicos sugieren diferencias en
los perfiles de lipoproteinas plasmaticas, aminoacidos y carbohidratos después de una ingesta
dietética rica en isoflavonas, y sugiere una inhibicion de la glucélisis y un cambio general en el
metabolismo de los carbohidratos y los lipidos (Solanky et al., 2003; Solanky et al., 2005). La
gliciteina es una isoflavona un poco menos estudiada, debido a que es el fitoestrdgeno menos
abundante que se encuentra en alimentos derivados de la soja, la fuente mas rica de isoflavonas
(Danciu et al., 2018). No obstante, diferentes estudios muestran efectos terapéuticos de la gliciteina
como antioxidante (Rufer et al., 2006), agente hipocolesterolémico (Sung et al., 2004), antitumoral
(Zhang et al., 2015) y por su actividad antiinflamatoria (Park et al., 2007).

Respecto al perfil metabolomico plasmatico los metabolitos M7-M10, anotados como
fenilacetilglicina, lisofosfatidiletanolaminas, glicerolipidos y lisofosfolipidos, respectivamente,
fueron mayores en el grupo AOE con respecto al grupo SHR no tratado. Las
lisofosfatidiletanolaminas y otros lisofosfolipidos encontrados contenian C18:1, procedente del
aceite de oliva. Estas moléculas son un tipo de monoglicerofosfolipidos precursores para la
biosintesis de otros lipidos en las células. En condiciones normales, sus concentraciones
intracelulares son bajas, pero abundan en el entorno extracelular, como el plasma y los fluidos
intersticiales. Los lisofosfolipidos se unen a proteinas y a las lipoproteinas para ser transportados
(Tan et al., 2020). Estos lipidos tienen propiedades antihemostéaticas, inhiben la agregacion
plaquetaria y estimulan la secrecién de éxido nitrico por las células endoteliales, regulando los

procesos inflamatorios y tromboticos, es decir dependiendo de su estructura quimica y del contexto
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bioquimico pueden producir efectos proinflamatorios o antiinflamatorios (Tan et al., 2020). La
fosfatidiletanolamina es el segundo glicerofosfolipido (LPE 18:1) méas abundante en las células
eucariotas, tiene diversas funciones celulares, que incluyen servir como precursor de la
fosfatidilcolina y sustrato para importantes modificaciones postraduccionales, que influyen en la
topologia de la membrana, y promueven la fusion de membranas y organulos, la fosforilacion
oxidativa, la biogénesis mitocondrial y la autofagia (Calzada et al., 2016).

Nuestros resultados muestran que después de los tratamientos de ambos aceites AOE y AOC el
metabolismo de los glicerolipidos esta activado, lo que concuerda con otro estudio metabolémico
realizado en ratas con sindrome metabdlico suplementadas con hidroxitirosol, en donde los autores
confirman que este compuesto fendlico de la aceituna produce cambios metabolémicos
disminuyendo la biosintesis de acidos grasos insaturados y el metabolismo del &cido linoleico y el
acido araquidonico, del retinol y de los esfingolipidos, mientras que activa el metabolismo de los
glicerolipidos, que podrian afectar y provocar cambios cardiovasculares, hepaticos y metabolicos
(Lemonakis et al., 2017).

Se ha demostrado que el aceite de oliva posee varias clases de glicerofosfolipidos y
lisofosfolipidos derivados de la colina (LPC) y etanolamina (LPE) (Alves et al., 2018), y se ha
reconocido ampliamente que la ingesta de aceite de oliva ya sea dentro de la dieta mediterranea o
solo, tiene un impacto positivo en la salud humana (Covas et al., 2015). Los beneficios del consumo
de aceite de oliva relacionados directamente con los acidos grasos monoinsaturados estan
relacionados con mejorar varios factores de riesgo cardiovascular (Schwingshackl y Hoffmann,
2012). En los ultimos afos, los lipidos polares de los subproductos industriales derivados de la
aceituna, como las semillas y el orujo de aceituna, se han estudiado como fuentes alternativas de
moléculas bioactivas. Sin embargo, se sabe poco sobre la bioactividad o los beneficios para la salud
de los fosfolipidos y glicolipidos de las aceitunas y el aceite de oliva (Alves et al., 2018). Algunos
estudios in vivo e in vitro revelaron efectos anticancerigenos y efectos antiinflamatorios en la artritis
y la osteoartritis (Hou et al., 2007; Larsen et al., 2007). Otros estudios evaluaron las propiedades
bioactivas de la fraccion lipidica polar del aceite de oliva y del orujo de oliva y revelaron que poseen
actividades antitromboticas y antiaterosclerdticas al inhibir la agregacion plaquetaria (Tsantila et al.,
2007). Los acidos grasos son componentes principales de las membranas que estan influenciadas
por el tipo de grasa presente en la dieta. Las dietas ricas en acido oleico, como la dieta mediterranea,
se asocian con niveles elevados de estos acidos grasos presentes en las fracciones de LPC y LPE en

diversas membranas plasmaticas de ratas y humanos (Escudero et al., 1998).
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Se ha comprobado que el &cido oleico, ejerce una modulacion sobre las funciones de la
membrana y de la célula, produciendo mayor fluidez y permeabilidad de la membrana, formacion
de dominios intracelulares, exo/endocitosis, division celular, mejor transduccién de sefializacion de
las proteinas de sefializacion (proteinas G, PKC y adenilil ciclasa), asi como en el control de la
presion arterial, efectos antiproliferativos y antitumorales (Funari et al., 2003).

La cantidad de hipurato en plasma (M11) presente en el grupo SHR fue mayor comparado con
el AOC y el AOE, pero no alcanzo significacion estadistica, asi mismo el anélisis de enriquecimiento
en muestras de orina también confirmd que la via metabdlica de este compuesto estaba afectada en
el grupo SHR vs el grupo control sano.

El hipurato también llamado &cido hipdrico, es una acil glicina formada a partir de la
conjugacion de acido benzoico con glicina (Lees et al., 2013). No obstante, también se pueden
producir a partir del metabolismo de muchos componentes dietéticos, incluida la fenilalanina (Rowe
etal., 1975). El hipurato, es un componente normal de la orina con una fuerte asociacion con la dieta
y la microbiota intestinal, que generalmente aumenta tras el consumo de compuestos fendlicos
procedentes del té, vino y zumos de frutas (Lees et al., 2013), y su excrecion se ha asociado durante
mucho tiempo con el metabolismo de los componentes de la dieta ricos en polifenoles (Clifford et
al., 2000). Se ha descrito, que un simple cambio en la dieta puede causar un cambio profundo en su
metabolismo, y con ello en su produccion (Phipps, 1998).

Un andlisis del metaboloma plasmatico de adultos sanos que evalud los efectos de la edad, el
sexo Y la raza sobre las concentraciones relativas de metabolitos enddgenos, reveld que los niveles
de hipurato aumentan con la edad (Lawton et al., 2008). No obstante, hallazgos actuales sugieren
que un perfil metabdlico mejorado se asocia a mayores cantidades de hipurato y asparagina
plasmatica en mujeres que siguieron un tratamiento intensivo de pérdida de peso con dieta
mediterranea hipocaldrica y actividad fisica regular; los valores altos de hipurato se asociaron a la
pérdida de peso a través de su impacto en la energia, aminoacidos, lipoproteinas y metabolismo
microbiano (Almanza-Aguilera et al., 2018). Por otro lado, el hipurato se ha identificado también
como marcador metabolémico indicativo de la diversidad del microbioma intestinal, y sus
concentraciones en plasma se asocian positivamente con la diversidad del microbioma y con una
reduccion de las probabilidades de desarrollar sindrome metabdlico (Pallister et al., 2017).

Finalmente, el hipurato en orina también ha sido un metabolito que se identifico en nuestros
resultados del analisis de enriquecimiento en el grupo de las ratas SHR sin tratar. Se ha explorado
una asociacion entre la excrecién urinaria de hipurato y la presion arterial utilizando los perfiles de

metabolitos urinarios de ratas SHR, y se ha encontrado que la excrecién de hipurato fue menor en
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ratas SHR en comparacion con las ratas Wistar Kyoto normotensas, utilizando espectroscopia de
RMN (Akira et al., 2008). Estos autores consideraron que esta diferencia en la excrecion de hipurato
podria reflejar los diferentes microbiomas de las dos cepas, debido a las diferencias en los factores
metabdlicos y genéticos del huésped, ya que la dieta se mantuvo igual para ambos grupos, y
sefialaron que los animales fueron criados en las mismas circunstancias, sin embargo, no se puede
descartar que los diferentes entornos de las jaulas también pudieran haber contribuido para las
variaciones en la excrecion de este metabolito (Akira et al., 2008). Al contrario, nuestros resultados
muestran valores mayores en las ratas hipertensas que en las ratas sanas y las ratas tratadas AOC y
AOE, sugiriendo un posible efecto de los aceites sobre la microbiota que podria mediar el efecto
antihipertensivo mediado en general por sus metabolitos. El hipurato excretado en orina también lo
han asociado como un biomarcador potencial en modelos de ratas con aterosclerosis (Zhang et al.,
2009). Este resultado contrasta con otros estudios que han demostrado que el hipurato esta asociado
con un fenotipo magro y con la ingesta de una dieta rica en flavonoides (Lees et al., 2013; Daykin
et al., 2005; Clifford et al., 2000).

Una limitacion de nuestro estudio es que no se recogieron muestras de heces para corroborar
los efectos de la suplementacion sobre las poblaciones microbianas intestinales, y poder evaluar los
efectos fisiologicos que han sido mediados por cambios en el perfil o en la actividad de estas

bacterias.

Analisis de enriquecimiento

El anélisis de enriquecimiento se realiz6 en muestras de orina de las ratas SRH versus las ratas
WKY (ambos grupos no tratados), mediante resultados de los analisis univariados (prueba t-test),
con el proposito de identificar las vias metabolicas que se ven afectadas en la HTA en este modelo
experimental. Mediante este analisis se pudo identificar seis rutas metabdlicas con al menos un
compuesto significativo diferencial entre ambos tipos de animales. Tres de estas vias metabdlicas
activadas en nuestro grupo SHR son la via metabdlica de las purinas, la via metabdlica de los
aminodcidos tirosina y fenilalanina y la via metabolica de las hormonas esteroideas, las cuales se
asocian con multiples vias de sefalizacidn involucradas en los mecanismos metabdlicos asociados
con la HTA como lo describe Onuh y Qiu (2021). Estos datos confirman que este modelo de rata
SHR es adecuado para el estudio de la patogenia de la HTA.

Los mecanismos metabolicos asociados con la HTA forman una cascada de eventos que
complica la compresion de la fisiopatologia de la HTA, y que estan asociados con el inicio y

progresion de esta enfermedad (Figura 27). Estos mecanismos se alteran principalmente como
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resultado de la desregulacion del metabolismo de aminoacidos, &cidos grasos, glucosa y hormonas
esteroideas, asi como el aumento del estrés oxidativo y la inflamacion cronica (Onuh y Qiu, 2021).
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Figura 27. Resumen de los procesos metabolicos asociados con la hipertension. Los metabolitos
estan asociados con la hipertension, principalmente como resultado de la desregulacion de varios
metabolismos de aminoé&cidos, acidos grasos, glucosa y hormonas esteroides, aumento del estres

oxidativo e inflamacion crénica. Adaptado de Onuh y Qiu, 2021.

Algunos estudios metabolomicos han demostrado cambios en el perfil metaboldmico en orina
de ratas SHR en la via metabdlica de las purinas, incluyendo el acido urico (Wang et al., 2021), y
de los aminoacidos fenilalanina (hipurato) (Akira et al., 2008) y tirosina (Lu et al., 2008), asi como
en la via metabolica de las hormonas esteroideas en ratas con sindrome metabolico (Lemonakis et
al., 2017).

El acido urico es el producto final de oxidacion del metabolismo de las purinas. Es un &cido
débil que se distribuye por todo el liquido extracelular como urato de sodio y es producido por la
enzima Xantina oxidasa, que oxida las oxipurinas como la xantina, y la transforma en acido Urico.
Al igual que el &cido ascérbico, el acido Urico es un antioxidante, y es considerado en los primates
como el principal antioxidante presente en el suero, la disminucion de la expresion del gen de la
uricasa y el aumento del acido Urico en sangre supuso una ventaja evolutiva para los ancestros
del Homo sapiens, esta hipotesis se basd en experimentos in vitro que demostraron que el &cido
drico es un poderoso eliminador de ERO (Ames et al.,1981), se postuld que el urato que circulaba
en concentraciones elevadas en plasma, era uno de los principales antioxidantes, por lo que se cree

que es un factor importante en la prolongacion de la vida ya que al proteger a las células del dafio
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oxidativo disminuye el riesgo de cancer y aumenta la esperanza de vida (Sautin et al., 2008). Sin
embargo, su biosintesis estd asociada a la generacion de ERO y se ha asociado con varios
mecanismos patoldgicos implicados en la HTA. La evidencia epidemioldgica sugiere una asociacion
positiva entre el aumento del &cido Urico y el riesgo elevado de ECV, en la que el aumento del estrés
oxidativo juega un papel importante (Durante et al., 2010). Ademas, en modelos animales, la
hiperuricemia leve inducida con &cido oxdnico, inhibidor de la uricasa, puede contribuir a la
disfuncion endotelial y la reduccién de los niveles de éxido nitrico (Khosla et al., 2005). No obstante,
también se ha descrito que el acido Urico impide la progresion de la hipertensién en SHR, lo que
plantea una disparidad entre los efectos protectores de la hiperuricemia aguda y los efectos negativos
de la hiperuricemia cronica (Durante et al., 2010). Tampoco se conoce si los efectos agudos pueden
continuar hasta provocar beneficios cardiovasculares a largo plazo. Por lo tanto, no esta claro si esta
molécula puede ser un factor de riesgo cardiovascular independiente. Dado que la patologia
cardiovascular tiene un componente inflamatorio y una mayor produccion de radicales libres, la
hiperuricemia leve podria considerarse una respuesta compensatoria beneficiosa (Durante et al.,
2010), pero se requieren mas estudios para explorar los mecanismos moleculares del acido Urico y
sus efectos.

La 3,4-dihidroxifenilalanina (DOPA) es un precursor relevante en el metabolismo secundario
de la tirosina y la fenilalanina. Varios estudios clinicos en humanos y en animales sugieren que la
presion arterial estd intimamente relacionada con la funcionalidad del rifién, y la dopamina
intrarrenal juega un papel importante en la patogenia de la hipertension al regular el transporte
epitelial de sodio. Los sistemas de transporte candidatos para L-DOPA, fuente de dopamina,
incluyen los sistemas dependientes e independientes de sodio. Estos sistemas independientes de
sodio renal se sobreexpresan en la rata hipertensa, lo que podria contribuir a una mayor captacion
de L-DOPA en el tubulo proximal y una mayor produccion de dopamina, como un intento de superar
el defecto en la funcion del receptor D1 (Pinto et al., 2013). EI transporte deficiente de arginina
contribuye a la baja biodisponibilidad renal de 6xido nitrico observada en la médula renal de las
ratas SHR, y la desregulacién de los transportadores renales de aminoacidos puede ayudar a definir
los mecanismos subyacentes que predisponen a los individuos a un mayor riesgo de desarrollar
hipertension (Pinto et al., 2013). Los cambios en las vias de los aminoacidos y en particular de L-
arginina/éxido nitrico han sido reconocidos durante mucho tiempo como asociados con la patogenia
de la hipertension (Onuh y Qiu, 2021). Este metabolito también se ha propuesto como un
biomarcador adecuado para medir estrés oxidativo de enfermedades que comparten etiologia comun
(McPherson et al., 2014).
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Por otra parte, se ha informado que la biosintesis de hormonas esteroides es una de las vias
responsables de la patogenia de la hipertension (Zhao et al., 2018). El aumento de los niveles de
estas hormonas se ha asociado con un mayor riesgo de HTA debido al aumento de la absorcion de
sodio mediante la regulacion de los receptores renales de mineralocorticoides y glucocorticoides
(Zhao et al., 2018). Uno de los metabolitos identificados en las vias metabdlicas afectadas en la
HTA es la estrona 3-sulfato, un derivado de estrona sulfatado. La enzima esteroide sulfatasa cataliza
la conversion de sulfato de estrona, sulfato de dehidroepiandrosterona, sulfato de colesterol y
sulfatos de glucocorticoides en sus formas activas no conjugadas, lo que provoca la elevacion de los
esteroides bioldégicamente activos, como los glucocorticoides, los mineralocorticoides y la
testosterona, y puede conducir a un aumento de la presion arterial. Se ha descrito que el inhibir la
enzima sulfatasa de esteroides reduce significativamente la presion arterial en ratas SHR (Valigora
et al., 2000).

Otros compuestos identificados son el defosfo-CoA, un intermediario en la biosintesis de
pantotenato y CoA, y la protoporfirina, que es un isémero natural intermediario en la biosintesis del
hemo de la hemoglobina (HMDB, 2022). De momento, se desconoce si existe una relacion entre la
alteracion de estas vias metabolicas y el desarrollo de HTA.

El analisis metabolomico nos ha permitido identificar metabolitos que se expresan
diferencialmente en los grupos SHR versus los tratados AOC y AOE, algunos de los cuales podrian
estar implicados con efectos beneficiosos para la salud y otros nos permiten dar respuesta al efecto
del AOVE sobre la hipertension arterial.

El analisis de enriquecimiento nos permitio identificar seis vias metabolicas en las ratas
hipertensas sin tratar versus las sanas. Tres de estas vias metabolicas estan implicadas en vias
metabolicas afectadas en la hipertensidn arterial, lo que confirma que el modelo SHR es idéneo para
profundizar en estudios que nos ayuden a comprender la fisiopatologia de la hipertensién arterial.

Parece ser que la microbiota intestinal es determinante en la produccion de ciertos metabolitos,
los cuales desempefian un papel fundamental en el mantenimiento de una funcion cardiovascular,
por lo que futuros estudios de intervencion nutricional en animales y humanos, deberian de
complementarse con analisis de microbiota intestinal con el objetivo esclarecer los mecanismos

moleculares que se implican en la relacién dieta y perfiles metabdlicos.
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Efecto de un aceite de oliva rico en polifenoles y acidos triterpénicos procedentes de la aceituna
sobre el metabolismo posprandial de carbohidratos en humanos sanos

El estudio NUTRAOLEUM fue disefiado para evaluar si el enriquecimiento de AOV con
polifenoles y &cidos triterpénicos del aceite de oliva puede aumentar los beneficios saludables de un
AQV estandar. En concreto, el sub-estudio posprandial incluido en esta Tesis Doctoral tuvo como
objetivo evaluar los beneficios derivados de la ingesta de aceites de oliva con diferentes cantidades
de compuestos bioactivos sobre el metabolismo posprandial. Hasta donde sabemos, ningln ensayo
controlado y aleatorizado en humanos ha comparado previamente los beneficios in vivo de los AOV
con diferentes contenidos de polifenoles y &cidos triterpénicos sobre la glucosa posprandial, la
secrecion y sensibilidad a la insulina, y la secrecion de hormonas gastrointestinales. El hallazgo mas
relevante de este estudio fue que el aceite de oliva enriquecido con compuestos bioactivos
procedentes de la aceituna mejoro la funcionalidad de la insulina al aumentar su secrecion y la
sensibilidad periférica, dos factores de riesgo independientes que son indicativos de tolerancia a la
glucosa (Héaring, 2016), lo que indica que la presencia de compuestos bioactivos del AOV puede
mejorar la respuesta de los tejidos a la insulina posprandial y contribuir a mejorar el control
metabolico. No obstante, son necesarios mas estudios para evaluar el efecto sinérgico de los
polifenoles y acidos triterpénicos presentes en el AOV.

La regulacion de la glucemia esta mediada en parte por la liberacion de incretinas, GLP-1 y
GIP, que estimulan la secrecion de insulina en respuesta a la ingesta de alimentos (Diakogiannaki et
al., 2012). Si el pancreas puede reaccionar con una hipersecrecion compensatoria de insulina tras la
ingesta de alimentos, mantendra la glucosa plasmatica y contribuira a un estado metabdlico
adecuado (Haring, 2016). Nuestros resultados muestran que la secrecidn de insulina posprandial,
medida como INSI, fue mayor después de la ingesta de los aceites de oliva ricos en polifenoles y en
polifenoles mas acidos triterpénicos. Otro estudio posprandial en sujetos sanos ha demostrado el
efecto beneficioso del consumo de AOV sobre la glucemia posprandial en comparacion con la
ingesta de aceite de maiz o un almuerzo tipo mediterraneo sin AOV. Este estudio confirmo6 que la
ingesta de AOV, en comparacion con el aceite de maiz, induce una mayor secrecion de GIP y GLP-
1 y en consecuencia de insulina, contribuyendo a la disminucion de los niveles de glucosa plasmatica
(Violi et al., 2015). También se ha descrito la mejora en la situacion metabdlica regulada por la
modificacion de la secrecion de GLP-1 después del consumo de AOV comparado con la ingesta de

mantequilla o una dieta baja en grasas, en sujetos con enfermedades metabdlicas (Bozzetto et al.,
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2019), asi como un aumento de GLP-1 en un estudio de intervencidn con chocolate enriquecido con
40 g de oleuropeina comparado con el mismo chocolate sin el compuesto bioactivo en sujetos sanos
(Del Ben et al., 2020). En nuestro estudio, no observamos estas diferencias en la secrecion de GLP-
1 tras la ingesta de los aceites, lo que confirma que la matriz alimentaria puede interferir y modular
el efecto de estos compuestos bioactivos, y que su efecto metabdlico debe estar mediado por otros
mecanismos. De hecho, un estudio de intervencién con AOVE rico en compuestos fendlicos (577
mg/kg) durante 4 semanas sugirio que los efectos beneficiosos sobre el control metab6lico en
pacientes con DM2 pueden estar mediados por la modificacion en la secrecion de adipocinas como
visfatina y apelina (Santangelo et al., 2016).

Nuestros datos sugieren un efecto sinérgico de los polifenoles y acidos triterpénicos, ya que las
diferencias observadas en la respuesta metabdlica fueron mas pronunciadas después de la ingesta
del aceite funcional rico en ambos tipos de componentes. Los acidos triterpénicos (acido oleandlico
y acido maslinico) han demostrado un efecto beneficioso para la prevencion de la diabetes en un
estudio de intervencion en pacientes prediabéticos (PREDIABOLE: Prevencion de la diabetes con
acido oleandlico), en otro estudio con aceite de oliva enriquecido en &cido oleandlico (Santos-
Lozano et al., 2019), asi como en ratones obesos suplementados con aceite de orujo (Claro-Cala et
al., 2020). Ademas, un trabajo in vitro ha demostrado que los acidos oleandlico y maslinico son
capaces de inhibir las actividades de la a-glucosidasa y la a-amilasa, mientras que el hidroxitirosol
contribuye débilmente a modular estas actividades (Mwakalukwa et al., 2020). Estos datos
concuerdan con la mejora de la sensibilidad a la insulina observada tras la ingesta del aceite
funcional enriquecido con acidos triterpénicos en nuestro estudio. La evidencia ha sugerido que los
acidos triterpénicos ofrecen una alternativa interesante para contribuir a mejorarla resistencia a la
insulina (Castellano et al., 2013). Ademas, la biodisponibilidad descrita de los acidos triterpénicos
presentes en el AOV en estos mismos voluntarios (de la Torre et al., 2020) confirma que estas
moléculas pueden estar implicadas en la respuesta posprandial observada tras su consumo. De
hecho, los acidos triterpénicos pueden aumentar la sintesis de glucdgeno y simultaneamente inhibir
la gluconeogénesis y la glucogendlisis, reduciendo asi la produccion de glucosa hepética que influye
en la liberacion de insulina (Wen et al., 2005). Hay que destacar que en nuestro estudio todos los
voluntarios eran sanos, por lo que su comportamiento metabdlico seguia unos pardmetros normales.
Sin embargo, las pequefias pero significativas diferencias encontradas tras la ingesta de los aceites
de oliva ricos en compuestos bioactivos nos llevan a la hipotesis de que estos efectos podrian ser
mas pronunciados en personas con alteraciones metabolicas y después de una suplementacion

prolongada con los aceites. De hecho, un sub-estudio del PREDIMED en sujetos con DM2 confirmé
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una disminucion de la glucosa plasmética en ayunas después del consumo prolongado de AOV
(Basterra-Gortari et al., 2019). Por tanto, se necesitan mas estudios para evaluar la respuesta
posprandial y los mecanismos relacionados tras una ingesta prolongada de AOV enriquecidos en
polifenoles y &cidos triterpenos en sujetos con resistencia a la insulina o enfermedades metabdlicas.

Una limitacion del presente estudio es que no tuvimos un grupo de control posprandial que
consumiera un aceite control sin compuestos bioactivos o un aceite vegetal diferente, de hecho los
tres aceites tenian la misma matriz lipidica. Por tanto, no podemos estimar el potencial efecto de
esta matriz del aceite sobre el metabolismo de la glucosa.

Hasta la fecha, ningun estudio ha comparado los efectos de diferentes tipos y cantidades de
compuestos fendlicos y acidos triterpénicos sobre las respuestas de las hormonas gastrointestinales
posprandiales implicadas en el control de la homeostasis energeética, el apetito y la saciedad. La
grelina es una hormona orexigénica que juega un papel clave en la secrecion de insulina. Una
disminucion de la secrecion de grelina conduce a una mejor tolerancia a la glucosa y sensibilidad a
la insulina, lo que sugiere una estrategia para la homeostasis de la glucosa (Alamri et al., 2016). El
consumo de acido oleandlico durante 12 semanas ha mostrado una menor secrecion de grelina en
animales prediabéticos (Gamede et al., 2018), y se ha descrito que los triterpenos pueden disminuir
la secrecion de grelina y, en consecuencia, disminuir el apetito y la ingesta calérica (Luvuno et al.,
2016). Sin embargo, en nuestro estudio la secrecion posprandial de grelina fue similar tras el
consumo de una dosis unica de aceites con distinto contenido en polifenoles y acidos triterpénicos,
probablemente debido a que los efectos previamente descritos se observaron tras el consumo
continuado de estos compuestos, no tras la ingesta de una unica dosis en un estudio posprandial.

Otros polipéptidos importantes implicados en la regulacion de la homeostasis energética son el
PP yel PYY. Se liberan en respuesta a una comida de acuerdo con su carga calérica. Estos péptidos
contribuyen a inhibir el apetito y modulan la tasa de vaciado gastrico (Katsuura et al., 2002; Wreny
Bloom., 2007). Como era de esperar, los iAUC calculados tras la secrecidn de estos polipéptidos no
fueron diferentes entre los grupos, ya que los tres desayunos contenian la misma cantidad de aceite
de oliva, pan (80 gr) y agua (200 mL) y proporcionaron las mismas cantidades de energia y

macronutrientes.
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Conclusiones

Conclusiones del estudio CARDIOLIVE

La administracion durante 8 semanas en ratas con hipertension genética, con 1 mL/d un aceite
de oliva enriquecido con extractos procedentes de la aceituna y las hojas de olivo, y que contiene
750 mg/kg de compuestos fenolicos, y 292.6 mg/kg de &cidos triterpénicos en suspension,

contribuyen a:

e La reduccion de la hipertensidn arterial.

e La reduccion de la hipertrofia cardiaca.

eLa disminucién de la secrecion de péptidos vasoactivos (angiotensina Il y endotelina-1),
como también ocurrio en los animales que recibieron el aceite control no enriquecido.

e La disminucion de la eliminacion de nitritos en orina.

e Mejorar la funcionalidad vascular de las aortas ex vivo.

e Disminuye las concentraciones de 8-OHdG en orina y colesterol plasmatico.

¢ No modifica los biomarcadores de inflamacidn ni de oxidacién lipidica evaluados.

El analisis metabolémico nos ha permitido identificar metabolitos diferenciales en los animales
tratados con los aceites y en los controles sin tratar que podrian estar implicados en los efectos

beneficiosos sobre la hipertension arterial.

El analisis de enriquecimiento nos permitié identificar tres vias metabdlicas vias metabdlicas
implicadas en la hipertension arterial, confirmando que el modelo SHR es idoneo para profundizar

en el estudio de la fisiopatologia de la hipertension arterial.

Parece ser que la microbiota intestinal es determinante en la produccion de ciertos metabolitos
fundamentales en el mantenimiento de la funcion cardiovascular, por lo que futuros estudios de
intervencién nutricional en animales y humanos, deberian de complementarse con analisis de

microbiota intestinal.
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Conslusiones

Conclusiones del estudio NUTRAOLEUM

La ingesta de una dosis Unica de aceite de oliva enriquecido con compuestos bioactivos
procedentes del fruto de la aceituna (487 ppm de compuestos fendlicos y 389 ppm de acidos
triterpénicos) mejora la liberacion postprandial de insulina y su sensibilidad periférica en adultos
sanos, lo que sugiere un efecto sinérgico de los polifenoles y acidos triterpénicos. Son necesarios
mas estudios para evaluar el efecto del aceite de oliva virgen y sus componentes tanto en estudios
posprandiales como tras un consumo prolongado del aceite.

Conclusions

Conclusions of the CARDIOLIVE study

The administration for 8 weeks in rats with genetic hypertension, with 1 mL/d of olive oil
enriched with extracts from olives and olive leaves, and containing 750 mg/kg of phenolic
compounds, and 292.6 mg/kg of triterpenic acids in suspension contribute to:

* The reduction of arterial hypertension.

* The reduction of cardiac hypertrophy.

* The decrease in the secretion of vasoactive peptides (angiotensin Il and endothelin-1), as also
occurred in the animals that received the non-enriched control oil.

* Decreased elimination of nitrites in urine.

* Improve the vascular functionality of the aortas ex vivo.

* Decreases concentrations of 8-OHdG in urine and plasma cholesterol.

* Does not modify the biomarkers of inflammation or lipid oxidation evaluated.

The metabolomic analysis has allowed us to identify differential metabolites in the animals
treated with the oils and in the untreated controls that could be involved in the beneficial effects on
arterial hypertension.

-



Conclusiones

The enrichment analysis allowed us to identify three metabolic pathways involved in high blood
pressure, confirming that the SHR model is suitable for further study of the pathophysiology of high
blood pressure.

It seems that the intestinal microbiota is decisive in the production of certain fundamental
metabolites in the maintenance of cardiovascular function, so that future nutritional intervention
studies in animals and humans should be complemented with analyzes of the intestinal microbiota

Conclusions of the NUTRAOLEUM study

The intake of a single dose of olive oil enriched with bioactive compounds from the fruit of
the olive (487 ppm of phenolic compounds and 389 ppm of triterpenic acids) improves postprandial
insulin release and its peripheral sensitivity in healthy adults, suggesting a synergistic effect of
polyphenols and triterpenic acids. More studies are needed to evaluate the effect of virgin olive oil
and its components both in postprandial studies and after prolonged consumption of the oil.
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NCEP, National Cholesterol Education Program
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PCA, analisis de componentes principales

PCR, proteina-C reactiva

)



Abreviaturas

PP, polipéptido pancreatico (PP),
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QTOF, quadrupole time of flying, (cuadrupolo tiempo de vuelo)
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RT, tiempo de retencion

SHR, ratas espontaneamente hipertensas
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SHR-AOE, Spontaneously Hypertensive Rats suplementada con aceite enriquecido
SM, sindrome metabolico
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SPSS, Statistical Package for the Social Sciences
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TNF-a, factor de necrosis tumoral-a
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VEGEF, factor de crecimiento endotelial vascular
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Anexos

I. Consentimiento informado proyecto NUTRAOLEUM

CONSENTIMIENTO INFORMADO
Titulo de proyecto: Nuevos procesos en la industria almazarera Andaluza para la
elaboracién de nuevos productos de alto valor bioldgico con aplicaciones en salud humana.

Estudio NUTRAOLEUM de Consumo Sostenido
Centro (s) Participante (s) e Investigador (es) Principal (es):

e (Anotar nombre)

(nombre y apellidos)

- He leido la hoja de informacion que se me ha entregado.
- He podido hacer preguntas sobre el estudio
- Herecibido suficiente informacion sobre el estudio

HE hablado COm. ... e

(nombre del investigador)

Comprendo que mi participacién es voluntaria.
Comprendo que puedo retirarme del estudio:

- cuando quiera.
- sin tener que dar explicaciones
- sin que repercuta en mis cuidados médicos

Doy mi conformidad para participar en el estudio

Fecha Firma del participante

Fecha Firma del investigador



I1. Registros de ingesta de alimentos

ESTUDIO NUTRAOLEUM

REGISTRO DE INGESTA DE ALIMENTOS de 3 DIAS

Identificacion [ Y O T Y T 2

Identificador Visita (1-7)

Fecha | _|_I/1_I_I/1_|_I_I_I




INSTRUCCIONES

En el presente cuestionario se deben anotar todos los alimentos, bebidas, suplementos
dietéticos y preparados consumidos durante el plazo de 24 horas. Dispone para ellos de varias
hojas para anotar los alimentos consumidos por la mafiana, por la tarde y por la noche. Se deben
registrar TODOS LOS ALIMENTOS, BEBIDAS Y PREPARADOS, sin olvidar aquellos que
hayan sido tomados entre horas: cafés, cervezas, aperitivos, comprimidos, soluciones,
golosinas... No olvide los vasos de agua o de otras bebidas tomados en las comidas o entre
comidas.

En la primera columna de cada hoja se deberan apuntar: la hora del comienzo y
finalizacién de cada comida, el lugar (casa, cafeteria, restaurante) y el mena global indicando el
modo de cocinado de los alimentos (patatas fritas, filete a la plancha...).

En la segunda columna de cada hoja se detallaran todos los ingredientes de cada una de las
comidas del dia, aportando el maximo nimero de datos que sea posible sobre los alimentos
consumidos:

- Especifique si el alimento es normal, bajo en calorias o enriquecido. Por ejemplo, si la
leche es entera, desnatada o semidesnatada o el yogur entero, desnatado o enriquecido.

- Tipo de queso (manchego, en porciones, roquefort...).

- Tipo de aceite (oliva, girasol...).

- Mantequilla 0 margarina.

- Tipo de pan (blanco, integral o de molde).

En la tercera columna se indicard, en caso de tenerla, la marca comercial.

En la cuarta columna se debe anotar el tipo de preparacion del alimento: crudo, a la
plancha, hervido, frito, rebozado y/o empanado, horno, microondas.

En las dos ultimas columnas se debe indicar con la mayor precision la cantidad de cada
alimento que se ha tomado.

Los mejores resultados se obtienen por pesada de cada uno de los productos consumidos,
indicando si el alimento ha sido pesado en crudo o cocinado, y no olvide descontar o anotar
como sobras los restos que deje sin consumir. En caso de que sea imposible proceder a pesar los
alimentos, especifique la cantidad en medidas caseras: vasos, tazas, cucharadas... por ejemplo:

- Bebidas: Las cantidades se pueden expresar en vasos, tazas, copas..., Si N0 se dispone de
medidas de volumen.

- Sopas, caldos o purés: Emplee tazas o platos (grande, mediano o pequefio).

- Carnes, pescados, verduras, hortalizas y frutas: Estime la cantidad consumida teniendo
en cuenta la cantidad comprada y el nimero de piezas o0 porciones que entraron en la
compra. De no tener esos datos, indique nimero y tamafio de las porciones consumidas.
Indique también si la fruta se consume entera o pelada.

- Legumbres: Considere el tamafio del envase del que se partia y dividalo entre el nimero
de raciones resultantes en el caso de que fueran todas iguales. O bien sefiale el tamafio
aproximado de la racién indicando nimero de cucharadas o cazos servidos, tamafio del
plato...



- Aceite: Indique el numero de cucharadas, tamafio y si son rasas o colmadas. Para las
salsas especifique si se tomaron o se dejaron, total o parcialmente en el plato.

- Pan: Indique nimero de rebanadas o trozos y tamafio aproximado de las porciones.

- Embutidos: Anote el nimero de lonchas y su grosor.

- En los alimentos precocinados, indique la marca y adjunte la composicion, en caso de

tenerla.

Cuando se trata de preparados, suplementos o dietéticos, indique el nimero de

comprimidos, sobres, cucharas... y la marca. De no ser posible, adjunte una fotocopia de
la composicion.

Cualquier duda o aclaracion puede anotarla en las Gltimas hojas del cuestionario.

GRACIAS POR SU COLABORACION
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Abstract: Olive oil and its derivatives have been described to exert beneficial effects on
hypertensivestates and cardiovascular disease prevention. We studied the effects of chronic
consumption of extra virgin olive oil (EVOO), enriched in bioactive compounds from olive
fruit and leaves, on blood pressure, endothelial function, oxidative and inflammatory status,
and circulating cholesterol levels,in spontaneously hypertensive rats (SHR). Thirty SHR
were randomly assigned to three groups:a control untreated SHR group, an SHR group
(1 mL/rat/day) of a control olive oil (17.6 mg/kg of phenolic compounds), and an SHR
group (1 mL/rat/day) of the enriched EVOO (750 mg/kg of phenolic compounds) for eight
weeks. Ten Wistar Kyoto rats (WKY) were included as healthy controls. Long-term
administration of the enriched EVOO decreased systolic blood pressure and cardiac
hypertrophy, and improved the ex vivo aortic endothelial dysfunction measured in SHR.
Moreover,enriched oil supplementation reduced the plasma levels of Angiotensin Il and total
cholesterol, and the urinary levels of endothelin-1 and oxidative stress biomarkers, while
pro-inflammatory cytokines were unaffected. In conclusion, sustained treatment with
EVOO, enriched in bioactive compounds from the olive fruit and leaves, may be an effective
tool for reducing blood pressure and cholesterol levels alone or in combination with

pharmacological anti-hypertensive treatment.
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1. Introduction

Hypertension is one of the most powerful risk factors for cardiovascular events, including
myocardial infarction and stroke, and its effective treatment reduces cardiovascular morbidity
and mortality [1]. However, the efficacy of anti-hypertensive drugs is still not entirely satisfactory,
and new approaches should be considered [1]. Risks of adverse reaction and medication costs
have focused attention on the use of alternative and complementary natural medicines. Among
nutritional strategies, extra virgin olive oil (EVOO) has been proposed as a good
cardioprotective tool. A systematic reviewand meta-analysis have evaluated the effect of high
versus low polyphenol olive oil on cardiovasculardisease risk factors in clinical trials. They
found some evidence of the improvements in inflammatory markers and blood pressure,
mainly high polyphenol oils conferring some cardiovascular benefits [2]. Yuvero et al. [3]
reviewed findings about the effects of EVOO on cardiovascular risk factors, and the
underlying mechanisms, encouraging future research in order to ascertain not only the effect,
but also the real components responsible for the cardiovascular benefits.

Olea europaea L. leaves have been used to combat high blood pressure, atherosclerosis,
and diabetes [4]. The anti-hypertensive and cholesterol-lowering effects of these leaves
are observedin experimental and clinical studies [5-7]. A reduction of blood pressure has
been observed in spontaneously hypertensive rats (SHR) fed a diet enriched with EVOO
during 12 weeks compared with a standard diet [8]. Sustained administration of oleanolic
acid-enriched pomace olive oil in SHR improved the endothelial function conductance [9]
and resistance arteries [10], by increasing endothelial nitric oxide synthase (eNOS) protein
expression. Minor compounds from olive oil and olive leaves, such as oleuropein, have been
recognized as responsible for acute endothelium-independentvasodilatory effects in isolated
SHR aortae [11]. Moreover, it has been reported that sustained intake ofan oleuropein-enriched
olive leaf extract exerts anti-hypertensive effects on genetic hypertension by improving
vascular function and reducing oxidative and inflammatory status in SHR [12]. These effects are
associated with the inhibition of the angiotensin converting enzyme (ACE). Therefore, olive
oil minor compounds and olive derivatives may be responsible for the anti-hypertensive
effects, and the enrichment of VOOs with these compounds may improve its protective
properties.

The present study primarily evaluated the anti-hypertensive effect of an EVOO enriched
in compounds obtained from olive fruits and leaves compared with a control olive oil in
genetically hypertensive SHR. We also investigated the mechanisms involved in their anti-
hypertensive effect, by evaluating vascular function ex vivo, as well as the antioxidant and

anti-inflammatory status.



2. Materials and Methods
2.1. Experimental Oils

Olive oils were specially prepared for the study at the Cooperativa de San Francisco
de Asis de Montefrio, Granada, Spain. An EVOO with high amounts of phenolic compounds
was selected. Part of the EVOO was enriched selectively with three different extracts obtained
from the olive oil and olive leaves, which contained mainly 200 mg/kg of hydroxytyrosol,
3,4-dihydroxyphenylglycol, and oleuropein, with a total amount of 750 mg/kg of phenolic
compounds in the functional olive oil (FOO). Part of the selected EVOO was washed with
alimentary ethanol to reduce the content of phenolic compounds to 17.6 mg/kg control oil
(CO). Thus, the two experimental oils only differed inthe content of phenolic compounds. Table
1 describes chemical characteristics of the experimental oils used in the study. Quantification of
the individual phenolic compounds belonging to each chemical family is shown in
Supplementary Table S1 [13]. The oils were prepared and frozen in daily aliquots in order to avoid

oxidation

Table 1. Characteristics of the olive oils used in the study.
Characteristics CO FOO
Acidity (%) 0.14 0.14
Peroxide value (meg/Kg) 5. 9.5

3

K270 0.14 0.15
K232 1.79 1.85
DeltaK <0.01 <0.01
Main Fatty acids
Palmithic (C16) (%) 10.12 10.09
Stearic (C18) (%) 3.81 3.79
Oleic (C18:1) (%) 79.71 79.87
Linoleic (C18:2n6) (%) 3.95 3.91
Total ethyl esters (mg/Kg) 7 13
Total sterols (mg/Kg) 1316 1328
Total phenolic compounds (mg/Kg) 17.6 749.9

Individual phenolic compounds quantitative data obtained for the oils evaluated in this
study by the LC-MS method described in Appendix A. Every result (expressed in
mg/kg of olive oil) is the mean value of three independent replicates. RSD values
were lower than 8.4% in every case. CO, control oil. FOO, functional oil. RSD,

relative standard deviation.



2.2. Experimental Design

Animals were purchased from Janvier Labs, CEDEX, France. Thirty SHR of eight weeks
of age were divided into three experimental groups (n = 10). One group was daily
supplemented with 1 mLof the experimental functional olive oil (FOO) that is the EVOO
enriched in bioactive compounds (SHR-FOO), the second group of hypertensive rats was daily
supplemented with a 1 mL of the controloil (CO) (SHR-CO), and a third group of hypertensive
rats (SHR) was used as the control and received1 mL of water daily. In addition, 10 Wistar
Kyoto healthy (WKY-H) male rats with the same age wereincluded as normotensive healthy
controls and received 1 mL of water daily. Oils and water were administered by using a rigid
orogastric tube that went from the mouth to the stomach directly.

All rats had ad libitum access to food and water. Animals were fed on a standard
maintenance diet (Panlab), with 76.2% carbohydrates (fiber 3.9%), 3.1% lipids, 16.1%
protein, and 4.6 mineral-ashs. The animals were treated for 8 weeks with the enriched,
functional, or control olive oils (SHR-FOO orSHR-CO groups, respectively), or with water in
both SHR and WKY-H groups. The experiment was performed in accordance with the
guidelines set by the European Community Council Directives forthe ethical care of animals
(86/609/EEC) and were approved by the ethical committee of Laboratory Animals of the
University of Granada (Spain, permit number 18/07/2017/099).

The systolic blood pressure (SBP) and body weight (BW) were measured weekly during the
course of the experiment. At the beginning of the study, every two weeks, and at the end of
the 8 weeks of intervention, rats were introduced in metabolic cages (Panlab, Barcelon, Spain).
Food and water intake were monitored and urine was collected for 24 h.

The administration of the oils was stopped 24 h before the end of the experiment in order
to study the long-term effects of the active phenolics without the involvement of the effects
of acute administration. After the 8 weeks of intervention, fasting rats were anesthetized with
2.5 mL per kg equitensin (i.p.), and drawn by abdominal aortic puncture by a beveled, which
permits a fractional extraction, to determine plasma variables. To start, 1 mL of blood was drawn
for the measurement ofthe plasma levels of Angiotensin Il. This procedure permits an accurate

measurement of this peptide,



without the activation of the renin-angiotensin system due to the hemorrhage. The rest of the

blood was used to measure the other plasma variables, which are not affected by
hemorrhaging. The bloodwas centrifuged at 1750x g for 10 min at 4 °C. Aliquots of plasma

were frozen immediately at —80 °C until analysis. Lastly, the rats were sacrificed by
exsanguinations, and the kidneys, heart, and thoracic aorta were removed and weighed. The
heart was divided into the right ventricle and the left ventricleplus septum. The length of the
tibia was measured to normalize the morphological variables.
2.3. Blood Pressure Determination

Tail SBP was measured weekly by tail-cuff plethysmography in conscious rats (LE 5001-
PressureMeter, Letica SA, Barcelona, Spain). At least seven determinations were made at every
session, and the mean of the lowest three values within a range of 5 mmHg was the final SBP
value.
2.4. Plasma Biochemical Analysis

Plasma electrolytes (sodium and potassium), low density lipoprotein (LDL) cholesterol,
high density lipoprotein (HDL) cholesterol, total cholesterol, urea, and creatinine were
measured by the autoanalyzer (Hitachi-912, Roche, Granada, Spain). Plasma angiotensin Il
(CEA 005Ra), urinary endothelin-1 (CEA482Ra), plasma interleukin 6 (IL-6, SEA079Ra),
the tumor necrosis factor alpha (TNF-o; SEA133Mi), and the vascular endothelial growth
factor (VEGF, SEA143Ra) were measured by the enzyme-linked immunosorbent assay
(ELISA) kits referred above to Cloud Clone Corp, Katy, TX, USA.
2.5. Urine Biochemical Analysis

At the end of the experimental period, the 24-h urine volume was measured, electrolytes
(sodium and potassium), urea, and creatinine were measured by the autoanalyzer (Hitachi-
912, Roche, Granada, Spain), and proteinuria by using the DC Protein Assay Kit (Bio-Rad,
Madrid, Spain).Creatinine clearance, and the water and sodium balance were calculated in 24
h-urines as biomarkers of renal function. Total nitrate/nitrite in urine was measured by a
colorimetric kit (Cayman Chemicals Company, Ann Arbor, MI, USA).

ELISA kits were used to measure 24 h urine oxidative stress biomarkers, Fo-isoprostanes,

and 8-hidroxy-2J-deoxyguanosine (8-OH-dG) (EA85, from Oxford Biomedical Research,
Rochester Hills, MI, USA, and JAI-KOG-200SE, from Bio-Connect B.V. The Netherlands,
respectively), and endothelin-1 (CEA482RA, from Cloud Clone Corp, Katy, TX, USA).
2.6. Vascular Reactivity in Aortic Rings

Segments of thoracic aortic rings were mounted in an organ chamber filled with a Krebs
solution(NaCl 118 mM, KCI 4.75 mM, NaHCOs 25 mM, MgSO4 1.2 mM, CaCl, 2 mM,

KH2POs 1.2 mM, and glucose 11 mM) at 37 °C, gassed with 95% O, and 5% CO., and



maintained at a resting tension of 2 g.lsometric tension was determined using an isometric
force-displacement transducer (Letigraph 2000, Madrid, Spain) connected to an acquisition
system, as previously described [14].

The concentration-relaxation response curves to acetylcholine (10-9-10—4 M) were
analyzed in rings pre-contracted to the same tension with phenylephrine (0.3 x 10—6 and
10—6 M, in WKY-H and SHR, respectively). The concentration—relaxation response curves
to nitroprusside (10—10-10—6 M) were obtained at dark in rings without endothelium
precontracted to the same tension with phenylephrine.

Endothelium-dependent contractions to acetylcholine were tested in aortic rings initially
stimulated with 80 mM KCI. After washing in the Krebs solution, and incubating for 30 min
with N-nitro-L-arginine methyl ester (L-NAME) (10—4 M), increasing doses of acetylcholine
were added (10—9—10—4 M). The contractile responses to acetylcholine were expressed as a
percentage of the response to KCI.

2.7. Statistical Analysis

All variables data are presented as the mean values = standard error of the mean
(SEMs). The normality of variables was evaluated with the Kolmogorov and Shapiro-Wilk
tests. In all cases, more than 95% of the data were analyzed. One-factor ANOVA or Kruskal-
Wallis tests were used (depending on whether the normality assumption was met). To identify
the difference between groups, the Bonferroni post hoc test was used. A p < 0.05 value was
considered significant. The Statistical Package for the Social Sciences version 20 software
was used to perform the statistical analysis (SPSS Inc., Chicago, IL, USA).

3. Results
3.1. Time-Course of Body Weight, Food Intake, Water Intake, and Diuresis

Body weight, food and water intake, and diuresis time-courses are shown in Figure 1. Body
weight was lower in all SHR compared with the WKY-H rats, which is characteristic in
these strains.No significant differences were found in treated and untreated SHR groups,
which indicates that no toxic effects are associated with the enriched olive oil consumption,
despite a slight decrease in bodyweight after the fourth week of the study. Food intake was
around 20 g/day in all groups along the eight weeks of intervention, without significant
differences among groups. Water intake was similar in the four experimental groups. Diuresis

also increased in all SHR groups compared with the healthy WKY-H animals from the fourth



week of treatment.
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3.2. Effects of Enriched Olive QOil on Blood Pressure in SHR

Figure 2 depicts the time course of the tail SBP in the groups. Tail SBP was around 40
mmHg higher in SHR untreated group with respect to the WKY-H one throughout the study.
Progressive reduction in SBP was detected at the end of the fourth week of FOO
administration, which became significant from the fifth week (p = 0.006), and reached
maximum at the eighth week of treatment (p = 0.001) versus the control SHR group (—30.3 £
3.2 mmHg, with respect to the SHR untreated group). This decrease did not reach the values of
control WKY-H, remaining 19.3 + 0.3 mmHg higher than the healthy animals at that time.
Supplementary Figure S1 shows SBP at the beginning and at the end ofthe intervention. A
significant reduction of SBP is observed after the eight weeks of treatment with the FOO
compared with the baseline (p = 0.001).
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Figure 2. Time course of tail SBP measured by tail-cuff plethysmography in the
experimental groups. Data are mean = SEM. The ANOVA test was used to compare
results among groups for normal distribution variables. The Bonferroni post hoc test
was used for multiple comparisons among groups.p < 0.05 was considered significant.
Different superscript letters indicate significant differences between post-intervention
results (a,b,c). SHR, spontaneously hypertensive rats. SHR-CO, spontaneously
hypertensive rats supplemented with the control olive oil. SHR-FOO, spontaneously
hypertensive rats supplemented with the functional olive oil. WKY-H, Wistar Kyoto
healthy rats.



3.3. Vasoactive Peptides: Plasma Angiotensin Il and Urinary Endothelin-1

Sustained administration of the enriched EVOO produced a significant decrease in plasma
levels of angiotensin Il in SHR-FOO when compared with SHR. In addition, plasma
angiotensin 1l levels tended to be lower after administration of the control olive oil
compared with the SHR controlgroup (p = 0.125). Differences were also found between the
two supplemented groups of rats and theWKY -H animals (Figure 3A). Total urinary excretion
of endothelin-1 showed a similar pattern to thatobserved for plasma angiotensin Il. Thus, the
SHR-FOO group had lower levels of urinary endothelin-1 compared with the SHR, while
endothelin-1 levels tended to be lower after treatment with the controloil (p = 0.102) (Figure
3B).
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Figure 3. Vasoactive peptide concentrations after EIGHT weeks of intervention: plasma
angiotensin Il (A), urinary endothelin-1 (B), and data are mean + SEM. The ANOVA test and
the Bonferroni post hoc were used to compare results among groups. p < 0.05 was considered
significant. SHR: spontaneously hypertensive rats. SHR-CO, spontaneously hypertensive rats
supplemented with the control olive oil. SHR-FOO, spontaneously hypertensive rats

supplemented with the functional olive oil. WKY-H, Wistar Kyoto healthy rats.

3.4. Morphological Variables
At the end of the study period, the SHR groups had significantly higher heart and left
ventricularweight in absolute values (HW and LVW, respectively) compared with the
WKY-H group, as wellas the indices relative to body weight (HW/BW and LVW/BW,
respectively). These variables were significantly lower in SHR-FOO when compared with
the SHR control group. The kidney weight in absolute values (KW) or the indices relatives
to body weight (KW/BW) were similar in the four groupsof rats (Table 2).



Table 2. Morphological variables in the experimental groups.

WKY-H SHR SHR-CO SHR-FOO p

FBW(g) 4449 + 4.0 403.4+9.7%  3949+8.0® 390.5+10.8®° 0.001
KW (g) 1.3+0.02 1.2 +0.04% 1.2+0.03*  1.2+0.02® 0.020
HW (g) 1.0 £ 0.01° 1.3 £0.03® 1.3+£0.03®  1.2+0.03% 0.001
LVW (mg) 0.86 +0.01° 1.1 +0.02% 1.2+0.03*®  1.0+0.03% 0.001
KW/BW (mg/g) 2.9 +0.05 3.1+0.09 3.0 £ 0.06 3.1+0.08  0.147
KW/LT (mg/mm) 26.1+0.5 25.2+0.8 23.8+0.6 242+05  0.050
HW/BW (mg/g) 2.4 +0.022 3.3+0.1° 3.3+£0.08° 3.1+£0.07° 0.001
LVW/BW (mg/g) 1.9 +0.022 2.8 +£0.09 3.0+008"  26+005° 0.001

LVW/LT (mg/mm) 17.4 +0.312 225+ 0.4 23.7+0.70°> 20.0+0.4° 0.001

Data are means = SEM. ANOVA test were used to compare results between groups for normal
distribution variables, and the Kruskal Wallis test for non-normal distribution variables. The
Bonferroni post hoc test was used for multiple comparisons among groups. P<0.05 was considered
significant. Different superscript letters indicate significant differences between post-intervention
results @), FBW, final body weight; CO, olive oil; FOO, functional olive oil; HW, heart weight;
KW, kidney weight; LVW, left ventricular weight; SEM, standard error of the mean; SHR,
spontaneously hypertensive rats; WKY-H, Wistar Kyoto healthy rats.

3.5. Plasma Urine Biochemical Variables

Table 3 shows plasma and urine biochemical variables. There were no significant
differences in plasma sodium, urea, HDL cholesterol, and LDL cholesterol among groups.
Total cholesterol was lower in the SHR-FOO than in the WKY-H group (p = 0.03), and tended
to be lower compared with the SHR group (p = 0.106). Plasma creatinine was higher in the
SHR control group when compared withthe olive oil treated groups and the WKY-H animals.

Diuresis and urine creatinine excretion were higher in all hypertensive rats after eight
weeks of treatment compared with healthy WKY. However, creatinine clearance was
significantly lower after the treatment with both the CO and the FOO compared with the
control SHR and WKY-H animals.

Natriuresis was higher in the animals treated with the CO compared with the healthy WKY.
Urinarynitrite levels were significantly higher in the FOO group compared with the SHR and
WKY control groups (p = 0.004 and p = 0.04, respectively), and in the SHR-CO group
compared to the SHR group (p = 0.028). No differences were observed between groups in

kaliuresis, proteinuria, and water and sodium balances among groups (Table 3).



Table 3. Plasma urine biochemical variables in the experimental groups after 8 week-

intervention.

WKY-H SHR SHR-CO SHR-FOO p
Plasma
Sodium (mEa/L) 1441 0.7 1439+1.2 1447 £0.9 1441+0.8 0.940
Potassium (mEg/L) 43+0.1% 474020 424012 43+0.07% 0.040
Creatinine (mg/dL) 0.4+0.03% 0.5 +0.05% 0.4+0.03 0.4 +0.03% 0.004
Urea (mg/dL) 375+14 412+28 41.9+1.9 40.0 +1.43 0.400
Total Cholesterol (mg/dL) 79.9 +3.3° 77.9+5.9% 743+2.2% 65.2+ 1.87° 0.020
HDL Cholesterol (mg/dL) 632426 63.6+5.0 59.4+2.0 63.2+2.7 0.770
LDL Cholesterol (mg/dL) 9.2+0.7 108+1.1 100407 9.2+0.74 0.500
Urine
Diuresis (mL/100gr/24h) 1.3+0.06° 27+02° 28+01° 27+022 0.001
Natriuresis (LEq/100gr/24h) 243.7£31.1° 285.8 + 27.0% 336.7 +20.9° 2484+18.1%  0.040
Kaliuresis (MEq/100gr/24h) 520.5+50.8 609.4 + 40.9 617.7+37.9 5315 +50.0 0.320
Creatinine (mL/min/kg) 1.8+0.1° 2.7+0.12 28+0.12 25+0.12 0.001
Clearance/Creatinine (mL/min/k¢ 0.64 £0.07° 0.63 +0.05° 0.94 +0.06? 0.91 +.082 0.001
Proteinuria (g/dL) 28423 29+21 2610 23%21 0.200
Nitrites pM 208.1 + 43.9° 144.8 +50.1° 344.4 + 41 5° 3933+48.7%  0.002
Water balance (mL/100g/24h) 34+06 46+07 39+03 3602 0.510
Sodium balance (UEq/100g/d) 462.9+38.7 528.4 + 45.7 415.4+82.1 587.4 + 61.7 0.210

Data are means + SEM. ANOVA test were used to compare results between groups for normal
distribution variables, and the Kruskal Wallis test for non-normal distribution variables. The Bonferroni
post hoc test was used for multiple comparisons among groups. p<0.05 was considered significant.
Different superscript letters indicate significant differences between post-intervention results @, CO,
control olive oil; FOO, functional olive oil; SEM, standard error of the mean; SHR: spontaneously
hypertensive rats; WKY, Wistar Kyoto healthy rats.

3.6. Oxidative and Inflammatory Biomarkers

Table 4 shows the urinary oxidative and plasma inflammatory biomarkers after eight
weeks of treatment. Both urinary 8-OH-dG and Fz-isoprostanes excretion was lower in all
SHR animals whencompared with healthy WKY:. In addition, after the treatment with the FOO,
8-OH-dG was lower thanin the SHR and SHR-CO groups. No effect of the olive oil treatment
was observed with regard to urinary Fo-isoprostanes levels when compared with the SHR
group. Plasma TNF-a was lower after the treatment with the FOO when compared with the
healthy animals. No difference was observed between groups in plasma interleukin I1L-6 and
VEGEF (Table 4).



Table 4. Oxidative stress and inflammatory biomarkers after 8 week-intervention.

WKY-H SHR SHR-CO SHR-FOO P

Urine

8-OH-DG 53.2 +5.0° 26.7 £4.2° 245 +4.4° 17.1+£4.42 0.001
(ng/mL)

Fo-isoprostanes 7.6+0.8 3.8+0.5° 2.8+0.3 3.3+0.3 0.001
(ng/mL)

Plasma

IL-6 (pg/mL) 3.6+0.1 3.3+£0.1 3.4+01 3.3+£0.2 0.280
TNFa (pg/mL) 459 +8.9° 26.3+2.7% 24.4 +3.2% 23.6 £3.2° 0.021
VEGF-A (pg/mL) 129+1.3 10.6 £0.7 9.6+£05 11.5+£0.7 0.060

Data are means = SEM. ANOVA test were used to compare results between groups for normal
distribution variables, and the Kruskal Wallis test for non-normal distribution variables. The
Bonferroni post hoc test was used for multiple comparisons among groups. P<0.05 was considered
significant. Different superscript letters indicate significant differences between post-intervention
results @, CO, control olive oil; FOO, functional olive oil; IL-6, interleukin 6; SEM, standard
error of the mean; SHR: spontaneously hypertensive rats; WKY-H, Wistar Kyoto healthy rats;
TNFo, tumor necrosis factor alpha; VEGF-A, vascular endothelial growth factor A.

3.7. Ex-Vivo Effects on Vascular Function
Aortae endothelium-dependent vasodilator responses to acetylcholine were higher in
healthy WKY and in FOO-supplemented animals, at the higher concentrations in arteries

stimulated with phenylephrine, when compared to aortae from control SHR (Figure 4A). In

the presence of L-NAME(lO_4 M), aortae from the three groups of SHR showed an increased
endothelium-dependent vasoconstrictor response to acetylcholine than those obtained from
WKY rats. Supplementation with the two olive oils did not significantly modify the
endothelium-dependent vasoconstriction with respect to untreated SHR (Figure 4B). To
analyze whether the changes in the responsivenessto acetylcholine are due to a fault in NO
signaling in the vascular smooth muscle, we evaluated the effect of nitroprusside, which is
a molecule that activates soluble guanylyl cyclase in vascular smooth muscle, mimicking the
effects of endogenous NO. The concentration-response curves to the endothelium-independent
vasodilator nitroprusside were similar in WKY, SHR, and SHR-CO animals, but were markedly
increased in aortae from FOO-treated rats when compared with the rest of the experimental

groups (Figure 4C).
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Figure 4. Ex vivo endothelium-dependent vasodilator responses to acetylcholine

(A), endothelium- dependent vasoconstrictor responses to acetylcholine in the
presence of L-NAME (1074 M) (B),and endothelium-dependent vasodilator
responses to nitroprusside (C) in aortic rings. Data are means + SEM. @ p < 0.05
compared with SHR control rats; b p < 0.05 compared with the WKY healthy group.
C p < 0.05 compared with SHR-CO rats. SHR, spontaneously hypertensive rats.

SHR-CO, spontaneously hypertensive rats supplemented with the control olive oil.
SHR-FOO, spontaneously hypertensive rats supplemented with the functional olive

oil. WKY-H, Wistar Kyoto healthy rats.



4. Discussion

Olive oail is the main lipid source of the Mediterranean diet. Adhesion to this diet could
contribute tothe prevention of age-related hypertension [15]. The Mediterranean diet prevention
study (PREDIMED) reported lower values of diastolic BP (DBP) in individuals consuming a
Mediterranean diet with EVOO when compared with subjects consuming a low-fat one [16]. The
main finding of the current study is that the daily treatment with 1 mL of an EVOO, enriched with
bioactive compounds, obtained from the olive fruits and leaves (750 mg/kg), reduced SBP and
vasoactive peptides: angiotensin Il and endothelin-1, and increased urinary NO, after eight weeks
of treatment in an experimental model of genetically hypertensive rats. The beneficial effect on
these biomarkers was also found after the treatment with a control EVOO containing only 17.6
mg/kg of phenolic compounds, but not reflected in an SBP change. Our data also show additional
health benefits, such as the improvement of cardiac hypertrophy, 8-OH-dG, and ex-vivo
endothelial dysfunction in the group treated during eight weeks with the enriched EVOO when

compared with the control hypertensive rats.

The progressive anti-hypertensive effect of the enriched EVOO was observed from the fifth
week of intervention, and was accompanied by a decreased cardiac hypertrophy (reflected in the
lower left ventricular weight) after eight weeks of treatment. Sustained consumption, during at
least two weeks of a diet enriched with EVOO, prevented the increase of SBP in younger SHR
rats, without cardiac hypertrophy reduction [8]. In our study, the anti-hypertensive effect was not
confirmed after treatment with CO. This indicates that the effect may be related to the presence of
phenolic compounds in the EVOO. A previous study has reported that blood pressure decreased
after two weeks of oral administration of an oleuropein-enriched olive leaf extract (15%), and,
subsequently, cardiac hypertrophy also decreased after five weeks of its administration [12]. In
addition, healthy subjects who consumed an oleuropein extract showed a decrease in SBP and
DBP after six weeks of treatment [17]. These results support clinical data proposing that VOO is
more efficient than any other type of dietary oil at reducing blood pressure. Moreover, this effect
is not only mediated through the VOO MUFA content, but also through its bioactive minor
components, mainly polyphenols [18,19]. However, the knowledge concerning the mechanisms

underlying the antihypertensive effect of olive oil components is still lacking.

Endothelial dysfunction, which is a critical event in the development of hypertension, is
controlled by several vasoactive peptides. Among them, angiotensin Il and endothelin-1 actively
contribute to the pathogenesis of hypertension and its complications [20]. The sustained presence
of angiotensin Il type 1 receptor antagonists prevents and attenuates the development of
hypertension, cardiac hypertrophy, oxidative stress, and renal injury in SHR [21]. In addition,

hypertension is associated with impaired NO production and bioavailability [22]. Our results show



that VOO, independently of the polyphenol content, produced a decrease in plasma angiotensin 11
and urinary endothelin-1 concentrations, and, in parallel, an increase of NO. These effects may
contribute to a decrease in the SBP after treatment with FOO, but their change was not enough to
decrease SBP after the intake of the control oil, which indicates that other mechanisms might be
implicated in the anti-hypertensive effect of the enriched oil. Previous authors have reported that
olive oil intake induces changes in serum angiotensinase activity in animals [23] and humans [24].
In addition, the aqueous extract of Olea europaea leaves has been associated with the inhibition of
ACE invitro [25]. Storniolo et al. [26] demonstrated that hydroxytyrosol and a polyphenol-enriched
EVOO extract reduced in vitro endothelin-1 secretion in experimental conditions. They simulated
hyperglycemia and high free fatty acid levels observed in diabetes, which suggests that VOO
polyphenols are involved in endothelial protection [26]. The present data are in accordance with
previous reports concerning the fact that human consumption of olive oil rich in polyphenols
decreases endothelin-1 both in vivo and ex vivo [27]. The lower angiotensin Il plasma levels
observed after the administration of the two EVOO may influence endothelin-1 modification. This
could be a similar process since it occurs with angiotensin Il inhibitors, such as losartan, which
reduce urinary endothelin in the renal cortex of SHR [21], or enalapril, which decreases plasma
endothelin levels in SHR [28]. Martin-Pelaez et al. [29] reported that supplementation with 25
mL/day of VOO containing 366 mg/kg of phenolic compounds modulates the expression of some
of the genes related to the renin-angiotensin-aldosterone system, which proposed a possible
mechanism underlying the reported decrease of SBP. In addition, it is possible that the endothelin-
1. modification is involved in the increase of creatinine clearance produced by enriched EVOO,
since several authors have suggested that kidney-derived endothelin exerts considerable renal

effects, i.e.; decreasing the glomerular filtration rate and renal blood flow [30,31].

Other mechanisms may underlie differences observed between the two treatments. Enriched
EVOO improved the ex-vivo acetylcholine-altered responses observed in aortae from SHR, which
indicates a protective role in agonist-induced NO bioactivity. These results are in agreement with
previous data showing that sustained oleuropein treatment ameliorated endothelium—dependent
acetylcholine-induced vasodilation [12]. SHR showed an increased endothelium-dependent
vasoconstriction induced by acetylcholine, which could be attributed to an increased endothelial
release of vasoconstrictor prostanoids [32]. Acetylcholine-induced vasoconstriction was not
affected by enriched EVOO, which suggests that the reduction in the release of endothelium
dependent constrictor factors, such as TXB2 or TXA,, could not participate in the blood pressure
lowering effect induced in this model. In the present study, the relaxing response to nitroprusside
was augmented in the aortae from the enriched-oil treated group. This mechanism is not usually
observed with antihypertensive agents, which suggests that an increased sensitivity to NO might

improve endothelial dysfunction and blood pressure. Thus, and in accordance with the in vivo



data, the differential functional changes observed in endothelium-dependent relaxation induced by
the enriched EVOO could be attributed to the modulation of NO sensitivity.

Anti-hypertensive treatments are usually accompanied by a reduction in oxidative stress in
SHR [12,21,28]. The antioxidant properties of olive oil polyphenols have been demonstrated in
vitro [33], in experimental models [34], and in clinical trials [3,35]. A recent meta-analysis has
suggested that a moderate polyphenol contain 56 mg polyphenols/L may be sufficient to maintain
8-OH-dG production [36]. Our results show that the urinary excretion of oxidative stress
biomarkers was lower after supplementations with the enriched EVOO but not after the intake of
the control VOO containing 17.6 mg/kg of phenolic compounds. These data concur with the
reduced oxidative stress produced by an oleuropein-rich olive leaf extract in hypertensive/diabetic
rats [37], and in rats fed a carbohydrate-high fat diet [38]. It has been suggested that different
minor components of EVOO, such as hydroxytyrosol and/or oleuropein, probably mediated the
antioxidant effect of EVOO [8,39]. In addition, the antioxidant effects of the enriched EVOO
might be influenced by the anti-hypertensive effect, directly or mediated by the reduction of
plasma levels of angiotensin 11, since this molecule induces nicotinamide adenine dinucleotide
phosphate oxidase (NADPH) activation [40,41], and its blockade reduces oxidative stress [21]. In
accordance with previous studies [35], we did not find effects of VOO treatments on F2-
isoprostanes as biomarkers of lipid oxidation. Anti-inflammatory effects of EVOO have been
previously described [36,42]. A systematic review has concluded that the sustained consumption
of VOO may reduce the plasma levels of IL-6 and TNF-a when associated with the Mediterranean
diet and healthy lifestyle [43]. However, in the present work, we did not observe any effect of
VOO treatments on plasma inflammatory biomarkers, probably because it is not associated to a

Mediterranean pattern.

We observed higher levels of oxidative and inflammatory biomarkers in healthy animals. Since the
link between oxidative stress and a systemic inflammation is well described [44], our results are
consistent since both oxidative and inflammatory biomarkers are lower in SHR than in WKR. To
our best knowledge, no previous studies have compared oxidative and inflammatory biomarkers in
healthy WKR versus this model of genetic hypertension. Thus, more studies are needed to clarify
the antioxidant and anti-inflammatory effects of enriched-VOOs in other experimental animal

models and in human trials.

Lastly, there is no consensus about the effect of VOO on plasma cholesterol levels. Our data
show that total cholesterol was reduced in SHR after the enriched EVOO treatment, which
indicates a possible hypo-cholesterolemic effect. This decrease is not associated with any
particular lipoprotein. Tsartsou et al. [36] has revealed that a decrease of total cholesterol is related
to the polyphenol contains [44], what is in accordance with the present results.



5. Limitations and Strengths

Although the results obtained in animal model are promising, clinical trials are needed to confirm
these results, particularly in pre-hypertensive and hypertensive humans. Assuming that the rats
consume approximately 70 kcal/day and the average balanced diet in humans is 2000 kcal/day, the
dose of olive oil administered in rats (1 mL/day) is comparable to an intake of olive oil in a human
diet of 26 mL/day [45].

Knowledge on the molecular mechanisms responsible for benefits of VOO on hypertension could
elucidate potential new pharmacological treatments and functional food, all of which would lead to

better cardiovascular prevention.
6. Conclusions

In conclusion, these results demonstrate that sustained treatment with EVOO containing at
least 17.6 mg/kg of phenolic compounds may decrease vasoconstrictor biomarkers and increase
vasodilatory NO. In addition, enrichment with bioactive compounds (750 mg/kg of phenolic
compounds, mainly hydroxytyrosol, 3,4-dihydroxyphenylglycol, and oleuropein) from the olive
fruit and leaves may also lead to: (1) a reduction in hypertension and cardiac hypertrophy, (2)

improved endothelial dysfunction,

(3) a decreased oxidative status and (4) a reduced plasma total cholesterol levels in SHR.
Therefore, the addition of an enriched EVOO to the diet may be a useful tool against high blood
pressure and plasma cholesterol levels, which are two risk factors for cardiovascular diseases.

Supplementary ~ Materials:  The  following are  available  online  at

*
http://www.mdpi.com/2072-6643/11/8/1728/s1, Table S1: Detailed composition of the olive oils
used in the study. Figure S1: Systolic blood pressure at the beginning and end of the intervention.

The data are means SEM. The ANOVA test were used to compare results between groups for a
normal distribution variable, and for multiple comparisons among groups. The Bonferroni post
hoc test was used. p < 0.05 was considered significant. SHR, spontaneously hypertensive rats.
SHR-CO, spontaneously hypertensive rats supplemented with the control olive oil. SHR-FOO,
spontaneously hypertensive rats supplemented with the functional olive oil. WKY-H, Wistar

Kyoto healthy rats.
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Appendix A

Quantitative determination of phenolic compounds in the used EVOOs. The quantitative
characterization of the oils that were administered to the rats was carried out by applying a slightly
modified liquid chromatography coupled to mass spectrometry (LC-MS) multi-class methodology
previously reported elsewhere [13]. In short, 1 (+ 0.01) g of EVOO was subjected to a three steps
liquid-liquid extraction protocol with ethanol/water mixtures in different proportions. Then, the
supernatants were collected together, evaporated to dryness and re-dissolved in 1 mL of
ethanol/water (80:20, v/v). After filtering them through a 0.22-um nylon syringe filter, the
prepared extracts were injected into the LC-MS system consisting of an Agilent 1260 LC (Agilent
Technologies, Waldbronn, Germany) coupled to a Bruker Daltonics Esquire 2000TM ion trap MS
(Bruker Daltonik, Bremen, Germany) by means of an electrospray interface. Chromatographic

separation was carried out at 40 °C in a Zorbax Extend C18 column (4.6 x 100 mm, 1.8 um particle



size) (Agilent Technologies) by applying a 30-minute mobile phase gradient program using
acidified water and acetonitrile at a flow rate of 1 mL/min. Full scan MS spectra (50-1000 m/z)
were acquired in negative polarity with a capillary voltage of + 3200 V from the beginning to 17
minutes and + 3500 V from that time to the end of the run. Source parameters were set as follows:
30 psi of nebulizer pressure, 9 L/min of drying gas flow, and 300 C of drying gas temperature.
Compounds lacking commercially available standards were quantified in terms of a compound
presenting a related chemical structure. Hydroxytyrosol calibration curve was used to quantify 3,4-
dihydroxyphenylglycol and chlorogenic acid. Secoiridoids (in glycosylated and aglycone forms)
were quantified in terms of oleuropein. Flavonoid glucoside isomers were quantified considering
the corresponding 7-O-isomer. Luteolin was used for diosmetin quantification and syringaresinol
and acetoxypinoresinol concentrations were calculated by comparison with the pinoresinol MS

response.
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Abstract:

Scope. The postprandial effects of virgin olive oils (VOOSs) enriched with phenolic compounds
and triterpenes from the olive fruit on plasma glucose and insulin (primary outcomes), and
gastrointestinal hormones responses were evaluated in healthy adults.

Methods and results. Single doses (30 mL) of three oils were evaluated: optimized
polyphenols-rich VOO (OVOO); functional olive oil (FOO): OVOO enriched with triterpene
acids; and VOO with low content of polyphenols. Postprandial plasma insulin release was
lower after the intake of the FOO compared to VOO, while plasma glucose levels were lower
after the intake of the VOO compared to OVOO. Matsuda's index of insulin sensitivity
improved after the intake of FOO and OVOO, while the insulinogenic index and gastric
inhibitory polypeptide (GIP) tended to improve after the intake of OVOO.

Conclusion: The enrichment of VOOs with bioactive compounds
from the olive fruit increases its benefits, improving postprandial insulin release and peripheral

tissue sensitivity.

Keywords: gastrointestinal hormones, insulin sensitivity, olive oil, phenolic compounds,
triterpenic acids.

Abbreviations: ANOVA, analysis of the variance; iAUC, incremental area under the curve;
CVD, cardiovascular disease; FOO, functional olive oil; GIP, gastric inhibitory polypeptide;
GLP-1, glucagon-like peptide 1; INSI, insulinogenic index; GLM, general linear model; LMM,
linear mixed-effects model; MetS, metabolic syndrome; OVOO, optimized virgin olive oil; PP,
pancreatic polypeptide; PYY, peptide YY; SPSS, statistical package for the social sciences;
T2D, type-2 diabetes; VOO, virgin olive oil.
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INTRODUCTION

Metabolic syndrome (MetS) and diabetes are chronic metabolic diseases characterized by
increased insulin resistance and decreased insulin sensitivity. Elevated postprandial glycemic
has been associated with a higher incidence of cardiovascular events in patients with and
without type-2 diabetes (T2D) (Mannucci et al., 2012; O’Keefe et al., 2008). The American
Heart Association considers glycemia to be one of the major controllable risk factors for
metabolic diseases (Association, 2020).

Virgin olive oil (VOO), the Mediterranean diet's main fat source, is considered one of the
healthiest dietary fats, associated with a low MetS prevalence (Estruch et al., 2018). Indeed,
VOO promotes cardiovascular benefits and improves glycemic control, and, consequently,
MetS (Yubero-Serrano et al., 2019). In 2017, a systematic review and meta-analysis in healthy
adults provided evidence that the intake of VOO could be beneficial for the prevention and
management of T2D (Schwingshackl et al., 2017).

VOO contains bioactive compounds with recognized beneficial properties, such as polyphenols
(Ditano-Vazquez et al., 2019; Peyrol et al., 2017), and triterpenic acids (Allouche et al., 2009;
Guinda et al.,, 2010). Within them, hydroxytyrosol has demonstrated antioxidant,
cardioprotective (Carluccio et al., 2003), anticancer (Fabiani, 2016) and neuroprotective
(Rodriguez-Morato et al., 2015) properties. This compound also decreases the risk of MetS
(Lemonakis et al., 2017). Triterpenic acids (oleanolic acids and maslinic acid) has demonstrated
cardioprotective effects (de la Torre et al., 2020), and improve several factors related to MetS
(Sharma et al., 2018). In humans, they exert beneficial effects against T2D and improve the
response to insulin (Castellano et al., 2013), increasing glycogen synthesis and inhibiting
gluconeogenesis and glycogenolysis in mice (Wen et al., 2005).

Insulin and gastrointestinal hormones, namely glucagon-like peptide 1 (GLP-1), gastric
inhibitory polypeptide (GIP), ghrelin, pancreatic polypeptide (PP), and peptide YY (PYY), are
secreted in response to eating to regulate the postprandial glucose response, among other
physiological functions. Thus, they contribute to gastric emptying, and satiety and satiation.
Therefore, they are crucial in maintaining steady body weight and thus influence overweight,
obesity, and associated high-prevalent metabolic and cardiovascular comorbidities. The gastric
emptying determines the rate of blood glucose postprandial increase, causing the release of
incretins that stimulate insulin secretion (Little et al., 2006). As far as we know, no studies have
analyzed the effect of VOO or any of its components on postprandial release of insulin and
gastrointestinal hormones in humans.

Therefore, the objective of the present study was to compare the postprandial effect of three

olive oils with different bioactive compounds content: phenolics and triterpenic acids, on
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plasma concentration of glucose, insulin, and gastrointestinal hormones, insulinogenic index

and insulin sensitivity in healthy adults.

2. MATERIALS AND METHODS

2.1 Studied olive oils

The present study is part of the NUTRAOLEUM trial (ClinicalTrials.gov ID: NCT02520739).
Three olive oils with a different concentration in bioactive compounds and the same fatty acid
profile were evaluated: 1) an optimized VOO (OVOO), high in phenolic compounds (490 ppm
of phenolic compounds and 86 ppm of triterpenic acids); 2) a functional olive oil (FOO), a
VOO high in phenolic compounds and additionally enriched with triterpenic acids, that was
prepared by adding maslinic and oleanolic acids to the OVOO (487 ppm of phenolic
compounds and 389 ppm of triterpenic acids respectively); and 3) a standard VOO obtained
after cold washing of the OVOO to decrease the amount of polyphenols (124 ppm of phenolic
compounds and 86 ppm of triterpenic acids). The characteristics and the nutritional

composition of experimental oils have been described in detail elsewhere (Biel et al., 2016).

2.2 Study design

The NUTRAOLEUM trial is a randomized, double-blind, crossover and controlled trial
conducted in Virgen de las Nieves and San Cecilio General Hospitals of Granada, Spain. The
study design, the characteristics of the healthy adults, aspects of their diet, and intervention
have been described in detail previously (Biel etal., 2016). In brief, the subjects were randomly
assigned to three olive oils administration sequences (sequence 1: OVOO, VOO, and FOO
olive oil; sequence 2: VOO, FOO, and OVOO olive oil; and sequence 3: FOO, OVOO, and
VVOO), paired by gender and age. Olive oils were sequentially administered over three periods
of three weeks of intervention, preceded by two weeks of washout periods in which participants
were requested to avoid olives and olive oil consumption. A subsample of 18 participants was
chosen for a postprandial study, which was carried out the first day of each period of

intervention, as specify below (de la Torre et al., 2020).

2.3 Postprandial intervention

Before the postprandial intervention, 10 h-fasting venous blood samples were collected. Then,
30 mL of the corresponding olive oil (VOO, OVOO, or FOO) were administered as a single
dose with a piece of bread (80 g) and a glass of water (200 mL) (de la Torre et al., 2020). Blood
samples were taken at 30, 45, 60, 120 and 240 min by using EDTA-coated tubes. For the
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determination of plasma gastrointestinal hormones, Pefabloc SC (AEBSF) (Roche), which is
needed for ghrelin determination (1 mg/mL), and dipeptidyl-dipeptidase 1V inhibitor (Linco),
which is needed for the determination of GLP-1 (50 uM), were added to the whole blood.
Blood samples were centrifuged at 1750 x g, 4 °C, during 15 min, and aliquots of plasma were
immediately frozen and stored at -80 °C until analysis.

2.5 Analytical methods

Plasma glucose was analyzed using a colorimetric kit (ref. BSIS46-E, Spinreact, Spain)
(coefficient of variation (CV): 4.79%). Plasma concentrations of insulin and gastrointestinal
hormones were determined using a MILLIplex™ kit, with the Luminex 200 multiplex assay
system built on XMAP technology with the Human Gut Hormone Panel (Millipore Iberica S.A.,
Madrid, Spain) as previously described (Gonzalez-Anton et al., 2015) (CV: 6.17% for insulin
and 5.97, 8.61, 5.93, 8.38 and 9.85 %, respectively for GIP, GLP-1, ghrelin, PP and PYY). The
incremental areas under the curves (IAUCs) of postprandial glucose, insulin and
gastrointestinal hormones were calculated using a trapezoidal method (Brouns et al., 2005)

from baseline to 240 min.

2.6 Pancreas functionality and insulin resistance and sensitivity indices

To describe the metabolic state of volunteers at baseline, pancreatic B-cell function was
estimated as the homeostatic model assessment of B-cell functionality index (HOMA-B) as
described by Ahren et al. (Ahren et al., 2008) at fasting time: HOMA- = (20 x plasma insulin
(mUI/L)) / (plasma glucose (mmol/L)) - 3.5). Fasting peripheral tissue insulin resistance was
estimated using the homeostatic model assessment index of insulin resistance (HOMA-IR) that
was calculated following the equation HOMA-IR = (plasma insulin (mUI/L) x plasma glucose
(mmol/L)) / 22.5 (Matthews et al., 1985) at fasting time. Fasting peripheral tissue insulin
sensitivity was also estimated using the Quantitative Insulin-Sensitivity Check Index
(QUICKI), by using the inverse of the sum of the logarithms of the fasting insulin (uU/mL)
and fasting glucose (mg/dL) (Katz et al., 2000).

Postprandial peripheral tissue insulin sensitivity was assessed based on the Matsuda index,
calculated as (10,000/square root of [fasting glucose x fasting insulin] x [mean glucose x mean
insulin during postprandial time] (Matsuda & DeFronzo, 1999). The insulinogenic index (INSI)
was calculated as (Insulin (mU/L) at 30 minutes — fasting insulin (mU/L)) / (Glucose (mg/dL)
at 30 minutes — fasting glucose (mg/dL) as previously described (Aono et al., 2018).

2.7 Statistical analysis

Sample size estimation (n=18) was carried out considering the specific variance of the main
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outcome of the postprandial study with a type I error a=0.005 (2-sided), a type Il error =0.2
(80% power), and assuming a 10% of dropout rate (de la Torre et al., 2020).

Baseline clinical and biochemical characteristics of the subjects and intervention data are
presented as adjusted mean values + standard error of the mean (SEMs). The normality of
variables was assessed using Q-Q graphs. Missing data were imputed using appropriate
methods. The outliers for each intervention were removed if kurtosis >1 and asymmetry >1 in
the distribution of the responses. Variables were analyzed using a linear mixed-effects model
(LMM). Post-hoc multiple comparison were analyzed by Sidak test. This statistical model
considers the relationship of the responses within the participants to determine differences
between interventions (IAUC and at each postprandial time point). In addition, it takes into
account all the possible confounders (covariates) which are included on it: age, gender,
intervention and period as fixed effects, and for subjects and hospital as random effects,
providing an advantage vs. ANOVA in these types of studies and giving a more precise
estimation of covariances without mathematical assumptions, unlike the ANOVA (Brady T.
West, Kathleen B. Welch, 2015). All analyses were carried out on an intention-to-treat basis.
A p-value of <0.05 was considered significant. Statistical Package for the Social Sciences
(SPSS) version 20 software was used to perform the statistical analysis (SPSS Inc, Chicago,
IL, USA).

3. RESULTS

Table 1 describes the clinical and biochemical characteristics of the 18 subjects selected for the
postprandial study at baseline. This data confirm that selected subjects were healthy, as all
values were within the range of normality. There were no differences in nutritional intakes of
all volunteers from the study (data not shown). Table 2 shows the postprandial iIAUC (from
baseline to 240 min) of glucose, insulin and gastrointestinal hormones, Matsuda index of
insulin sensitivity, and INSI after consuming a single dose of the three olive oils. Glucose IAUC
was higher after the intake of the OVOO compared with the control VOO (p=0.035). Insulin
IAUC was lower after the intake of the FOO compared with VOO (p=0.049). Matsuda index
was higher after the intake of the FOO (p=0.009) and tended to be higher after the intake of
OVOO (p=0.093) compared with the intake of the standard VOO, while INSI index tended to
be higher and the postprandial GIP iAUC tended to be lower, and after the intake of the OVOO
compared with the intake of the standard VOO (p=0.096 and p=0.083, respectively).-



Table 1. Baseline clinical and biochemical characteristics of subjects (n=18) included

in the postprandial study.

Age, years

Gender, (male/female)
BMI, (kg/m?)

Waist circumference, (cm)
HDLc, (mg/dL)

LDLc, (mg/dL)

Total cholesterol, (mg/dL)
Triacylglycerides, (mg/dL)
SBP, (mmHg)

DBP, (mmHg)

Total cholesterol/HDL
LDL/HDL

Glucose, (mg/dL)

Insulin, (mUI/L)

GIP, (pg/mL)

GLP-1, (pg/mL)

Ghrelin, (pg/mL)

PP, (pg/mL)

PYY, (pg/mL)

HOMA-B

HOMA-IR

QUICKI

29+1
9/9
23.7+0.5
77+2
62+2
101+3
179+ 4
78+5
115+ 2
72+1
30
2+0
90=+1
6.7+0.3
535+3.1
43+04
110.9+£10.3
29.4+3.0
50.5+3.9
95.9+6.2
15+08
0.364 +0.003

Values are expressed as the means £ SEMs, n=18 subjects. BMI, body mass index; DBP,

diastolic blood pressure; FOO functional olive oil, GIP, gastric inhibitory polypeptide;

GLP-1, glucagon-like peptide 1; HOMA-B homeostatic model assessment of beta cell

functionality; HOMA-IR, homeostatic model assessment of insulin resistance; LDL, low-

density lipoprotein; HDL, high-density lipoprotein; n, number of participants; OVOO

optimized virgin olive oil; PP, pancreatic polypeptide; PYY, peptide YY; QUICKI,

guantitative insulin-sensitivity check index; SBP, systolic blood pressure; SEM, standard

error of the mean; VOO virgin olive oil.
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Table 2. Postprandial glucose, insulin and gastrointestinal hormones plasma levels
(IAUC from baseline to 240 min), Matsuda index of insulin sensitivity and INSI after

the intake of a single dose of three VOO differing on their bioactive compounds.

VOO OVOO FOO
Glucose, (mg/dL-min) 2213  + 1069* 3213 + 1068° 2605 =+ 10712
Insulin, (MUI/L-min) 3546 + 5642 3191 + 5728 2837 +  578°
GIP (pg/mL-min) 57371 + 5748 48625 + 5729 55689 = 6041
GLP-1, (pg/mL-min) 9062 + 2844 6864 =+ 2842 9672 + 2833
Ghrelin, (pg/mL-min) 8419 + 1967 10654 + 2082 9845 + 2150
PP, (pg/mL-min) 19971 + 3870 19443 + 3869 24045 + 4128
PYY, (pg/mL-min) 4606 + 1113 4215 + 1220 5933 + 1079
Matsuda index 9.12 + 125 1064 * 131*® 1160 + 1.29"
INSI 0195 + 0.284 0.875 + 0.281 0.802 =+ 0.333

Values are expressed as the adjusted means + SEMs, n=18 for VOO and OVOO and n=17 for
FOO at fasting state, volunteers ingest 30 mL of the corresponding olive oil (VOO, OVOO,
or FOO) as a single dose with a standard piece of bread (80 g) and a glass of water (200 mL).
LMM was used to compare between groups of intervention. Different superscript letters
indicate significant differences between post-interventions (* ®). p<0.05 was considered
significant. Abbreviations: IAUC, incremental area under curve; FOO, functional olive oil;
GIP, gastric inhibitory polypeptide; GLP-1, glucagon-like peptidel; INSI, insulinogenic
index; LMM, linear mixed model;, OVOO optimized virgin olive oil; PP, pancreatic

polypeptide; PYY, peptide YY; SEM, standard error of the mean; VOO virgin olive oil.

Figure 1 depicts the postprandial plasma levels of glucose and insulin. At baseline, plasma
glucose level was lower before the intake of the OVOO group compared with the intake of
VOO (p=0.017). At 30 min, the plasma glucose level was higher after consuming the OVOO
compared with VOO (p=0.017). At 120 min, plasma glucose level was lower after the
consumption of the FOO compared with OVOO (p=0.014) (Figure 1a). The plasma insulin
level was higher 45 min after consumption of the OVOO compared with the FOO (p=0.023)

(Figure 1b).
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Figure 1. Postprandial (from baseline to 240 min) plasma levels of insulin (a) and glucose (b)
after ingestion of three VOO with different bioactive compounds content. VValues are expressed
as the adjusted means £ SEM, n=18 for VOO and OVOO and n=17 for FOO. At fasting state,
volunteers ingested 30 mL of the corresponding olive oil (VOO, OVOO, or FOO) as a single
dose with a standard piece of bread (80 g) and a glass of water (200 mL). LMM was used to
compare between groups of intervention. a shows significant differences between VOO and
OVOO interventions.  shows significant differences between VOO and FOO interventions
and y shows significant differences between OVOO and FOO interventions. p<0.05 was
considered significant. FOO, functional olive oil; OVOO, optimized virgin olive oil; VOO,
virgin olive oil; SEM, standard error of the mean. Plasma GLP-1 was lower before the VOO
intake compared with the OVOO (p=0.011) (Figure 2a).

Figure 2 shows postprandial plasma levels of GLP-1, GIP, ghrelin, PP and PY'Y, after the intake
of the three olive oils. GIP was higher 60 min after the intake of VOO compared with OVOO
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and FOO (p=0.004 and p=0.029, respectively) (Figure 2b). Plasma ghrelin level was higher 45
min after consumption of the FOO compared with VOO and OVOO (p=0.015 and p=0.021,
respectively), while at 120 min plasma ghrelin was higher after the intake of the OVOO
compared with VOO and FOO (p=0.026 and p=0.025, respectively) (Figure 2c). After
consumption of the FOO, plasma PP level was higher compared with VOO at 60 min
(p=0.032), and compared with OVOO at 45 and 60 min (p=0.022 and p=0.026, respectively)
(Figure 2d). No significant differences were observed in plasma PY'Y concentrations after the

consumption of the three olive oils (Figure 2e).
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Figure 2. Postprandial (from baseline to 240 min) plasma levels of gastrointestinal hormones:
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GIP (a); GLP-1 (b); ghrelin (c); PP (e) and PYYY (f). Values are expressed as the adjusted means
+ SEM, n=18 for VOO and OVOO and n=17 for FOO. At fasting state, volunteers ingested 30
mL of the corresponding olive oil (VOO, OVOO, or FOQO) as a single dose with a standard
piece of bread (80 g) and a glass of water (200 mL). LMM was used to compare between groups
of intervention. o shows significant differences between VOO and OVOO interventions. [3
shows significant differences between VOO and FOO interventions and y shows significant
differences between OVOO and FOO interventions. p<0.05 was considered significant. FOO,
functional virgin olive oil; GIP, gastric inhibitory polypeptide; GLP-1, glucagon-like peptide-
1; OVOO optimized virgin olive oil; PP, pancreatic polypeptide; PYY peptide YY; SEM,

standard error of the mean; VOO, virgin olive oil.

4. DISCUSSION

The NUTRAOLEUM study was designed to assess whether the enrichment of VOO with
polyphenol and triterpenic acids from the olive oil may increase the healthy benefits of a
standard VOO. Specifically, the present postprandial sub-study aimed to evaluate the metabolic
postprandial benefits derived from different amounts of olive oil bioactive compounds. As far
as we know, no human randomized controlled trial has previously compared the in vivo benefits
of VOOs with different content of bioactive compounds, polyphenols and triterpenic acids, on
the postprandial glucose, insulin (secretion and sensitivity), and gastrointestinal hormones
responses. The most relevant finding of this study was that olive oil enriched whit bioactive
compounds from the olive fruit improve insulin functionality by increasing insulin sensitivity
and insulin secretion, considered as two independent glucose tolerance risk factor (Haring,
2016). Further studies are needed to evaluate the synergic effect of polyphenols and triterpenes
present in EVOO.

Glycemic regulation is mediated in part by incretins, GLP-1 and GIP, that stimulate insulin
secretion in response to food intake (Diakogiannaki et al., 2012). If the pancreas can react with
compensatory hypersecretion of insulin, in response to food intake, it will maintain plasma
glucose and contribute to an adequate metabolic state (Haring, 2016). Our results show that
postprandial insulin secretion, as measured as INSI, was enhanced similarly after the intake of
the polyphenol-enriched olive oils. In addition, insulin sensitivity, measured as Matsuda index
was also higher after the intake of the enriched olive oils. These data indicate a better
postprandial metabolic behavior favored by the presence of phenolic compounds in the olive
oil. Matsuda index indicates that the presence of phenolic compounds may improve the

postprandial insulin response of tissues and contribute to the metabolic control. In addition,
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increased GIP may explain the higher insulin secretion after polyphenol-rich olive oils intakes.
A sub-study of the PREDIMED confirmed a decrease in fasting plasma glucose after the long-
term consumption of VOO in T2D subjects (Basterra-Gortari et al., 2019). An interventional
study with extra-VOO rich in phenolic compounds (577 mg/kg) during 4 weeks provides
evidence of the beneficial effects on the metabolic control in T2D patients that may be mediated
by adipokines as visfatin and apelin (Santangelo et al., 2016). In addition, a postprandial study
in healthy subjects has shown the beneficial effect after VOO consumption on postprandial
glycemia compared with the intake of corn oil or a Mediterranean-type lunch without VOO
(Violi et al., 2015). In accordance with our results, those authors found that GIP, but also GLP-
1, and subsequently insulin secretions increased more after the intake of the VOO compared
with the corn oil, contributing to the decrease of plasma glucose levels (Violi et al., 2015). We
did not observed differences in GLP-1 secretion beside other studies have reported an
improvement in metabolic conditions regulated by GLP-1 after VOO consumption compared
to butter or a low fat diet, in subjects with metabolic diseases (Bozzetto et al., 2019), or when
consumed chocolate enriched with 40 g of oleuropein that induced an increase of GLP-1
compare with the same chocolate without the bioactive compound in healthy subjects (Del Ben
et al., 2020). These data indicate that the food matrix may interfere and modulate the effect of
these bioactive compounds.

Our data suggest a synergist effect of polyphenol and triterpenic acids, since differenced
observed were more pronounced after the intake of the FOO. Triterpenic acids (oleanolic acids
and maslinic acids) have demonstrated a beneficial effect for the prevention of diabetes and
MetS has been reported in an intervention study in pre-diabetic patients (PREDIABOLE:
Prevention of Diabetes with Oleanolic Acid) supplemented with an oleanolic acid-enriched
olive oil (Santos-Lozano et al., 2019) and in obese mice supplemented with pomace oil (Claro-
Cala et al., 2020). In addition, a recent work has demonstrated that the oleanane skeletons of
oleanolic and maslinic acid are optimum for the a-glucosidase and a-amylase inhibitory
activities, while the hydroxytyrosol moiety may contribute weakly to these activities
(Mwakalukwa et al., 2020). Those data are in accordance with the improvement of insulin
sensitivity observed after the intake of FOO in our study. Evidence has suggested that
triterpenic acids would offer interesting alternatives for managing insulin resistance
(Castellano et al., 2013). Furthermore, the described bioavailability of triterpenic acids from
VOO (de la Torre et al., 2020) confirms that these molecules may be involved in the
postprandial response observed after the consumption of the enriched oils compared to the

standard VOO. Indeed, triterpenic acids may increase glycogen synthesis and simultaneously
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inhibit gluconeogenesis and glycogenolysis thus reducing hepatic glucose production that
influences insulin release (Wen et al., 2005). We have to stand out that, as expected, all
volunteers behave properly since all were metabolically healthy. Nevertheless, the small but
significant differences found after the ingestion of the bioactive compounds-rich olive oils lead
to the hypothesis that these effects may be more prominent in people with metabolic alterations
and after sustained supplementation with the oils. Therefore, more studies are needed in order
to evaluate the postprandial response and the mechanisms after a sustained intake of enriches
VOOs in subjects with insulin resistance or metabolic diseases.

One limitation of the present study is that we did not have a postprandial control group
consuming a control oil without bioactive compounds or different vegetable oil. Thus, we
cannot estimate the effect of the food matrix on glucose metabolism.

To our best knowledge, no studies have compared the effects of different types and amounts of
bioactive VOO compounds on the postprandial gastrointestinal hormone responses. Ghrelin
plays a key role in insulin secretion, a decrease of the ghrelin secretion leads to an improvement
in glucose tolerance and insulin sensitivity suggesting a strategy for glucose homeostasis
(Alamri et al., 2016). Consumption of oleanolic acid during 12 weeks has shown a lower
ghrelin secretion (orexigenic hormone) in pre-diabetic animals (Gamede et al., 2018). It has
been described that triterpenes may decrease ghrelin secretion and consequently decrease
caloric intake (Luvuno et al., 2016). However, we did not observe similar results in the
postprandial response after consumption of a single dose of triterpenic-enriched FOO, probably
due to the postprandial study design.

Other important polypeptides involved in the regulation of energy homeostasis are PP and
PYY. They are released in response to a meal, according to the caloric load. They inhibit
appetite and modulate the gastric emptying rate (Katsuura et al., 2002; Wren & Bloom, 2007).
As expected, the iIAUCs for PP and PYY secretions did not show differences between the
groups since the three breakfasts contained the same amount of olive oils, bread, and water and
provided the same amounts of energy and macronutrients.

In conclusion, our results show the ingestion of a single dose of extra virgin olive oil enriched
with bioactive compounds from the olive fruit (487 ppm of phenolic compounds and 389 ppm
of triterpenic acids respectively) improves postprandial insulin release and sensitivity in
healthy adults, suggesting that sustained consumption of the enriched VOO may be

recommended for subjects with metabolic diseases.
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