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ASSESSMENT OF CYTOTOXICITY AND
BIOSAFETY OF POLYPHENOLIC EXTRACTS

FROM OLIVE PITS

Abstract

The olive tree is a source of bioactive compounds, both
its fruit and its by-products. Some of its compounds have
shown health benefits, being objective of this work the
evaluation of biosafety in-vitro and in vivo of extracts of
olive stones rich in polyphenols.

Material and methods: He has been evaluated for cyto-
toxicity by addition of lyophilized extract dissolved in
PBS(0-400 mg/l) to a culture of the cell line THP1-XBlue-
CD14 and evaluation of cell viability by the reaction of
reduction of resazurin by living cells. Biosecurity has
been evaluated in zebrafish, incubating eggs fertilized in 0
to 100 mg/l extract for 24 to 72 hours and measuring
parameters: a) lethal (dead embryos, coagulated eggs), b)
sublethal (spontaneous movements, pigmentation,
edemas) and c) teratogenic (malformations, retardation
development).

Results: Cytotoxicity (toxic effect when less than 75%
viability) extract bones of olive in the cell line THP1-
XBlue-CD14, is in concentrations higher than 50 mg/l,
calculating a LD50 (dose lethality 50) more than 800 mg/l.
The biosafety of zebrafish embryos exposed to concentra-
tions of extract from 0-100 mg/l showed total viability at
24, 48 and 72 hours post fertilization (hpf), not observed
mortality or appreciated embryos with sublethal effects,
teratogenic, or advancement or delay in hatching. It can
be concluded that the bones of olive extract is highly bio-
secured until at least 100 mg/l concentrations.
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Resumen

El olivo constituye una fuente de compuestos bioacti-
vos, tanto en su fruto, como en sus subproductos. Algunos
de sus compuestos han mostrado beneficios para la salud,
siendo objetivo de este trabajo la evaluación de la biose-
guridad in vitro e in vivo de extractos de huesos de aceitu-
na ricos en polifenoles.

Material y métodos: Se ha evaluado la citotoxicidad me-
diante adición de extracto de hueso de olivas disuelto en
PBS(0-400 mg/l) a un cultivo de la línea celular THP1-
XBlue-CD14 y evaluación de la viabilidad celular me-
diante la reacción de reducción de la resazurina por las
células vivas. La bioseguridad se ha evaluado en pez ce-
bra, incubando huevos fecundados en extracto de 0 a 100
mg/l durante 24 a 72 horas y midiendo los parámetros: a)
letales (embriones muertos, huevos coagulados), b) suble-
tales (movimientos espontáneos, pigmentación, edemas) y
c) teratogénicos (malformaciones, retraso desarrollo).

Resultados: La citotoxicidad (efecto tóxico cuando via-
bilidad inferior al 75%) del extracto de huesos de oliva en
la línea celular THP1-XBlue-CD14, está en concentracio-
nes superiores a 50 mg/l de extracto (viabilidad 77,5%),
calculando una LD50 (dosis de letalidad 50%) superior a
800 mg/l. La bioseguridad in vivo con los embriones de
pez cebra expuestos a concentraciones de extracto de 0-
100 mg/l mostró total viabilidad a 24, 48 y 72 horas post
fecundación (hpf), no observándose mortalidad ni se
apreciaron embriones con efectos subletales, teratógenos,
ni adelanto o retraso en la eclosión. Se puede concluir que
el extracto de huesos de olivas es altamente bioseguro has-
ta al menos concentraciones de 100 mg/l.
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Introducción

Entre las sustancias presentes en algunos alimentos
en los que se ha demostrado una característica adicio-
nal para la salud, con declaración de salud aprobadas
(GRAS)1 están: Fibra soluble, fitoesteroles, proteína de
soja, ácidos grasos n-3, potasio, vitaminas antioxidan-
te, folato, etc. Entre los compuestos que otorgan estas
características funcionales a los alimentos se encuen-
tran los compuestos fenólicos que han despertado gran
interés debido a su poder antioxidante, que les dota de
un efecto quimioprotector en seres humanos y les hace
tener gran influencia en la estabilidad a la oxidación
que presentan los alimentos.

Existen distintos nutrientes de gran relevancia para
el desarrollo y mantenimiento de la función cognitiva,
como los ácidos grasos poliinsaturados n-3 (DHA) y
compuestos antioxidantes, importantes para la forma-
ción y desarrollo de las neuronas y otras células del
SNC, pero también para la prevención de enfermeda-
des neurodegenerativas. Diversos estudios han demos-
trado que la suplementación con estos nutrientes se
asocia a una mejora de la función cognitiva, que se re-
fleja en el proceso de aprendizaje o la memoria en ni-
ños o a una prevención del declive en personas de la
tercera edad.

Estos hechos están produciendo un interés creciente
por sustancias con capacidad neuroprotectora, que pue-
dan contribuir a prevenir la incidencia de factores de-
generativos desde la infancia y mitigar el impacto de
enfermedades de carácter neurodegenerativo, que tie-
nen un índice de prevalencia en aumento en la edad ma-
dura. Entre los mecanismos de acción para explicar la
capacidad neuroprotectora de estas sustancias, se pue-
den citar la acción antiinflamatoria, la modulación de
vías de señalización intracelular, la modulación de la
expresión de proteínas, la inhibición de las vías apoptó-
ticas o la acción antioxidante2.

Los antioxidantes pueden anular los efectos perjudi-
ciales de los radicales libres en las células3, y personas
con dietas ricas en frutas y vegetales (alimentos ricos
en polifenoles y antocianinas) tienen un riesgo más ba-
jo de contraer cáncer, enfermedades cardíacas y algu-
nas enfermedades neurológicas4. Sugiriéndose que es-
tos compuestos pueden prevenir la degeneración
macular5, la supresión de inmunidad debida a una nutri-
ción pobre6, y neurodegeneración, que son causados
por el estrés oxidativo7. También los antioxidantes han
demostrado ser una protección efectiva y eficaz para
prevenir el envejecimiento prematuro y enfermedades
crónico degenerativas, como hipertensión, artritis reu-
matoide, lupus, diabetes mellitus, arteriosclerosis, en-
tre otras. 

Los antioxidantes metabólicos y los que se obtienen
con la alimentación, no son suficientes para la mayoría
de las personas, por esa razón muchas compañías ali-
mentarias y de nutracéuticos venden formulaciones de
antioxidantes como suplementos dietéticos y estos son
ampliamente consumidos en los países industrializa-

dos8. Estos suplementos pueden incluir químicos espe-
cíficos antioxidantes, como el resveratrol (de las semi-
llas de uva), hidroxitirosol procedente de la oliva, com-
binaciones de antioxidantes, como el “ACES”
productos que contienen beta-caroteno (provitamina
A), vitamina C, vitamina E y Selenio, o hierbas espe-
ciales que se sabe que contienen antioxidantes, como el
té verde y el jiaogulan. Los niveles de vitaminas antio-
xidantes y minerales en la dieta son necesarios para la
buena salud, pero hay considerables dudas sobre si los
suplementos antioxidantes son beneficiosos y, en caso
afirmativo, que antioxidantes lo son y en qué cantida-
des4,9,10. 

El olivo constituye una fuente natural de compuestos
bioactivos, tanto de su fruto la oliva, el aceite o los sub-
productos de su procesado (huesos de oliva, hojas, etc).
En las hojas se han aislado toda una serie de productos
bioactivos mediante la extracción con hexano11. Por
ello se han realizado investigaciones encaminadas a la
recuperación de antioxidantes en los efluentes acuosos
durante el proceso de obtención del aceite de oliva12,13,
en los residuos sólidos14, pulpa15, hojas16 o madera de
olivo17. 

La evaluación del la citotoxicidad y bioseguridad de
un compuesto o mezcla de compuestos puede abordar-
se en distintas etapas complementarias: actividad teóri-
ca mediante pruebas químicas (por ejemplo índice teó-
rico de polifenoles totales), biológico in vitro sobre
modelos biológicos y actividad in vivo en animales y
humanos tras la ingesta de los mismos. En este sentido,
los estudios in vitro con cultivos celulares son una he-
rramienta de diagnóstico de gran utilidad ya que es po-
sible reproducir estados fisiológicos a escala de labora-
torio, facilitando la manipulación y condiciones de
ensayo, y permiten elucidar el mecanismo de acción y
el efecto beneficioso tanto de sustancias puras como de
alimentos ricos en compuestos bioactivos18,19. En cuan-
to a los estudios in vivo con modelos animales se inten-
ta reducir el número de animales y el uso de especies al-
ternativas al ratón, en ese sentido, el uso del pez cebra
ha sido utilizado como modelo alternativo en áreas co-
mo la agroalimentaria y farmacéutica, para investigar
el efecto teratogénico, embriotóxico y genotóxico de
muy diversas sustancias así como en estudios embrio-
lógicos y neurobiológicos entre otras áreas, debido a un
alto grado de similitud genética con los vertebrados su-
periores, compartiendo un 70% de genes con los huma-
nos, su fácil manejo y reproducción y sus grandes posi-
bilidades de aplicación de las nuevas tecnologías de
genómica y proteómica. Junto a estas ventajas su facili-
dad para obtener gametos y observar el desarrollo em-
brionario (durante las primeras 24 horas de desarrollo,
los embriones son totalmente transparentes permitien-
do observar el desarrollo de órganos internos a tiempo
real, facilidad de manipulación en el empleo de técni-
cas genéticas, tiene la habilidad de absorber compues-
tos directamente desde el agua, producen puestas de
embriones numerosas. Es por ello que se ha utilizado
para evaluar la bioseguridad de compuestos, el análisis
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sistemático de compuestos químicos con potencial te-
rapéutico, identificándose nuevos genes y compuestos
químicos que regulan la proliferación descontrolada de
células20.

Como objetivo del presente trabajo, se ha planteado
evaluar la bioseguridad in vitro e in vivo de extractos
de huesos de aceituna ricos en polifenoles, para poste-
riormente estudiar sus posibles propiedades beneficio-
sas y con ello revalorizar dicho subproducto de la acei-
tuna.

Material y métodos 

Las muestras evaluadas corresponden a extractos
procedentes de huesos de aceituna y redisueltos en PBS
a las diferentes concentraciones utilizadas para su eva-
luación.

Evaluación citotoxicidad

La citotoxicidad se ha evaluado usando la línea celu-
lar THP1-XBlue-CD14 (invivogen). Se han incubado
50.000 células/pocillo en placas multipocillo de 96 po-
cillo, con PBS (control) y las concentraciones de 10,
50, 100 y 200 mg/l del extracto de polifenoles en DMS,
durante 24 horas a 37ºC y 5% de CO

2
. Trascurrido el

período de incubación se evalúa la viabilidad celular
mediante el ensayo colorimétrico con el reactivo Ala-
marBlue (invitrogen)21. Se mide la absorbancia a
570nm. El AlamarBlue® es un indicador de la viabili-
dad celular demostrado que utiliza el poder natural de
la reducción de las células vivas para convertir resazu-
rina a la molécula resorufin. El principio activo de Ala-
marBlue® (resazurina) es un compuesto no tóxico, la
célula es permeable al colorante de color azul y no fluo-
rescente de forma virtual. Al entrar en las células, se re-
duce la resazurina a resorufin, que produce un com-
puesto de color rojo. Las células viables convierten
continuamente la resazurina a resorufin, generando así
una medida cuantitativa de la viabilidad y citotoxici-
dad. Dada la relación directa entre absorbancia y viabi-
lidad celular, el cálculo de la viabilidad se realiza res-
pecto a las células control (sin tratamiento) mediante la
fórmula: % viabilidad = (Abs muestra/ Abs control) x
100.

Evaluación bioseguridad

Se han testado las concentraciones de extracto con
polifenoles a 1, 3,10, 30 y 100 mg/l en agua con DMSO
al 0,1%, más un grupo control (agua con DMSO al
0,1%) en embriones de pez cebra. Para la realización
del ensayo, se utilizaron únicamente aquellos huevos
fecundados que no presentaron ningún tipo de anoma-
lía externa (asimetrías, vesículas, membrana estuviera
dañada). Se transfirió un huevo/pocillo con pipeta Pas-

teur a una microplaca de 96 pocillos, de forma que los
huevos no entraron en contacto con el aire y de modo
que cada pocillo contuviera un único huevo en un volu-
men de 100 µl de las concentraciones de ensayo y del
vehículo. Las placas se incubaron a 26 ± 1ºC durante
24, 48 y 72 h. Tras cada periodo de incubación, se exa-
minaron los huevos/embriones/larvas mediante un es-
tereomicroscopio y se anotaron los resultados obteni-
dos según los criterios especificados a continuación: a)
Parámetros letales, un embrión se considera muerto si
presenta alguno de los parámetros: huevos coagulados
que son opacos, desprendimiento de la cola, detección
o no de ritmo cardiaco, formación de somitas (series
longitudinales del mesodermo que por delaminación,
fusión y migración se convierten en el esqueleto axial,
la dermis y los músculos dorsales y la pared del cuerpo
y las extremidades). b) Parámetros subletales, si apare-
cen: Movimientos espontáneos, cambios en la pigmen-
tación, formación de edemas o formación de coágulos.
Y c) Parámetros teratogénicos: malformaciones en ór-
ganos y estructuras; escoliosis, raquitismo o retardo ge-
neralizado del desarrollo.

Resultados

Evaluación citotoxicidad

Los resultados de toxicidad en función de la concen-
tración aplicada sobre el modelo de la línea celular
THP1-XBlue-CD14 están expresados en la tabla I, ob-
servándose que a 10 mg/l la viabilidad en los cultivos
es superior incluso al control, con un efecto aparente-
mente protector, decayendo a 50 mg/l al 77,5%, y con-
siderando efecto tóxico cuando la viabilidad es inferior
al 75%, la concentración del extracto puede considerar-
se viable hasta aproximadamente los 100 mg/l en los
que se obtiene un 74,6% de viabilidad. 

Considerando una función exponencial (fig. 1), se
puede tener un valor teórico aproximado de la LD50
(dosis que presenta una letalidad del 50%), resultando
superior a 800 mg/l, superiores al rango de concentra-
ciones seleccionado e incluso a la solubilidad acuosa
del extracto.

Evaluación bioseguridad

Se ha analizado la bioseguridad y determinado la do-
sis máxima tolerada (MTD) del extracto mediante el
uso del ensayo FET en embrión de pez cebra. Los em-
briones fueron expuestos hasta la concentración de 100
mg/l del extracto, no observándose ninguna mortalidad
a los periodos de 24, 48 y 72 horas postfecundación
(hpf) en ninguno de los 96 pocillos de cada concentra-
ción de extracto ni en la placa de los controles, obte-
niéndose en todos los casos un 100% de viabilidad.
Tampoco aparecen, a ninguna concentración de las
analizadas, embriones que hayan sufrido efectos suble-
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tales, como ausencia de movimiento espontaneo, des-
pigmentación, formación de edemas, formación de co-
agulo, es decir no se observaron efectos tóxicos, ni
efectos teratogénicos. Los ensayos FET por norma se
realizan hasta un tiempo de 48 hpf, sin embargo, se ha
implementado el estudio llevándolo hasta el tiempo de
72 h, debido a que en ese tiempo se produce el proceso
denominado como decorionización del embrión, es de-
cir, la ruptura del corion (membrana que rodea al em-
brión) para comenzar el proceso de estadio larvario,
considerándose este parámetro como un marcador to-
xicológico adicional al estudio FET, no observándose
tampoco ninguna modificación en la decorionización.

Un fenómeno importante para el estudio de toxici-
dad en el modelo del pez cebra es la capacidad que tie-
ne un compuesto de acelerar o retrasar el proceso deno-
minado como eclosión, es decir, la salida del embrión
al exterior para convertirse en estadio larvario. No se

registró ningún retraso o adelanto en el tiempo post-
fertilización para la eclosión con las concentraciones
del extracto analizadas.

En resumen, los parámetros de concentración letal
50 (LC50), concentración mínima con efecto observa-
do (LOEC) y concentración máxima sin efecto obser-
vado (NOEC), también denominada como máxima do-
sis tolerada (MTD), son superiores a 100 mg/l. Por lo
que según el método de estudio realizado, se considera
que el extracto es altamente bioseguro.

Discusión

El efecto de la alimentación en la salud se atribuye a
la presencia de ciertos compuestos que ejercen una ac-
ción beneficiosa, los compuestos bioactivos. Dada la
importancia de los compuestos bioactivos en los secto-
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Tabla I
Absorbancias obtenidas a distintas concentraciones
del extracto yporcentaje de viabilidad de las células

THP1-XBlue-CD14

Concentraciones extracto (mg/l) Abs muestra % Viabilidad Citotoxicidad

0 0,71 100 control
10 0.82 115,5 viable
50 0.55 77,5 viable
100 0,53 74,6 tóxico
200 0.49 69,0 tóxico

Tóxico: Se considera efecto tóxico cuando la viabilidad celular es inferior al 75%   Viable: Se considera efecto viable cuando la viabilidad celular
es superior al 75%.

Fig. 1.—Cálculo de la LD50
(dosis que presenta una leta-
lidad del 50%), a partir de la
representación exponencial
de la concentración de ex-
tracto utilizada (mg/l) y el
porcentaje de viabilidad.
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res de la alimentación y farmacéutico actualmente exis-
te un gran interés en la identificación de nuevos com-
puestos bioactivos y/o en la identificación de nuevas
propiedades de los mismos. Las propiedades bioactivas
se analizan mediante la realización de ensayos específi-
cos en función del efecto biológico de interés. Para ello,
se dan varios niveles en la experimentación de dichos
efectos biológicos, que en orden cronológico deben de
efectuarse: in vitro, in vivo y ensayos clínicos.

Los polifenoles contenidos en los extractos proce-
dentes del olivo presentan propiedades antioxidantes
que hacen que sean candidatos para la investigación de
enfermedades neurodegenerativas y reguladoras de la
obesidad22. Además tienen otras actividades biológicas
que le confieren importancia dentro de la “Dieta medi-
terránea“23. Se ha demostrado, además de otros efectos
beneficiosos, el poder protector de la ingesta de flavo-
noides, compuestas fenólicos contenidos en vinos, ve-
getales y frutas frente a la demencia24. La mayoría de
los estudios sobre los efectos de los polifenoles proce-
dentes de extractos del olivo apuntan que su acción se
debe a su capacidad antioxidante, causada por la capa-
cidad de eliminar las especies reactivas de oxigeno y de
nitrógeno implicadas en las enfermedades humanas25.

Históricamente los modelos de ratones han sido los
más utilizados para estudios de este tipo, sin embargo,
el pez cebra (Danio rerio) se ha convertido reciente-
mente en un foco de estudios neuroconductuales, ya
que muestra neuropatológias y fenotipos conductuales
que son cuantificables26,27 y ha sido recientemente pro-
puesto como un paradigma experimental válido para
estudio de la enfermedad de Alzheimer28. El pez cebra
es un modelo ideal para la el estudio de enfermedades
humanas debido a que presentan una serie de caracte-
rísticas que lo hacen único como modelo animal: ofre-
ce un compromiso razonable entre complejidad fisioló-
gica y el rendimiento al tener un genoma caracterizado
completamente, y mostrar homología fisiológica signi-
ficativa a los mamíferos, incluyendo los seres huma-
nos29, ya que el diseño y la conectividad en el centro de
su sistema nervioso central (SNC) se correlaciona con
la humana30; presenta una ventaja en comparación con
otros modelos animales, su dualidad larva-adulto y la
disponibilidad de ambas formas que es beneficiosa y
permite la investigación de un espectro más amplio de
fenómenos neurodegenerativos relacionados en la on-
togénesis; su desarrollo más rápido, en comparación
con ratones, un corto tiempo de desarrollo hasta la ma-
durez sexual (3 meses) y una alta tasa de reproducción
(cientos de embriones por hembra en cada gestación y
por semana), hace de ellos la elección ideal para mode-
lar el desarrollo de fenómenos de neurodegeneración.
Por otra parte, los modelos de roedores son caros de
mantener y más difíciles de modificar genéticamente. 

Los embriones son transparentes y desarrollados ex-
ternamente, hechos que permiten la observación direc-
ta de la embriogénesis y el desarrollo del sistema ner-
vioso central. Los embriones son también fácilmente
susceptibles a métodos para manipular los genes y la

actividad de la proteína tales como la inyección de oli-
gonucleótidos31, ARNm o cADN (transgenes), y para el
cribado de bibliotecas de drogas están dispuestos en
placas de microtitulación32. 

Por otra parte, el desarrollo temprano del pez cebra
tiene etapas importantes para analizar procesos y anor-
malidades del sistema nervioso central, y ya en peces
adultos, con toda la gama de funciones del cerebro adul-
to, tienen una ventaja significativa en el análisis de las
funciones cerebrales complejas características de los
vertebrados33, y en los estudios de fenotipo conductual. 

En efecto, el pez cebra expone muchos de los com-
portamientos de orden superior, incluyendo la memo-
ria, respuestas condicionadas y comportamientos so-
ciales como el aprender conductas34. Todas estas
propiedades hacen del pez cebra un modelo ideal para
el estudio de enfermedades humanas, incluyendo tras-
tornos del SNC35 y modelo para el estudio de efectos de
agentes bioactivos.

En el presente estudio, la citotoxicidad (efecto tóxi-
co cuando viabilidad inferior al 75%) del extracto de
huesos de oliva en la línea celular THP1-XBlue-CD14,
está en concentraciones superiores a 50 mg/l de extrac-
to (viabilidad 77,5%), calculando una LD50 (dosis de
letalidad 50%) superior a 800 mg/l. La bioseguridad in
vivo con los embriones de pez cebra expuestos a con-
centraciones de extracto de 0-100 mg/l mostró total
viabilidad a 24, 48 y 72 horas post fecundación (hpf),
no observándose mortalidad ni se apreciaron embrio-
nes con efectos subletales, teratógenos, ni adelanto o
retraso en la eclosión. Según el Test Guideline de la
OECD 212 (1998), Ensayo de toxicidad a corto plazo
en embriones de pez y alevines, no sería preciso some-
ter a ensayo con concentraciones superiores a 100
mg/l, ya que según la teoría binomial, cuando se usan
10 animales expuestos a esta concentración y no pre-
sentan mortalidad, existe un 99.9% de confianza de que
la LC50 sea mayor de 100 mg/l, siendo esta dosis con-
siderada como la concentración límite o umbral para
ensayos de toxicidad en peces, siendo la utilizable en
posteriores estudios del extracto de polifenoles en este
modelo animal.

Alcanzar concentraciones de trabajo superiores a
100 mg/l del extracto producía problemas con la diso-
lución del mismo en medio acuoso por lo que se trabajo
con la dosis más alta para evaluar la toxicidad, la cual
alcanzaba un equilibrio entre la capacidad de disolu-
ción del extracto y la concentración final de uso. Ya
que según el TG 203 de la OECD (1998), las sustancias
no deben someterse a ensayo a concentraciones supe-
riores a su límite de solubilidad en el medio de ensayo.

En conclusión, el extracto de polifenoles de huesos
de oliva es altamente bioseguro y puede suponer una
fuente adecuada de polifenoles.
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