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RESUMEN

Actividad farmacoldgica de la fraccién de esteroles y
alcoholes triterpénicos aislada del aceite de oliva virgen

La fraccién de esteroles y dialcoholes triterpénicos obtenida
por cromatografia en capa fina a partir del insaponificable del
aceite de oliva virgen ha sido ensayada para evaluar su posible
actividad farmacoldgica en relacién a su efecto antiinflamatorio.
La administracién tépica de estos productos produjo un potente
efecto antiedematoso, en el edema auricular provocado por la
aplicacion de TPA (acetato de tetradecanoilforbol) en animales
de experimentacion. Este test ha sido ampliamente utilizado para
evaluar la accién antiinflamatoria de inhibidores de la enzima fos-
folipasa A,. La medida de la mieloperoxidasa, enzima marcado-
ra del acimulo de neutréfilos en el tejido dérmico inflamado,
mostré un alto poder inhibitorio sobre la infiltracion celular ejerci-
da por la fraccién ensayada.

PALABRAS-CLAVE: Aceite de oliva virgen — Actividad antiin-
flamatoria — Alcohol triterpénico — Esterol.

SUMMARY

Pharmacological activity of the fraction isolated from
virgin olive oil containing the sterols and triterpenic
alcohols

The fraction of sterols and triterpenic dialcohols from
unsaponifiable of virgin olive oil has been tested for its possible
antiinflamatory activity. The topical administration of these
products produced a potent antioedematous effect, in the
auricular oedema induced by TPA (12-O-tetradecanoylphorbol
acetate) in experimental animals. This test has been widely used
to determine the antiinflamatory action of phospholipase A,
inhibitors. The measure of myeloperoxidase, marker enzyme of
the accumulation of neutrophils in the inflamed tissue,
demonstrated a significant reduction of the cellular infiltration
produced by assayed fraction.

KEY-WORDS: Antiinflamatory activity — Sterol — Triterpene
alcohol — Virgin olive oil.
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1. INTRODUCCION

La fraccion insaponificable de los aceites vegetales
se considera minoritaria con respecto a la fraccion gli-
ceridica, sin embargo puede ejercer una gran influencia
en las propiedades bioldgicas de cada aceite. De
hecho, la terapia inmunosupresiva en numerosas enfer-
medades inflamatorias se asocia, no exclusivamente al
efecto de los acidos grasos que se liberan tras la mani-
pulacién de la dieta con aceite ricos en acidos grasos
poliinsaturados, sino a otros componentes, probable-
mente los componentes menores o insaponificables
(Calder, 1994). Prueba de ello, el eritrodiol (alcohol tri-
terpénico que se encuentra en el insaponificable del
aceite de oliva) ha sido descrito recientemente con un
inhibidor de la enzima elastasa lisosomal de leucocito
humano (Ying, 1994).

Con este trabajo, hemos querido demostrar el efec-
to farmacolégico que sobre procesos inflamatorios, pre-
sentan ciertos componentes minoritarios caracteristicos
de la fraccién insaponificable del aceite de oliva virgen,
como son los esteroles y los dialcoholes triterpénicos.
El andlisis de la fraccion de esteroles es muy importan-
te ya que su contenido varia de un aceite a otro. En el
oliva virgen, el contenido en esteroles no es mayor de
160 mg/kg, y el compuesto mayoritario de esta fraccién
es el B-sitosterol, constituyendo entre el 76-86% del
insaponificable. Los dioles triterpénicos presentes en la
fraccién son eritrodiol y uvaol cuyas concentraciones
respectivas son 6-10 y 18 mg/kg de aceite.

2. PARTE EXPERIMENTAL

2.1 Muestras
Fraccion de esteroles y dialcoholes triterpénicos

obtenidos del insaponificable de aceite de oliva virgen
por cromatografia en capa fina.
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2.2 Material y Reactivos
Aislamiento del insaponificable

Material y reactivos descritos en la norma UNE
55004, necesario para la separacién del insaponifica-
ble por el método del 6xido dietilico (capitulo 4 de la
normay).

Cromatografia en capa fina

Cromatofolios de silice G Merck, cubeta de vidrio
para el desarrollo de placas, estufa de desecacion,
microjeringas, lamparas ultravioleta. Revelador: solu-
cion 2-7-dicloro-fluoresceina al 0,1% en etanol del
90%,; éter etilico y hexano de calidad «para analisis».

Animales de experimentacion

Se utilizaron ratones Swiss de unos 25-20 g de
peso, que se agruparon en lotes de 6.

Reactivos quimicos

Indometacina (Sigma), acetato de tetradecanoilfor-
bol (Sigma).

2.3 Procedimiento de obtencion de Ia fraccion

Las placas cromatograficas se activan en estufa de
desecacion a 105-110°C, durante 1 h. En la placa acti-
vada se depositan gotitas finas del insaponificable
obtenido disuelto en éter insopropilico, con ayuda de
una microjeringa, cubriendo una linea situada a unos
2 cm del borde inferior de la placa. La distribucion
debera hacerse uniformemente, efectuando las pasa-
das que sean necesarias para depositar la totalidad
del insaponificable. El solvente de desarrollo fue hexa-
no-éter etilico 2:1 (v/v). Una vez efectuado el desarro-
llo se pulveriza la placa con el reactivo de revelado y
se examina a la luz ultravioleta (366 nm).

La banda horizontal correspondiente a la mezcla
de esteroles y alcoholes triterpénicos, se rasca con
una espatula, el polvo de silice se coloca en minico-
lumnas de vidrio y el contenido organico se eluye con
alcohol isopropilico. El producto obtenido una vez eva-
porado el disolvente constituy6 la fraccién a ensayar.

2.4 Edema auricular producido por TPA

Seguimos la técnica de De Young (1989). El
edema fue inducido en la oreja derecha del ratén, por
la aplicacion tépica de 2.5ug de TPA por oreja disuel-
to en acetona. Las distintas dosis utilizadas: 0,25, 0,50
y 1,0 mg de la fraccién a ensayar fueron disueltas en
etanol del 70%, y fueron aplicadas tépicamente, inme-
diatamente después de la aplicacién de TPA. Las ore-
jas izquierdas (controles) fueron tratadas con el vehi-
culo (etanol 70%). Como patrén de referencia se
empled indometacina a una dosis de 0,5 mg/oreja.
Pasadas 4 horas de la aplicacién tdpica, los animales
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fueron sacrificados y se procedi6 a seccionar (6 mm)
y pesar la porcién central de las orejas. El valor del
edema se calculé por diferencia de peso entre las ore-
jas tratadas (derechas) y las no tratadas (izquierdas),
asi mismo se calculé la inhibicion del edema (expre-
sado en %) frente al grupo control.

2.5 Inhibicion de la enzima mieloperoxidasa

La actividad de la enzima mieloperoxidasa (MPO)
fue ensayada utilizando los homogenizados de las
orejas inflamadas, segun técnica de Susuki (1983),
modificada por De Young (1989). Las medidas de
absorbancia se realizaron a 665nm de longitud de
onda, en un espectrofotdémetro Perkin Elmer Lambda
3. La inhibicién enzimatica (expresada en %) se con-
rresponde con las diferencias de absorbancias obser-
vadas respecto al grupo control.

2.6 Analisis estadisticos

Los resultados se presentan como la media de los
valores obtenidos en cada lote de animales =error
estandar. La significacion estadistica se realizé con el
test de la «t» de Student.

3. RESULTADOS

La fraccién de esteroles y alcoholes triterpénicos
mostré una potente actividad antiinflamatoria tépica en
el test del edema auricular producido por TPA en oreja
de ratén, observandose una clara inhibicion del edema
en una relacion dosis-dependiente (Tabla 1). Los valores
de inhibicién obtenidos son similares a los producidos
con la indometacina utilizada como patrén de referencia.
La actividad de la enzima mieloperoxidasa, indicadora
de la infiltracién leucocitaria fue significativamente inhibi-
da (p<0,001) a las tres dosis ensayadas (Tabla Il).

Tabla |
Inhibicion del edema auricular producido por TPA

Dosis Edema (mg) Inhibicidn (%)
(mgfaplicacion) Edema
Control (TPA) 0.0025 20.56+0.78 .
Patrén (Indometacina) 0.50 2.28+0.73 88.91
Fraccién 0.25 7.56+1.15 63.23
Fraccion 0.50 3.52+0.63 82.87
Fraccion 1.00 1.84+0.73 91.05

*hk

*p<0,05, **p<0,01,"**p<0,001; «t» de Student frente al control
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Tabla Il

Inhibicién de la enzima mieloperoxidasa en el test
del edema producido por TPA

Dosis Diferencia Abs. .
(mgfaplicacidn) (nm) Inhibicén (%)
Control (TPA) 0.0025 0.928+0.09 -
Patrén (Indometacina) 0.50 0.043+0.02 95.36
Fraccién 0.25 0.312+0.03 66.38
Fraccion 0.50 0.217+0.03 76.61
Fraccion 1.00 0.000+0.00 100.00

*hk

*p<0,05, **p<0,01,**p<0,001; «t» de Student frente al control

4. DISCUSION

Una respuesta positiva en el test del TPA indicaria
que la inhibicién del edema podria ser esencialmente
debida a un bloqueo de la proteina quinasa C(PKC).
El TPA estimula la accién de esta proteina quinasa de
una manera similar a aquella producida por diacilgli-
cerol enddgeno, liberado de los fosfolipidos de mem-
brana (Nishizuka, 1984). Como consecuencia de la
estimulacién de la PKC se activan otras enzimas como
la fosfolipasa A,, que induce la liberacién del acido
araquiddnico, originando un aumento de los niveles de
prostaglandinas E, y la aparicion de edema (Carlson,
1985). Por lo tanto, la inhibicién producida por la frac-
cion ensayada sobre la inflamacion inducida por este
agente irritante, podria ser debida al bloqueo de una o
varias de las enzimas relacionadas con la liberacién y
metabolismo del acido araquidénico.

Diferentes compuestos de estructura triterpénica
de origen natural, como betulina y acidos betulinico y
ursdlico, han demostrado poseer un efecto antiinfla-
matorio tépico, presentando un mecanismo de accion
relacionado con el que poseen los glucocorticoides
(Recio, 1994).

Por otro lado, la fraccién inhibié muy significativa-
mente la actividad de la enzima mieloperoxidasa, indi-
cadora de la infiltracién de neutrdfilos en el tejido infla-
mado. Esta potente inhibicion sobre el edema y
también sobre la actividad de mieloperoxidasa ha sido
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descrita para farmacos tipo corticosteroides (De
Young, 1989). Esto concuerda con nuestros resulta-
dos, ya que los esteroles y triterpenos tienen una
estructura relacionada, y a menudo han sido utilizados
como precursores en la sintesis de estos farmacos.

Por tanto, el efecto antiinflamatorio tépico observa-
do con esta subfraccidon esterdlica/triterpénica del
insaponificable procedente de aceite de oliva virgen,
nos pone de manifiesto la accién beneficiosa que
estos componentes minoritarios pueden ejercer sobre
determinados estados patolégicos.
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