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La cardiopatía isquémica constituye la
principal causa de muerte en los países
desarrollados. Existe, sin embargo, una
amplia variabilidad en la incidencia y tasa
de mortalidad de esta enfermedad, lo
que hace pensar en la importancia que
los factores ambientales tienen en su de-
sarrollo.
Las modificaciones oxidativas de las lipo-
proteínas de baja densidad (LDL) consti-
tuyen un factor clave e importante en la
génesis y desarrollo de la aterotrombo-
sis1-4. Las LDL oxidadas pueden favorecer
el desarrollo de la placa de ateroma a tra-
vés de mecanismos tales como su citoto-
xicidad5, su efecto quimiotáctico sobre
monocitos6, la inhibición de la motilidad
de los macrófagos7, sus efectos trombo-
génicos8,9, su efecto sobre el tono vascu-
lar10 y, por último, favoreciendo su capta-
ción por parte de los macrófagos, hasta
transformarse en células espumosas11.
Además, varios estudios han apuntado la
existencia de LDL oxidadas in vivo12-13.
La alimentación mediterránea, rica en
frutas, verduras, cereales, vino, y cuyo
principal aporte en grasas está constitui-
do por el aceite de oliva, se asocia con
una baja incidencia de enfermedad car-
diovascular14-15. Tales beneficios se han
atribuido a sus efectos sobre las concen-
traciones de lípidos plasmáticos16, mejo-
ría del metabolismo hidrocarbonado17, re-
ducción de la presión arterial17 y efecto
antioxidante sobre las LDL. Tradicional-
mente se ha venido explicando este últi-
mo hecho por la vitamina E, presente en
el aceite de oliva18,19. Sin embargo, este
alimento contiene otra variedad de com-
puestos, los compuestos fenólicos, que
pueden prevenir la oxidación de las LDL
in vitro con igual o mayor efectividad que
las vitaminas C y E20,21, y con ello el ries-
go de padecer aterotrombosis.
Los compuestos fenólicos ejercen su acti-
vidad antioxidante porque actúan como
quelantes de iones metálicos libres y reti-
ran los radicales libres formados durante
el proceso de lipoperoxidación. En este
proceso, los compuestos fenólicos pre-
sentes en el aceite de oliva, como la oleu-
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FUNDAMENTO Y OBJETIVO: Varios estudios epidemiológicos y experimentales han relacionado la in-
gestión de antioxidantes, abundantes en la alimentación mediterránea, con una baja incidencia
de enfermedad cardiovascular. Uno de los posibles mecanismos de dicha acción es la protec-
ción frente a la oxidación de las lipoproteínas de baja densidad (LDL). El objetivo de nuestro
estudio fue comparar la actividad antioxidante de diversos compuestos fenólicos, presentes en
el aceite de oliva virgen, sobre dichas lipoproteínas.
SUJETOS Y MÉTODO: Las LDL fueron aisladas de voluntarios sanos por medio de ultracentrifuga-
ción secuencial a partir de plasma sanguíneo. Seguidamente fueron oxidadas con CuCl2 en pre-
sencia de diferentes concentraciones de los compuestos fenólicos y de un extracto de aceite de
oliva virgen. Se determinó la producción de dienos conjugados, mediante la monitorización
continua del aumento de absorción a 234 nm, como indicador de la oxidación de las LDL.
RESULTADOS: Los resultados ponen de manifiesto que el extracto de aceite de oliva virgen prolon-
ga la fase de latencia y disminuye la tasa de progresión de manera significativa (p < 0,05) a
bajas concentraciones (2 µg/ml). Este efecto antioxidante también se observó con bajas con-
centraciones (2 µM) de ácido cafeico y oleuropeína (p < 0,05). Sin embargo, fue necesario au-
mentar 50 veces la concentración de flavona para obtener un efecto similar (p < 0,05).
CONCLUSIONES: El extracto de aceite de oliva virgen rico en compuestos fenólicos, así como los
compuestos fenólicos presentes en él (ácido cafeico y oleuropeína) son potentes antioxidantes
a muy bajas concentraciones. Por tanto, el efecto beneficioso de la alimentación mediterránea
puede deberse, en parte, a la acción protectora de dichos compuestos.

Palabras clave: Lipoproteínas de baja densidad. Dieta mediterránea. Compuestos fenólicos. Aceite
de oliva virgen.

Effect of phenolic compounds of virgin olive oil on LDL oxidation resistance

BACKGROUND AND OBJECTIVE: Several epidemiological and experimental studies have associated
the intake of antioxidants, which are abundant in the Mediterranean diet, with a low incidence
of cardiovascular disease. One possible mechanism of this action is the oxidative protection in
low density lipoproteins (LDL). The aim of our study was to compare the antioxidative activity of
diverse phenolic compounds present in virgin olive oil on these lipoproteins.
SUBJECTS AND METHOD: LDL was isolated from blood plasma of healthy volunteers by sequential
ultracentrifugation. This was followed by oxidation with CuC12 in the presence of different con-
centrations of phenolic compounds and virgin olive oil extract. Production of conjugated dienes
was determined by the continuous monitoring of increased absorbency at 234 nm as an indica-
tor of LDL oxidation.
RESULTS: Virgin olive oil extract prolonged the latency phase and significantly lowered the pro-
gression rate (p < 0.05) at low concentrations (2 µg/ml). This antioxidative effect was also ob-
served with low concentrations (2 µM) of caffeic acid and oleuropein (p < 0.05). However, it
was necessary to increase the concentration of flavone up to 50 times to observe a similar ef-
fect (p < 0.05).
CONCLUSION: Both virgin olive oil extract enriched in phenolic compounds and phenolic com-
pounds present in olive oil (caffeic acid and oleuropein) are potent antioxidants at very low con-
centrations. Thus, the beneficial effects of a Mediterranean diet may be partly due to the pro-
tective action of these compounds.
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ropeína o el hidroxitirosol, retrasan la de-
saparición de vitamina E presente en las
LDL y previenen la formación de lipope-
róxidos al retrasar la oxidación de los áci-
dos grasos poliinsaturados, sustratos ini-
ciales del proceso de peroxidación22-24.
Además, la oleuropeína y el hidroxitirosol
limitan la captación de las LDL por parte
del macrófago e inhiben la agregación
plaquetaria, reduciendo la producción de
eicosanoides de los leucocitos activados25

e incrementando la producción de óxido
nítrico por los macrófagos26.
En el aceite de oliva existen múltiples
compuestos fenólicos, algunos de los cua-
les han demostrado ser potentes agentes
antioxidantes. Nuestro objetivo es comparar
la eficacia antioxidante del ácido cafeico, la
oleuropeína, la flavona y un extracto de
aceite de oliva, frente a la oxidación indu-
cida de la partícula de LDL.

Sujetos y método

Aislamiento de las LDL

Las LDL se aislaron mediante ultracentrifugación se-
cuencial a partir de una mezcla de plasma sanguíneo
procedente de 10 voluntarios sanos. Se utilizaron una
ultracentrífuga Beckman (Palo Alto, CA, EE.UU.) mo-
delo LE-70 y un rotor NVT65 a 65.000 rpm, 4 °C, du-
rante 2 h. Tras aislar las LDL, procedimos a dializarlas
con PBS (phospate-buffered saline, pH 7,4); (OXOID,
Basinstoke, Reino Unido), con el fin de eliminar el
EDTA presente en las LDL. Utilizamos membranas de
diálisis (Medicell International Ltd., Londres, Reino
Unido) que fueron sometidas a tres cambios del lí-
quido de diálisis a lo largo de 24 h, desgasificándolo
con una fuente de nitrógeno. Posteriormente fueron
esterilizadas mediante filtración a través de un filtro
Milipore 0,2 µm. A continuación determinamos el con-
tenido de proteínas en dichas lipoproteínas mediante
el método de Bradford27.

Obtención y preparación de los compuestos fenólicos

Para el estudio de la resistencia a la oxidación de las
LDL in vitro se utilizaron compuestos fenólicos pre-
sentes en el aceite de oliva, tales como oleuropeína
(Extrasynthese, Genay, Francia), el ácido cafeico
(Sigma Chemical Co., St. Louis, MO, EE.UU.), la fla-
vona (Sigma Chemical Co., St. Louis, MO, EE.UU.) y
un extracto de aceite de oliva virgen enriquecido en
compuestos fenólicos.
El extracto de aceite de oliva virgen rico en compues-
tos fenólicos se obtuvo por medio de dos extraccio-
nes líquido/líquido diferentes28. En la primera, el acei-
te de oliva se mezcló con hexano y se lavó tres veces
con una mezcla de metanol/agua (60% v/v). El ex-
tracto hidrometanólico resultante fue almacenado du-
rante 24 h a –20 oC. En un paso posterior se realizó
la segunda extracción para eliminar las posibles im-
purezas. Para ello se añadió una mezcla de hexano y
acetonitrilo, y se obtuvo el extracto de aceite de oliva
enriquecido en compuestos fenólicos. El total de los
fenoles fue determinado a 760 nm a partir del reacti-
vo Folin Ciocalteu29.

Estudio de resistencia a la oxidación de las LDL 
in vitro

Para el estudio de la resistencia a la oxidación de las
LDL in vitro hemos seguido el método descrito por
Esterbauer et al30. Para ello incubamos 100 µg/l de
las LDL aisladas anteriormente con diferentes con-
centraciones de los compuestos fenólicos estudiados;
ácido cafeico (0,2, 2 y 5 µM), oleuropeína (0,2, 2 y 5
µM) y flavona (50, 75, 100 µM), así como con un ex-
tracto de aceite de oliva virgen (0,2, 0,5 y 2 µg/ml).
La oxidación se realizó con 10 µmol/l de CuCl2 en
PBS, excepto para la flavona, que se hizo con etanol.
Por último, valoramos la cinética de oxidación de es-

tas LDL a 37 oC mediante la monitorización continua
(cada 5 min durante 4 h) de la producción de dienos
conjugados en un espectrofotómetro Beckman DU-
640 a 234 nm. Determinamos los cambios en la ab-
sorción a 234 nm con relación al tiempo 0, obtenien-
do tres fases consecutivas en la curva de la cinética
de oxidación de las LDL: fase lag o fase de latencia,
fase de propagación y fase de descomposición.
Como parámetros definitorios de la resistencia a la
oxidación de las LDL hemos medido: a) el tiempo de
latencia o tiempo expresado en minutos antes de que

comience el proceso oxidativo, y b) la tasa de progre-
sión, definida como el incremento de producción de
dienos conjugados por unidad de tiempo en la fase
de propagación.

Análisis estadístico

En el estudio estadístico de los datos se utilizó el aná-
lisis de la varianza (ANOVA) para medidas repetidas,
con el fin de determinar el efecto de las diferentes
concentraciones de cada uno de los compuestos fe-
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Fig. 1. Curvas de oxidación inducida de la partícula de LDL, con soluciones de diferentes compuestos fenólicos.
A: oleuropeína; B: ácido cafeico; C: extracto de aceite de oliva enriquecido en compuestos fenólicos; D: flavona.
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nólicos sobre la fase de latencia y la tasa de progre-
sión obtenidas al oxidar las LDL. Cuando se encontró
significación estadística, se realizó la prueba de Tuc-
key para comparación post hoc con la que identificar
diferencias entre grupos. Se consideraron significati-
vos los valores de p < 0,05. Como programa estadís-
tico se utilizó el SPSS (versión 7.5 en castellano).

Resultados

Las soluciones con ácido cafeico, oleuro-
peína, flavona y el extracto de aceite de
oliva virgen aumentan la resistencia a la
oxidación de las LDL in vitro. Dicho efec-
to varió en función del tipo y concentra-
ción del compuesto fenólico utilizado 
(fig. 1). El tiempo de latencia, antes del
inicio de la fase exponencial de oxidación
de las LDL, fue significativamente mayor
(p < 0,05) para el ácido cafeico y la oleu-
ropeína, a una concentración 2 µM, con
respecto a su control (tabla 1). Además
se observó, en las soluciones de ácido
cafeico y oleuropeína, un descenso signi-
ficativo (p < 0,05) en la tasa de progre-
sión de formación de dienos conjugados
durante la fase exponencial de la cinética
de oxidación de las LDL con respecto al
control (tabla 2). No se exponen los resul-
tados de estos compuestos a una concen-
tración de 5 µM en las tablas 1 y 2 porque
a dicha concentración no se oxidaron las
lipoproteínas. Todas las concentraciones
del extracto de aceite de oliva virgen (0,2,
0,5 y 2 µg/ml) retrasaron de manera sig-
nificativa (p < 0,05) la fase de latencia de
las LDL (tabla 1). A una concentración 
de 2 µg/ml de extracto de aceite de oliva
virgen, se observó un descenso significa-
tivo (p < 0,05) de la tasa de progresión
de formación de dienos conjugados con
respecto al control (tabla 2). Por el con-
trario, en el caso de la flavona, el único
aumento significativo de la fase de latencia
(p < 0,05) se obtuvo a una concentración
de 100 µM de flavona (tabla 1). Igual-
mente, se observó un descenso significa-
tivo (p < 0,05) de la tasa de formación de
dienos conjugados a dicha concentración
de flavona, respecto al control (tabla 2).

Discusión

Nuestros resultados demuestran que el ex-
tracto de aceite de oliva virgen, rico en poli-
fenoles, y los propios compuestos fenólicos
presentes en el aceite de oliva (ácido cafei-
co y oleuropeína) reducen la oxidabilidad
de las LDL in vitro a concentraciones bajas.
Además, hemos demostrado que el poder
antioxidante de dichos compuestos es dife-
rente, siendo la flavona la que tuvo un me-
nor poder antioxidante.
Los factores que influyen en la resisten-
cia a la oxidación de las LDL son el tama-
ño de la propia partícula, la proporción
de los distintos ácidos grasos y su conte-
nido en antioxidantes31,32. Parece claro
que los compuestos fenólicos presentes
en el aceite de oliva pueden prevenir las

modificaciones oxidativas que puedan
sufrir las LDL actuando en diferentes pla-
nos: inhibiendo la pérdida de los antioxi-
dantes endógenos de las partículas22-24,
actuando como quelantes de iones metá-
licos prooxidantes, atrapando radicales li-
bres y retrasando la reacción de lipopero-
xidación18,33.
En nuestro estudio hemos encontrado un
efecto antioxidante, dependiente de su
concentración en el ensayo, lo que con-
cuerda con resultados de otros autores22-24,
si bien no existen estudios previos que los
comparen entre sí. Nuestros datos de-
muestran que el poder antioxidante varía
de un compuesto fenólico a otro. El ácido
cafeico y la oleuropeína tienen un gran po-
der a concentraciones muy bajas, mien-
tras que es necesario aumentar la concen-
tración de flavona para obtener un efecto
similar. Los compuestos fenólicos estabili-
zan los radicales libres al donarles uno de

los hidrógenos de sus grupos hidroxilo,
formándose un puente de hidrógeno entre
dos grupos cercanos. Por tanto, el grado
de actividad antioxidante está relacionado
con el número de grupos hidroxilos que
posea el compuesto34. En particular, la
existencia de dos grupos confiere una ele-
vada capacidad antioxidante, mientras
que si existe un único grupo, como en el
tirosol, esta actividad protectora disminu-
ye. Esto explica las diferencias obtenidas
anteriormente, ya que el ácido cafeico y la
oleuropeína presentan dos grupos hidroxi-
los muy cercanos entre sí y la flavona pre-
senta solamente uno.
En cuanto al estudio de la susceptibilidad
a la oxidación in vitro de las LDL en pre-
sencia del extracto de aceite de oliva vir-
gen rico en compuestos fenólicos, hemos
encontrado un efecto protector. Visiolli et
al24 ya señalaron una relación entre el
contenido en fenoles y la estabilidad oxi-
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Ácido cafeico

Concentración Control 0,2 µM 2 µM

Tiempo (min) 45,2 (7,1) 57,4 (9,9)b 163 (27,9)a

Oleuropeína

Concentración Control 0,2 µM 2 µM

Tiempo (min) 45,2 (7,1) 50,2 (4,6)b 131,8 (24,4)a

Flavona

Concentración Control 50 µM 75 µM 100 µM

Tiempo (min) 16,9 (4,1) 18,1 (4,5)d 17,8 (7,2)d 29,2 (5,5)a

Extracto de aceite de oliva

Concentración Control 0,2 µg/ml 0,5 µg/ml 2 µg/ml

Tiempo (min) 45,2 (7,1) 63 (12,1)a,c 82 (16,5)a,c 191 (31,2)a

TABLA 1

Fase de latencia correspondiente a la oxidación inducida de la partícula 
de LDL, con soluciones de diferentes compuestos fenólicos

aSignificativamente diferente (p < 0,05) frente a control; bsignificativamente diferente (p < 0,05) frente a 2 µM; csignificativamente
diferente (p < 0,05) frente a 2 µg/ml; dsignificativamente diferente (p < 0,05) frente a 100 µM. Los datos se expresan como X

–
(DE).

TABLA 2

Tasas de progresión correspondiente a la oxidación inducida de la partícula 
de LDL, con soluciones de diferentes compuestos fenólicos

Ácido cafeico

Concentración Control 0,2 µM 2 µM

Tiempo (min) 61,2 (10,3) 45,3 (5,6)a 35,6 (3,8)a

Oleuropeína

Concentración Control 0,2 µM 2 µM

Tiempo (min) 61,2 (10,3) 52,4 (6,1)b 33,8 (4,2)a

Flavona

Concentración Control 50 µM 75 µM 100 µM

Tiempo (min) 48,9 (5,8) 43,6 (4,9)d 41,7 (5,2)d 29,6 (3,6)a

Extracto de aceite de oliva

Concentración Control 0,2 µg/ml 0,5 µg/ml 2 µg/ml

Tiempo (min) 61,2 (10,3) 67,8 (13,5)c,e 53,6 (8,4)c 39,3 (3,8)a

aSignificativamente diferente (p < 0,05) frente a control; bsignificativamente diferente (p < 0,05) frente a 2 µM; csignificativamen-
te diferente (p < 0,05) frente a 2 µg/ml; dsignificativamente diferente (p < 0,05) frente a 100 µM. esignificativamente diferente 
(p < 0,05) frente a 0,5 µg/ml.
Los datos se expresan como X

–
(DE).
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dativa del aceite de oliva. Otros autores
han observado que a mayor contenido de
compuestos fenólicos, en diferentes tipos
de aceite de oliva, mayor incremento en
la fase de latencia de las LDL20 y que el
tipo de compuesto fenólico también influ-
ye en la capacidad antioxidante del aceite
de oliva35. Es difícil comparar la potencia
antioxidante del extracto de aceite de oli-
va con respecto a cada uno de los com-
puestos fenólicos por separado, ya que
sus concentraciones se expresan en uni-
dades diferentes. Sin embargo, el extracto
de aceite de oliva confiere un mayor efec-
to protector al comparar las fases de la-
tencia, a las concentraciones sometidas a
prueba en este experimento in vitro.
Actualmente poseemos evidencias que pa-
recen indicar que los compuestos fenóli-
cos, dependiendo de su concentración en
la dieta, se pueden absorber directamen-
te36-38 y, por tanto, incrementar la capaci-
dad antioxidante del plasma, tanto en hu-
manos como en animales39,40. Del mismo
modo, Bonanome et al41 han señalado que
los compuestos fenólicos del aceite de oli-
va son absorbidos por el intestino en canti-
dad variable, con un rápido aclaramiento
plasmático, de manera que no aparecen
en el estado de ayuno, lo que indica que
pueden ejercer su efecto antioxidante en la
fase posprandial.
En conclusión, nuestro estudio demues-
tra que el extracto de aceite de oliva vir-
gen y sus compuestos fenólicos pueden
aumentar la resistencia a la oxidación de
las LDL in vitro a bajas concentraciones.
Este hecho, unido a las evidencias indi-
cativas de que estos compuestos se pue-
dan asimilar directamente a partir de la
dieta, podría explicar el menor riesgo de
desarrollar enfermedades cardiovascula-
res observado en los países que siguen
una alimentación mediterránea rica en
aceite de oliva.
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