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DESCRIPCION

Utilizacién de aceite de orujo de centrifugacion refinado como retardador de la aterosclerosis.
Objeto de la invencion

El objeto de la invencion es la aplicacién nutricional-farmacolédgica del aceite de orujo de oliva de centrifugacion
refinado. Se describe la influencia del aceite de orujo de centrifugacién refinado sobre el desarrollo de la lesién arte-
riosclerdtica, para considerar a este aceite como alimento funcional ya que presenta unas propiedades sanitarias mas
alla de su funcién nutricional al ser un alimento natural destinado a mejorar el estado de poblaciones con riesgo de
aterosclerosis.

Estado de la técnica

El aceite de orujo de oliva es el que se obtiene a partir de los residuos de las aceitunas, una vez extraido el aceite
de oliva virgen por presién. Mediante métodos mecdnicos es posible separar el aceite de oliva virgen de las otras fases
de la pasta de aceitunas, tanto liquida (alpechin) como sdélidas (orujo). El orujo contiene todo el aceite no extraido
por la centrifugacién, denomindndose alperujo. Tradicionalmente, este aceite ha sido siempre recuperado mediante el
empleo de hexano. Se obtiene asi un aceite de orujo de oliva crudo, que posteriormente se refina, obteniéndose aceite
de orujo de oliva refinado que se puede consumir encabezado con aceite de oliva virgen.

En la patente de invencién publicada como ES 2 048 667 (Oleicola El Tejar) se da a conocer un procedimiento
para la extraccién de aceite de orujo de oliva sin utilizacién de disolventes organicos, denominado de 2* centrifu-
gacién 6 de repaso [J. Alba Mendoza, F. Hidalgo Casado, M* A. Ruiz Gémez, F. Martinez Roman, M* J. Moyano

Pérez, A. Cert Ventuld, M? C. Pérez-Camino y M* V. Riiz-Méndez. “Caracteristicas de los aceites de oliva de primera
y segunda centrifugacion” Grasas y aceites, 47. 163-181 (1996)]. Ciertos aceites obtenidos mediante dicho procedi-

L RPN

miento, denominados “de segunda centrifugacién” 6 “repaso”, una vez refinados, presentan las siguientes caracteristi-
cas:

Acidez: < 0,3

Indice de peréxidos (meq. O,/Kg) max: < 5
Restos de disolventes (mg/Kg) = 0,0
Alcoholes alifaticos (mg/Kg): > 1000
Ceras (mg/kg): 3000-6000

Acidos grasos saturados en sn-2: < 2,0%
Tocoferoles totales (mg/kg): > 200
Eritrodiol+uvaol (mg/Kg): > 200

Esteroles totales (mg/Kg): > 1600
Acido oleanélico (mg/Kg): > 50

Acido maslinico (mg/Kg): > 100
Un aceite de orujo de estas caracteristicas es el que se ha empleado en la presente invencion.
Explicacion de la invencion

El objeto de la presente invencion es la utilizacién de aceite de orujo de centrifugacién refinado en la preparacién
de un alimento funcional retardador de la ateroesclerosis. Asimismo dicho aceite de orujo se puede emplear en la
preparacion de nutracetticos o de fitofarmacos con el mismo propdsito e incluso en la preparaciéon de un medicamento
retardador de la ateroesclerosis.

El aceite de orujo de centrifugacion refinado se puede utilizar para dicho propdsito tal cual se obtiene o bien
encabezdndolo con hasta un 5% de aceite de oliva virgen. Es igualmente posible el afiadir al aceite de orujo de
centrifugacion refinado, encabezado o no con aceite de oliva virgen, cantidades complementarias de otros compuestos,
en particular tocoferoles hasta llegar a una cantidad total de al menos 1000 mg de tocoferoles totales por cada Kg de
aceite y de dcido oleandlico hasta un total de 100 ppm.

El efecto retardador de la ateroesclerosis se manifiesta a través de la disminucidn de triglicéridos y de lipoproteinas
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VLDL y HDL en ratones carentes de apolipoproteina E y también a través de la disminucién de leucocitos circulantes
en sangre que expresan la integrina Mac-1 en esos mismos ratones.

Breve descripcion de las figuras

Fig 1. Perfil de lipoproteinas plasmdtico obtenido por FPLC en los ratones carentes de apo E con las diferentes
dietas. Fracciones 4-8 15 corresponden a TRL, 9-17 a LDL y fracciones 18-24 a HDL.

Fig 2. Porcentaje de leucocitos que expresan Mac-1 tras la administracion de las diferentes dietas. Mediante
citometria de flujo, se calcul6 el porcentaje de leucocitos que expresaron la integrina Mac-1 (CD11b) tras la tincién
con un anticuerpo monoclonal marcado con fluorescencia.

Fig 3. Areas de lesiones adrticas de los ratones carentes de apo E alimentados con las diferentes dietas. Resultados
son media + SEM de cada grupo. Los andlisis estadisticos se efectuaron mediante la U de Mann-Whitney.*®, p< 0.05
vs control y oliva, respectivamente.

Descripcion detallada de la invencion

El objeto de la presente invencién es la utilizacion del aceite de orujo de centrifugacién refinado como retardador
de la ateroesclerosis, por tanto como alimento funcional segtin la recomendacién de la European Commission Con-
certed Action on Functional Food Science in Europe (FUFOSE), quien en la actualidad pretende definir y caracterizar
los alimentos funcionales como alimentos que consumidos en cantidades normales en la dieta habitual tienen efectos
beneficiosos para la salud. En este sentido, el aceite de orujo de centrifugacion refinado es un alimento natural, obte-
nido en condiciones en las que no se afiade ni quita ninglin componente mediante medios tecnolégicos o biolégicos,
diferente del que contenga en su extraccion natural y que posee propiedades que ayudan a disminuir el riesgo de pade-
cer arteriosclerosis. Se define como “Cardiorujo de oliva” al aceite referido anteriormente a la vista de los resultados
obtenidos en ratones transgénicos, concretamente ratones carentes de la apolipoproteina E (apo E knock-out).

Animales empleados

La tecnologia transgénica ha generado una serie de ratones muy ttiles para el estudio de la hiperlipidemia y de
la arteriosclerosis que se afiaden a las ventajas que poseen estos modelos animales tales como la economia en su
mantenimiento, ya que requieren pequefias cantidades tanto de alimento como de agentes de ensayo. Adicionales
ventajas son su facil reproduccién en un corto periodo de tiempo y la disponibilidad de razas puras con fenotipos
heredables perfectamente conocidos.

Trabajando con estos animales se estd delimitando la influencia de componentes ambientales y genéticos en el
desarrollo del proceso arteriosclerético, mas concretamente en los procesos celulares y moleculares que intervienen
en el mismo. Ha sido precisamente la generacién de ratones modificados genéticamente que presentan lesiones vascu-
lares complejas lo que ha permitido disponer de un sistema de referencia para evaluar la progresion o el retraso de la
enfermedad vascular en presencia de diferentes proteinas o agentes ambientales (Functional Food Science in Europe.
(1998). British Journal of Nutrition, 80(1):S1-S193). Estos ratones, sin los cuales todo este progreso seria imposible,
son los ratones carentes de la apolipoproteina E (apo E knock-out). Ademads, en ellos se ha desarrollado una estanda-
rizada metodologia para evaluar el grado de lesién que permite cuantificar exactamente la contribucién de un agente
(Osada J, Joven J, Maeda N. The value of apolipoprotein E knockout mice for studying the effects of dietary fat and
cholesterol on atherogenesis. Curr. Opin. Lipidol. 2000;11(1):25-9).

Los ratones carentes de la apolipoproteina E, alimentados con una dieta comercial estdndar baja en grasa (4%) y
con un 0.01% (p/p) de colesterol, muestran unos niveles de colesterol de 500 mg/dl, mientras que los animales sanos,
en las mismas condiciones, se mantienen en 75 mg/dl (Knowles JW, Maeda N. Genetic modifiers of atherosclerosis in
mice. Arterioscler Thromb Vasc Biol 2000;20(11):2336-2345 y Plump AS, Smith JD, Hayek T, Aaltosetala K, Walsh
A, Verstuyft JG, et al. Severe Hypercholesterolemia and Atherosclerosis in Apolipoprotein-E-Deficient Mice Created
by Homologous Recombination in ES Cells. Cell 1992;71(2):343-353). Esta elevacion de los niveles de colesterol
plasmadtico se debe principalmente al aumento del colesterol transportado por las VLDL, IDL y LDL. El ratén de-
ficiente en apo E, con una dieta normal, desarrolla una extensa aterosclerosis fibroproliferativa espontdnea (Zhang
SH, Reddick RL, Piedrahita JA, Maeda N. Spontaneous Hypercholesterolemia and Arterial Lesions in Mice Lacking
Apolipoprotein-E. Science 1992;258(5081):468-471 y Nakashima Y, Plump AS, Raines EW, Breslow JL, Ross R.
Apo E-deficient mice develop lesions of all phases of atherosclerosis throughout the arterial tree. Arterioscler Th-
romb 1994;14:133-140). Un andlisis cronoldgico de esta aterosclerosis muestra la misma secuencia de formacién de
la lesién que la ya establecida en otros modelos animales y en el hombre. Las lesiones se extienden por el entramado
arterial, formédndose en primer lugar en la base de la aorta y en las arterias coronarias proximales, para continuar luego
a lo largo de toda la aorta, con una predisposicion especial en los puntos de ramificacién de los vasos mayores: las
arterias carétidas, las intercostales, las mesentéricas, las renales y las iliacas.

Con estos animales se estudiard la influencia sobre el desarrollo de la lesion arteriosclerdtica del aceite de orujo de
centrifugacién refinado.
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Aceite empleado

A continuacién se definen las caracteristicas del insaponificable del aceite empleado procedente de Oleicola El

Tejar de la campafia 2002-2003:

Acidez: 0.1

Indice de peréxidos (meq. O,/kg) max: < 5
Restos de disolventes (mg/kg) 0,00

Ceras (mg/kg): 3484

Alcoholes aliféticos (mg/kg): 3117

Acidos grasos saturados en sn-2: 2,0%
Tocoferoles totales (mg/kg): 468

- a-tocoferol (mg/kg): 386

- B-tocoferol (mg/kg): 38

- y-tocoferol (mg/kg): 44
Eritrodiol+uvaol (mg/kg): 507

Esteroles totales (mg/Kg): 2245
Acido oleanélico (mg/kg): 59

Acido maslinico (mg/kg): 107

Saponificable del aceite:

Composicion de dcidos grasos por cromatografia gaseosa

Latrico C.12 . . . . ND
Mirfstico C.14 . . . . e 0,02
Palmitico C.16 . . . . . e 10,29
Palmitoleico C.16:1 . . . . . . . e 0,76
Estedrico C.18 . . . . . . e 2,95
Oleico C.18:1 . . 74,27
Linoleico C.18:2 . . . . . e 8,07
Linolénico C. 18:3 . . . . . 0,70
Araquico C.20 . . . . 0,45
Gadoleico C.20:1 . . o o e, 0,33
Behénico C.22:1 . . . o e 0,17
Erdcico C.22:1 . . . o o ND
Lignocérico C.24 . . . L . . 0.07
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Modo de realizacion de la invencion
Animales

Se utilizaron ratones machos hibridos de C57BL/6J y 1290la carentes de apo E homozigotos descendientes de los
generados por Piedrahita y cols. (Generation of mice carrying a mutant apolipoprotein E gene inactivated by gene
targeting in embryonic stem cells. Proc Natl Acad Sci USA 1992;89:4471-4475) y se mantuvieron en la Unidad Mixta
de Investigacién de Zaragoza, Espafia. A 26 animales de dos meses de edad se les puso en ayuno durante 18 horas.
Se les anestesié con isofluorano y se obtuvo su sangre por puncion retroorbital para la determinacién de colesterol
plasmadtico. Se dividieron al azar en tres grupos de idéntico nivel de colesterol y se mantuvieron en jaulas estériles
provistas de filtro en habitaciones con ciclos de 12 horas de luz y las mismas de oscuridad. Los animales tuvieron libre
acceso al agua y a la comida. El pienso fue suministrado por Harlan Teklad (Harlan Ibérica, Barcelona). Se hizo un
seguimiento del peso de los animales a lo largo del estudio y ninguno de los animales muri6é durante el estudio. El
protocolo fue aprobado por el Comité ético para la experimentacién animal de la Universidad de Zaragoza.

Dietas

Los tres grupos recibieron: a) la dieta del ratén para el grupo control, b) la dieta del ratén suplementada con un
10% (p/p) de aceite de oliva virgen de reciente preparacion y c) la dieta del ratén enriquecida con un 10% (p/p) de
aceite de orujo. Las dietas se prepararon semanalmente y se almacenaron en atmosfera de N, a 20°C. Las dietas se
suministraron durante 11 semanas y fueron bien toleradas.

Andlisis de moléculas de adhesion en células sanguineas

Tras 10 semanas de la dieta, Se tomaron muestras retroorbitales de los animales previamente ayunados y aneste-
siados con isofluorano. Aproximadamente 1 x 10° leucocitos, se resuspendieron en PBS que contenia 0.1% (w/v) BSA
y 10 mmol/l azida sédica. En ellos se estudi6 la expresion de Mac-1 (CD11b) por citometria de flujo. Los datos se
expresan como porcentaje de células marcadas positivamente.

Andlisis de lipidos y lipoproteinas

Finalizado el periodo experimental los animales fueron sacrificados con una inyeccién de avertina (Aldrich Che-
mical Co., Madrid, Espaiia) y se obtuvo la sangre por puncién cardiaca. Las concentraciones plasmaticas de colesterol
total y de triglicéridos se midieron enzimdticamente en placas de microensayo usando kits de Sigma Chemical Co.
(Madrid, Espafia) y Boehringer Mannheim GMBH (Barcelona, Espafia). Como control de calidad del proceso se uti-
liz6 cardiolipid (Sigma). Para un anélisis mds detallado de los perfiles lipoproteicos, una mezcla de 100 ul de plasma
de los animales de cada grupo se someti6 a cromatografia liquida de filtracién por gel en una columna de Superosa
6B (Pharmacia LKB Biotechnology, Barcelona, Espafia) de acuerdo con las condiciones descritas por Calleja y coas
(Low-cholesterol and high-fat diets reduce atherosclerotic lesion development in ApoE-knockout mice. Arterioscler
Thromb Vasc Biol 1999;19(10):2368-2375). Se recogieron fracciones de 0.5 ml y se midié el colesterol total como se
ha descrito anteriormente.

Evaluacion de la lesion aterosclerdtica

El corazén y el sistema circulatorio arterial se perfundi6é con tampén fosfato formalina (4% pH 7.4 Panreac, Bar-
celona, Espafia) a presion fisiolégica. Los corazones y las aortas fueron diseccionados, limpiados y almacenados en
formaldehido neutro. La zona de las auriculas y la base de la aorta se extrajeron para su andlisis y se transfirieron a un
tubo con OCT (Bayer Diagnostic, Germany) donde se mantuvieron 24 horas para eliminar burbujas. Los corazones
se situaron sobre la base de un criostato (Microm HMS505E, Barcelona Espafia) con OCT nuevo. Se recogieron cortes
seriados de la aorta proximal y del seno adrtico, se tifieron con Sudan IV B (Sigma Chemical Company), y un tefiido
de contraste con hematoxilina y eosina (Sigma Chemical Company). La evaluacién morfométrica se realizé segtin el
método de Paigen y cols. (Quantitative assessment of atherosclerotic lesions in mice. Atherosclerosis 1987;68:231-
240) tomando el tamafio medio de la lesion de las cuatro secciones, que comprenden desde la region proximal adrtica
hasta el seno adrtico que contenia las tres vdlvulas completas. Las lesiones fueron capturadas utilizando un microsco-
pio Canon con una videocdmara conectada a un ordenador. La cuantificacién de la lesion aterosclerética y el perimetro
de los vasos se realizaron con el software NIH Image.

Andlisis estadistico

Los datos fueron analizados con el programa Instat para Windows (GraphPad). La mayoria de los pardmetros en
este estudio no siguen una distribucién normal de acuerdo con el test de Shapiro-Wilk. Asi pues, para el andlisis
estadistico se realizé el test de la U Mann-Whitney para los datos no apareados. Las diferencias se consideraron no
significativas cuando P>0.05. La asociacion entre variables se realizé por el célculo del coeficiente de correlacién de
Spearman.
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Resultados
Efecto de las diferentes dietas sobre los pardmetros somdticos y plasmdticos

Después de 11 semanas de administracién de las dietas, no se observaron cambios en el peso corporal en los
diferentes grupos (Tabla I). Tampoco se observaron cambios en el peso del higado por el enriquecimiento graso de
las dietas. Tal como se muestra en la tabla, el colesterol plasmatico no experimentd variaciones significativas en
ninguna de las intervenciones dietéticas, en concordancia con resultados previos al aportar el contenido de lo grasa
del 10% a estos animales. Ni el colesterol transportado en HDL, ni los triglicéridos plasméticos aparecieron afectados
en el grupo de aceite de oliva y si aparecieron disminuidos en el grupo de animales alimentados con el aceite de
orujo.

TABLA I

Efecto de las dietas experimentales en raton carente de ApoE

Control Oliva Orujo
(n=9) (n=9) (n=8)

Variacion peso corporal (g) 34+ 14 44+ 08 40+1,0
Peso higado (g) 0,78+0,08 0,79+0,15 0,76 + 0,08
Colesterol plasmatico (mmol.I™) 155 + 2,4 174 + 2,4 16,1+ 3,8
0,13*
0,4:*

Colesterol en HDL (mmol.I™?) 0,8+ 0,1 06+ 01 0,3

4+

+

Triglicéridos plasmaticos (mmol.I'y 1,7+ 04 24+14 1,1

Los resultados se expresan como medias + SD. Las dietas fueron
proporcionadas durante 11 semanas. El analisis estadistico se refleja
como 7P =0.01, £ P = 0.05 vs control, * P=0.05 vs oliva.

La distribucion del colesterol plasmatico entre las diferentes lipoproteinas plasmaticas fue analizado por croma-
tografia liquida en una columna de Superose 6B y se muestra en la figura 1. El grupo que recibi6 el aceite de oliva
presenté mayores niveles de lipoproteinas LDL en tanto que el grupo que recibi6 el aceite de orujo presentd menores
niveles de lipoproteinas VLDL y HDL en consonancia con la disminucién de triglicéridos (principalmente transpor-
tados en VLDL) y el descenso de HDL verificado por el método de precipitacion que se presentd en la tabla 1. Estos
resultados indican que los componentes que diferencian a ambos aceites poseen suficiente potencia para cambiar el
comportamiento de los pardmetros lipidicos en estos animales.

Efecto de las diferentes dietas sobre el porcentaje de leucocitos activados y potencialmente reclutables a través de la
integrina Mac-1

Se analiz6 el porcentaje de leucocitos circulantes en sangre que expresan Mac-1 para ver la activacion de estas
células. Debido a que esta integrina permite la interaccién de los monocitos circulantes con las moléculas ICAM-
1 y 2 del endotelio y asi su migracién a los focos aterosclerdticos, es una diana importante en el desarrollo de la
arteriosclerosis. En la figura 2 se muestra el porcentaje de leucocitos que expresan Mac-1 en los grupos de ratones
que consumieron las dietas control, enriquecida en oliva o en orujo. Tal como se aprecia el dltimo grupo present6 los
valores mds bajos de células potencialmente reclutables comparados con las otras dos dietas.

Efecto de las diferentes dietas sobre el desarrollo de la lesion aterosclerdtica

En la figura 3 se muestran los valores cuantitativos de las lesiones aterosclerdticas en los animales tras el consumo
de las diferentes dietas. Los animales cuya dieta estuvo enriquecida en el aceite de oliva presentaron mayores valores
de lesion que el grupo control. En contraste, el grupo que recibi6 el aceite de orujo presentd valores significativamente
mds bajos que los animales alimentados con las otras dos dietas.
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Estos resultados globalmente indican que los componentes presentes en el aceite de orujo ensayado tienen sufi-
ciente potencia para disminuir el desarrollo de la aterosclerosis en los ratones deficientes en la apolipoproteina E y
que en este proceso estan implicados procesos celulares tales como la activaciéon de Mac-1 en leucocitos circulantes
junto con cambios de triglicéridos circulantes y en menor proporcion de lipoproteinas de alta densidad, puesto que
el perfil de este ultimo pardmetro (descenso de colesterol en HDL) observado para el aceite de orujo fue hallado de
caracteristicas negativas. El aceite de orujo fue perfectamente tolerado por todos los animales y no tuvo repercusiones
de sobrepeso, ni aumento de masa hepdtica en las dosis administradas.
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REIVINDICACIONES

1. Utilizacién de aceite de orujo de centrifugacion refinado caracterizado porque se emplea en la preparacion de
un alimento funcional retardador de la ateroesclerosis.

2. Utilizacién de aceite de orujo de centrifugacion refinado en la preparacién de un alimento funcional retardador
de la ateroesclerosis segtin la reivindicacién 1, caracterizado porque dicho efecto retardador de la ateroesclerosis
se manifiesta a través de la disminucion de triglicéridos y de lipoproteinas VLDL y HDL en ratones carentes de
apolipoproteina E.

3. Utilizacién de aceite de orujo de centrifugacion refinado en la preparacién de un alimento funcional retardador
de la ateroesclerosis segtn la reivindicacién 1, caracterizado porque dicho efecto retardador de la ateroesclerosis se
manifiesta a través de la disminucién de leucocitos circulantes en sangre que expresan la integrina Mac-1 en ratones
carentes de apolipoproteina E.

4. Utilizacién de aceite de orujo de centrifugacion refinado caracterizado porque se emplea en la preparacion de
nutraceuticos retardadores de la ateroesclerosis.

5. Utilizacién de aceite de orujo de centrifugacion refinado caracterizado porque se emplea en la preparacion de
fitofarmacos retardadores de la ateroesclerosis.

6. Utilizacion de aceite de orujo de centrifugacion refinado caracterizado porque se emplea en la preparacion de
medicamentos retardadores de la ateroesclerosis.



Figura 1

pg colesterol/ fraccion

ES 2239908 B1

100 -

80

80 1

20 1

100
80
60

20 A

Control

[
[ e

-

‘~"‘\ Oliva

*

e

Orujo

numero de fraccian



%

30

20

ES 2239908 B1

Figura-2

i B

CONTROL

10

OLIVA

ORUJO



x 1P pm?

50 |

0 A

20 1

ES 2239908 B1

Figura 3

CONTROL

11

OLIVA

ORUJO



OFICINA ESPANOLA DE (D ES 2 239 908
PATENTES Y MARCAS @D Ne de solicitud: 200400755

. @ Fecha de presentacion de la solicitud: 26.03.2004
ESPANA

@ Fecha de prioridad:

INFORME SOBRE EL ESTADO DE LA TECNICA

GD Int.Cl7: A61K 35/78, A61P 9/10

DOCUMENTOS RELEVANTES

Categoria Documentos citados Reivindicaciones
afectadas
A COVAS, M.1. et al.: "Virgin olive oil phenolic compounds: 1-6

binding to human low density lipoprotein (LDL) and effect on LDL
oxidation", Int. J. Clin. Pharm. Res., (2000), Vol. XX (3/4),
paginas 49-54, todo el documento, en particular, resumen.

A WO 2004005237 A1 (CONSEJO SUPERIOR DE INVESTIGACIONES 1-6
CIENTIFICAS y UNIVERSIDAD DE SEVILLA) 15.01.2004, resumen.

A MANGIAPANE, E.H. et al.: "Modulation of the regression of 1-6
atherosclerosis in the hamster by dietary lipids: comparison of
coconut oil and olive oil", British J. Nutr., (1999), Vol. 82,
paginas 401-409, todo el documento.

A COVAS, M.I. et al.: "Bioavailability of tyrosol, an antioxidant 1-6
phenolic compound present in wine and olive oil, in humans”,
Drugs Exptl. Clin. Res., (2003), Vol. XXIX (5/6),

paginas 203-206, todo el documento.

Categoria de los documentos citados

X: de particular relevancia O: referido a divulgacién no escrita

Y: de particular relevancia combinado con otro/s de la P: publicado entre la fecha de prioridad y la de presentacion
misma categoria de la solicitud

A: refleja el estado de la técnica E: documento anterior, pero publicado después de la fecha

de presentacion de la solicitud

El presente informe ha sido realizado
para todas las reivindicaciones |:| para las reivindicaciones n®:

Fecha de realizacion del informe Examinador Pagina
10.08.2005 A. Maquedano Herrero 11




	Primera Página
	Descripción
	Reivindicaciones
	Dibujos
	IET

