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Propiedades
antioxidantes
del hidroxitirosol
procedente

FIGURA 1. Hoja y flor de olivo. Foto: Bernat Vanaclocha.
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Abstract

Hydroxytirosol (2-(3,4-dihydroxyphenyl)ethanol) is
a phenolic compound present in the olive leaf,
both in free and sterified form, and it stands out
the rest of polyphenols because of its biological
activities, as antimicrobian, inhibitor of the B4
leukotrien formation by the 5-lipoxygenase and
inductor of apoptosis. Specially, the hydrox
ytirosol antioxidant activity is one of the highest
compared to other polyphenols, even higher than
vitamin E.

[t has been developed, from olive leaf extract with
high content in polyphenols, a new hydrolisis
process in mild conditions, with the object of
obtaining solid free and stable hydroxytirosol.
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Resumen

El hidroxitirosol (2-(3,4-dihidroxifenil)etanol) es un
compuesto fenodlico presente en la hoja del olivo
en forma libre y esterificada y que destaca del
resto de polifenoles por sus multiples actividades
biolégicas, como antimicrobiano, inhibidor de la
formacioén del leucotrieno B4 a nivel de la 5-lipoo-
xigenasa e inductor de apoptosis. Mas especial-
mente, la actividad antioxidante del hidroxitirosol
es una de las mas elevadas entre los polifenoles,
siendo incluso superior a la de la vitamina E.

A partir del extracto de hoja de olivo con alto con-
tenido en polifenoles se ha desarrollado un pro-
ceso de hidrolisis en condiciones suaves para
obtener hidroxitirosol libre en estado sélido y
estable.
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Introduccion

El olivo, Olea europaea L., pertenece a la familia
botéanica Oleaceae, la cual comprende especies
distribuidas por las regiones templadas del plane-
ta, localizandose esencialmente en la cuenca del
mediterraneo. Estudios epidemiolégicos demues-
tran que el aceite de oliva contribuye, junto con
frutas y vegetales, al conocido efecto beneficioso
de la dieta mediterranea, que se traduce en una
disminucién de la incidencia de varias patologias
degenerativas, atribuida a su contenido en polife-
noles y, entre ellos, concretamente al hidroxitiro-
sol.

Al igual que en el aceite de oliva, en las hoja de
olivo se encuentran de forma abundante los poli-
fenoles: hidroxitirosol o 3,4-dihidroxifeniletanol,
oleuropeina (oleuropedsido) y oleurdsido 1 2.

El hidroxitirosol ha sido objeto de numerosos
estudios debido a su potente actividad neutraliza-
dora de radicales libres. Este sencillo compuesto
fenolico se encuentra en gran cantidad tanto en la
hoja de olivo como en sus preparados (extractos),
en forma libre o esterificado como oleuropeina.
Ademas, la composicion cuantitativa de com-
puestos fendlicos en el olivo es el resultado de
una compleja interaccion entre diversos factores,
incluyendo el clima, grado de maduracién, cultivo,
secado de la planta, etc. @

El hidroxitirosol es conocido por su elevada capa-
cidad para frenar el estrés oxidativo y neutralizar
los radicales libres . Diversos estudios han
demostrado otras actividades bioldgicas, tales

FIGURA 2. Hoja y fruto de olivo. Foto: Bernat Vanaclocha.
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como antiagregante plaquetario ¥, antioxidante
de las lipoproteinas LDL ®# e inhibidor de las lipo-
oxigenasas (implicadas en el proceso inflamato-
rio) @, asi como capacidad para inducir apoptosis
en células HL-60 (10) y actividad in vitro contra
bacterias Gram-negativo y Gram-positivo 1),

El hidroxitirosol resulta, por lo tanto, un interesan-
te componente susceptible de ser incluido dentro
de una dieta saludable con el fin de prevenir diver-
sas patologias con alto impacto, actualmente, en
la poblacion. No obstante, debido a su baja con-
centracion en el aceite de oliva, es conveniente
emplear productos con una mayor riqueza y esta-
bilidad.

Metabolismo y degradacion
en hojas del olivo

Los compuestos fendlicos aparecen como meta-
bolitos secundarios en todas las plantas. Algunos
fenoles pueden estar involucrados en metabolis-
mo primario mientras que otros tienen efecto en
el crecimiento de la planta, protegen a las células
mas vulnerables contra la foto-oxidacion por la luz
ultravioleta o son responsables de la resistencia a
enfermedades. Como se ha propuesto reciente-
mente @, en el caso del olivo los fenoles inician
las senales quimicas que desde las hojas modu-
lan las etapas de floracién y maduracion de los
frutos.

Hay muchos estudios sobre el fruto del olivo debi-
do a su importancia desde el punto de vista indus-
trial y, en particular sobre los polifenoles como la
oleuropeina y sus productos de catabolismo debi-
do a su alta concentracion en la pulpa de los fru-
tos y en el aceite procedentes de estos 2. La hoja
de olivo se ha estudiado menos en cuanto a las
propiedades y metabolismo de los polifenoles. La
biosintesis y transporte de los polifenoles de los
diferentes tejidos del olivo no esta muy bien estu-
diada todavia 2.

Las hojas tienen mayor cantidad y variedad de
polifenoles que la pulpa del fruto. Los fenoles que
son comunes en todos los tejidos del olivo son:
tirosol, hidroxitirosol, 2-(3,4-dihidroxifenil) éster
del etil (3S,4E)-4-formil-3-(2-oxoetil)hex-4-enoato
(3,4-DHPEA-DEDA) y oleuropeina.

En la FIGURA 3 aparece un esquema sobre la inter-
conversion entre los polifenoles del olivo, donde
se muestra el papel central del hidroxitirosol en la
formacién de los otros polifenoles.

Fuente: www.fitoterapia.net
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Al parecer, en las hojas del olivo se producen
sefiales quimicas iniciales que modifican las vias
metabdlicas de la planta. El acido clorogénico
tiene un papel central en la formacion y madura-
cion del fruto del olivo *% 13 su concentracion
puede ser 3-4 veces mas elevada en hojas madu-
ras 12 y ademas su concentracién varia durante
los periodos de floracion y formacion del fruto 13,

El tirosol muestra pocos cambios en las hojas
nuevas o viejas, pero el contenido en hidroxitirosol
aumenta en las hojas nuevas en la época de
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maduracion de los frutos 2. La oleuropeina es el
fenol predominante en las hojas nuevas y viejas
tras la floracién. Ryan et al. @ proponen que el
precursor de la oleuropeina es el 3,4-DHPEA-
DEDA y consideran que se necesita elucidar bien
el metabolismo y las variaciones temporales de
los diferentes fenoles para comprender mejor el
papel de cada uno de ellos.

Las enzimas endogenas hidroliticas, principalmen-
te las glicosidasas, pueden activarse durante pro-
cesos de molienda de las hojas o maceracion en
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FIGURA 3. Interrelaciones metabdlicas de los componentes fendlicos del olivo.

Fuente: www.fitoterapia.net
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extractos acuosos y catalizar la hidrdlisis de los
fenoles como la oleuropeina @ 14 con la consi-
guiente produccion del aglicon, que se isomeriza
rapidamente a través de la forma endlica a un
dialdéhido (FIGURA 4).

En Exxentia hemos demostrado experimental-
mente que la oleuropeina disminuye de forma
importante en hojas secas tratadas con agua a
temperatura ambiente. Se toman hojas frescas
recién cortadas y hojas desecadas a temperatura
ambiente de la misma cosecha y arbol y se
extraen con metanol. Otra muestra de las mismas
hojas desecadas se extrae primero con agua a
temperatura ambiente durante 12-16 horas y des-
pués de escurridas y secas se extraen con meta-
nol. Las dos muestras iniciales de hojas frescas y
secas extraidas con metanol tienen un contenido
del 5% en oleuropeina referido a materia seca,
mientras que las hojas secas extraidas primero
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con agua y después con metanol pierden el 99%
de su contenido en oleuropeina hasta un 0,07%
(TABLA 1).

El contenido de hidroxitirosol en forma libre y
combinada es superior en las hojas que en los fru-
tos del olivo @, por lo que puede ser extraido con
mejores rendimientos a partir de extractos meta-
nélicos de la hoja.

TRATAMIENTO CON |  EXTRACCION CON

AGUA A 22°C METANOL A 50°C
HOJAS SECAS - 5,03%
HOJAS FRESCAS - 5,09%
HOJAS SECAS 0,026% 0,07%

TABLA 1. Contenido de oleuropeina en hoja de olivo tras
distintos tratamientos, expresado en porcentaje sobre
materia seca.
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FIGURA 4. Hidrdlisis y degradacion parcial de la oleuropeina en hojas de olivo.

Fuente: www.fitoterapia.net
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Obtencion del hidroxitirosol

El hidroxitirosol se ha obtenido por sintesis quimi-
ca o enzimatica y por extraccion y purificacion a
partir de subproductos de la industria del aceite
(15)

Una serie de patentes (ES 2 145 701 10 ES 2
186 46717 ES 2 170 006 18 ES 2 172 429
19 ES 2 177 457 %) desarrolladas por grupos
de investigadores del Centro Superior de Investi-
gaciones Cientificas (CSIC) han puesto a punto
procedimientos de obtencién de hidroxitirosol a
partir de subproductos de la fabricacién de acei-
tunas de mesa o del aceite, utilizando las aguas
de lavado o bien los huesos de las aceitunas o el
alpechin y alperujo, que son mezclas de aguay
sélidos residuales de la obtencién del aceite de
oliva. En estos residuos hay fenoles y, entre ellos,
el hidroxitirosol libre y derivados, que por trata-
miento con vapor de agua a 200-240°C durante 5-
10 min se hidrolizan y liberan hidroxitirosol. Estas
patentes utilizan principalmente métodos croma-
tograficos para purificar y concentrar las solucio-
nes de hidroxitirosol, pero tienen el inconveniente
de que no producen hidroxitirosol en forma de pro-
ducto seco.

En la patente ES 2-170-006 se realiza una sintesis
enzimatica a partir del tirosol por accion de la
enzima tirosinasa. Este procedimiento es mas
lento y necesita la presencia de vitamina C para
evitar la oxidacion del producto final.

Capasso et al. @ han utilizado una sintesis quimi-
ca partiendo del &cido 3,4-dihidroxifenilacético
como precursor, reduciendo el grupo &cido car-
boxilico con hidruro de aluminio y litio disuelto en
tetrahidrofurano. EI hidroxitirosol obtenido asi es
caro debido al alto precio de los productos de par-
tida.

Fabricacién de un extracto valorado en hidroxitirosol

Exxentia fabrica un extracto valorado en hidroxiti-
rosol, que denomina Olixxol®. EI método de pro-
duccion parte de un extracto de hoja de olivo con
alto contenido en hidroxitirosol libre, en oleuropei-
nay en otros compuestos que contienen el hidro-
xitirosol combinado. Se realiza una hidrdlisis en
condiciones de temperatura y acidez muy suaves,
a tiempos cortos para que no haya pérdidas del
hidroxitirosol formado. Se realiza un ligero ajuste
del pH hasta la zona de 4-6 y después de con-

143

centrado bajo vacio se realiza una pulverizacion y
secado en condiciones de temperatura inferiores
a 60°C para minimizar pérdidas. El producto seco
final es un extracto de la hoja del olivo que con-
tiene casi los mismos productos de partida, ya
que, debido a las condiciones suaves de pH, tem-
peratura y tiempos cortos, solamente se han
hidrolizado la oleuropeina y compuestos afines
que contienen hidroxitirosol en forma de éster en
la molécula. Ademaés, se obtiene un extracto de
concentracion entre 4 y 6% de hidroxitirosol en
forma solida y estable, lo que es muy importante
ya que en ningun trabajo publicado se ha indicado
que se ha obtenido hidroxitirosol en forma seca,
salvo en la sintesis quimica @V

El extracto se presenta en forma de polvo de
color ocre, sin un sabor u olor caracteristicos. Al
disolver parcialmente en agua, el pH de la disolu-
cion esta entre 4 y 7. El polvo tiene un bajo con-
tenido de humedad, inferior al 5,5%, y una densi-
dad mayor de 0,4 g/ml. El residuo de cenizas
después de calcinacion es inferior al 12%. EI 95%
de las particulas tiene un didmetro inferior a 180
pm. Olixxol® cumple, ademas, con las especifica-
ciones de las Farmacopeas europea y espanola
para el contenido en metales pesados (<20 ppm),
disolventes residuales y contaminaciéon microbio-
l6gica. Su formulacién y la naturaleza liposoluble
e hidrosoluble del hidroxitirosol, facilita la correc-
ta dosificacién y aplicacion del extracto en formu-
laciones orales, cosméticas, 0 como conservante
en aceites u otros productos alimenticios.

Propiedades quimicas
y biolégicas del hidroxitirosol

El hidroxitirosol es un polvo blanquecino bastante
soluble en agua y en disolventes orgéanicos como
los alcoholes de bajo peso molecular y sus mez-
clas. Es facilmente oxidable en soluciones acuo-
sas a menos que se tomen precauciones adecua-
das de pH éacido y ausencia de oxidantes.

Capacidad antioxidante

Los principios activos con propiedades antioxi-
dantes han despertado en los ultimos anos un cre-
ciente interés en la poblacién. Los productos de
mayor demanda, hasta el momento, han sido las
vitaminas C y E, polifenoles del extracto de té
verde, de uvay otros extractos de origen vegetal.
La capacidad de estos agentes antioxidantes para

Fuente: www.fitoterapia.net
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disminuir el dafio oxidativo causado por la pre-
sencia de radicales libres puede ser de gran utili-
dad en diferentes sectores como el alimentario,
cosmético y farmacéutico.

Los compuestos fenolicos predominantes en el
aceite de oliva virgen son tirosol e hidroxitirosol,
seguidos de é&cido caféico y oleuropeina. La
influencia de la estructura quimica sobre la capa-
cidad antioxidante de los compuestos fenodlicos
ha sido descrita en la literatura @2%: Chimi et al.
©24) mostraron que en oscuridad y a 50°C la capa-
cidad antioxidante de dichos compuestos seguia
el orden decreciente: hidroxitirosol > &cido caféi-
co > oleuropeina > tirosol.

Los radicales libres son moléculas que presentan
una gran capacidad oxidante y que generalmente
dan lugar a reacciones en cadena oxidativa en las
que, a su vez, se van formando otros radicales
con gran capacidad oxidante. La actividad antioxi-
dante determina la capacidad que tiene una molé-
cula para introducirse en una cadena oxidativa y
eliminar de la misma dichos radicales, poniendo
fin a dicha cadena.

Refiriéndonos al hidroxitirosol (HT), su participa-
cién en una cadena oxidativa responderia a la
siguiente cadena de reacciones del grupo peroxi-
lo ROO® (2,25,26):

ROO®* + HT — ROOH + HT* 0]
ROO* + HT® — ROO - HT (]
y también:

HT* + ROOH — ROO® + HT (1
2 HT® — Productos no radicalarios  (IV)
HT* + RH — HT + R® (V)

Para el hidroxitirosol, la velocidad de las reaccio-
nes (Ill) y (V) es inferior en gran medida a la de las
reacciones (ll) y (IV), en las que se produce la eli-
minacién de los radicales, rompiéndose asi la
cadena oxidativa.

Estos resultados se demuestran al observar la for-
macion de dienos en la autoxidacion de micelas
de acido linoléico in vitro. Tras 14 dias de oxida-
cioén, los niveles de dienos eran: 25,7% control,
14,0% con tirosol, 3,0% con oleuropeina 'y 1,9%
con hidroxitiroso !3. Por otra parte, en ausencia
de compuestos fendlicos, la concentracion de
acido linoleico desciende dramaticamente (-90%
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tras 16 dias) debido a la oxidacion. Sin embargo,
la presencia de hidroxitirosol redujo el descenso
de dicha concentracion hasta tan sélo el 20%.

Estos resultados fueron corroborados al observar
la reduccién en la concentracién de compuestos
fendlicos (en medio acuoso) en presencia de
micelas de &cido linoleico; de todos ellos, el que
demostrd ser mas oxidable (reduccion del 50%
tras 12 dias) fue el hidroxitirosol .

La reduccion del radical estable DPPH por antioxi-
dantes puede ser medida por seguimiento de la
disminucién de la absorbancia a 515 nm. A este
respecto, el hidroxitirosol mostré una EC50 de
2,6x107, menor que otros compuestos fendlicos
como la oleuropeina (3,63x10%), e incluso menor
gt;)e las vitaminas E (5,04x10%) y C (1,31x107)

Los tests in vitro realizados sobre la eliminacion
de anién superdxido mostraron una elevada capa-
cidad para hidroxitirosol y oleuropeina. Es impor-
tante destacar en este punto la ineficacia de antio-
xidantes como la vitamina E frente a la produccién
de radical superoxido. @7

Cuando se evalud la proteccion antioxidante fren-
te a dano por hipoclorito, tanto el hidroxitirosol
como la oleuropeina mostraron una actividad pro-
tectora comparable, o incluso superior, a la de
compuestos antioxidantes de referencia, como
son las vitaminas C y E. ?7

Otro método por el que se ha determinado la acti-
vidad antioxidante de los polifenoles procedentes
del fruto de olivo, es el ataque por radicales hidro-
xilo sobre el &cido salicilico. En este ensayo, la
IC5o més baja resulto ser la del hidroxitirosol (1,34
mM), lo que indicé mayor potencia antioxidante
que la vitamina E como Trolox (12,24 mM) e inclu-
so que el DMSO (2,30 mM). 28

Todos estos datos in vitro se ven confirmados in
vivo (en humanos y ratas) al estudiar la excrecién
urinaria de la 8-is0-PGF,,, un biomarcador del
estrés oxidativo. Dichos estudios mostraron una
correlacion inversa dosis-dependiente entre la
excrecion urinaria de la prostaglandina y la canti-
dad administrada de compuestos fendlicos prove-
nientes de aceite de oliva. 2%

En resumen, numerosos estudios han demostrado
in vitro la enorme capacidad antioxidante del
hidroxitirosol, superior incluso a la de las vitami-

Fuente: www.fitoterapia.net
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nas C y E. Esta capacidad puede ser beneficiosa
en patologias relacionadas con el estrés oxidati-
vo.

Actividad antiesclerdtica

En la patogénesis de la aterosclerosis, existen evi-
dencias del papel desempenado por la peroxida-
cion de lipoproteinas. Cuando las LDL son modifi-
cadas por peroxidacién, pueden actuar sobre
receptores de superficie de macréfagos y mono-
citos, lo que conduce a la formacién de depositos
grasos que a su vez conduciran a la formacion de
ateromas. (30-33)

Estudios realizados en rata mostraron que aque-
llas tratadas con una dieta rica en aceite de oliva
presentaban una mayor resistencia a la peroxida-
cion lipidica in vivo. Mas aun, la fraccion lipopro-
teica (VLDL+LDL) plasmatica de este grupo de
ratas mostré una mayor resistencia a la oxidacion
in vitro que aquellas sometidas a otras dietas. 3%

Igualmente existen evidencias procedentes de
estudios en humanos y en animales de que los leu-
cocitos polimorfonucleares, estan involucrados en
el desarrollo de enfermedades coronarias, angi-
nas y otras secuelas de la aterosclerosis. 3337 La
localizacion y la activacion de estas células estan
controladas localmente por mediadores tales
como el leucotrieno B4, generado por la 5-lipoo-
xigenasa. Se ha probado que esta enzima es inhi-
bida por los compuestos fendlicos del aceite de
oliva, con una efectividad del 35-100% para con-
centraciones de 200 pM, y con valores de ECsg
de 15, 20, 80, y 500 uM para hidroxitirosol, acido
cafeico, oleuropeina y tirosol, respectivamente. ©!
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Capacidad antimicrobiana *1)

Se ha demostrado que el hidroxitirosol se presen-
ta como un buen candidato para ser empleado
como agente antimicrobiano contra bacterias
patégenas en seres humanos, obteniéndose con-
centraciones minimas inhibitorias que van de 0,97
a 31,25 pg/ml para cepas aisladas clinicamente,
siendo en ocasiones efectivo a menor concentra-
cion que la eritromicina y la ampicilina (TABLA 2).

Capacidad inductora de apoptosis

Dentro del tratamiento del cancer, la quimiopre-
vencion (administracién de agentes quimicos,
tanto sintéticos como naturales, con el objeto de
prevenir la carcinogénesis) esta cobrando espe-
cial importancia ultimamente. Entre los agentes
capaces de disminuir la tasa de transformacion
celular maligna, los antioxidantes parecen ser
especialmente prometedores.

Estudios epidemiolégicos indican que el aceite de
oliva ejerce un remarcable efecto preventivo del
desarrollo de cancer de mama y colon 839,
Diversos descubrimientos sugieren que la frac-
cion polifendlica y mas concretamente el 2-(3,4-
dihidroxifenil)-etanol, es responsable de algunos
de estos efectos beneficiosos & % 40:41)Se han
obtenido datos segtn los cuales el hidroxitirosol
inhibe el 100% de la proliferacion celular de célu-
las HL60 a concentraciones de 100 pM e induce
la apoptosis en mas de un 65% de las células
estudiadas en 24 h ¥2_ Estos resultados contras-
tan con la débil actividad inductora de apoptosis
observada en el tirosol, analogo del hidroxitirosol
que carece del grupo hidroxilo en posicion orto.

HIDROXITIROSOL AMPICILINA ERITROMICINA
Haemophilus influenzae 1,90 - 15,60 >500 0,50 - 15,60
Salmonella spp. 1,90-7,80 0,97-31,25 n.a.
Vibrio parahaemolyticus 0,97 1,95 n.a.
Staphylococcus aureus ® 3,9-31,25 >500 0,97 -125

@ Resistente a la penicilina
n.a.: no activo

TABLA 2. Rango de concentracion minima inhibitoria (ug/ml).

Fuente: www.fitoterapia.net
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En las paginas 71-72 del nimero 1, volumen 4, mayo de 2004, en el anexo que incluye el listado de
plantas toxicas establecido por el Ministerio de Sanidad y Consumo, las especies relacionadas desde
Cynanchum vincetoxicum Pers. y hasta Diploclisia sp. ambas inclusive, aparecen numeradas de forma
erronea desde el 50 al 59 siendo su numeracion correcta del 60 al 69.

En la pagina 76 del mismo nimero donde dice: “Especies que aparecen repetidas: ...18, 50 y 192;
...b3y 157; 70y 135; ...157 y 185.”, debe decir: “Especies que aparecen repetidas: ...18, 60y 192;

.63y 167; 70y 136; ...157 y 186."

En www.fitoterapia.net tienen a su disposicion un documento PDF debidamente corregido.
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