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RESUMEN DEL PROYECTO. JUSTIFICACION.

El estudio del efecto de alimentos naturales con compuestos bioactivos funcionales sobre
la salud es en la actualidad uno de los campos de investigacion mas importante y
atractivo, con un crecimiento exponencial sorprendente durante los Ultimos afios. El
licopeno, es un carotenoide presente en alimentos de origen vegetal con propiedades
antioxidantes que aportan efectos beneficiosos en la regulacion de los niveles de

colesterol, y en la prevencion de enfermedades cardiovasculares y cancer.

Por su naturaleza lipidica su biodisponibilidad y por lo tanto sus efectos in vivo, dependen
de la cantidad de licopeno ingerida que se ve aumentada si se ingiere con acidos grasos
como los presentes en el aceite de oliva. Por otro lado, conocidos son los efectos
saludables del aceite de oliva, tanto debido a la presencia de compuestos fendlicos, como
por la presencia de acidos grasos monoinsaturados como el acido oleico.

Por todo esto, se propone estudiar el efecto del aceite de oliva enriquecido con licopeno
sobre el metabolismo lipidico, y sobre los biomarcadores del dafo oxidativo en una
poblacién de individuos con hipercolesterolemia. El objetivo es evaluar sus posibles
efectos reguladores sobre el perfil lipidico en sangre, y sus efectos protectores sobre
dianas de radicales libres reconocidos como biomarcadores de las enfermedades

cardiovasculares.

PALABRAS CLAVE:

Licopeno, aceite de oliva, colesterol, dafno oxidativo.
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I. INTRODUCCION.

El licopeno es un pigmento vegetal, soluble en grasas, que aporta el color rojo
caracteristico a los tomates, sandias y en menor cantidad a otras frutas y verduras.
Pertenece a la familia de los carotenoides como el betacaroteno, sustancias que no
sintetiza el cuerpo humano sino los vegetales y algunos microorganismos, debiéndolo
tomar en la alimentacion como micronutrientes. Numerosos estudios cientificos han
puesto de manifiesto que el licopeno tiene propiedades antioxidantes.

La facilidad con la que incorporamos el licopeno a nuestro organismo, es decir, su
biodisponibilidad, es diferente segun la forma en que lo consumamos. Las investigaciones
confirman que su absorcidbn es mayor cuando se consume en forma de salsa
confeccionada con una base grasa que cuando se hace en forma de fruta natural o zumo.
Ello parece deberse a que el licopeno, por su liposolubilidad, se absorbe mejor en esta
forma. El licopeno se encuentra presente en el organismo humano tanto en sangre en
cantidad de 30 pg/dL como en tejidos con una distribucion variable.

Se estima que el consumo no debe ser menor a 4 mg diarios y diversos estudios sugieren
que deberia estar situado entre los 5 y los 10 mg. Sin embargo, en la actualidad el
consumo de alimentos con carotenoides es mucho menor. Esto ha llevado a la industria a
obtener licopeno con un alto grado de pureza que puede ser afiadido como ingrediente a
diferentes alimentos y bebidas.

El aceite de oliva virgen es un alimento muy estudiado por sus propiedades
preventivas frente a numerosas patologias. En efecto, numerosos trabajos se han
desarrollado en los ultimos afios con el objetivo de conocer su papel en patologias
cardiovasculares, diferentes tipos de cancer, sobre la funcionalidad del aparato digestivo,
etc. Estos posibles efectos se deben primordialmente a su alto contenido en acidos
grasos monoinsaturados -especialmente el acido oleico- asi como a la presencia de
vitaminas A, D, K y E, ocupando un lugar destacado su contenido en tocoferoles y
polifenoles, responsables de buena parte de su actividad antioxidante. En este sentido,
cabe agregar que la vitamina E del aceite de oliva virgen se encuentra en forma de alfa-
tocoferol y su actividad antioxidante es diez veces mayor que el gamma-tocoferol, forma
natural de la vitamina E en otros aceites de semillas.

La Food and drug administration americana (FDA) establecid en 2004 que existia una
evidencia, limitada y no concluyente, pero suficiente para sugerir que la ingestion de dos
cucharadas diarias (23 gramos) de aceite de oliva podrian reducir el riesgo de
enfermedad coronaria cardiaca debido a la presencia en el aceite de oliva de acido oleico.
Para obtener este beneficio, se sefnala que el aceite debe reemplazar en la dieta una
cantidad similar de grasa saturada sin que resulten elevadas la calorias diarias totales
ingeridas.

1. Licopeno.

El licopeno es el carotenoide mas abundante en los tomates siendo el pigmento que les
proporciona su tipico color rojo. En los paises occidentales, el 85% del licopeno e la dieta
procede del tomate y de todos sus productos derivados (conservas, kétchup, etc.). A
diferencia del caroteno, el licopeno no tiene en el organismo una actividad provitaminica
aunque, como veremos, esto no implica que no presente diferentes actividades
bioldgicas. En este sentido, es necesario recordar que el licopeno se convierte gracias a
sus dobles enlaces (once de ellos no conjugados y dos conjugados) en una sustancia
muy reactiva frente a las especies oxigénicas reactivas (Figura 1).
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Figura 1. Formula del licopeno.

De hecho, recientemente numerosos estudios han sugerido que la ingestién de productos
derivados del tomate pueden tener un efecto antioxidante, anticancerigeno y
antitrombdtico, al menos in vitro (Bessler et al., 2008; Erdman et al., 2008), dada
precisamente esta elevada capacidad antioxidante, capacidad que, sin embargo, no ha
sido plenamente confirmada mediante estudios in vivo (Erdman et al., 2008). Es
necesario senalar como los distintos autores sefialan como las concentraciones tisulares
de licopeno son demasiado bajas como para poder explicar gracias a él su efecto tedrico.
Probablemente, serian sus metabolitos (licopenoides) los realmente responsables de
buena parte de esta actividad bioldgica descrita (Mein et al., 2008).

Sin embargo, un dato que hay que tener en cuenta en lo relativo a las posibles
declaraciones de salud para el tomate y el licopeno, es que la Food and drug
administration americana (FDA) declaré en 2007 que la evidencia era muy limitada en lo
que respectaba a la asociacion entre su consumo y la reduccion del riesgo de cancer de
prostata, de ovario, estdbmago y pancreas (Kavanaugh et al., 2007).

1.1 Disponibilidad del licopeno.

Una de las controversias habituales que rodea el mundo de los ingredientes funcionales
es su biodisponibilidad, un fendmeno que resulta muy complejo y que depende de
muchos factores. En este caso, existen numerosos estudios que prueban claramente la
absorcion del licopeno, tanto del contenido en el tomate como en sus productos
derivados, absorcion que podria llegar a ser del 91% al concluir el proceso digestivo para
unos carotenoides concretos: el beta-caroteno, la luteina y el licopeno (Goiii et al., 2006),
siendo decisivo en este proceso la fermentacion coldnica.

Asi, en 2004, Riso proporciond a diferentes sujetos una cantidad concreta de licopeno (8
mg diarios) a partir de diferentes productos derivados del tomate. Esta suplementacién
conllevd el incremento del contenido en licopeno del plasma y de los linfocitos (Riso et
al., 2004). Esta absorcidn dosis - dependiente se ha comprobado no Unicamente en el
plasma sino también en fluidos corporales como el seminal (Goyal et al., 2007) y con una
correlacion bastante elevada (r=0.84). Ciertamente en otros estudios este aumento, que
seria el reflejo de una buena absorcién del licopeno en el intestino, no se produjo
(Bugianesi et al., 2004). Segun reflejan algunos estudios, la absorcion del licopeno a
partir de productos o platos cocinados-calentados mejora ostensiblemente. Es lo que
comprobé Fielding al preparar en la cocina tomates junto con aceite de oliva (Fielding et
al., 2005).

En cuanto a las diferentes formas quimicas del licopeno, parece ser que las formas Z-
isoméricas se producen en el interior del cuerpo humano tras la absorcion del E-licopeno
(Frohlich et al., 2006), al menos tras ingerirse dosis de 12.5 mg durante 4 semanas. En
efecto, el licopeno estd presente en el organismo (plasma y tejidos) en su forma cis,
mientras que en los productos derivados del tomate se encontraria preferentemente en
su forma trans, lo cual conlleva la necesidad de que el cuerpo lo isomerice para que no
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se reduzca esta biodisponibilidad (Unlu et al., 2007). De este modo, parece ldgico que
pudiéramos mejorar la absorcion del licopeno a partir de productos ricos en sus formas
cis (Burri et al., 2008), lo cual conlleva la necesidad de controlar adecuadamente los
parametros de fabricacién de estos productos para aumentar de este modo la presencia
de formas cis.

1.2 Seguridad.

No existen demasiados datos sobre la seguridad, dosis eficaz del licopeno y otros
aspectos toxicologico - farmacoldgicos. Shao publicd que ingestiones de hasta 75 mg
diarios de licopeno parecen ser seguros. Sin embargo, con cifras superiores no se han
producido efectos perjudiciales, aunque légicamente no es posible extraer conclusiones
relativas a su seguridad a largo plazo (Shao y Hathcock, 2006). En dosis altas, habria que
tener en cuenta otros posibles toxicos hepaticos presentes en la dieta como el alcohol
que, de alguna manera, parecen estar interrelacionados (Veeramachaneni et al., 2008).

1.3 El papel del licopeno como antioxidante.

Desde hace tiempo es conocida la capacidad antioxidante del licopeno reflejada en
sucesos como la proteccidon producida frente al dafio al ADN derivado de la agresion por
parte de especies oxigénicas reactivas (ROS). Esta accidn, en cualquier caso, se explica
también como consecuencia del efecto sinérgico ejercido por los diferentes antioxidantes
presentes en los alimentos ricos en licopeno como seria el tomate (Riso et al., 2004),
bien es cierto que dosis elevadas exclusivamente de un licopeno purificado (30
mg/diarios) han demostrado tener el mismo efecto protector sobre el ADN (Devaraj et
al., 2008).

Esta capacidad antioxidante ha sido objeto de numerosos estudios que han reflejado su
efecto sobre los biomarcadores de estrés oxidativo tanto en personas sanas como
pacientes de diferentes patologias (cancer, diabetes, etc.), insistiendo siempre en la
sinergia entre todos los fitoquimicos que estan presentes en los alimentos naturales
(Basu y Imrhan, 2007; Jacob et al., 2008). Una idea de esta capacidad protectora frente
a los radicales libres la puede proporcionar el trabajo de Srinivasan, quien muestra como
la ingestidon de licopeno previa a una irradiacion ionizante puede proteger de su efecto
deletéreo (Srinivasan et al., 2006). Asimismo, este papel antioxidante del licopeno se ve
reforzado al conocer cdmo los marcadores de estrés oxidativo, que habitualmente se
incrementan tras una comida rica en grasa, se ven atenuados en sujetos sanos tras su
ingestién (Denniss et al., 2008).

1.4 El licopeno en diferentes patologias.

Como hemos sefalado con antelacion, el licopeno se ha relacionado desde hace tiempo
con el tratamiento y la prevencion de diferentes patologias. Afortunadamente, en los
Ultimos afios se han llevado a cabo numerosos estudios que nos permiten conocer mas a
fondo estos posibles efectos, sus condiciones y realidad.

1.4.1 Cancer. El licopeno se ha visto como potencialmente interesante en la prevencion
y tratamiento de diferentes tipos de cancer: de mama, de prostata (Salman et al., 2007)
y de colon (Walfisch et al., 2007; Tang et al., 2008), tanto en estudios in vitro como
observacionales (Seren et al., 2008; Huang et al., 2008; Burguess et al., 2008). Estos
trabajos se han desarrollado en diferentes poblaciones: personas sanas, diabéticos y
pacientes con cancer prostatico entre otros (Basu e Imrhan, 2006).

Sin embargo, esta premisa no ha sido confirmada hasta hoy de forma tajante tras
realizar ensayos clinicos. Asi, en el estudio dirigido por Sesso, que publicé en 2005, se
estudiaron 39.876 mujeres y el contenido en licopeno de su dieta sin que se pudiera
establecer conexidon alguna entre las concentraciones plasmaticas de licopeno Yy un
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menor riesgo de cancer de mama, ni en mujeres de mediana edad ni en ancianas (Sesso
et al. a), 2005). Su efecto y el de otros carotenoides tampoco se ha comprobado en
canceres como el de utero (Terry et al., 2008).

Uno de los posibles efectos fisioldgicos del licopeno es su papel inhibidor sobre los
estrégenos. Diferentes carotenoides (licopeno, fitoeno, fitoflueno, betacaroteno) han
demostrado inhibir la proliferacion de células cancerosas que estaba inducida por la
presencia de 17-beta-estradiol y de fitoestrégenos como la genisteina. En el caso del
licopeno, la inhibicion del crecimiento celular estaba acompafiado del enlentecimiento del
ciclo celular desde la fase G1 a la S (Hirsch et al., 2006), por lo que su papel tedrico seria
la atenuacion de los efectos deletéreos de los estrégenos en canceres hormono-
dependientes.

Vrieling ha sefialado que el licopeno podria estar involucrado en las tasas circulantes en
plasma del factor I de crecimiento similar a la insulina IGF-1, el cual en concentraciones
elevadas se relaciona con mayor riesgo de cancer. El licopeno actuaria sobre las
proteinas ligadas IGFBPs a este factor (Vrieling et al., 2007). En su trabajo, el citado
autor administré durante ocho semanas 30 mg/dia de licopeno procedente del tomate,
observando cdmo las concentraciones séricas de IGFBP-1 aumentaban en mujeres y
como las de IGFBP-2 lo hacian tanto en varones como en mujeres, aunque concluyendo
que dada la variabilidad interindividual de IGFBP-1 y IGFBP-2 es necesario profundizar
mas en estos estudios. De hecho, Voskuil no encontré este efecto del licopeno sobre
IGFBP-1 y fueron dudosos los datos obtenidos sobre IGFBP-2 (Voskuil et al., 2008).

El papel del licopeno en la prevencion del cancer puede verse reforzado con la presencia
de otras sustancias como los acidos grasos omega-3. Asi, se ha comprobado cdmo bajas
concentraciones de licopeno junto con acido eicosapentaenoico (EPA) conllevan un
menor riesgo de cancer (Tang et al., 2008), especialmente de colon.

En cualquier caso, el punto de vista mas generalizado es que el papel antiproliferativo del
licopeno sobre las células tumorales y su efecto sobre la apoptosis es dosis —
dependiente, y depende del tipo de células cancerigenas de que se trate (Salman et al.,
2007). Esta via de investigacion sobre el efecto modulador de la expresién génica es
reciente y ha despertado mucho interés tras el descubrimiento de como algunos
fitoquimicos (genisteina y licopeno entre ellos) podrian mitigar procesos tumorales por
esta via (King-Batoon et al., 2008).

La conclusion mas extendida entre los diferentes autores revisados es que el papel del
licopeno en la prevencion del cancer debe ser objeto de revisiones y estudios mas
profundos tanto desde el punto de vista bioquimico como nutricional (Wane y Lengacher,
2006; Burguess et al., 2008).

1.4.2 Prostata. Este tipo de cancer ocupa el tercer lugar entre todos por su incidencia
entre los varones de todo el mundo, siendo el mas diagnosticado en los hombres de
mediana edad en los paises desarrollados. Como se ha comentado mas arriba, en efecto
el tedrico papel del licopeno sobre el cancer de prostata esta bien documentado (Salman
et al., 2007; Everson y McQueen, 2004; Jian et al., 2005; Fraser et al., 2005; Guns y
Cowell, 2005; Ansari y Ansari, 2005; Lindshield et al., 2007; Gunasekera et al., 2007)
aungue ignoramos la dosis mas adecuada y algunos autores temen que este efecto
pueda ser baja y ligado a dosis muy elevadas de esta sustancia (Etminan et al., 2004).
En cualquier caso, se dispone de estudios prospectivos y retrospectivos que indican
claramente esta relacidn inversa entre la ingestion de licopeno y el riesgo de cancer de
préstata (Van Bremen y Pajkovic, 2008) que Wertz ha hecho extensiva a la hiperplasia
benigna de préstata por la accidon local ejercida sobre los andrdgenos (Wertz et al.,
2004).
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Asimismo, sabemos que el licopeno se acumula en esta glandula y, mas concretamente,
en los nlcleos de las células epiteliales. Su efecto, ademas de por su capacidad
antioxidante, parece deberse a otros mecanismos de quimioprevencion como la induccion
de la apoptosis y a una actividad antiproliferativa y antimetastasica (Van Bremen y
Pajkovic, 2008) no bien conocidos.

A este respecto, es bien conocido el trabajo de Ansari quien administré 10 mg diarios de
licopeno a veinte pacientes afectados de cancer de préstata metastasico
hormonodependiente (HRPC) durante tres meses. En este caso, el licopeno parece que
fue efectivo y seguro, no solamente disminuyendo las tasas del antigeno prostatico
especifico (PSA), sino también mejorando la escala usada por los especialistas para
valorar la progresiéon de la enfermedad (ECOG), el dolor dseo y los sintomas del tracto
urinario inferior (LUTS) (Ansari y Gupta, 2004), proponiendo incluso los autores su
utilizacion antes que otros medicamentos sin duda mas tdxicos. Asimismo, el simple
consumo durante tres semanas de pasta alifada con salsa de tomate previamente a una
prostatectomia programada, parece producir un incremento del licopeno en sangre del
cien por cien, constatando un menor dafio en el ADN de los leucocitos y de los tejidos
prostaticos, junto con una clara disminucién del PSA explicado por el aumento de la
apoptosis (Stacewicz-Sapuntzakis y Bowen, 2005; Ellinger et al., 2006).

Esta relacién inversa entre la ingestion de licopeno y la cantidad de antigeno PSA se
refiere en otros estudios que, adicionalmente, proponen un papel preventivo del
carotenoide (ingiriendo por ejemplo 4 mg dos veces al dia durante un afio) frente al
desarrollo neoplasico (Mohanty et al., 2005; Limpens et al., 2006). En el estudio de
Schwarz, se encuentra un efecto beneficioso tras la ingestion por parte de pacientes
aquejados de hiperplasia benigna de préstata (BPH), durante seis meses, de 15 mg
diarios, encontrando que los sintomas mejoraban en ese grupo. Esta mejoria movia al
autor a afirmar que el licopeno limitaria eficazmente la progresién de BPH (Schwarz et
al., 2008). Liu también detall6 cémo el licopeno puede reducir la produccion de IGF-1 en
esta patologia (Liu et al., 2008).

Como es habitual, algunos autores sefialan el papel sinérgico que otros fitoquimicos
pueden tener junto con el licopeno en esta patologia. Asi, Jian indica el efecto reforzado
del licopeno cuando se ingiere en una contexto dietético rico en té y otros vegetales y
frutas, encontrando el autor aqui una explicacion a la escasa frecuencia de este tipo de
cancer entre los varones chinos (Jian et al., 2007). También Vaishampayan lo relaciona
con la soja, encontrando que su administracién (15 mg de licopeno solo o junto con 40
mg de isoflavona de soja) es eficaz frente a canceres hormonodependientes o no
(Vaishampayan et al., 2007) aunque sin hallar un efecto aditivo entre ambas sustancias.

Sin embargo, hay que citar el estudio prospectivo de Kirsh realizado entre 1.338 casos de
cancer de préstata y donde se concluye que no hay evidencia de ninguna proteccion tras
la ingestion de cantidades elevadas de tomate o de licopeno (Kirsh et al., 2006).
Tampoco Jatoi obtuvo resultados positivos tras la administracién de 30 mg de licopeno
diariamente en pacientes aquejados de canceres prostaticos no dependientes de
androgenos (Jatoi et al., 2007) ni Schwenke con 15 mg diarios durante seis meses, al
menos en lo que respecta a pacientes en fases avanzadas de la enfermedad (Schwenke
et al., 2009). En el trabajo de Bunker, la dosis recibida fue de 30 mg diarios durante
cuatro meses y refiere en este caso una variacion inespecifica del PSA simplemente
transitoria y sin mas relevancia (Bunker et al., 2007). Ellinger considera que la ingestion
aislada de licopeno no protege frente al desarrollo de este tipo de cancer. Pese a ello, no
descarta que el tomate y sus derivados puedan formar parte de una posible terapia
(Ellinger et al., 2009) tras ulteriores estudios.
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1.4.3 Pancreas. El licopeno, ingerido sobre todo a través de los tomates, se ha
relacionado con una importante reduccion (del 31%) de los casos de cancer de pancreas.
Probablemente, dietas ricas en licopeno podrian disminuir este riesgo (Nkondjock et al.,
2005).

1.4.4 Patologia cardiovascular. Aun persisten dudas sobre el papel global de los
carotenos en la prevencion - riesgo cardiovascular. De este modo, se ha referido como
algunos carotenos (luteina, zeaxantina, retinol), en cantidades elevadas en plasma, se
relacionan con un mayor riesgo cardiovascular. Por el contrario, este vinculo no existe en
lo que respecta a betacriptoxantina, alfacaroteno y betacaroteno y tampoco las elevadas
concentraciones en plasma de licopeno estan asociadas con un elevado riesgo
cardiovascular, ni siquiera en ancianos (Sesso et al. b), 2005). En cualquier caso, los
resultados de otras investigaciones ya mostraron hace tiempo como se podia esperar un
efecto beneficioso sobre la salud cardiaca derivada del consumo de zumos de tomate
(Das et al., 2005), bien es cierto que sin que estos estudios fueran concluyentes como
sefiald Riccioni en sus estudios con diferentes antioxidantes (Riccioni et al., 2008).

Dentro del complejo panorama de las patologias cardiovasculares, ciertamente el papel
ejercido por las plaquetas se considera muy importante. En este sentido, el licopeno tiene
un efecto antiplaquetario que probablemente implica a las siguientes vias: a) la inhibicion
de la actividad de la fosfolipasa C, efecto seguido de la inhibicion del metabolismo del
inositol fosfato asi como de la formacién del tromboxano B2, b) la activacion de la
formacion de GMP ciclico/nitrato en las plaquetas, con la consiguiente inhibicion de su
agregacion. Esto significa que el tomate y otros alimentos hechos a base de tomate
pueden ser especialmente beneficiosos en la prevencion de la agregacion plaquetaria en
la trombosis (Hsiao et al., 2005).

Algunos autores han indicado el papel protector del licopeno al limitar el dafo en el
miocardio provocado tras una isquemia y reperfusion. Este papel puede conllevar,
asimismo, una mejora sustancial en la recuperacion funcional del corazén que,
suponemos, se deriva de la disminucidn-supresion del estrés oxidativo y, por
consiguiente, del dafo acaecido en el miocardio (Bansal et al., 2006). Esto es lo que
demostraron Bose y Agrawal tras suministrar durante 60 dias un suplemento de tomate a
un grupo con enfermedad coronaria y observar la consiguiente mejora en los niveles
séricos de enzimas relacionadas con la actividad antioxidante, asi como con una
disminucion de la peroxidacién lipidica, todo ello sin que se detectara finalmente un
cambio significativo en la composicion lipidica (Bose y Agrawal, 2007), lo que lleva a los
autores, en este caso, a afirmar que el licopeno puede tener un potencial efecto como
antioxidante pero no, desde luego, como agente hipolipemiante.

El licopeno puede reducir la formacién de células espumosas, vinculadas a las LDL,
disminuyendo la sintesis de lipidos (Napolitano et al., 2007; Neyestani et al., 2007). Para
Hung, el licopeno puede ser capaz de inhibir la activacion del NF-kappaB inducida por el
TNF-alfa asi como la interaccion monocito-endotelio, lo cual sugeriria un papel
antiinflamatorio que, al menos en parte, explicaria el papel del licopeno en la prevencion
de las patologias cardiovasculares (Hung et al., 2008).

Este efecto del licopeno se ha comparado en algun estudio con el ejercido por ciertos
medicamentos como la fluvastatina. En efecto, a dosis elevadas en animales de
experimentacion resulta mas eficaz que el propio medicamento, reduciendo ambas
sustancias las placas ateromatosas de la aorta incluso tras recibirse dietas ricas en grasa
(Hu et al., 2008).

Hay que sefalar la posible interaccion del licopeno con el aceite de oliva, la cual parece
ser especialmente beneficiosa disminuyendo, en conjunto, el riesgo cardiovascular al
mejorar el perfil lipidico sérico (Ahuja et al., 2006).
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1.4.5 Inmunidad. En definitiva, parece claro que la ingestion habitual de tomate, y de
sus productos derivados, se asocia con unos favorables efectos inmunomoduladores
(Bessler et al., 2008). Asi, el licopeno induce una variacion dosis - dependiente de
diferentes interleukinas (IL): incremento de la IL-1beta y una disminucion de las IL-2 e
IL-10, mientras que IL-1ra e IL-6 no se ven modificadas tras la ingestidn de licopeno en
otros trabajos (Bessler et al., 2008; Napolitano et al., 2007). También el factor de
necrosis tumoral (TNF-alfa) ve inhibida su produccion, lo que refuerza la idea de que el
licopeno ejerce un papel antiinflamatorio (Hung et al., 2008). Un papel que podria
conllevar la atenuacion de la respuesta inmune dependiente de las células T (Neyestani
et al., 2007).

1.4.6 Diabetes. Se ha sugerido que el licopeno puede actuar como proteccion frente a
la diabetes tipo II debido precisamente a su poder antioxidante. Sin embargo, no existe
un acuerdo entre los diferentes autores al respecto, ya que se ha visto como este
evidencia es demasiado débil en estudios como los de Wang, donde se revisd este
supuesto papel preventivo en 35.783 mujeres sanas (Wang et al., 2006) con el resultado
ya citado. Si que este papel parece mas fundado en lo que se refiere a la disminucion de
las complicaciones a largo plazo, especialmente las vasculares, propias de la diabetes
(Neyestani et al., 2007). En este sentido, se ha visto como el tratamiento crénico con
licopeno (1-4 mg/kg) disminuye de forma dosis dependiente el déficit cognitivo, el estrés
oxidativo y la inflamacién aumentando al mismo tiempo la actividad acetil-colinesterasica
en ratas diabéticas. Segun los autores, el licopeno podria tener un papel terapéutico
potencial en la merma intelectual y de la memoria ligada a la progresién de la diabetes
(Kuhad et al., 2008).

Actualmente, estudios recientes insisten en el papel beneficioso del licopeno frente a la
hiperglicemia produciendo disminuciones de la misma también de forma dosis -
dependiente asi como un incremento de la liberaciéon de insulina y una disminucién en
sustancias como los TBARs con el consiguiente incremento de CAT, SOD y GPx con
mejora en el perfil lipidico sanguineo. Este efecto se ha observado mas eficaz, en
animales de experimentacion, a dosis elevadas de alrededor de 90 mg/kg de peso
corporal (Ali y Agha, 2009).

1.4.7 Asma. Se ha dicho que niveles bajos de licopeno en plasma se relacionan con la
presencia de asma en ciertos pacientes (Riccioni et al., 2006; Riccioni et al., 2007),
sugiriéndose que la suplementacion con licopeno y con alimentos ricos en vitamina A
aliviarian esta patologia. Esta afirmacion se ve complementada con datos recientes que
revalorizan el papel de una dieta rica en sustancias antioxidantes (Wood et al., 2008) en
general, y en licopeno en particular, para la mejora de los sintomas asmaticos.

1.4.8 Osteoporosis. Se ha determinado que grupos de poblacidon con ingestas elevadas
de licopeno mantienen tasas superiores de licopeno en plasma y, consecuentemente,
cifras inferiores de cross-linked N-telopéptidos del colageno tipo I (NTx). De este modo,
el licopeno reduce los niveles de los marcadores de renovacion Osea en mujeres
postmenopausicas que podrian reducir el riesgo de osteoporosis (Rao et al., 2007).

Esta inhibicion de la resorcién dsea se ha comprobado por otros autores tanto in vivo
como in vitro, relacionandose a las mujeres con mayores ingestiones de licopeno con un
menor riesgo de fractura de cadera asi como de fracturas no vertebrales en general
(Sahni et al., 2009).

1.4.9 Dermatologia. Se ha relacionado el consumo elevado de antioxidantes en la dieta
con un menor fotoenvejecimiento (Darvin et al., 2008; Stahl et al., 2006). Asimismo,
otros autores han pensado en el posible papel de estas sustancias para disminuir el
enrojecimiento de la piel (Darvin et al., 2008). El licopeno y los carotenos podrian pues
contribuir a una proteccion duradera frente a la radiacion ultravioleta.

-11 -



- Ensayo: Aceiterol, colesterolemia y estrés oxidativo -

1.4.10 Estomatologia. Se ha sugerido en los Ultimos afios que el licopeno podria tener
interés en el tratamiento de la leucoplaquia (Singh et al., 2004) asi como en el de la
fibrosis oral submucosa (Kerr, 2007) y en diferentes formas de gingivitis (Chandra et al.,
2007).

1.4.110ftalmologia. Es bien conocido como tasas bajas de carotenoides en suero se
relacionan con mayor riesgo de degeneracidn macular ligada a la edad (ARMD). El
licopeno, a la luz de los conocimientos actuales, es el Unico carotenoide que se ve
alterado en pacientes que presentan esta patologia, con lo que su uso preventivo podria
ser de gran interés (Cardinault et al., 2005).
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II. HIPOTESIS Y OBJETIVOS.

Aunque el efecto del licopeno es conocido en la regulacién de los niveles de colesterol y
en la prevencién de enfermedades asociadas al estrés oxidativo, es sabido que su
ingestion diaria es baja. Por otro lado, son bien conocidos los efectos del aceite virgen de
oliva asi como que el licopeno aumenta su biodisponibilidad cuando se ingiere en un
medio lipidico.

Basandonos en ello, surgid el planteamiento que define el eje principal de esta
investigacion.

1. Objetivo general

1.1 Estudiar el posible efecto del aceite de oliva virgen enriquecido con licopeno sobre el
perfil lipidico sanguineo asi como su efecto protector sobre diferentes biomarcadores del
dafo oxidativo en personas con hipercolesterolemia moderada no familiar y sin
tratamiento farmacoldgico.

2. Objetivos especificos

2.1 Evaluar el efecto del licopeno sobre el perfil lipidico, valorandolo antes y después de
la ingestion de aceite de oliva virgen enriquecido con licopeno.

2.2 Evaluar el efecto del licopeno sobre biomarcadores de oxidacion e inflamacion
determinando la capacidad antioxidante total plasmatica asi como los biomarcadores de
estrés oxidativo en plasma y linfocitos.

2.3 Conocer los posibles beneficios derivados de la ingestion de licopeno frente a otra
sustancia también conocida por su papel en el metabolismo oxidativo como es el aceite
de oliva virgen.

III. MATERIALES Y METODOS

1. Disefo experimental.

Se ha procedido a seleccionar la muestra de pacientes, segun se describe a continuacion,
con unas caracteristicas concretas de inclusion. El ensayo se ha dividido en dos Fases
(Fase I y Fase II).

1.1 Seleccion de la muestra

Se trata de un Estudio abierto aleatorizado para evaluar el efecto de la administracion
de licopeno sobre los niveles de colesterol plasmatico. En Espafa, los niveles de
colesterolemia se cifran, segun estudios recientes (Sanchez-Chaparro et al., 2006), en
198 + 40 mg/dL. Dicho estudio se ha realizado en un total de 216.914 individuos de toda
Espana con edades comprendidas entre los 16 y 74 anos.

Por otra parte, un metaanalisis de ensayos aleatorizados ha puesto de manifiesto que por
cada 10% de descenso de la colesterolemia se produce una reduccién de un 15% de la
mortalidad por cardiopatia isquémica y de un 11% de la mortalidad total (Plaza-Pérez et
al., 2000; Gould et al., 1998).
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En consecuencia, para detectar una reduccién de la colesterolemia del 10%, con una
probabilidad de cometer un error Tipo I de un 5% (a = 0,05), una potencia del 80% (b =
0,15) y en contraste unilateral, seria necesario estudiar 45 individuos por grupo.

1.1.1 Caracteristicas de inclusion:

= Pacientes con hipercolesterolemia no familiar, sin tratamiento farmacoldgico ni
patologia asociada.

= Edad superior a 18 anos
= Los pacientes son elegidos aleatoriamente en el municipio de Moralzarzal, Madrid.

= Todos los participantes en el estudio son convenientemente informados de sus
caracteristicas y firman un consentimiento informado.

= Se seleccionaron dos grupos de 45 personas cada uno con niveles de colesterol
superiores a 220 mL/dL que voluntariamente deciden colaborar en el estudio.

= Se establecen cuestionarios y encuestas alimentarias donde quede reflejado el
estilo de vida, los ritmos vitales y la dieta habitual que suelen seguir. No se
interfirid en sus practicas alimentarias habituales salvo en la sustitucion de 40 mL
de su grasa diaria habitual por idéntica cantidad de aceite de oliva virgen con o
sin licopeno.

1.2 Desarrollo y fases del Estudio.
Constd de las siguientes Fases:

Fase I se procedid al estudio preliminar de su dieta habitual mediante un registro
dietético autoadministrado de una semana de duracidon. Asimismo, se realizd una
extraccion de sangre para realizar las pruebas de control iniciales. Se hizo entrega de la
cantidad de aceite (con y sin licopeno) necesaria para realizar el estudio con las
instrucciones de utilizacion correspondientes.

Fase II del estudio. Se establecieron dos grupos:

Grupo A: La dieta normal del grupo se suplementd con una cantidad diaria
prefijada de 40 mL de aceite de oliva virgen durante un mes sustituyendo
cantidades iguales del aceite que utilizaba el sujeto en su alimentacion cotidiana.
Se entregaron por escrito unas instrucciones de ingestion para evitar un uso
inadecuado. Posteriormente se realizd otra extraccién de sangre (20 mL) para
poder contrastar los resultados.

Grupo B: Como en el Grupo anterior, la dieta se suplementé con una cantidad
diaria de 40 mL aceite de oliva virgen enriquecido con licopeno durante un mes.
Posteriormente se realizd la extraccidn de sangre (20mL) para poder contrastar
los resultados con el grupo A.

1.3. Procesado de las muestras de sangre:

Las extracciones sanguineas se realizaron aprovechando las revisiones analiticas
habituales de los pacientes en su Centro de salud.

2. Materiales.
2.1 Reactivos.
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Los reactivos para las soluciones tamponadas, enzimas, coenzimas, son proporcionados
por Sigma Chemical Co (St Louis, MO, USA), disolventes y otros reactivos de Scharlau
(Barcelona, Espafia) y Merck (Darmstadt, Germany). Los tests enzimaticos de triglicéridos
GPO-PAP y el de colesterol CHOD-PAP estan comercializados por Roche Diagnostics
GMBH, D-68298 Mannheim (Alemania). Las enzimas modificadas por PEG
(polietilenglicol) y sulfato de alfa-ciclodextrina y dextrano que se utilizan para la
determinaciéon directa de HDL-colesterol estan comercializados por Roche Diagnostics
GMBH, D-68298 Mannheim (Alemania). Los kits de la LDL oxidada son de Biomédica
Medizinprodukte (GMBH and Co KGA-1210, Wien). El agua utilizada en las
determinaciones es de grado Milli-Q (Millipore).

2.2 Suplementos.

Se dispuso de dos variedades del mismo aceite de oliva virgen extra procedente de un
Unico productor y del mismo lote de produccion:

A) Aceite de oliva virgen
B) Aceite de oliva virgen enriquecido con licopeno (7 mg cada 20 mL) Aceiterol®.

El aceite, de ambas clases, se entregé en envases monodosis de 20 mL cada uno. El
paciente y el sanitario podian identificar cada diferente tipo de aceite en todo momento
dado el caracteristico color anaranjado-rojizo que posee el licopeno y, por lo tanto, el
aceite enriquecido con esta sustancia. Por ese motivo, no es factible realizar este estudio
como si fuese uno de tipo “doble ciego”.

Tabla 1. Resumen de determinaciones y ensayos
realizados.

1. Ensayos quimicos

1. Determinacion de la capacidad antioxidante total en aceite y en plasma
a. Método del ABTS
b. Método del DPPH
c. Método del FRAP
d. Determinacion de la actividad estabilizadora del radical hidroxilo
e. Estudio de la capacidad estabilizadora del radical superéxido

I1. Ensayos biologicos

1. Determinaciones del perfil lipidico:
a. Determinacion de triglicéridos.
b. Determinacion de colesterol total.
c. Determinacion de HDL colesterol.
d. Determinacion de LDL colesterol.
e. Determinacion de LDL oxidada.
2. Determinaciones de marcadores del estrés oxidativo:
a. Determinacion del contenido de grupos carbonilo en proteinas
plasmaticas.
b. Determinacién de TBARS en plasma.
c. Determinacion de carotenoides en plasma.
3. Determinaciones relativas a parametros de inflamacion:
a. Determinacién de proteina C reactiva.
b. Determinacion de la interleukina 6.
c. Determinacion del CD 40 ligando soluble (sCD40L) en suero.
d. Determinacion del antigeno prostatico especifico total y libre

3. Métodos.
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Se describen a continuacion todos los métodos utilizados que, adicionalmente, aparecen
resumidos en la Tabla 1.

3.1 Analisis del consumo alimentario

Se ha procedido al estudio de la dieta habitual de los pacientes seleccionados e
incorporados a la muestra mediante un registro dietético autoadministrado de una
semana de duracién. Posteriormente, los datos obtenidos han sido valorados
nutricionalmente mediante un programa informatico adecuado (Alimentador 2000,
Sociedad espafiola de dietética) tras su conversién de datos de tipo cualitativo a
cuantitativos utilizando raciones estandar de alimentos (Gdmez-Candela et al., 2007).

3.2 Ensayos quimicos

Se ha procedido a determinar la actividad antioxidante total y antirradical del aceite de
oliva virgen y del aceite de oliva virgen enriquecido con licopeno. Para ello,
determinamos la capacidad del aceite para secuestrar radicales estables y para inhibir los
radicales superéxido e hidroxilo, el radical peroxilo asi como su poder reductor (F** >
Fe?*) entre otras determinaciones.

3.2.1 Determinacion de la capacidad antioxidante total en aceite y en plasma

Se realizaron las siguientes determinaciones tanto en el aceite como en el plasma:
método del ABTS, método del DPPH, método del FRAP asi como el estudio de la
capacidad estabilizadora del radical superdxido.

a. Método del ABTS

Para la determinacion de la capacidad antioxidante total se siguid el método
ABTS™* de Miller y Rice Evans (1.997) modificado por Pellegrini y cols. (1999),
basado en la oxidacién del ABTS (2,2 “azinobis-(3-ethylbenzothiazoline-6 sulphonic
acid) diamonium salt) por el persulfato potasico para formar el radical ABTS™™, el
cual es reducido en presencia de antioxidantes donadores de hidrogeno. La
generacion del reactivo ABTS'", se realizd mezclando ABTS 7mM con la solucion
de persulfato potasico 2.45mM en una proporcion 1:1. La determinacién de la
actividad antioxidante total se realizd espectrofotométricamente a 734 nm
afadiendo alicuotas de las muestras (5uI de plasma y 40ul de aceite diluido 1/5
en metanol) al reactivo de ABTS™* (960ul). Los resultados se expresan como TEAC
(Trolox equivalent antioxidant capacity). La recta de calibrado con trolox se realiz6
a partir de una solucién estandar de trolox.

b. Método del DPPH

Se siguid el método de Brand-Williams de 1995, usando el radical estable 2,2-
diphenil-1-picrylhydrazyl que tiene su maximo de absorcién a 517 nm. A 980 I
de DPPH 60 UM se le anadieron 20 Ml de aceite. Se incubaron a temperatura
ambiente durante 2 horas, tiempo necesario para la estabilidad de la muestra y se
evalud espectrofotométricamente a 517 nm. Los resultados son expresados en
milimoles de Trolox utilizando una curva de calibrado con diferentes
concentraciones de Trolox.

c. Método del FRAP

Este método se basa en el estudio del poder reductor de la muestra de aceite,
basado en el método de Benzie y Strain (1996). La mezcla de la reaccidn se
prepara mezclando 25 mL de 0.3M de acetato sddico pH:3,6, 2,5 mL de 10 mM
TPTZ (2,4,6-Tris (2-pyridyl)-S-triazine), 2,5 mL de 20 mM FeCl;, y 3 mL de agua.
20 pI del extracto de polifenoles de la muestra de aceite fue mezclado con 970 mL
de la mezcla reactiva e incubado a 37°C durante 30 minutos. Los resultados son
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expresados como milimoles de Fe(II) usando una recta de calibrado con
diferentes concentraciones de FESO,.

d. Determinacion de la actividad estabilizadora del radical hidroxilo

Se utilizd el método de la desoxiribosa, expuesta a la degradacion oxidativa por el
radical hidroxilo generado a través de la reaccién de Fenton, siguiendo el método
de Halliwell y Gutteridge (1.981). Para un volumen de 1mL se utilizd la siguiente
mezcla reactiva: 10 I de desoxirribosa 100mM, 10 pl acido ascérbico 60mM, 10
MI H,0, 1mM, 50 pl de plasma o del extracto de aceite, 10 pl de FeCl; 10mM, 10
Ml de EDTA 10 mM y tampdn fosfato de sodio 24mM en 15mM de NaCl pH 7,4.
Se incuban todos los tubos a 37°C durante 1 hora, transcurrido este tiempo se
afadia 1,5 mL de TCA al 2.8%, 1mL de TBA al 1% y se incuba a 100°C durante
15 minutos. Se deja enfriar y se lee la absorbancia a 532nm.

e. Estudio de la capacidad estabilizadora del radical superdxido

La actividad barredora o “scavenger” frente al radical superdxido se ensayd
mediante un método espectrofotométrico basado en el método del NBT que
genera un compuesto coloreado que absorve a 560 nm (Liu 1997). Se prepara la
mezcla de 50 pl de NADH 77 gM , 50 pl de NBT (50 PM) y 5 pl de PMS (3,3 pM)
en 16 mM tris-CIH pH: 8,0 y 200 pl de muestra. Los resultados se expresan como
% de inhibicidn.

3.3 Ensayos en muestras bioldgicas

Los sujetos del estudio han ingerido durante su desarrollo dos envases de 20 mL
conteniendo bien aceite de oliva virgen, bien aceite de oliva virgen enriquecido con 7 mg
de licopeno por unidad, analizandose posteriormente su efecto sobre los parametros
descritos a continuacion.

3.3.1 Determinaciones del perfil lipidico:

El perfil lipidico solicitado incluyd los niveles de colesterol total, triglicéridos, HDL, LDL y
LDL oxidada.

a. Determinacion de triglicéridos. Para la determinacion de los triglicéridos se
utilizo el autoanalizador MODULAR EDDPP-ROCHE vy el test enzimatico
triglicéridos GPO-PAP, comercializado por Roche Diagnostics GMBH, D-68298
Mannheim (Alemania). Siendo el rango de normalidad para dicho test de 50-170
mg/dL. Principio del test: EI método se basa en las siguientes reacciones
acopladas: Los triglicéridos se someten a la accion de la lipoprotein lipasa que
produce una hidrélisis rapida y completa a glicerol. Posteriormente, y tras
fosfatacion, se produce dihidroxiacetonafosfato y perdxido de hidrégeno, el cual
en presencia de un cromdgeno, 4-aminofenazona y 4—clorofenol  formara un
compuesto coloreado (4—fenazona) que es directamente proporcional a la
cantidad de triglicéridos presentes en la muestra (Figura 2).
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Figura 2. Determinacion de triglicéridos.

LPL
Triglicéridos + 3 H,0 — glicerol + 3 RCOOH

GK/Mg+2
Glicerol + ATP — glicerol — 2 —fosfato + ADP

GPO
Glicerol — 2 — fosfato + 02 — dihidroxiacetonafosfato + H202

Peroxidasa
H202 + 4 — aminofenazona + 4 — clorofenol — 4 —fenazona + H20
+ HCL

b. Determinacion de colesterol total. Para la determinacion del colesterol
total se utilizo el autoanalizador MODULAR EDDPP. ROCHE v el test enzimatico
colesterol CHOD-PAP, comercializado por Roche Diagnostics GMBH, D-68298
Mannheim (Alemania). Siendo el rango de rango de normalidad para dicho test de
70-220 mg/dL. Principio del test: EI método esta basado en la hidrodlisis de los
esteres de colesterol presentes en la muestra por la colesterol esterasa dando
lugar a colesterol libre y &acidos grasos. Posteriormente, y tras oxidacion
enzimatica con la colesterol oxidasa, se formara perdxido de hidrogeno y
colesterina. Finalmente, este perdxido de hidrédgeno se valora por la reaccion de
Trinder, mediante un cromdgeno, fenol y 4- aminofenazona, en presencia de
peroxidasa, formando una benzoquinona, cuya coloracion es proporcional a la
concentracion de colesterol presente en la muestra (Figura 3).

Figura 3. Determinacion de colesterol total.

) Esterasa
Ester de colesterol + H20 — colesterol + RCOOH

Oxidasa
Colesterol + 02 — Delta 4 — colesternona + H202

Peroxidasa
2H202 + 4-aminofenazona + fenol — 4{p-benzoquinona-
monoimino) — fenazona + 4 H20

c. Determinacion de HDL colesterol. La determinacion directa de colesterol
HDL mediante el empleo de enzimas modificadas por PEG (polietilenglicol) y
sulfato de alfa-ciclodextrina y dextrano, comercializado por Roche Diagnostics
GMBH, D-68298 Mannheim (Alemania). Se utilizd el autoanalizador MODULAR
EDDPP. ROCHE, siendo el rango 35 — 60 mg / dL. Principio del test: La PEG-
colesterol esterasa rompe los esteres de colesterol-HDL en colesterol libre y acidos
grasos que tras oxidacion, formara peroxido de hidrégeno, el cual por accion del
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cromdgeno 4-aminofenazona y HSDA (N-(2-OH-3-sulfopropil)-3,5-dimetoxianilina)
formara un compuesto coloreado azul-violeta. Dicha coloracion es proporcional a
la cantidad de HDL-c presente en la muestra (Figura 4).

Figura 4. Determinacion de HDL-colesterol.

PEG — colesterol esterasa
Esteres de colesterol HDL + H20 — Colesterol + RCOOH

PEG colesterol esterasa
Colesterol + 02 — Delta 4 — colesternona + H202

Peroxidasa
2H202 + 4- aminofenazona + HSDA + H + H20 — colorante violeta
—azul + 5 H20

d. Determinacion de LDL colesterol. Para la determinacion de las LDL-
colesterol se utilizo la formula (Figura 5) de Friedewald: permite derivar el valor
de la concentracion de LDL-c a partir de la concentracion de colesterol total, de la
de triglicéridos y de la de HDL-colesterol.

Figura 5. Formula para la determinacion de LDL colesterol.

cLDL (mg.dL -1) = Colesterol total — HDL - (TG/5)

e. Determinacion de LDL oxidada. Inmunoensayo enzimatico para la
determinaciéon de anticuerpos frente a las LDL oxidadas en suero humano. Para
esta determinacion, se utilizd el kit OLAB “anti oxidised LDL" de Biomédica.
Afadimos 200 pL de tampdn de ensayo en los pocillos de la placa incluyendo el
blanco y 20 uL de la pre-dilucién (1:5) de estandar/muestra/control en cada
pocillo excepto el blanco. Cubrimos bien la placa e incubar a 37 °C durante 1,5
horas. Transcurrido el tiempo, lavamos los pocillos con tampdn de lavado diluido y
afadimos 100 pL de conjugado en cada pocillo. Cubrimos bien la placa e
incubamos a temperatura ambiente (18-26 °C) durante 30 minutos. Lavamos y
afadimos 100 pL de sustrato en cada pocillo e incubamos durante 15 minutos a
temperatura ambiente. Anadimos 50 pL de solucion stop y finalmente medimos la
absorbancia a 450 nm en un lector de placas.

3.3.3 Determinaciones de marcadores del estrés oxidativo:

Los parametros del metabolismo oxidativo relacionados con los procesos de inflamacion y
con el riesgo cardiovascular que se han utilizado y determinado son: la cuantificacion del
dafio oxidativo a lipidos midiendo los niveles de sustancias que reaccionan con el acido
tiobarbitarico (TBARS) v la identificacion del dafno oxidativo a las proteinas mediante la
determinacion del contenido en grupos carbonilo. Asimismo, se cuantifican los
carotenoides.

a. Determinacion del contenido de grupos carbonilo (GC) en proteinas
plasmaticas. La oxidacion proteica se mide por la cuantificacion de los grupos
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carbonilo formados durante la incubacidn con 2,4-dinitrofenilhidrazina (DNFH) en
condiciones acidas, basandose en la reaccidon equimolar entre ellos, segln
procedimiento desarrollado por Levine et al. (1980) con algunas modificaciones
de Tian et al. (1998). La DNFH unida a proteinas se cuantifica colorimétricamente
(€573=21.10° M cm™ ) tras la separacidn de las proteinas derivatizadas por
precipitacion con acido, lavado y posterior solubilizacion con guanidina. La
cantidad de proteina utilizada oscila entre 0,5 — 1 mg/mL anadiendo tampdn de
conservacion de mitocondrias hasta 1 mL de volumen final. Centrifugamos a
13600 rpm durante 10 minutos y al sobrenadante afadimos estreptomicina
sulfato 10 % con tampoén Hepes 50 mM pH:7,2, en una proporcion de 1/9 v/v.
(Ahn et al.,, 1987). Centrifugamos y cogemos 200 pL del sobrenadante vy
ahadimos 400 mL de 2,4 dinitrofenilhidracina (DNFH)10 mM /CIH 2,5 M a las
muestras y 400 mL de CIH 2,5 M a los controles. Incubamos 1 hora a
temperatura ambiente, con agitacion ocasional. Centrifugamos a 12600 rpm
durante 3 minutos y afiadimos 1 mL de TCA al 20 %. Centrifugamos de nuevo a
12600 rpm durante 3 minutos. Recogemos el pellet y lo lavamos 3 veces con 1
mL de etanol: acetato de etilo (1:1 v/v). Centrifugamos otra vez a 12600 rpm
durante 3 minutos y recogemos el pellet. Finalmente afnadimos 1 mL de Guanidina
6 N a pH: 2,3, centrifugamos a 12600 rpm y medimos el sobrenadante a una A=
366 nm frente a una solucién de guanidina.

b. Determinacion de TBARS en plasma. La determinacion de las sustancias
que reaccionan con el acido tiobarbitlrico se realizd mediante la técnica de Santos
et al. (1980). Pipeteamos en cada tubo 0.1 mL de plasma, y al blanco 0.1 mL de
agua miliQ. Afadimos 0.4 mL de suero salino al 0.9% a cada tubo seguido de 1
mL de TCA 100 % en HCI 0,6 Ny 0,2 mL de TBA 0,12 M en TRIS 0,26 M.
Agitamos los tubos en el vértex, se tapan y se ponen a hervir en un vaso de
precipitados durante 30-45 minutos. Transcurrido el tiempo, se dejan enfriar
durante 15-20 minutos. Afadimos 2 mL de agua miliQ. Agitamos en vortex y se
centrifugan a 3000 rpm 10’. Se mide la absorbancia a una A= 532 nm.

c. Determinacion de carotenoides en plasma. Se utilizo la técnica de Talwar
et al. (1998). A 200 pl de plasma se anade agua destilada hasta un volumen de
1,1 mL Se afaden 70 pl de etanol al 0.01% de acido ascorbico. Posteriormente,
se afladen 2 mL de hexano, se voltea y centrifuga a 2.500 rpm durante 20
minutos.

La parte del hexano, aproximadamente 1,2 mL, se evapora con nitrégeno. A
continuacién el residuo se resuspende con 50 pl de tetrahidrofurano. Se voltea
durante 1 minuto y se le afnaden 100 pl de fase mdvil. Se inyectan 50 pl. al HPLC.
Condiciones gromatograficas: se utiliza una bomba Gilson de gradiente, con una
columna YMC™ Carotenoid 5um (4.6x250 mm) de fase estacionaria Cs, de Waters.
La fase mévil es metanol/ metil tert-butil éter de 80/20 a 10/90, en gradiente. La
velocidad de flujo: 0.8 ml/minuto y la absorbancia se mide con un detector UV-V
de Kontron Instruments a 450 nm.

3.3.4 Determinaciones relativas a parametros de inflamacion:

Se identificaron parametros relativos a sustancias como la proteina C reactiva (PCR), la
interleukina 6, la presencia de CD ligando soluble en suero asi como el antigeno
prostatico especifico.

a. Determinacion de proteina C reactiva. Se utilizd la técnica de
inmunoanalisis turbidimétrico de aglutinacion. La muestra se coloca en una
solucién tampon y se mezcla con una suspension de anticuerpo monoclonal de
CRP antihumano de ratén. La CRP se fija al anticuerpo unido al latex y se
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aglutina. La cantidad de la difusion de luz es proporcional a la concentracion de
CRP presente en las muestras. Las medidas se realizaron con el autoanalizador:
COBAS INTEGRA 800 de ROCHE. Rango de normalidad: 0-5 mg/L.

b. Determinacion de la interleukina 6. Kit ELISA, de Diaclone Research, para
Interleukina-6 humana. Dicho kit permite identificar IL-6 en suero, plasma,
soluciones tamponadas y cultivos celulares. El sistema reconoce IL-6 natural y
recombinante. Principios del método. El kit esta basado en un método ELISA en
sandwich en fase solida con un anticuerpo monoclonal especifico para la
interleukina 6. El proceso incluye una incubacidn de la muestra a la que se anade,
tras lavado, la enzima streptavidin-peroxidasa, volviéndose a incubar y lavar. La
intensidad de la reaccion coloreada que se produce finalmente, tras la
correspondiente adicion del sustrato que actla sobre la enzima ligada, es
directamente proporcional a la concentracién de IL-6 presente en las muestras
analizadas.

c. Determinacion del CD 40 ligando soluble (sCD40L) en suero. Para la
determinacion del sCD40L en plasma se utilizo el kit de Elisa de Diaclone
(Francia). Principios del método. El kit estd basado en un método ELISA en
sandwich en fase sdlida con un anticuerpo monoclonal especifico para el sCD40L.
Se afiaden 20 pL de suero y el diluyente de muestra, posteriormente se afiaden
HRP- conjugado, se incuba durante dos horas a temperatura ambiente. A
continuacién se lava tres veces con tampén de lavado y se afiaden 100 pL
solucién TMB sustrato, se incuba durante 15 minutas a T@ ambiente y se afiaden
100 pL de solucidon stop. Finalmente se lee en un lector de placas a A450 nm.

d. Determinacion del antigeno prostatico especifico total y libre

d.1 determinacion del antigeno prostatico especifico total en
suero. Para dicha determinacion se utilizo el kit PSA equimolar ELISA de
DRG Instruments, Alemania. Principios del método. Se pipetean 25 L de
PSA de los estandares, de muestra y de controles. Se afiaden 100 pL de
solucion de anticuerpo y se incuba durante una hora con agitacion y a T2
ambiente, se lava y se anaden 100 pL de TMB HRP-sustrato. Se incuba en
oscuridad a T2 ambiente durante 30 minutos y finalmente se lee en un
lector de placas a A620 nm.

d.2 determinacion del antigeno prostatico especifico libre en
suero. Para dicha determinacion se utilizo el kit PSA libre equimolar ELISA
de DRG Instruments, Alemania. Principios del método. Se pipetean 50 uL
de PSA de los estandares, de muestra y de controles. Se afiaden 100 pL de
solucién de anticuerpo y se incuba durante una hora con agitaciéon y a T@
ambiente, se lava y se anaden 100 pL de TMB HRP-sustrato. Se incuba en
oscuridad a T@ ambiente durante 30 minutos. Se anaden 100 uL de
solucién stop, se incuba durante 15 minutos y finalmente se lee en un
lector de placas a A450 nm.

3.4 Estudio estadistico y analisis de los Datos

Las distintas repeticiones enunciadas en los respectivos apartados ponen de manifiesto
que se obtuvieron datos suficientes como para poder aplicar distintos tratamientos
estadisticos, los cuales se llevaron a cabo con el programa Statgraphics Plus para
Windows (Manugistics Inc, 1997).
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IV. RESULTADOS.
1. Ensayos quimicos.

Aceiterol® es un alimento producido a partir de aceite de oliva virgen extra ecoldgico,
obtenido de la variedad morisca, enriquecido con un extracto de tomate (su oleorresina
de extracto natural sin aditivos) de elevado contenido en licopeno. En el producto
terminado y listo para su consumo, la cantidad de licopeno es de 11,10 mg (segun datos
del fabricante) por envase de 20 mL, siendo la concentracién de polifenoles totales de
2,21 mg por cada envase de esta cantidad.

Siendo el elemento basico del producto el aceite de oliva, encontramos (Tabla 2) que
porcentualmente el acido oleico representa en volumen el 71,62%, el acido palmitico el
11,96%, el acido linoleico el 9,29%, el acido estearico el 3,24% y el acido linolénico el
1,07%. El licopeno se halla en el producto en concentraciones del 0,05%.

Tabla 2. Composicion porcentual (%) de Aceiterol por envase (20 mL)

n° elemento | %
licopeno COMPOSICION ACEISTEROL
4
betacaroteno N

oleico
tocoferoles
Fitoeno/fitoflueno

linoleico
linolénico
adoleico

palmitico
margaroleico
araquidico

estearico

1.1 Capacidad antioxidante y antirradicalaria del aceite de oliva virgen extra
con y sin licopeno.

1.1.1 De los aceites:

La capacidad antioxidante total de los aceites fue evaluada utilizando tres métodos
distintos. Ello es consecuencia de las diferencias y limitaciones que presentan las
diferentes metodologias analiticas con las consiguientes variaciones en sus resultados.
Asi, los métodos utilizados fueron el método del ABTS (2,2'-azino-bis(3-etilbenzotiazolina-
6-acido sulfurico) sal de diamonio, el método del DPPH (2,2-difenil-1-pinilhidracil radical
libre), ambos resultados estan expresados en TEAC (actividad antioxidante equivalente al
trolox) y el método FRAP (ferric reducing antioxidant power) como indicador del estado
reductor y donde el resultado es expresado como pmol/mL de FeSO4.

Los resultados se muestran en la Figura 6, donde se puede observar la capacidad
oxidante dependiendo del método empleado. La contribucidn a la capacidad antioxidante
de los componentes de naturaleza lipofilica queda reflejado en los valores de capacidad
antioxidante mas altos obtenidos en la muestra de aceite con licopeno por el método del
DPPH frente al ABTS donde apenas hay diferencia. Sin embargo, en relacién con la
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capacidad reductora medida por el método FRAP, los resultados muestran que la
actividad es significativamente menor en el aceite con licopeno.

1.1.2 Del plasma:

Adicionalmente, se evalud la capacidad de los aceites para estabilizar especies oxigénicas
reactivas muy frecuentes producidas “in vivo”. Estas diferentes especies se forman como
resultado del propio metabolismo oxigénico del organismo.

Para realizar esta valoracién, se determinaron: a) la actividad estabilizadora del radical
superdxido (SRSA) asi como b) la actividad estabilizadora del radical hidroxilo (HRSA) tras
la ingestidn de los diferentes tipos de aceite (con y sin licopeno). Los resultados (Figura
7) muestran que todos los tipos de aceites tienen mayor capacidad inhibidora frente al
radical superdxido que frente al radical hidroxilo. Adicionalmente, encontramos que esta
capacidad estabilizadora es significativamente mayor cuando se trata de aceite
enriquecido con licopeno.

En resumen, se puede decir que el enriquecimiento del aceite con licopeno mejora su
capacidad antioxidante en medios lipofilicos asi como la capacidad estabilizadora de los
radicales hidroxilo, no afectando sin embargo este enriquecimiento a la capacidad
antioxidante en los medios hidrofilicos ni tampoco a la actividad estabilizadora del radical
superoxido.

2 . Ensayos en muestras bioldgicas.
2.1 Biodisponibilidad del licopeno y de otros carotenoides en sangre

Se ha procedido a determinar la presencia y concentracion de licopeno en el plasma de
aquellos individuos que ingirieron aceite de oliva virgen y aceite suplementado con
licopeno. Los resultados sefialan que el licopeno contenido en Aceiterol es absorbido por
los participantes en el estudio al detectarse concentraciones de hasta un 33% superiores
que en los pacientes que Unicamente recibieron aceite de oliva y de un 34% frente al
grupo de control (Figura 8).

Asimismo, tras ingerir Aceiterol se encuentran valores de a-caroteno superiores en un
14% al grupo de control (valores no significativos dada su dispersion) vy
significativamente superiores en un 25% de B-caroteno. No se detectan variaciones de
ningun tipo en el caso de la B-criptoxantina (Figura 9).

2.2 Metabolismo lipidico

Hemos determinado los niveles de triglicéridos (TG), colesterol, las fracciones de
colesterol (HDL, LDL) asi como los niveles de LDL oxidada. Los resultados obtenidos nos
permiten observar (Figura 10) cdmo se produce un aumento significativo (un 11%) en
los niveles de TG en el grupo suplementado con el aceite de oliva enriquecido con
licopeno con respecto a su control (p<0,005). En cambio, no se produce ningiin cambio
significativo en los niveles de colesterol total y LDL-c (Figura 11y 12).

Sin embargo, si observamos un aumento significativo del 5% (p<0,005) en los niveles
de HDL colesterol (Figura 13) tras el periodo de suplementacién en todos los casos, tanto
con el aceite de oliva como con el aceite enriquecido con licopeno sin que se presenten
diferencias entre ambos. Respecto a la LDL oxidada, observamos que el grupo sin
licopeno no presenta diferencias significativas respecto a su control. En cambio, el grupo
con licopeno presenta una disminucién significativa del 14% (p<0,05) respecto a su
control (Figura 14). Dichos resultados sefialan un posible papel protector del licopeno
ante la patologia cardiovascular.

-23-



- Ensayo: Aceiterol, colesterolemia y estrés oxidativo -

2.3 Capacidad antioxidante

En los ensayos realizados (capacidad antioxidante total por el método ABTS y capacidad
estabilizadora del radical hidroxilo), la capacidad antioxidante fue mayor (18% y 17%) en
el grupo de personas que ingirieron aceite enriquecido con licopeno que en el grupo de
control y que en el grupo que ingirid Unicamente aceite de oliva. Sin embargo, las altas
desviaciones obtenidas en los resultados debido a la variabilidad intragrupo, no permiten
sefalar estas diferencias como significativas (Figura 15, Figura 16).

2.4 Estrés oxidativo

Hemos procedido a cuantificar en esta valoracion el dafo inducido a distintas
macromoléculas. En concreto a lipidos (Figura 17), mediante la determinacién de los
niveles de las sustancias que reaccionan con el acido tiobarbittrico (TBARS), y a
proteinas (Figura 18) determinando el contenido en grupos carbonilo (GC), antes y
después de la suplementacion.

Cuando expresamos los resultados en porcentajes (con muestras apareadas) podemos
observar una disminucion significativa (p<0,05) en el grupo de individuos que ha
suplementado su dieta con aceite de oliva enriquecido con licopeno, tanto en los niveles
de TBARS (6%) como de grupos carbonilo (15%), respecto a su control.

Dichos resultados ponen de manifiesto el efecto que esta ejerciendo, en el transcurso del
ensayo, el aceite de oliva enriquecido con licopeno sobre el estrés oxidativo causado
sobre los lipidos y las proteinas.

2.5 Parametros de inflamacion

Como marcadores de inflamacion hemos determinado los niveles de diferentes sustancias
presentes en plasma que se consideran buenos marcadores de estos procesos: la
proteina C reactiva (PCR), CD 40 ligando soluble (sCD40L) e interleucina 6 (IL-6).

Respecto a la proteina C reactiva, observamos una disminucién significativa del 15%
(P>0,005) en los individuos cuya dieta habia sido suplementada con aceite de oliva
virgen enriquecido con licopeno (Figura 19).

Respecto a los niveles de CD 40 ligando soluble (sCD40L) (Figura 20), observamos un
aumento significativo (p<0,05) del 34% en aquellos individuos que habian tomado aceite
de oliva virgen extra sin licopeno. En los que habian recibido un suplemento con
licopeno, no se encuentran diferencias significativas.

En los niveles de IL-6, observamos una disminucién, que resulta ser significativa
(p<0,05), en el grupo que ha tomado aceite con licopeno del 11%. En el caso del aceite
virgen sin licopeno, no se hallan resultados estadisticamente significativos (Figura 21).
Este conjunto de resultados parecen indicar que el aceite de oliva enriquecido con
licopeno estd produciendo un efecto protector ante los procesos inflamatorios
relacionados con la patologia cardiovascular.

Resumen de datos obtenidos.

De los resultados obtenidos en el estudio podemos deducir que el aceite de oliva enriquecido
con licopeno aumenta los niveles de triglicéridos, aunque disminuye los niveles de la LDL
oxidada. Respecto a los parametros marcadores de estrés oxidativo, observamos un aumento
en la capacidad antioxidante y una disminucion significativa en los TBARS y en el contenido
en grupos carbonilo. Asimismo, cuando determinamos los parametros de inflamacion,
observamos una disminucion significativa en la PCR y en la IL-6. En conclusion, el aceite de
oliva virgen enriquecido con extracto de tomate, mayoritariamente licopeno, disminuye los
parametros de estrés oxidativo, por tanto puede tener un papel protector frente a patologias
mediadas por radicales libres, tales como los procesos cardiovasculares.
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2.6 Licopeno y marcadores de cancer de prostata

El antigeno prostatico especifico (PSA) es una proteina producida por la préstata y que
participa en la disolucion del coagulo seminal. Su produccién depende de la presencia de
andrégenos y del tamano de la glandula prostatica. Una pequenisima parte de este PSA
pasa a la circulacién sanguinea y es precisamente el que se mide para el diagndstico,
prondstico y seguimiento del cancer de préstata. Otra prueba que se puede realizar es el
llamado PSA libre: normalmente el PSA en sangre va unido a otras proteinas, quedando
una pequena fraccién libre. Los pacientes con cancer de prostata tienen menor
porcentaje de PSA libre, mientras que los que sufren una hiperplasia benigna de préstata
tienen una mayor proporcion de PSA libre.

El riesgo de cancer aumenta si la relacion entre PSA libre y PSA total es menor al 25%.
Mientras menor sea la proporcién, mayor es la probabilidad de padecer un cancer
prostatico. Si el resultado del PSA total, por ejemplo, estd entre 4-10 ng/mL - un valor
anormal, con un riesgo calculado del 25% de tener un cancer de prostata - y al mismo
tiempo cursa con un bajo porcentaje del PSA total siendo PSA libre (menor del 10%)
significa que la probabilidad de tener un cancer de préstata aumenta a un 50% y que por
ello es necesario realizar una biopsia diagnostica. Un reciente estudio encontrd que si los
hombres con resultados de PSA en el limite superior (4 -10 ng/mL) se realizaran una
biopsia de préstata, ésta se justificaba solo cuando el porcentaje de PSA libre era menor
del 25 %. Los valores de la PSA estan en funcion de la edad (Tabla 3).

Tabla 3. Niveles considerados normales de PSA
segun la edad.
EDAD NIVELES
De 40-49 afios 0.0-2.5 ng/ml
De 50-59 afios 0.0-3.5 ng/ml
De 60-69 afios 0.0-4.5 ng/ml
De 70-79 afios 0.0-6.5 ng/ml

Respecto a los resultados obtenidos en nuestro ensayo (Figura 22), no observamos
ningln cambio significativo ni en la PSA total ni en la libre ni en la fraccidén. En cualquier
caso, tenemos que tener presente que todos que los individuos analizados tienen unos
niveles de PSA inferiores a 4 pug/mL, por lo que estan situados dentro de los valores de
normalidad.

Sin embargo, si tenemos en cuenta aquellos individuos que estan considerados de riesgo
obtenemos que Unicamente dos personas de la muestra han recibido un suplemento de
aceite de oliva y que otro individuo ha recibido un suplemento de aceite de oliva
enriquecido con licopeno. En estos casos (Figura 23, Figura 24), observamos un efecto
positivo tanto del aceite virgen como del aceite enriquecido, aunque fue mayor en este
ultimo.

3. Analisis del consumo alimentario

De acuerdo a los datos obtenidos, la dieta seguida por los participantes en el estudio
presenta los valores reflejados en la tabla 4 y en la tabla 5. Como se puede observar, la
ingestién energética media de todos los participantes es de 1938,8 Kcal obtenidas a
partir de un 46% de carbohidratos, un 17% de proteinas y un 37% de lipidos. Asimismo,
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la media en la ingestion de fibra es de 16 g diarios, de colesterol 374 mg, de calcio 800
mg, de hierro 12.4 mg y de acido fdlico 373.73 ug. La grasa de la dieta procede en un
34% de los acidos grasos saturados, en un 46.4% de los acidos grasos poliinsaturados y
en un 19.7% de los acidos grasos monoinsaturados.

En el caso de las mujeres (n=>56), la ingestion energética media fue de 1865 Kcal,
proporcionadas por los carbohidratos en un 47%, las proteinas en un 14% vy los lipidos
en un 39%. En el caso de los varones (n=25), la ingestidn energética media fue de
2012,6 Kcal, proporcionadas por los carbohidratos en un 46%, las proteinas en un 20% y
los lipidos en un 34%. Todos estos datos pueden verse resumidos en la figuras 25, 26,

27y 28.

Tabla 4. Valoracion nutricional

de la dieta.
Kcal H'(:f’e Lips | Prots th;;a (ﬁ:’g:) AGS | AGMI | AGPI
mujeres (media) | 18650| 1663| 953| 64,7| 178| 3709| 337| 506| 158
mujeres ¢ 441,9| 54,6 245 20,5 6,8| 108,9| 23,3| 32,9| 13,4
varones (media) | 2012,6| 1682| 102| 972| 157| 3770| 263| 454| 12,2
varones o 384,5 45,31 21,5 20,9 4,7 89,9 8,6 11,8] 3,88
:‘a‘:fr::: {me dia) | 19388| 1672| 988| 809| 168| 3739 30 48| 14
Tabla 5. Valoracion nutricional
de la dieta.
Ca Mg Fe D B> Fol C
(mg) [ (mg) | (mg) | (pg) [ (pg) (ng) | (mg)
mujeres, (media) 848,2 272,7 12,4| 10,4 5,7 507,9| 148,2
Mujeres, o 288,1 72,9 3,81 10,7 2,1 275,5 71,9
varones, (media) 752,6 260,9 12,3 4,07 6,2 239,5| 109,3
varones, ¢ 287,3 71,0 3,0 5,55 2,2 107,2 41,8
Mujeres y
varones, (media) 800,4 266,8 12,4 7,24 5,9 373,7| 128,7
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Figura 6. Capacidad antioxidante total en el aceite de oliva virgen sin/con

extracto de tomate

O 8in extracto
O Con extracto
1400 - FeSO4
(umol/L)
1200 - T
TEAC
1000 - (1moL/mL) wek
800 - TEAC Tk A -
(umoL/mL) T
600 -
400 - T
200 -
0
ABTSx100 DPPH FRAP

Los resultados estan expresados en media + SD de 5 experimentos diferentes. Para los calculos

estadisticos se aplico la t"Student.
**P<0,005 y *P<0,05 — con extracto vs sin extracto.

Figura 7. Actividad estabilizadora de radicales libres oxigénicos

120 -
ek

100 -
T

80_ —_—
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% Inhibicion
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O Sin extracto
O Con extracto

HRSA

SRSA

Los resultados estan expresados en media £ SD de 5 experimentos diferentes. Para los calculos

estadisticos se aplico la t"Student.
**P<0,005 y *P<0,05 — con extracto vs sin extracto
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Figura 8. Niveles de licopeno en plasma en individuos que ingirieron aceite
de oliva virgen y Aceiterol en el transcurso del estudio.

LICOPENO (pmol/L) @ Control

O Sin licopeno

134aab OCon licopeno
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0

101

100

% Respecto a su control

Los resultados estan expresados en % respecto a su control (muestras apareadas) de 85
individuos. Para los calculos estadisticos se aplico la t"Student.

#@p<0,005 y P<0,05 — sin y con licopeno respecto a su control.

®5p<0,005 y "P<0,05 — con licopeno respecto a sin licopeno

Figura 9. Niveles de carotenos y criptoxantina en plasma en individuos que
ingirieron aceite de oliva virgen y Aceiterol en el transcurso del estudio.

a-Caroteno B-Caroteno B-Criptoxantina
(pmol/L)
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=]
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® 40 |
=

20

0 Control O sin licopeno O Con licopeno

Los resultados estan expresados en % respecto a su control (muestras apareadas) de 85
individuos. Para los calculos estadisticos se aplico la t"Student.

¥ P<0,005 y a P<0,05 - sin y con licopeno respecto a su control.

P> p<0,005 y b P<0,05 — con licopeno respecto a sin licopeno
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Figura 10. Niveles de Triglicéridos en individuos cuya dieta ha sido
suplementada con aceite de oliva virgen sin/con licopeno.
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Los resultados estan expresados en % respecto a su control (muestras apareadas) de 85
individuos. Para los calculos estadisticos se aplico la t"Student.

#@p<0,005 y ?P<0,05 — sin y con licopeno respecto a su control.

®5p<0,005 y "P<0,05 — con licopeno respecto a sin licopeno

Figura 11. Niveles de Colesterol total en individuos cuya dieta ha sido
suplementada con aceite de oliva virgen sin/con licopeno.
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Colesterol total (mg/dL) O Sin licopeno

O cCon licopeno
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Los resultados estan expresados en % respecto a su control (muestras apareadas). De
85 individuos. Para los calculos estadisticos se aplico la t’Student.
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Figura 12. Niveles de LDL colesterol en individuos cuya dieta ha sido
suplementada con aceite de oliva virgen sin/con licopeno.

@ Control
LDL colesterol (mg/dL) O Sin licopeno
O Con licopeno

140 -
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100 _|_ T

120

100 -

80 -

60 -
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Los resultados estan expresados en % respecto a su control (muestras apareadas) de 85
individuos. Para los calculos estadisticos se aplico la t’Student.

Figura 13. Niveles de HDL colesterol en individuos cuya dieta ha sido
suplementada con aceite de oliva virgen sin/con licopeno.

@ Control
HDL colesterol (mg/dL) O Sin licopeno

O Con licopeno
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Los resultados estan expresados en % respecto a su control (muestras apareadas) de 85
individuos. Para los calculos estadisticos se aplico la t’Student.
#P<0,005 y *P<0,05 — sin y con licopeno respecto a su control
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Figura 14. Niveles de LDL oxidada en individuos cuya dieta ha sido
suplementada con aceite de oliva virgen sin/con licopeno.

o Control
LDL oxidada (mg/dL) O Sin licopeno

O Con licopeno

140 - 20
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Los resultados estan expresados en % respecto a su control (muestras apareadas) de 85
individuos. Para los calculos estadisticos se aplico la t“Student.
#p<0,005 y ?P<0,05 — sin y con licopeno respecto a su control

Figura 15. Capacidad antioxidante total en individuos cuya dieta ha sido
suplementada con aceite de oliva virgen sin/con licopeno.
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Los resultados estan expresados en % respecto a su control (muestras apareadas).
n = 85 individuos. Para los cdlculos estadisticos se aplico la t"Student.
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Figura 16. Capacidad estabilizadora del radical hidroxilo en individuos
cuya dieta ha sido suplementada con aceite de oliva virgen sin/con
licopeno.

o Control
O Sin licopeno
g Con licopeno

HRSA

160 -
115 117

140 T
120 - T

100
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20

% Respecto a su control

Los resultados estan expresados en % respecto a su control (muestras apareadas).
n = 85 individuos. Para los calculos estadisticos se aplico la t’Student.

Figura 17. Niveles de las sustancias que reaccionan con el acido
tiobarbiturico (TBARS) en individuos suplementados con aceite de oliva
virgen sin/con licopeno.

@ Control
O Sin licopeno
OCon licopeno

TBARS (nmoL/mL)

140 97

120 | 100 94

100 - T

80 -

60 -

40 -

% Respecto a su control

20

0

Los resultados estan expresados en % respecto a su control (muestras apareadas)
n = 85 individuos. Para los calculos estadisticos se aplico la t“Student.
#p<(0,005 y ?P<0,05 — sin y con licopeno respecto a su control
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Figura 18. Contenido en grupos carbonilo de las proteinas (GC) en
individuos cuya dieta ha sido suplementada con aceite de oliva virgen
sin/con licopeno.

o Control
GC (nmoleg de prot) OSin licopeno

OCon licopeno

140 82

a
120 - 100 85

100 -

80 -

60

% Respecto a su control

40 -

20

Los resultados estan expresados en % respecto a su control (muestras apareadas).
n = 85 individuos. Para los calculos estadisticos se aplico la t"Student.
#p<0,005 y ?P<0,05 — sin y con licopeno respecto a su control

Figura 19. Niveles de la proteina C reactiva en individuos cuya dieta ha
sido suplementada con aceite de oliva virgen sin/con licopeno.

o Control
PCR (mg/L) O Sin licopeno
O Con licopeno
140 -
94
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120 - 100 85
100 - }V
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Los resultados estan expresados en % respecto a su control (muestras apareadas).
n = 85 individuos. Para los calculos estadisticos se aplico la t”"Student.
#P<0,005 y *P<0,05 — sin y con licopeno respecto a su control
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Figura 20. Niveles de sDC40L en individuos cuya dieta ha sido
suplementada con aceite de oliva virgen sin/con licopeno.
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Los resultados estan expresados en % respecto a su control (muestras apareadas)
n = 85 individuos. Para los calculos estadisticos se aplico la t"Student.
#p<0,005 y ?P<0,05 — sin y con licopeno respecto a su control

Figura 21. Niveles de la interleukina 6 (IL6) en individuos cuya dieta ha
sido suplementada con aceite de oliva virgen sin/con licopeno.

O Control
OSin licopeno

IL6 (pg/mL)

OCon licopeno

160 - 17

140 - [ agP
120 - 100
100 -

80 -
60 -
40

% Respecto a su control

20

Los resultados estan expresados en % respecto a su control (muestras apareadas)
n = 85 individuos. Para los calculos estadisticos se aplico la t"Student.
®5P<0,005 y "P<0,05 — con licopeno respecto a sin licopeno
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Figura 22. Niveles del antigeno prostatico especifico (PSA) total, libre y
fraccion en individuos cuya dieta ha sido suplementada con aceite de
oliva virgen sin/con licopeno.
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Los resultados estan expresados en % respecto a su control (muestras apareadas)
n = 22 individuos. Para los calculos estadisticos se aplico la t’Student.

Figura 23. Niveles del PSA total > de 4 ug/mL, libre y libre/total en
individuos cuya dieta ha sido suplementada con aceite de oliva virgen
sin licopeno

o Control
O PSA Total
(RY  gPSALT
140 - PSA TOTAL > 4 ng/mL
(A)
120 1 s
i ©
100 x10 PSA LITx100 I £
0 S
80 1 &g 620 PSA LIBRE 3
1]
60 x10 “ 5 ] 8
3,78 376 39 5 5 8
40 1 269 2,7 2
165 z
B
0

@ Control o Sin licopeno

Los resultados corresponden a dos individuos (78 y 63 afios respectivamente) cuyos
niveles del PSA eran > de 4 ng/mL (A) y los porcentajes (muestras apareadas) respecto a
su control (B)
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Figura 24. Niveles del PSA total > a 4 pg/mL, libre y libre/total en
individuos cuya dieta ha sido suplementada con aceite de oliva virgen
con licopeno.
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Los resultados corresponden a 1 individuo (75 afios) cuyos niveles del PSA eran mayores
de 4 ng/mL (A) y los porcentajes (muestras apareadas) respecto a su control (B)
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Figura 25. Energia y su origen (%) ingerida por los participantes en el
estudio: mujeres y varones.

Origen de la energia (% Kcal) hombres y
mujeres.
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Figura 26. Origen de la energia (%) ingerida por los participantes en el
estudio: mujeres.

Origen de la energia (% Kcal) mujeres.
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Figura 27. Origen de la energia (%) ingerida por los participantes en el
estudio: varones.

Origen de la energia (% Kcal) hombres.

HdeC
34%
Lips
46%
Prots
20%

-38 -



- Ensayo: Aceiterol, colesterolemia y estrés oxidativo -

Figura 28. Presencia de acidos grasos (%) en la dieta de los
participantes en el estudio: mujeres y varones.

Acidos grasos de la dieta.
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V. CONCLUSIONES.

De acuerdo a los resultados obtenidos en este estudio, se ha podido llegar a las
conclusiones que se sefialan a continuacion:

1.

v

WO N O

El licopeno contenido en Aceiterol® es absorbido por los sujetos del estudio,
pudiendo detectarse su concentracion variable en el plasma de forma dosis
dependiente.

Aceiterol® posee una capacidad antioxidante que se refleja en el plasma de los
sujetos del estudio y que es cuantificable.

Los triglicéridos de los sujetos del estudio se ven aumentados tras la ingestion
de Aceiterol®, probablemente por otros factores dietéticos no controlados en el
trabajo.

No se encuentra un efecto significativo de Aceiterol® sobre los niveles
sanguineos de colesterol total ni de LDL-colesterol.

Existe un efecto moderado de Aceiterol® sobre las concentraciones plasmaticas
de HDL-colesterol que es similar al producido tras la ingestion de aceite de oliva
virgen.

Las lipoproteinas oxidadas LDL-colesterol disminuyen su concentracion tras la
ingestion de Aceiterol®, lo que podria suponer un beneficio cardiovascular.

Aceiterol® potencia la defensa antioxidante de los individuos que lo ingirieron
disminuyendo su estrés oxidativo.

Aceiterol® mejora los pardmetros de inflamacion analizados tras su ingestion.

No es posible llegar a conclusiones del efecto de Aceiterol® sobre la produccion
de antigeno prostatico especifico con los pacientes y condiciones del estudio.
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