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I. RESUMEN  

SUMMARY 
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 Resumen / Summary 

La demanda de los consumidores por alimentos cada vez más naturales está creando 

una tendencia creciente en la industria alimentaria hacia el empleo de ingredientes y 

aditivos naturales como alternativa a los conservantes químicos. En este sentido, la 

búsqueda de alternativas al uso del dióxido de azufre (SO2) en la industria del vino es un 

campo en auge. Una de las estrategias que se ha encontrado para cubrir esta necesidad ha 

sido el uso de estilbenos debido a sus interesantes propiedades antimicrobianas y 

antioxidantes. Además, estos compuestos se encuentran de forma natural en los sarmientos 

de la vid, subproductos de la industria vitinícola con valor añadido nulo actualmente.  La 

posibilidad de incrementar el valor añadido de los subproductos que se producen en las 

bodegas es de gran interés, ya que se estima que se generan entre 2 y 4 toneladas por 

hectárea de viñedo y año, según datos recientes de la Organización Mundial de la Viña y el 

Vino (OIV). 

El empleo de estas sustancias en la industria alimentaria debe ser seguro para los 

consumidores. En este sentido, hemos revisado la bibliografía existente relacionada con 

estudios de toxicidad in vitro e in vivo de tres estilbenos: piceatanol, pterostilbeno y ε-

viniferina. Estos compuestos fueron escogidos debido a que se encuentran de manera 

abundante en la naturaleza y poseen propiedades biológicas interesantes para su uso en 

alimentos. Sin embargo, hasta el momento, la Autoridad Europea de Seguridad Alimentaria 

(EFSA) no ha publicado ninguna evaluación de estos compuestos para garantizar su 

seguridad como aditivos. En esta revisión, se puso de manifiesto que estos estilbenos 

presentan una importante citotoxicidad en líneas celulares cancerígenas y no cancerígenas. 

Además, el daño en el ADN inducido por estos compuestos se ha demostrado por varios 

métodos como un posible mecanismo de citotoxicidad. Sin embargo, el potencial genotóxico 

in vitro del piceatanol, pterostilbeno y la -viniferina se ha estudiado poco y no se han 

realizado estudios siguiendo las directrices de la EFSA. En cuanto a los efectos in vivo, no 

existen estudios que valoren el potencial genotóxico en modelos in vivo ya que la mayoría 

de los autores se han centrado en sus propiedades beneficiosas. Por lo tanto, para garantizar 

la seguridad del uso de piceatannol, pterostilbeno y ε-viniferina, se necesitan más estudios 

de acuerdo con las recomendaciones de la EFSA que evalúen los efectos genotoxicos in vitro 

e in vivo. Esta revisión ha dado lugar a la siguiente publicación: 

 

• TOXICOLOGICAL EVALUATION OF PICEATANNOL, PTEROSTILBENE AND ε-

VINIFERIN FOR THEIR POTENTIAL USE IN THE FOOD INDUSTRY: A REVIEW 

(Medrano-Padial et al., 2021. Food Control (en revision).  
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 Resumen / Summary 

La presente tesis doctoral se engloba dentro de un proyecto coordinado con el grupo 

del Instituto de Formación e Investigación Agraria y Pesquera (IFAPA) de la Dra. Emma 

Cantos-Villar, quienes obtuvieron y caracterizaron dos extractos procedentes de 

subproductos de la industria vitivinícola, con una riqueza de 45.4% y 99% en estilbenos, 

con el fin de utilizaros como sustitutos totales o parciales del SO2 en el vino. Para garantizar 

la seguridad de estos extractos se llevaron a cabo los ensayos recomendados por la EFSA, 

siendo el primer paso la realización de distintos ensayos in vitro. Además, también se 

estudiaron sus estilbenos mayoritarios (trans-ε-viniferina y trans-resveratrol) y su mezcla 

en la misma proporción que en el extracto de mayor riqueza (1:3.9) para comprender sus 

mecanismos de acción en más profundad.  

Esta evaluación se realizó teniendo en cuenta que la vía oral será la preferente para 

estos extractos puesto que la exposición ocurrirá a través del vino. Así pues, se escogieron 

dos líneas celulares del aparato digestivo: las células de hepatocarcinoma humano HepG2, 

ya que el hígado es el principal órgano de biotransformación, y las células de 

adenocarcinoma de colon humano Caco-2, por ser el intestino el órgano que se ocupa de la 

absorción y donde existe mayor tiempo de contacto con las sustancias ingeridas.   

 En primer lugar, el estudio de los efectos de ambos extractos, sus compuestos 

mayoritarios y su mezcla se llevó a cabo mediante ensayos de citotoxicidad y análisis de la 

morfología celular. Los ensayos de citotoxicidad se realizaron evaluando la afectación de 

tres biomarcadores (ensayo de la sal de tetrazolio (3- [4,5, dimetiltiazol-2-il]-5-[3-

carboximetoxi-fenil]-2-[4-sulfofenil]-2H-tetrazolio) (MTS), ensayo del rojo neutro (RN) y 

contenido proteico (PT)) y nos permitieron conocer la concentración efectiva media (EC50) 

tras 24 y 48 h de exposición. Además, los efectos ultraestructurales causados en las células 

por estos compuestos se evaluaron observando su morfología. Los resultados obtenidos 

indicaron que ambos extractos y la mezcla de sus compuestos mayoritarios poseen una 

citotoxicidad parecida en ambas líneas celulares dando lugar a vacuolas de lípidos, núcleos 

apoptóticos y aberraciones mitóticas. Sin embargo, la trans-ε-viniferina produjo la muerte 

celular de manera más potente y a concentraciones más bajas que los demás compuestos 

ensayados. Por último, el trans-resveratrol tan sólo produjo una leve citotoxicidad tras 48 h 

de exposición. 

Por otro lado, una vez analizada la citotoxicidad y los cambios morfológicos 

producidos por estos compuestos, realizamos un estudio de isobologramas con el fin de 

conocer el tipo de interacción entre la trans-ε-viniferina y el trans-resveratrol. Según la 

bibliografía disponible, es la primera vez que se ha usado este ensayo para estudiar la 

interacción entre estos dos compuestos. Los resultados indicaron que estos compuestos 

presentan un efecto antagónico.  
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Por otra parte, debido a que los estilbenos poseen una gran actividad antioxidante, 

se realizó un estudio del estrés oxidativo de las células HepG2 y Caco-2 tras la exposición de 

estos compuestos, ya que las sustancias antioxidantes pueden tener un carácter 

prooxidante dependiendo de la línea celular estudiada, concentración y condiciones de 

exposición. Para ello, evaluamos el contenido en especies reactivas de oxígeno (ERO) y el 

contenido en glutation (GSH) de ambas líneas celulares expuestas a ambos extractos, trans-

ε-viniferina, trans-resveratrol y su mezcla. Además, para completar estos resultados, se 

estudió la capacidad de estos compuestos tanto para proteger como para revertir el daño 

producido por un agente oxidante. Los datos obtenidos en estos ensayos indican que ambos 

extractos, la trans-ε-viniferina y su mezcla con trans-resveratrol poseen interesante 

actividad antioxidante, mientras que el trans-resveratrol de manera individual no fue capaz 

de modular el estrés oxidativo en estas células.  

Esta batería de ensayos in vitro dio lugar a las siguientes publicaciones: 

 

• IN VITRO TOXICITY ASSESSMENT OF STILBENE EXTRACT FOR ITS 

POTENTIAL USE AS ANTIOXIDANT IN THE WINE INDUSTRY (Medrano-Padial 

et al., 2019; Antioxidants, 8, 467). 

• CYTOTOXICITY STUDIES OF A STILBENE EXTRACT AND ITS MAIN 

COMPONENTS INTENDED TO BE USED AS PRESERVATIVE IN THE WINE 

INDUSTRY (Medrano-Padial et al., 2020; Food Research International, 137, 

109738). 

• PROTECTION AND REVERSION ROLE OF A PURE STILBENE EXTRACT FROM 

GRAPEVINE SHOOT AND ITS MAJOR COMPOUNDS AGAINST AN INDUCED 

OXIDATIVE STRESS (Medrano-Padial et al., 2020; Journal of Functional Foods 

(en revision). 

 

A continuación, siguiendo las recomendaciones de la EFSA para la evaluación de 

sustancias para su posible uso como aditivos, el siguiente paso es la realización de ensayos 

de mutagenicidad y genotoxicidad. Para ello, decidimos escoger el extracto con mayor 

riqueza en estilbenos (ST-99) ya que presentó el mejor perfil toxicológico y tecnológico. 

Además, se demostró que el uso de este extracto no modificó las propiedades sensoriales ni 

alteró la calidad del vino tinto.  

Los ensayos recomendamos por la EFSA son dos: el test de Ames y el ensayo de 

micronúcleos (MN). En el test de Ames evaluamos el potencial mutagénico del extracto en 

cinco cepas de Salmonella typhimurium en concentraciones desde 48 a 5000 µg/placa. En 

este ensayo, no se observaron diferencias significativas a ninguna de las concentraciones 
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ensayadas, en presencia o en ausencia de la fracción microsómica S9. Por otro lado, el 

ensayo de MN en células L5178Y TK+/- nos permitió conocer el potencial de este extracto 

para producir MN que contengan fragmentos o cromosomas enteros. Los resultados 

indicaron que en ausencia de S9 ninguna de las concentraciones del extracto ST-99 

ensayadas (4-64 µg/mL) produjo un aumento en la frecuencia de células binucleadas con 

MN (CBMN). Sin embargo, sí se observó un aumento de CBMN en presencia de S9 después 

de la exposición a la concentración más alta estudiada (3.45-60 µg/mL).  

Para completar esta evaluación, decidimos realizar el ensayo cometa estándar y 

modificado con la enzima formamidopirimidina glicosilasa (FPG). Esta técnica nos permitió 

conocer que el extracto ST-99 no produce rotura directa de la hebra de ADN ni oxidación de 

las bases purinas. Además, evaluamos la capacidad del extracto para proteger y revertir el 

daño oxidativo producido en el ADN por H2O2 y Ro19-8022. Los resultados indican que este 

efecto fue contrarrestado a las concentraciones más altas ensayadas en las células HepG2 y 

Caco-2 (EC50).  

Los datos obtenidos en estos tres ensayados fueron incluidos en el siguiente trabajo:  

 

• MUTAGENIC AND GENOTOXIC POTENTIAL ASSESSMENT OF A PURE 

STILBENE EXTRACT BY IN VITRO STUDIES (Medrano-Padial et al., 2021. Food 

and Chemical toxicology (en revision).  

 

Posteriormente, teniendo en cuenta los resultados contradictorios de genotoxicidad 

del extracto ST-99 in vitro, siguiendo las recomendaciones de la EFSA, se procedió al estudio 

del potencial genotóxico in vivo del extracto. Para ello, realizamos un estudio combinando 

el ensayo de MN en médula ósea y el ensayo cometa en hígado, estómago y sangre, tanto 

estándar como modificado con las enzimas FPG y Endonucleasa III (Endo-III). Los 

resultados obtenidos indican que el extracto no causa rotura ni oxidación en el ADN en 

ninguno de los tejidos estudiados. Por otro lado, en el ensayo de MN, tanto la relación entre 

eritrocritos policromáticos y normocromáitcos como el número de MN en eritrocitos 

policromáticos fueron similares en las ratas control y las tratadas, indicando que nuestro 

extracto no produce daño a nivel de médula ósea. Además, para completar estos resultados, 

se realizó un estudio histopatológico de la afectación del hígado y estómago, indicándose 

que tan sólo a la concentración más alta ensayada, la cual es 100 veces superior a la dosis 

que llegaría al consumidor (360 µg/mL), se detectaron leves daños. Además, según las 

recomendaciones de la OCDE, la ausencia de toxicidad debe ser corroborada con algún 

método que confirme que los tejidos diana han sido expuestos a la sustancia de estudio 

(OCDE 474 y OCDE 489). Por ello, llevamos a cabo una cromatografía líquida de ultra alta 
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presión acoplada a un espectrómetro de masas (UPLC-HESI-MS) como técnica para 

demostrar presencia de los estilbenos y sus derivados en muestras biológicas. Los 

resultados indican que tanto la trans-ε-viniferina como el trans-resveratrol y sus derivados 

están presentes en sangre. Estos datos se recogen en la siguiente publicación:  

 

• IN VIVO GENOTOXICITY OF STILBENE EXTRACT INTENDED TO BE USED AS 

NATURAL ADDITIVE: A COMBINATION OF THE MICRONUCLEUS TEST AND 

THE COMET ASSAY (título provisional). 
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Consumer’s demand for food with high nutritional quality, natural characteristics, 

microbiologically safe and minimally processed have increased, leading companies to adopt 

new techniques of food preservation as alternatives to the traditional ones. Moreover, due 

to the many side effects of sulphur dioxide (SO2), its substitution in wines for natural 

compounds is of great interest. In this sense, one of the strategies that the industry has 

found to meet this need is the use of stilbenes because of their interesting antimicrobial and 

antioxidant properties. In addition, these compounds are found naturally in grapevine 

shoots. The possibility of increasing the added value of these by-products is of great interest, 

since it is estimated that between 2 and 4 tons per hectares of vineyard and year of by-

products are generated, according to recent data from the International Organisation of 

Vine and Wine (OIV). 

The use of these substances in the food industry must be safe for consumers. In this 

sense, we have reviewed the existing literature related to in vitro and in vivo toxicity studies 

of three stilbenes: piceatannol, pterostilbene and ε-viniferin. These compounds are 

abundantly found in nature and have interesting biological properties. However, so far, 

European Food Safety Authority (EFSA) has not published any evaluation of these 

compounds to ensure their safety as additives. In this review, it was reported that these 

stilbenes exhibit significant cytotoxicity in cancer and non-cancer cell lines. Furthermore, 

the DNA damage induced by these compounds has been demonstrated by various methods 

as a possible mechanism of cytotoxicity. However, the in vitro genotoxic potential of 

piceatannol, pterostilbene and -viniferin has been poorly evaluated and no studies have 

been conducted following the EFSA guidelines. Regarding the in vivo effects, there are no 

studies assessing the genotoxic potential of these stilbenes in in vivo models since most of 

the authors have focused on their beneficial properties. Therefore, to ensure the safe use of 

picetannol, pterostilbene and -viniferin, further studies are needed following EFSA 

recommendations evaluating their genotoxic effects in vitro and in vivo. This review is 

included in the following publication: 

• TOXICOLOGICAL EVALUATION OF PICEATANNOL, PTEROSTILBENE AND ε-

VINIFERIN FOR THEIR POTENTIAL USE IN THE FOOD INDUSTRY: A REVIEW 

(Medrano-Padial et al., 2021. Food Control (under revision)) 

 

This doctoral thesis is included in a project coordinated with the group of Dra. Emma 

Cantos-Villar from Instituto de Formación e Investigación Agraria y Pesquera (IFAPA). This 

group obtained and characterized two extracts from by-products of the wine industry with 

a 45.4% and 99% (ST-99) of richness in stilbenes to substitute SO2 in wines. Following the 
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EFSA recommendations for the evaluation of possible additives, the objective of this thesis 

was to assess the toxicity of these two natural extracts beginning with in vitro assays. 

Moreover, their main stilbenes (trans-ε-viniferin and trans-resveratrol), and their 

combination in the same proportion as in the richest extract (1:3.9) were also studied to 

understand their mechanisms of action.   

In order to design the toxicological evaluation, the experimental models were 

chosen to represent oral exposure to these substances taking into account that consumers 

will be exposed to them through wine. Thus, the selected cells were the human 

hepatocarcinoma cells HepG2, since the liver is the main organ of biotransformation, and 

human colon adenocarcinoma cells Caco-2, as the intestine is the organ that it deals with 

absorption and where there is a longer contact time with ingested substances. 

The study of the effects of both extracts, their main compounds and their mixture 

was performed through cytotoxicity tests and analysis of cell morphology. Three 

biomarkers (tetrazolium salt assay (3- [4, 5, dimethylthiazol-2-yl] -5- [3-carboxymethoxy-

phenyl] -2- [4-sulfophenyl] -2H-tetrazolium) (MTS), neutral red uptake and protein 

content) were selected to evaluate the cytotoxicity of these compounds and obtained the 

effective mean concentration (EC50) after 24 and 48 hours of exposure. The results obtained 

indicated that both extracts, and the mixture of their major compounds have similar 

cytotoxicity in both cell lines, giving rise to lipid vacuoles, apoptotic nuclei and mitotic 

aberrations. However, trans-ε-viniferin caused cell death more potently and at lower 

concentrations. Finally, trans-resveratrol produced only slight cytotoxicity after 48 h of 

exposure. 

The interaction between trans-ε-viniferin and trans-resveratrol was assessed by an 

isobologram study. According to the available literature, this is the first time that this assay 

has been used to study the interaction between these two compounds. The results indicated 

that these stilbenes have an antagonistic effect. 

The stilbenes are strong antioxidants, but since antioxidant substances can have 

pro-oxidant activity depending on the cell lines and exposure conditions, a study of the 

oxidative stress produced by both extracts, trans-ε-viniferin, resveratrol and their mixture 

was performed, evaluating the content of reactive oxygen species (ROS) and glutathione 

(GSH) in HepG2 and Caco-2 cells. In addition, to complete these results, the ability of these 

compounds to protect and reverse the damage caused by an oxidizing agent was studied. 

The data obtained in these assays indicated that both extracts, trans-ε-viniferin and its 

mixture with trans-resveratrol have interesting antioxidant activities, while trans-

resveratrol did not modulate the oxidative stress produced in these cells. 
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This battery of in vitro tests leads to the following publications: 

• IN VITRO TOXICITY ASSESSMENT OF STILBENE EXTRACT FOR ITS 

POTENTIAL USE AS ANTIOXIDANT IN THE WINE INDUSTRY (Medrano-Padial 

et al., 2019; Antioxidants, 8, 467)  

• CYTOTOXICITY STUDIES OF A STILBENE EXTRACT AND ITS MAIN 

COMPONENTS INTENDED TO BE USED AS PRESERVATIVE IN THE WINE 

INDUSTRY (Medrano-Padial et al., 2020; Food Research International, 137, 

109738) 

• PROTECTION AND REVERSION ROLE OF A PURE STILBENE EXTRACT FROM 

GRAPEVINE SHOOT AND ITS MAJOR COMPOUNDS AGAINST AN INDUCED 

OXIDATIVE STRESS (Medrano-Padial et al., 2020; Journal of Functional Foods 

(under revision)). 

 

According to the results obtained in vitro, the extract ST-99 presented a better 

toxicological and technological profile than the rest of the tested compounds. Moreover, the 

use of this extract did not compromise the quality and sensory properties of wines. For 

these reasons, we continue the evaluation with this extract.  

The next step, following the EFSA recommendations, is the assesment of the 

mutagenic and genotoxic potential of the ST-99 extract. There are two assays recommended 

by EFSA for the genotoxic evaluation of additives: the Ames test and the micronucleus (MN) 

assay.  No mutagenic potential was exhibited by the extract at concentrations ranging from 

48 to 5000 µg/ plate in any of the five strains of Salmonella typhimurium used either in 

presence or absence of the microsomal fraction S9. On the other hand, the MN assay in 

L5178Y TK +/- cells allowed us to know the potential of this extract to produce MN containing 

fragments or whole chromosomes. The results indicated that in the absence of S9 none of 

the concentrations tested (4-64 µg/mL) increased the frequency of binucleated cells with 

MN (BNMN). However, an increase in BNMN was observed in the presence of S9 after the 

exposure of the highest concentration studied (3.45-60 µg/mL). 

In order to complete the genotoxicity studies, we decided to perform the standard 

and modified comet assay with the enzyme formamidopyrimidine glycosylase (FPG) to 

complete this evaluation. The ST-99 extract did not produce direct breakage of the DNA 

strand or oxidation of the purine bases. In addition, the highest concentration of ST-99 

tested (EC50) protected and reversed the oxidative damage produced in the DNA by H2O2 

and Ro19-8022 in HepG2 and Caco-2 cells.   

The results obtained in these assays are compiled in the following publication: 
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• MUTAGENIC AND GENOTOXIC POTENTIAL ASSESSMENT OF A PURE 

STILBENE EXTRACT BY IN VITRO STUDIES (Medrano-Padial et al., 2021. Food 

and Chemical toxicology (under revision)).  

 

The EFSA recommendations indicate that contradictory results in the in vitro 

genotoxic evaluation have to be confirmed in in vivo studies. For this reason, a study 

combining the MN test in bone marrow and the comet assay in liver, stomach and blood, 

standar and combined with FPG and Endonuclease III (Endo-III) was performed. The results 

obtained indicate that the extract ST-99 did not produce any breakage or oxidation of the 

DNA. Moreover, the ratio between polychromatic and normochromatic erythrocytes and 

the number of MN in polychromatic erythrocytes were similar in control rats and those 

treated with ST-99, indicating that our extract did not cause damage in the bone marrow. 

Furthermore, to complete these results, a histopathological study of liver and stomach was 

carried out, showing that only at the highest concentration tested, which is 100 times higher 

than the dose that would reach the consumer (360 µg/mL), slight damage was detected. In 

addition, according to OECD recommendations, the absence of toxicity must be 

corroborated with some method that confirms that the target tissues have been exposed to 

the studied substance (OECD 474 and OECD 489). For this reason, an ultra-high pressure 

liquid chromatography coupled to a mass spectrometer (UPLC-HESI-MS) was performed as 

a technique to demonstrate the presence of stilbenes and their derivatives in biological 

samples.  The results obtained confirmed the presence of trans-ε-viniferin and trans-

resveratrol in blood and liver. These data are collected in the following publication: 

• IN VIVO GENOTOXICITY OF STILBENE EXTRACT INTENDED TO BE USED AS 

NATURAL ADDITIVE: A COMBINATION OF THE MICRONUCLEUS TEST AND THE 

COMET ASSAY (provisional title). 
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1. IMPORTANCIA DEL SECTOR VITIVINÍCOLA. 

El sector vitivinícola es una parte importante, no sólo de la economía, sino también 

de la sociedad y cultura, tanto en España como en Europa. Datos aportados por la 

Organización Mundial del Viña y el Vino (OIV) sobre la situación global de la industria 

vitivinícola de 2019, estiman el tamaño del viñedo mundial (indistintamente del destino 

final de las uvas e incluidos los viñedos que todavía no están en producción) en 7.4 millones 

de hectáreas, de los que 3.2 millones de hectáreas se encuentran en la Unión Europea (OIV, 

2020) (Figura 1).  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

España es el país con mayor superficie vitícola (13%), seguido de China (12%), 

Francia (11%), Italia (9%) y Turquía (6%) (OIV, 2019) (Figura 2).  

 

 

 

Figura 1. Distribución territorial de la superficie de viñedo (Fuente: OIV). 

 

Figura 2. Figura 2. Países con mayor superficie vitícola (Fuente: OIV).Figura 3. Distribución territorial 
de la superficie de viñedo (Fuente: OIV). 

Figura 2. Países con mayor superficie vitícola (Fuente: OIV). 
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El valor mundial de las exportaciones de vino sigue una tendencia al alza sostenida 

que comenzó en 2010 y alcanza un nuevo pico récord en 2019, con un valor de 31.800 

millones de euros. Asimismo, el comercio internacional del vino en términos de volumen, 

que asciende a 105.8 millones de hectolitros, ha estado principalmente dominado por tres 

países europeos, Italia, España y Francia, que juntos exportaron el 54% del mercado 

mundial (OIV, 2020).  

Por comunidades autónomas en España, Castilla La Mancha posee la mayor 

superficie de viñedo, seguido de Extremadura, Castilla y León y la Comunidad Valenciana 

(Ministerio de Agricultura, Pesca y Alimentación, 2019). Por otro lado, cabe destacar que, 

durante el año 2019, España ha sido el primer exportador mundial de vino en volumen, con 

algo más de 21 millones de hectolitros, y el tercer mayor exportador del mundo en valor, 

con cerca de 2.700 millones de euros exportados en 2018 (OIV, 2019; OIV, 2020). En cuanto 

a la facturación total de las bodegas españolas, esta asciende a 6.500 millones de euros al 

año y el conjunto del sector representa alrededor del 1% del Producto Interior Bruto (PIB) 

nacional (Federación Española del vino, 2020).  

La importancia del sector vitivinícola a todos los niveles sociales, económicos, 

gastronómicos, medioambientales, culturales e históricos es indiscutible tanto por su 

impacto nacional como por nuestro liderazgo a nivel internacional. 

Los avances tecnológicos y la innovación están muy presentes en el sector del vino 

en España. En el último lustro se ha invertido de media un importe de entre 170 y 180 

millones de euros/año, lo que supone aproximadamente el 12-13% del gasto I+D del sector 

alimentación y bebidas y el 1,3% del gasto total en I+D+i en España (Plataforma Tecnológica 

del Vino, 2017). Gracias a ello, España es, actualmente, líder en investigación científica sobre 

vino en el mundo, siendo el país con mayor número de publicaciones científicas 

relacionadas con el vino por delante de Estados Unidos, Italia, Francia y China (Jamali y cols., 

2020). Además, destacamos por ser colaboradores internacionales con países 

latinoamericanos al igual que con Francia e Italia (Jamali y cols., 2020). 

2. APLICACIONES DEL SULFUROSO EN EL VINO.  CARACTERÍSTICAS Y 

PROPIEDADES. 

El anhídrido sulfuroso o sulfuroso (SO2) (Figura 3) ha sido utilizado como 

conservante desde finales del siglo XVIII. Hoy en día se usa en la industria alimentaria, 

especialmente en alimentos de pH bajo, como zumos de frutas y bebidas fermentadas 

(Guerrero y Cantos-Villar, 2015).  



 

15 

 

 Introducción / Introduction 

 

 

 

En enología, se trata de uno de los aditivos más versátiles y eficientes debido a sus 

propiedades antimicrobianas, antioxidantes y por minimizar la velocidad de polimerización 

de los fenoles y, en consecuencia, la pérdida de color durante el envejecimiento del vino 

(Tabla 1) (Raposo y cols., 2018).  

Se utiliza en tres etapas del proceso de vinificación (Lustrato y cols., 2003; Sonni y 

col., 2011):  

- En la etapa pre-fermentativa, para prevenir la oxidación del mosto e inhibir el 

crecimiento bacteriano. 

- Tras los procesos de fermentación, previamente a la etapa de crianza o 

conservación, con el objetivo de inhibir las bacterias. 

- Antes del embotellado, para estabilizar los vinos.  

Normalmente, se añade a los mostos una concentración aproximada de 80 mg/L de 

SO2 para vinos blancos y 50 mg/L para vinos tintos.  

En disolución, existe un equilibrio entre el SO2 molecular y los iones bisulfito (HSO3-

) y sulfito (SO32-) (Figura 4). Estos compuestos son los denominados sulfitos. La forma 

molecular SO2 es fundamental, ya que es la única fracción que posee las propiedades 

antimicrobianas y antioxidantes, siendo de 100 a 500 veces más activo que el ion bisulfito 

(Divol y cols., 2012).  

 

La concentración de estas distintas formas depende del pH del vino y en menor 

medida de la temperatura. En general, el pH de los vinos se encuentra entre 3 y 4, siendo la 

especie predominante el HSO3-, por ello, el SO2 se añade después de la acidificación del 

mosto o vino disminuyendo así el pH y favoreciendo la formación de la forma activa (Divol 

y cols., 2012). 

  

Figura 3. Estructura molecular del SO2. 

Figura 4.  Equilibrio químico entre SO2, HSO3- y SO32-. 

 

Figura 4. Estructura molecular de los estilbenos.Figura 5.  Equilibrio químico entre SO2, HSO3- y SO32-. 
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Por lo tanto, las actividades antioxidantes y antimicrobiana del SO2 dependerán de 

la dosis añadida, pero también de su grado de combinación y de la proporción de SO2 

molecular, bisulfito y sulfito presentes en el vino (Zamora, 2005). 

A continuación, se muestra una tabla resumen con las propiedades, ventajas y 

desventajas del uso del SO2 en vinos (Tabla 1).  

 

 

Tabla 1. Ventajas y desventajas del SO2 

(adaptado de Guerrero y Cantos-Villar, 2015). 

 

PROPIEDADES 
 

VENTAJAS 
 

DESVENTAJAS REFERENCIAS 

ANTIOXIDANTE 

-Previene la oxidación de 
hidroxicinamatos. 
-Inactiva enzimas oxidantes 
(polifenoloxidasa, peroxidasa, 
tirosinasa y proteasas). 
-Inhibe las reacciones de Maillard. 
-Captador de oxígeno. 
-Reduce el H2O2. 
-Reacciona con las quinonas y las 
semi-quinonas. 

-Su efectividad depende 
del pH. 

Oliveira y cols., 2011; 
Pati y cols., 2014; 
Hamzaoğlu y cols., 
2018; 
Li y cols., 2008; 
Danilewicz, 2007; 
Panero y cols., 2015; 
Ribereau-Gayon y 
cols., 2006. 

ANTIMICROBIANO 

-Inhibe el crecimiento de las 
bacterias y levaduras. 
-Previene fermentaciones 
secundarias de levaduras. 
-Evita la formación de aminas 
biogénicas, etilfenoles y olores 
desagradables. 
-Las levaduras como 
Saccharomyces muestran una cierta 
tolerancia (responsables de 
transformar el mosto en vino). 

-Su efectividad depende 
del pH. 
-30 a 50 mg/L de SO2 
libre puede ser ineficaz 
contra algunos 
microorganismos 
(bacterias acéticas). 

Zironi y cols., 2009; 
Divol y cols., 2012; 
Mendoza y cols., 2018; 
Edwards y Oswald., 
2017; Quirós y cols., 
2012. 

PODER DE 
EXTRACCIÓN 

-Mejora la extracción de 
antocianos, polifenoles minerales y 
compuestos orgánicos. 

-Sólo se da durante un 
breve periodo de tiempo. 
-Produce una ligera 
pérdida del color del vino 
debido a aductos con los 
antonianos que son 
incoloros. 

Ribereau-Gayon y 
cols., 2006; 
Zironi y cols., 2009. 

SENSORIALES 

-Reducción de la velocidad de 
polimerización fenólica y por lo 
tanto de pérdida de color y sabor. 
-Mejora el aroma del vino en caso 
de vendimias con estado sanitario 
deficiente o variedades neutras. 

-Da lugar a alteraciones 
organolépticas:  
formación de H2S y 
mercaptanos. 
-A muy altas 
concentraciones de SO2, 
se producen sabores y 
aromas desagradables. 

Jackowetz y Mira de 
Orduña, 2013; 
OIV, 2019b; 
Li y cols., 2008; 
Guerrero y Cantos-
Villar, 2014. 
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2.1. EFECTOS SOBRE LA SALUD. 

En la última década, el uso de SO2 en la industria alimentaria se ha asociado con 

algunos riesgos para la salud de los consumidores (Vally y cols., 2009).  

Se estima que cerca de un 1 % de la población presenta una sensibilidad elevada a 

los sulfitos debido a un déficit de la enzima sulfito-oxidasa que afecta al metabolismo de 

sulfitos. Después de una ingesta de 0.25–2 mg/L de este aditivo, estos consumidores pueden 

sufrir dolores de cabeza, dificultades respiratorias, diarrea, reacciones alérgicas, fatiga, 

irritación, hinchazón de cara, labio y/o garganta (Lisanti y cols., 2019; Vally y Thompson, 

2003). Es por ello, que en el caso de vinos con concentraciones de SO2 mayores a ésta, se 

debe indicar la presencia de sulfitos en la etiqueta. 

Por otro lado, entre un 5-10% de los adultos asmáticos con tratamiento esteroide o 

que tienen un alto grado de hiperreactividad en las vías respiratorias, también pueden sufrir 

reacciones alérgicas que podrían ser severas, ya que los derivados del SO2 pueden causar la 

activación de proto-oncogenes, la inactivación de genes supresores de tumores, y 

desempeñar un papel en la patogénesis del cáncer de pulmón (Qin y Meng, 2009; Lisanti y 

cols., 2019).  

Además, el SO2 y sus derivados han sido clasificados como tóxicos sistémicos, ya que 

inducen un aumento en las frecuencias de aberraciones cromosómicas, intercambios de 

cromátidas hermanas y micronúcleos en células de mamíferos, y también causan daño 

oxidativo en múltiples órganos de ratones (Lisanti y cols., 2019). 

Otro aspecto que considerar es la pérdida del valor nutricional de algunos alimentos 

debido a la capacidad que tienen los sulfitos para descomponer la tiamina o vitamina B1 en 

tiazol y pirimidina. Por este motivo el uso de sulfitos debe permanecer restringido al 

mínimo nivel necesario tecnológicamente, sobre todo en alimentos ricos en tiamina como 

la carne (Lisanti y cols., 2019; Malik y Sibra, 2005; Werner y cols., 2005).  

Sobre la base de tales evidencias, existe la necesidad de reducir la cantidad de SO2 

utilizada, ya que este compuesto no sólo se encuentra en el vino y la cantidad consumida es 

acumulativa en el organismo.  

En España, el uso del SO2 y los sulfitos se permite en determinadas condiciones y 

amplia variedad de alimentos (RD 1118/2007), por ejemplo, en galletas, siropes, patatas, 

cervezas, productos vegetales frescos, frutos secos, crustáceos y algunas carnes. Las dosis 

máximas permitidas dependen del alimento y comprenden un amplio rango de 

concentración, que oscila entre los 10 y los 2000 mg/kg de SO2. 
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Por todo lo expuesto anteriormente, la Organización Mundial de la Salud (OMS) 

estimó una ingesta diaria máxima aceptable (IDA) de 0,7 mg de SO2 por kg de peso corporal 

(Agencia Española de Consumo, Seguridad Alimentaria y Nutrición (AECOSAN), 2016). Sin 

embargo, en 2016, la Autoridad Europea de Seguridad Alimentaria (EFSA) concluyó que la 

exposición del consumidor a sulfitos está por encima de la IDA en todos los grupos de 

población, siendo las mayores exposiciones en niños pequeños (12-35 meses) y en niños (3-

9 años). A la vista de estos resultados, la exposición es elevada y requiere establecer 

medidas de gestión del riesgo que den lugar a una reducción importante en el uso del SO2 

(AECOSAN, 2016; EFSA, 2016). 

2.2. ALTERNATIVAS A SU USO EN ENOLOGÍA.  

El consumidor demanda cada vez más alimentos con alto valor nutricional, 

microbiológicamente seguros y lo más “naturales” (sin aditivos químicos) posibles.  

Por otro lado, debido a los problemas que supone su uso y a las recomendaciones de 

las distintas organizaciones internacionales, desde hace casi 10 años ha habido un 

incremento en los estudios enfocados en la disminución de las concentraciones de SO2 en el 

vino. En este sentido, actualmente existen algunos vinos comercializados con bajos 

contenidos en sulfitos conseguidos mediante un meticuloso cuidado de la producción desde 

la viña a la botella, realizando una producción de uva sana, fermentaciones muy cuidadas y 

postfermentaciones con un buen manejo de gases inertes. Sin embargo, este proceso es muy 

complicado, por lo que se están valorando otras alternativas, totales o parciales al SO2, las 

cuales se pueden clasificar en métodos físicos y químicos y veremos a continuación (Tablas 

2 y 3). 

2.2.1. Tratamientos físicos. 

La principal ventaja de usar métodos físicos para garantizar la estabilidad 

microbiológica del vino y evitar oxidaciones, es la no adición de sustancias químicas que 

puedan afectar a la salud del consumidor y la calidad del vino.   

La eliminación del SO2 mediante procesos físicos viene reflejada en las prácticas 

enológicas autorizadas por el UE 2019/934 de la comisión del 12 de marzo de 2019, 

especificándose que únicamente se llevaran a cabo en la uva fresca, el mosto de uva, el mosto 

de uva parcialmente fermentado, el mosto de uva parcialmente fermentado procedente de 

uva pasificada, el mosto de uva concentrado, el mosto de uva concentrado rectificado o el 

vino nuevo aún en proceso de fermentación (UE 2019/934). 
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Los métodos físicos se pueden dividir a su vez en tratamientos térmicos y no 

térmicos (Tabla 2). 

Los tratamientos térmicos como la pasteurización, la esterilización o la congelación 

son efectivos para inactivar microorganismos y la actividad enzimática oxidante y, por lo 

tanto, son utilizados comúnmente en la industria alimentaria (Li y cols., 2017; Ortega-Heras 

y cols., 2012; Yildirim y Darici, 2020). Además, permiten la extracción de compuestos 

fenólicos, enriqueciendo la composición de los vinos (Bakker y Clarke, 2011; Corrales y cols., 

2009; El Darra y cols., 2013; Peinado y cols., 2004; Ševcech y cols., 2015).  

Sin embargo, la aplicación de temperaturas excesiva para lograr la letalidad contra 

patógenos específicos puede degradar polifenoles y otros compuestos bioactivos del vino, 

viéndose mermada la calidad y los atributos sensoriales de estos (Bornšek y cols., 2015; Li 

y cols., 2014; Rodríguez y cols., 2016; Ševcech y cols., 2015; Wu, y cols., 2014).   

Los tratamientos no térmicos, en contraste con los procesos térmicos, no causan 

importantes cambios en el color, olor, sabor y calidad del vino. Los procesos más destacados 

son la alta presión hidrostática, pulsos eléctricos, ultrasonidos y la radiación ultravioleta. 

Las características, ventajas y desventajas de estos métodos están citados en la tabla 2. 

Sin embargo, hasta el momento ninguno de estos métodos físicos ha demostrado 

poder sustituir completamente al SO2, aunque un reemplazo parcial sí es posible mediante 

la combinación de tratamientos (Guerrero y Cantos-Villar, 2015).  

2.2.2. Tratamientos químicos. 

Se han identificado muchos conservantes químicos para reducir el nivel de SO2 que 

se utiliza en la producción de vino (Tabla 3). Recientemente, se ha sugerido que el uso de 

compuestos químicos como el dicarbonato de dimetilo, complejos de plata, lisozima, 

bacteriocinas, quitosano, glutatión pueden prevenir la oxidación del vino e inhibir los 

microorganismos no deseados (Amato y cols., 2017). 

Por otro lado, debido a que actualmente tanto en España como a nivel global se 

impone una tendencia favorable hacia alimentos que contengan aditivos naturales, el uso 

de polifenoles como los estilbenos, ácido cafeico, catequinas o taninos se presenta como una 

interesante alternativa al SO2 (Amato y cols., 2017).  

Otro posible método es la utilización de extractos de origen natural. Ya se han 

propuesto extractos fenólicos como conservantes en la industria alimentaria. Entre ellos, 

los taninos enológicos (Sonni y cols., 2009), extractos vegetales (Salaha y cols., 2008) y 

extractos de piel de almendras o de eucalipto (González-Rompinelli y cols., 2013) han 
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resultado eficientes en la reducción de SO2 en los vinos. Los vinos tratados con estos 

extractos naturales serán más competitivos en el mercado global actual, y por ello, se 

necesitan estudios actuales sobre los efectos de los extractos de plantas sobre la calidad, las 

propiedades sensoriales del producto final y la seguridad de los consumidores (Raposo y 

cols., 2016a; Yildirim y Darici, 2020).  



 

 

ALTERNATIVAS VENTAJAS DESVENTAJAS REFERENCIAS 

TRATAMIENTOS TÉRMICOS. 

 
APLICACIÓN DE CALOR / 
CONGELACIÓN.  

− Antimicrobiano. 
− Reduce la actividad 

enzimática oxidante. 
− Extracción de compuestos 

fenólicos. 

− Degradación de algunos compuestos bioactivos del vino. 
− Modifica características sensoriales. 

Li y cols., 2014;  
Lambri y cols., 2015;  
Može Bornšek y cols., 2015;  
Rodríguez y cols., 2016; 
Ševcech y cols., 2015; 
Yildirim y Darici, 2020 

TRATAMIENTOS NO TÉRMICOS. 

ALTA PRESIÓN 
HIDROSTÁTICA. 

− Antimicrobiano. 
− Reduce la actividad 

enzimática oxidante. 
 

− Degradación de algunos compuestos bioactivos del vino. 
− Modifica características sensoriales. 
− Infraestructura compleja y costosa. 

Briones-Labarca y cols., 
2017; 
Santos y cols. 2013,  
2016;  
Tao y cols., 2012. 

PULSOS ELÉCTRICOS. 

− Antimicrobiano. 
− Extracción de compuestos 

fenólicos. 
− Cortos tiempos de 

procesamiento.  
 

− Degradación de algunos compuestos bioactivos del vino. 
− Modifica características sensoriales. 
− Infraestructura compleja y costosa. 
− Corrosión de los materiales de los electrodos de metal.  
− La eficacia depende de la intensidad del campo eléctrico, 

el tiempo de tratamiento y de almacenamiento, y la 
variedad de uva.  

Abca y Evrendilek 2015; 
González-Arenzana y cols., 
2019 a, b;  
López y cols., 2009;  
López-Giral y cols., 2015;  
Yang y cols., 2016.  

ULTRASONIDOS. 
− Antimicrobiano. 
− Extracción de compuestos 

fenólicos. 

− Infraestructura compleja y costosa. 
− La eficacia depende del tipo y número de bacterias.  
− Faltan ensayos a gran escala.  

Bermúdez-Aguirre y 
Barbosa-Cánovas, 2012;  
Gracin y cols., 2016;  
Luo y cols., 2012. 

LUZ ULTRAVIOLETA. 

− Antimicrobiano. 
− Evita el deterioro del vino 

a la misma velocidad que 
el SO2.  

 

− Elevado tiempo de exposición. 
− Poco volumen. 
− Modifica características sensoriales. 
− Menos efectivo en vinos blancos. 
− La eficacia depende de la apariencia y las características 

del producto (color, densidad, materia en suspensión…).  

Falguera y cols., 2011; 
Fredericks y Krügel 2011; 
Rizzotti y cols., 2015 

 
BAJA CORRIENTE 

ELÉCTRICA. 
 

− Antimicrobiano. 
 

− Elevado tiempo de exposición.  
− Pocos estudios.  

Lustrato y cols., 2006; 2010 

Tabla 2. Ventajas y desventajas de los tratamientos físicos como alternativas al SO2. 



 

 

   

ALTERNATIVAS VENTAJAS DESVENTAJAS REFERENCIAS 

DICARBONATO DE 
DIMETILO. 

− Antimicrobiano. 
− Reduce actividad enzimática oxidante. 

− Menos efectivo en bacterias que en levaduras. 
− Su eficacia depende de temperatura, pH y de la especie, 

cepa y concentración de microorganismos. 
− Modifica características sensoriales. 

Ancín-Azpilicueta y cols. 2016; 
Nieto-Rojo y cols., 2015;  
Santos y cols., 2012. 
 

COMPLEJOS DE 
PLATA. 

− Antimicrobiano. 
 

− Modifica características sensoriales, especialmente en 
vinos blancos. 

− Las nanopartículas de plata presentan citotoxicidad. 

García-Ruiz y cols., 2015;  
Garde-Cerdán y cols., 2014;  
Gil-Sanchez y cols., 2019. 
Izquierdo-Cañas y cols., 2012 

LISOZIMAS. 

− Antimicrobiano. 
− Control fermentación maloláctica. 

 
 

− La eficacia depende de la especie bacteriana y 
condiciones de vinificación. 

− Efecto limitado  
− Modifica características sensoriales. 
− Reacciones alérgicas. 

Carstens y col., 2014;   
Chen y cols., 2015; 
Liburdi y cols., 2014;  
Mainente y cols., 2017; 
Santos y cols., 2012; 
Sonni y cols., 2011. 

BACTERIOCINAS. 
− Antimicrobiano (muy específico). 
− Control fermentación maloláctica. 

− Modifica características sensoriales. 
− No presentan capacidad antioxidante. 

Díez y cols., 2012;  
Fernández-Pérez y cols. 2018; García-
Ruiz y cols., 2013; 

QUITOSANO. 
− Antimicrobiano. 
− Antioxidante. 

− La actividad antioxidante no se mantiene en el tiempo. 
− Sólo se solubiliza en medio ácido. 
− Alta viscosidad. 
− Afecta a las proteínas. 

Nunes y cols., 2016;  
Petrova y cols., 2016;  
Ramos-De la Peña y cols., 2014; 
Valera y cols., 2017. 

GLUTATION. 

− Antioxidante. 
− Efecto protector. 
− La combinación con otros 

antioxidantes es efectiva. 

− Modifica la concentración de fenoles, catequinas, 
epicatequinas, ácidos cafeico y cumarico, y en especial 
de las antocianinas. 

Fracassetti y cols., 2016; 
Ferrer-Gallego y cols., 2017; 
Gambuti y cols. 2015, 2017; 
Panero y cols. 2015;  
Webber y cols., 2017.  

EXTRACTOS 
FENÓLICOS DE 

SUBPRODUCTOS 
DE LA UVA. 

− Antimicrobiano. 
− Antioxidante. 
− Extracción de compuestos fenólicos. 

 

− Modifica características sensoriales. 
− Las actividades antimicrobianas y antioxidantes de los 

fenoles dependen de su estructura química y el número 
y posición de sus grupos hidroxilos. 

Alañón y cols., 2015; 
Cheynier, 2012; 
Galuska y Makris, 2013; 
Harbertson y cols., 2012; 
Silva y cols., 2018. 

EXTRACTOS DE 
MADERA DE 

ROBLE. 

− Antimicrobiano. 
− Antioxidante. 
− Mejora color. 
− Aumento de taninos. 

− Modifica características sensoriales. 
− Pocos estudios en vinos. 

Pascual y cols., 2017;  
Rubio-Bretón y cols., 2018;  
Ricci y cols., 2016;  
Versari y cols., 2013. 

EXTRACTOS DE 
ACEITUNA. 

− Antimicrobiano. 
− Antioxidante. 
− Mejora color, olores y sabores. 

− La actividad antioxidante no se mantiene en el tiempo. 
− Modifica características sensoriales. 

Anand y Sati, 2013; 
Raposo y cols. 2016b, 2016c; 
Serra y cols., 2008.  

OTROS EXTRACTOS 
DE PLANTAS. 

− Antimicrobiano. 
− Antioxidante. 
− Su combinación puede ser sinérgica. 

− Pocos estudios en vinos. 
− Modifica características sensoriales. 

González-Rompinelli y cols., 2013; 
Malayoğlu, 2010 

Tabla 3. Ventajas y desventajas de los tratamientos químicos como alternativas al SO2. 
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3. CARACTERÍSTICAS Y PROPIEDADES DE LOS ESTILBENOS.  

En la naturaleza existe una amplia variedad de compuestos que presentan una 

estructura molecular caracterizada por la presencia de uno o varios anillos fenólicos. Estos 

compuestos son denominados polifenoles y son sintetizados por plantas como productos 

de su metabolismo secundario en respuesta a condiciones de estrés como polución, 

radiaciones ultravioletas, temperaturas extremas y parásitos, entre otras (Ganesan y Xu, 

2017). En función del número de anillos fenólicos que posean y de los elementos 

estructurales que presenten, existen diferentes clases y subclases de polifenoles: ácidos 

fenólicos derivados del ácido hidroxibenzoico o del ácido hidroxicinámico, estilbenos, 

lignanos, alcoholes fenólicos y flavonoides (Cutrim y Cortez, 2018; Galiniak y cols., 2019; 

Ganesan y Xu, 2017). En la presente tesis, nos centraremos en los estilbenos.   

La palabra estilbeno proviene del griego stilbos, que significa “brillante” debido a 

que estos compuestos emiten fluorescencia de color azul cuando son expuestos a luz 

ultravioleta (Likhtenshtein, 2012). Se tratan de polifenoles no flavonoides químicamente 

constituidos por dos anillos aromáticos enlazados por puentes etilo (1,2-difeniletileno) 

(Figura 5) obtenidos por la ruta mixta del ácido shikímico y del acetato (Khan y cols.., 2017). 

Se pueden encontrar en uvas, vino, cacahuetes, arándanos, frambuesas, moras y chocolate, 

entre otros (Courtois y cols., 2017; Sirerol y cols., 2016). 

 

 

 

 

 

Los estilbenos a su vez se pueden clasificar en monoméricos y oligoméricos. Los 

denominados estilbenos oligoméricos presentan uniones entre estilbenos monoméricos 

homogéneos o heterogéneos, por lo que poseen gran variedad de estructuras. Además, 

existen dos formas isoméricas de los estilbenos: la (E)-estilbeno (trans-estilbeno) y la (Z)- 

estilbeno (cis-estilbeno), siendo la forma trans la más estable termodinámicamente y 

presentando, de forma general, mayor actividad que su isómero, probablemente debido 

impedimentos estéricos que la forma cis presenta (Figura 5) (Khan y cols., 2017; 

Likhtenshtein y cols., 2012).  

Figura 5. Estructura molecular de los estilbenos. 

 

Figura 6. Estructura molecular del trans-resveratrol.Figura 7. Estructura molecular de los estilbenos. 
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En cuanto a su distribución en el reino vegetal, la familia Leguminosae contiene el 

mayor número estilbenos monoméricos, mientras que la Dipterocarpaceae es una rica 

fuente de oligoméricos (Shen y cols., 2009). La cantidad de estos compuestos en las plantas 

depende de la especie o variedad, expresión de la enzima estilbeno sintetasa, técnica y 

condiciones de cultivo, estado de maduración, así como condiciones de procesado (pelado, 

troceado, hervido y fritura) y almacenamiento, entre otras (Ortega y cols., 2015). Además, 

su distribución en los tejidos de plantas, a nivel celular y subcelular no es uniforme, 

encontrándose en mayor medida en capas exteriores, como hojas y piel (Ortega y cols., 

2015). 

Por otro lado, la biodisponibilidad de los estilbenos, como de la mayoría de los 

compuestos fenólicos, es bastante baja debido a múltiples factores como son la estructura 

química, el grado de glicosilación, la conjugación con otros fenoles, el tamaño molecular, la 

solubilidad o su rápida metabolización en diferentes órganos, entre otros (Del Rio y cols. 

2013; Sirerol y cols., 2016). Por esta razón, la biodisponibilidad puede diferir 

significativamente entre los muchos compuestos fenólicos diferentes, aunque estén 

estrechamente relacionados. Por todo ello, y por otras razones como el tipo de dieta y la 

dificultad del análisis cualitativo y cuantitativo de estos compuestos, la información sobre 

la ingesta total de estilbenos es escasa (El Khawand y cols., 2018). 

Actualmente estos compuestos se utilizan ampliamente en la fabricación de tintes 

industriales, tintes láser, blanqueadores ópticos, fósforos, centelladores y otros materiales. 

Sin embargo, en los últimos años, los estilbenos y sus análogos han adquirido una enorme 

importancia debido a su diverso espectro de aplicaciones biológicas como anticacerígeno, 

antiproliferativo, antiangiogénico, bactericida, bacteriostático, antifúngico, antileucémico, 

antioxidante, antiinflamatorio, vasodilatador, entre otros (Khan y cols., 2017). Además, 

numerosos estudios indican un efecto positivo de estos compuestos frente a diversas 

enfermedades relacionadas con el estrés oxidativo, como las cardiovasculares, diversos 

tipos de cáncer y enfermedades neurodegenerativas (Sirerol y cols., 2016), debido sobre 

todo a sus interacciones con diversas dianas moleculares como factores de transcripción, 

citoquinas, aromatasa y ciclooxigenasas (Sirerol y cols., 2016).  

A continuación, hablaremos de los dos estilbenos en los que se centra nuestro 

estudio. 
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3.1. TRANS-RESVERATROL. 

El trans-resveratrol (3,5,4’-trans-trihidroxiestilbeno) (Figura 6) es el estilbeno más 

abundante en la naturaleza, y por ello el más estudiado. Fue aislado por primera vez de las 

raíces del heléboro (Veratrum grandiflorum O. Loes) en 1940 (Takaoka, 1940), y después, 

en 1963, de las raíces de Polygonum cuspidatum (Nonomura y cols., 1963). Se encuentra 

presente en altas concentraciones en una amplia variedad de plantas y frutos, incluyendo 

cacahuetes, arándanos, pinos y plantas utilizadas en la medicina oriental (Burns y cols., 

2002; Rimando y cols., 2004). Además, está presente de forma importante en la piel y 

semillas de la uva por lo que en muchos casos se aísla de extractos de Vitis Viniferina.   

 

 

 

 

 

Este estilbeno presenta una baja solubilidad en agua afectando en gran medida a su 

absorción (Kuršvietienė y cols., 2016). Además, en animales y seres humanos, el resveratrol 

es metabolizado rápidamente dando lugar a sulfatos y glucurónidos conjugados por lo que 

la biodisponibilidad de este compuesto es limitada (Kuršvietienė y cols., 2016). 

En los últimos años este compuesto está cobrando especial relevancia. Muchos 

estudios han demostrado que el trans-resveratrol debido a su potente actividad 

antioxidante (Galiniak y cols., 2019) presenta un importante papel en la prevención de 

diversas patologías asociadas al estrés oxidativo, como el cáncer (Rodríguez-García y cols., 

2019), enfermedades cardiovasculares (Huo y cols., 2019), autoinmunes (Khan y cols., 

2017), infecciosas (Li y cols., 2019) y en el envejecimiento (Silva y cols., 2019).  

Por otro lado, varios autores indican que el resveratrol prolonga la vida media de 

algunos organismos, desde levaduras (Howitz y cols., 2003), moscas (Wang y cols., 2013) y 

abejas (Rascon y cols., 2012) hasta peces (Liu y cols., 2015; Valenzano y cols., 2006) y 

ratones (Baur y cols., 2006) previniendo la neurodegeneración. En este sentido, este 

compuesto también participa en la reducción del daño neuronal producido en el alzheimer 

(Freyssin y cols., 2020; Li y cols., 2018), parkinson y en la enfermedad de Huntington 

(Sarubbo y cols., 2020) ya que disminuye el daño oxidativo y la inflamación crónica, mejora 

la función vascular y activa genes de longevidad (Rauf y cols., 2017).  Además, el trans-

Figura 8. Estructura molecular del trans-resveratrol. 

 

Figura 9. Estructura molecular de la trans--viniferinaFigura 10. Estructura molecular del trans-
resveratrol. 
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resveratrol también ha demostrado mejorar el deterioro cognitivo asociado con la diabetes 

y revierte los cambios en la expresión proteínica inducidos en esta patología (Rauf y cols., 

2017). 

Esta multiplicidad de efectos biológicos del resveratrol es debida principalmente 

por la abundancia y diversidad de dianas moleculares de este compuesto como 

ciclooxigenasas / lipooxigenasas, una amplia gama de diversas quinasas, sirtuinas, factores 

de transcripción, citocinas, ADN polimerasa, adenilil ciclasa, ribonucleótido reductasa y 

aromatasa (Galiniak y cols., 2019; Rauf y cols., 2017). 

Actualmente existen muchos preparados que contienen resveratrol, 

comercializados en todo el mundo. En 2016, el trans-resveratrol fue aprobado por la 

Comisión Europea (UE 2016/1190) como nuevo ingrediente alimentario para ser utilizado 

en complementos alimenticios en forma de comprimidos o cápsulas destinos únicamente a 

la población adulta, con una dosis máxima de 150 mg. Por otro lado, existen diversos 

estudios sobre otras posibles aplicaciones como aditivo y conservante tanto en 

alimentación como en cosmética para mantener la calidad de los productos y ampliar su 

vida útil.  

3.2. TRANS-  -VINIFERINA. 

La trans-ε-viniferina se trata de un dímero del resveratrol (Figura 7) presente en 

uvas y vinos, que ha sido mucho menos estudiado que otros estilbenos (Yáñez y cols., 2006; 

Caillaud y cols., 2019).  

 

Se conoce que la trans-ɛ-viniferina posee actividades antioxidantes, 

antiinflamatorias, anticarcinogénicas y cardioprotectoras (Courtois y cols., 2017). Es capaz 

de modular la actividad del citocromo P450 y de provocar la apoptosis y modificaciones en 

el ciclo celular en células leucémicas induciendo la óxido nítrico sintetasa, incluso de 

manera más potente que el trans-resveratrol (Billard y cols., 2002; Giovannelli y cols., 2014; 

Figura 7. Estructura molecular de la trans--viniferina 

 

Figura 11. Pruebas de toxicidad por niveles para aditivos alimentarios. (Adaptado de EFSA, 
2012).Figura 12. Estructura molecular de la trans--viniferina 
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Quiney y cols., 2004; Wu y cols., 2020). Además, en ratones ha demostrado poseer un efecto 

hepatoprotector y en ratas actúa como un antidepresivo inhibiendo la captación de 

noradrenalida y 5-hidroxitriptamina (Privat y cols., 2002; Wu y cols., 2020; Yáñez y cols., 

2006). 

Actualmente la ε-viniferina es utilizada en la industria de la cosmética, bien de 

manera individual o combinada con otros estilbenos o flavonoles, para el blanqueamiento 

de la piel y/o como anti-manchas en forma de crema, pomada, emulsión, liposoma, gel, 

loción o espray (Patente número ES2365168T3). 

3.3. COMBINACIÓN DE ESTILBENOS. 

La aparición de polifenoles de forma simultánea en la naturaleza es bastante común 

(Cutrim y Cortez, 2018). Sin embargo, a pesar de que los efectos de los estilbenos se han 

estudiado exhaustivamente de forma individual, hay muy pocos estudios que evalúen sus 

efectos combinados. Estos compuestos al tener diferentes estructuras químicas y 

mecanismos de acción pueden dar lugar a fenómenos de interacción como la sinergia 

(potenciación o adición) o antagonismo (Balasubramani y cols., 2019). En este sentido, la 

EFSA recientemente ha publicado un informe sobre la importancia del estudio de los efectos 

de estas mezclas (EFSA, 2019).  

El efecto de la combinación de fitoquímicos sobre la proliferación de células 

cancerígenas ha sido evaluado por varios autores (Balasubramani y cols., 2019; Castillo-

Pichardo y Dharmawardhane, 2012; Iwuchukwu y cols., 2011; Tak y cols., 2011). En los 

últimos años, debido a que el resveratrol posee una serie de características de un agente 

quimiopreventivo ideal, como la falta de toxicidad en las concentraciones efectivas, el 

conocimiento de su mecanismo de acción, la aceptabilidad por parte del consumidor debido 

a que es un ingrediente dietético y su reducido coste, su mezcla con otros compuestos está 

cobrando interés con este fin (Singh y cols., 2013). Estos estudios llegan a la conclusión de 

que el resveratrol actúa mayoritariamente de manera sinérgica o aditiva con otros 

polifenoles, siendo sus efectos menores cuando actúan de manera individual 

(Balasubramani y cols., 2019; Castillo-Pichardo y Dharmawardhane, 2012; Iwuchukwu y 

cols., 2011; Tak y cols., 2011). 

Por otro lado, la capacidad antioxidante de la combinación de polifenoles presentes 

en el vino también ha sido evaluada (Iwuchukwu y cols., 2011; Kurin y cols., 2012). Se ha 

demostrado la capacidad para eliminar radicales libres y modular la actividad de enzimas 

oxidantes de estos compuestos difiere notablemente cuando son estudiados por separado 
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y en sus mezclas. En presencia de otras sustancias se puede producir un efecto sinérgico, 

antagónico o aditivo que es difícil de deducir (Iwuchukwu y cols., 2011; Kurin y cols., 2012). 

4. CARACTERÍSTICAS Y PROPIEDADES DE EXTRACTOS NATURALES DE 

PLANTAS RICOS EN ESTILBENOS. 

Los residuos de la industria vinícola han demostrado ser una fuente de compuestos 

fenólicos de diferentes clases, incluyendo los flavonoides (flavanoles, proantocianidinas, 

flavonas y flavonoles), los ácidos fenólicos (ácidos hidroxibenzoico y hidroxicinámico) y los 

estilbenos. En los últimos años, existe un creciente interés en la revalorización de estos 

residuos como materias primas en la industria alimentaria (Lucera y cols., 2018; Maner y 

cols., 2017), cosmética (Manca y cols., 2016; Wittenauer y cols., 2015), ganadera (Guerra-

Rivas y cols., 2016; Pascariu y cols., 2017), agrícola (Salgado y cols., 2019) o energética 

(Miranda y cols. 2011), ya que se estima que por cada 100 kg de uva procesada se generan 

unos 25 kg de subproductos, una importante cifra especialmente para países productores 

de vino, como España, Francia o Italia, en los que la producción puede alcanzar las 1.200 

toneladas al año (Bordiga y cols., 2015).   

Dado el alto contenido de polifenoles presentes en los subproductos, se han llevado 

a cabo numerosos estudios en la industria alimentaria relacionados con el alargamiento de 

la vida útil de diferentes productos. Se han utilizado extractos de orujo de uva para prevenir 

la oxidación lipídica en productos derivados del pescado (Pazos y cols., 2005) y por su 

capacidad antimicrobiana frente a diferentes bacterias como Staphylococcus aureus, 

Bacillus cereus, Campylobacter spp., Escherichia coli O157: H7 y Salmonella 

infantis (Kataliníc y cols., 2010); así como frente a Listeria monocytogenes (Xu y cols., 2016). 

Así mismo se ha empleado la harina de orujo para dar consistencia y estabilidad frente a la 

oxidación lipídica en pescado congelado (Sánchez-Alonso y cols., 2007). Además de 

prevenir la lipooxidación y/o el crecimiento microbiano, los productos de la vinificación 

pueden evitar la formación de compuestos nocivos para la salud como demostraron Xu y 

cols. (2015). En su estudio empleó en un modelo de patatas fritas y un sistema fisiológico 

simulado en los que los extractos de semilla de uva redujeron la formación de acrilamida en 

un 90%. 

En este sentido, los extractos de origen natural ricos en estilbenos generan un 

importante interés en la industria vitivinícola como sustitutos del SO2 debido a sus 

interesantes propiedades antioxidantes, antimicrobianas y promotoras de la salud (Raposo 

y cols. 2018). Los brotes de vid con alto contenido en estos compuestos ya han sido 

probados en vinos, demostrando que éstos poseían mejores cualidades de color y 
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sensoriales que los tratados con SO2. De manera similar, Cebrián-Tarancón y cols. (2019) 

estudiaron el efecto sobre los niveles de ácido elágico, trans-resveratrol, vainillina y 

guayacol del uso de brotes de vid en vinos después de 35 días de maceración, observando 

un aumento en ellos.  

5. PROCESO DE AUTORIZACIÓN DE ESTILBENOS Y EXTRACTOS 

NATURALES COMO ADITIVO ALIMENTARIO. 

Los aditivos son definidos como sustancias que, aunque no se consumen como 

alimentos por sí mismas, añadidos a éstos durante su fabricación cumplen una importante 

función tecnológica obteniéndose alimentos seguros y de calidad. Deben, por lo tanto, 

mantener la calidad nutricional del alimento, mejorar la estabilidad, ayudar a la 

conservación y propiedades de sabor, color y olor del alimento, pero sin confundir al 

consumidor, o ayudar en la fabricación, transformación, preparación, tratamiento, 

envasado y transporte del alimento (Reglamento (CE) Nº 1333/2008).  

Los aditivos han sido clasificados según su función en edulcorantes, colorantes, 

conservadores, antioxidantes, entre otros 26 tipos recogidos en el Anexo I del Reglamento 

(CE) Nº 1333/2008. También se puede dividir en cuatro grupos fundamentales 

dependiendo de su origen y fabricación:  aditivos naturales (obtenidos directamente de 

animales o plantas); similar a los aditivos naturales (producidos sintéticamente imitando 

los naturales); modificado de natural (aditivos naturales modificados químicamente); y 

finalmente, aditivos artificiales (compuestos sintéticos). 

A la hora de autorizar nuevos aditivos alimentarios, se tienen en cuenta factores 

sociales, económicos, tradicionales, éticos y ambientales, aunque el factor clave siempre es 

la seguridad para el consumidor. Por ello, sólo se autorizan si cumplen los criterios 

establecidos en el Reglamento (CE) Nº 1331/2008 del Parlamento Europeo y del Consejo, 

de 16 de diciembre de 2008, común para toda la Unión Europea.  

El procedimiento cuenta con dos pilares fundamentales: una evaluación, llevada a 

cabo por la EFSA, y la gestión del riesgo, de lo que se encarga la Comisión Europea. Una vez 

que la EFSA ha emitido su dictamen en cuanto a la seguridad del aditivo, la Comisión estudia 

su posible autorización junto con otros expertos en aditivos alimentarios, como por ejemplo 

la AECOSAN.  
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Para que la EFSA pueda llevar a cabo la evaluación de un aditivo necesita:  

- Datos sobre la identidad y caracterización del aditivo, tanto de sustancias 

individuales como de mezclas.  

- Descripción del proceso de fabricación. 

- Estabilidad del aditivo en los alimentos. 

- Justificación de la necesidad y los usos propuestos. 

- Autorizaciones ya existentes. 

- Evaluación de la exposición prevista de la población al aditivo.  

- Datos biológicos y toxicológicos en los que se centrará esta tesis doctoral. Este punto 

incluye datos sobre toxicocinética de la sustancia, su toxicidad crónica y subcrónica, 

su carcinogenicidad, su genotoxicidad, su toxicidad en la reproducción y el 

desarrollo de las personas y, en caso necesario, incluir otros estudios (Reglamento 

(CE) Nº 1331/2008).  

En el año 2012, el panel de Aditivos Alimentarios y Fuentes de Nutrientes añadidos 

a los Alimentos de la EFSA publicó las directrices para la evaluación de la seguridad de los 

aditivos. Se trata de un enfoque escalonado basado en tres niveles (Figura 8). El primer paso 

es la realización de ensayos de absorción, genotoxicidad in vitro y estudios de toxicidad de 

90 días. Estas pruebas nos permiten obtener datos básicos sobre el aditivo y, si se 

demuestra que se absorbe sistémicamente o se encuentran efectos genotóxicos, se deberán 

realizar las pruebas del segundo nivel. El nivel 2 generará datos más extensos sobre el 

metabolismo, genotoxicidad in vivo, toxicidad crónica, carcinogenicidad y toxicidad para la 

reproducción y el desarrollo del compuesto de estudio. En cuanto al tercer y último nivel, 

son ensayos muy específicos que tan sólo se realizaran cuando los resultados obtenidos en 

los otros niveles generen incertidumbre (EFSA, 2012). 

Según estos datos, se determina el nivel por debajo del cual puede considerarse que 

el consumo de esta sustancia es seguro para la salud humana, la IDA, y se estiman los efectos 

si se sobrepasa. Además, se determinan niveles máximos de uso de los aditivos, teniendo en 

cuenta las poblaciones sensibles y la ingesta del aditivo a partir de otras fuentes distintas al 

alimento, así como la exposición al compuesto de determinados grupos de consumidores, 

como por ejemplo a los lactantes y niños de corta edad o a los consumidores alérgicos. 
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Los aditivos autorizados y sus condiciones de uso en los productos alimenticios 

figuran el anexo II del Reglamento (CE) nº 1333/2008 sobre aditivos alimentarios, 

clasificándose en función de las categorías de alimentos a las que pueden añadirse y en las 

cantidades marcadas. 

5.1. ESTUDIOS TOXICOLÓGICOS NECESARIOS PARA COMERCIALIZAR 

ADITIVOS. 

Los datos toxicológicos requeridos para el uso de los aditivos deben comprender 

información sobre la toxicocinética de la sustancia, genotoxicidad, toxicidad crónica, 

subcrónica, carcinogenicidad y toxicidad para la reproducción y el desarrollo de las 

personas y, en caso necesario, incluir otros estudios. De acuerdo con el enfoque escalonado 

propuesto por la EFSA, y como se muestra en la tabla 8, comenzaremos por el nivel 1.  

Las pruebas toxicológicas se deben realizar de conformidad con una determinada 

norma. Para ello, deben seguirse las indicaciones de la Directiva 2004/10/CE del 

Parlamento Europeo y del Consejo, de 11 de febrero de 2004, sobre la aproximación de las 

disposiciones legales, reglamentarias y administrativas relativas a la aplicación de los 

principios de buenas prácticas de laboratorio y al control de su aplicación para las pruebas 

Figura 8. Pruebas de toxicidad por niveles para aditivos alimentarios. (Adaptado de EFSA, 2012). 

 

Figura 13. Visualización de resultados del Test de AmesFigura 14. Pruebas de toxicidad por niveles 
para aditivos alimentarios. (Adaptado de EFSA, 2012). 
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sobre las sustancias químicas. Además, se deben llevar a cabo conforme a los «Principios de 

Buenas Prácticas de Laboratorio de la OCDE». 

Como caso específico, de acuerdo con la guía sobre evaluación de la seguridad de 

productos botánicos y preparados botánicos destinados a ser utilizados como ingredientes 

en complementos alimenticios" de la EFSA, se podría aplicar una "presunción de seguridad" 

a los productos botánicos y preparados botánicos utilizados como aditivos alimentarios si 

los datos permiten concluir que la exposición a niveles conocidos del ingrediente botánico 

ha ocurrido en grandes grupos de población durante muchos años sin efectos adversos 

reportados (EFSA, 2009). Sin embargo, cuando se espera un aumento significativo en la 

ingesta o bien la composición química de los preparados botánicos no es igual a los 

utilizados históricamente, se debe llevar a cabo una valoración del riesgo (EFSA, 2009). 

6. EVALUACIÓN TOXICOLÓGICA DE ESTILBENOS Y EXTRACTOS 

NATURALES RICOS EN ESTILBENOS IN VITRO. 

Los ensayos in vitro nos permiten contextualizar la situación de la sustancia de 

estudio y emitir una opinión acerca de la seguridad de su uso. Estos métodos son de gran 

interés debido a que son rápidos, se utilizan técnicas estandarizadas por lo que los 

resultados pueden ser reproducibles, posibilitan el uso de material de origen humano, 

tienen un bajo coste e instalaciones poco complejas, y, además nos sirven de base para 

establecer las dosis en futuros ensayos (Eisenbrand y cols., 2002). 

6.1. TOXICOCINÉTICA. 

La toxicocinética se define como el conjunto de fenómenos que experimenta el 

tóxico desde su entrada a un organismo hasta su eliminación. Se trata de una herramienta 

importante en la evaluación de riesgos para la salud humana que proporciona información 

valiosa para la selección de dosis y especies apropiadas para las pruebas de toxicidad.  

Según la guía sobre la evaluación de los aditivos alimentarios, la evaluación 

toxicocinética debe seguir tres niveles. El primer nivel comprende los estudios de absorción 

y de metabolismo gastrointestinal in vitro del compuesto. En caso de resultados positivos, 

en el nivel 2 se definen la distribución, metabolismo y excreción y otros parámetros 

toxicocinéticos básicos como el área la curva, la vida media o la concentración máxima 

observados tras una sola dosis. Por último, para aquellos compuestos que pueden 

bioacumularse, en el tercer nivel se estudian los parámetros toxicocinéticos tras la 

administración de varias dosis (EFSA, 2012).  

Los estilbenos, como la mayoría de los compuestos fenólicos, presentan una baja 

biodisponibilidad debido a múltiples factores como son la estructura química, el grado de 
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glicosilación, la conjugación con otros fenoles, el tamaño molecular, la solubilidad o su 

rápida metabolización en diferentes órganos, entre otros (Del Rio y cols., 2013; Sirerol y 

cols., 2016). 

Los datos toxicocinéticos obtenidos in vitro del trans-resveratrol indican que este 

compuesto se biotransforma rápidamente a conjugados glucurónicos y sulfatos en células 

intestinales y de hepatocitos (Beck y cols., 2006). 

En el caso de las mezclas botánicas ricas en estilbenos se debe de tener en cuenta la 

posibilidad de interacciones entre los componentes de la mezcla que puedan afectar a la 

biodisponibilidad, el metabolismo y la toxicidad y la posibilidad de interacciones con 

medicamentos (EFSA, 2009).  

6.2. CITOTOXICIDAD BASAL Y ESTUDIOS MORFOLÓGICOS. 

Los ensayos de citotoxicidad se llevan a cabo para valorar los efectos adversos o 

interferencias del objeto de estudio con estructuras y/o propiedades esenciales para la 

supervivencia, proliferación y función celular. A partir de estos estudios, es posible calcular 

la concentración efectiva media (EC50), es decir, la concentración a la cual el 50 % de la 

población expuesta experimenta el efecto estudiado, en este caso la pérdida de viabilidad. 

La EC50 nos permite comparar los resultados obtenidos en diferentes líneas celulares y, 

además, definen el rango de concentraciones a evaluar en otros ensayos como 

genotoxicidad, inducción de mutaciones o mecanismos de muerte celular (Eisenbrand y 

cols., 2002; Gosslau, 2016). 

Entre los diferentes métodos existentes para evaluar la viabilidad y la muerte 

celular, destacan la reducción del Bromuro de 3-(4,5-dimetiltiazol-2-ilo)-2,5-difeniltetrazol 

(MTT) y sal de tetrazolio 3- [4,5, dimetiltiazol-2-il]-5-[3-carboximetoxi-fenil]-2-[4-

sulfofenil]-2H-tetrazolio (MTS) para evaluar la funcionalidad de las mitocondrias (Baltrop 

y cols., 1991), el ensayo de rojo neutro (RN) para conocer el daño en los lisosomas 

(Borenfreud y Puerner., 1984) y la valoración del contenido proteico total (PT) para medir 

la proliferación celular (Bradford, 1976). 

A la hora de seleccionar las líneas celulares en las que llevar a cabo la evaluación, 

Gosslau (2016) propone desarrollar un pequeño screening en líneas celulares de interés y 

posteriormente desarrollar ensayos más específicos en líneas concretas que representen 

tejidos u órganos diana de ese efecto. En la presente tesis doctoral se eligieron líneas 

relacionadas con el aparato digestivo, puesto que la vía oral es la vía de exposición principal 

a los aditivos alimentarios. 
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El efecto citotóxico de los estilbenos ha sido ampliamente estudiado. El trans-

resveratrol es citotóxico en gran variedad de células como la línea celular de carcinoma 

hepático HepG2 (Colin y cols., 2008; Mizuno y cols., 2017; Su y cols., 2013), la línea de 

adenocarcinoma de colon Caco-2 (Iwuchukwu y cols., 2011), en células de cáncer de mama 

MCF-7 (Thomas y cols., 2016), neuronales (Aggarwal y cols., 2004; Lantto y cols., 2009), en 

células de cuello de útero HeLa (Li y cols., 2018) o en células de cáncer de pulmón (Yousef 

y cols., 2017). Por otro lado, la  -viniferin también ha demostrado tener efectos citotóxicos 

en diversos modelos celulares como las células de leucemia HL-60, las células de 

adenocarcinoma gástrico AGS (Tian y cols., 2019), células pulmonares (Sáez y cols., 2018) o 

las células orales humanas HGF, HPC y HPLF (Chowdhury y cols., 2015). Otros estilbenos 

que también destacan por su potente actividad citotóxica son el piceatanol y el pterostilbeno 

ya que se ha demostrado que son capaces de reducir la viabilidad celular incluso a bajas 

concentraciones de gran variedad de líneas célulares (Hu y cols., 2020; Liu y cols., 2013; 

Sáez y cols., 2018; Tolba y cols., 2015).  

La citotoxicidad de los estilbenos se debe a una gran variedad de mecanismos entre 

los que se incluyen la detención del ciclo celular, la inducción de la apoptosis mediante la 

activación de la caspasa (Colin y cols., 2008), la modulación de la producción de óxido nítrico 

aumentando la expresión y actividad de la enzima óxido nítrico sintetasa (Notas y cols., 

2006) o la regulación de factores de crecimiento (TNF o EGF) (Aggarwal y cols., 2004).  

Por otro lado, ante una combinación de fitoquímicos que actúan a través de vías 

superpuestas o únicas es de esperar efectos sinérgicos, antagónicos o potenciadores sobre 

múltiples mecanismos que afectan al crecimiento celular y a la inducción de enzimas (Colin 

y cols., 2008; Iwuchukwu y cols., 2012). En concreto, se ha demostrado que el efecto 

citotóxico de las mezclas de estilbenos pueden ser más potentes que los obtenidos con los 

polifenoles de manera individual gracias a procesos de potenciación o sinérgicos entre los 

compuestos (Billard y cols., 2002; Colin y cols., 2008; Iwuchukwu y cols., 2012). Además, el 

contenido relativo de los diferentes estilbenos en estos extractos juega un importante papel 

relevante en su actividad antiproliferativa, asociándose negativamente con la relación 

trans-resveratrol/estilbenos totales, pero positivamente con la relación dímero/monómero 

(Giovannelli y cols., 2014).  

Además de los estudios de citotoxicidad realizados en estilbenos, son útiles y 

necesarios los estudios morfológicos para determinar los daños ultraestructurales 

producidos en las células por estos compuestos y conocer su mecanismo de acción. Estos 

ensayos han demostrado ser más sensibles para detectar toxicidad en comparación con los 

de citotoxicidad (Llana Ruiz-Cabellos y cols., 2015). Los estudios de morfología llevados a 

cabo en modelos celulares expuestos a estilbenos han indicado que la reducción de la 
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viabilidad celular producida por ellos está asociada con la apoptosis. En este sentido, un 

estudio en la línea celular de mieloma múltiple U266 mostró que la -viniferina y el 

resveratrol inducen a la apoptosis afectando a la actividad de la caspasa e inhibiendo el 

potencial de membrana mitocondrial (Barjot y cols., 2007). Otro de los mecanismos 

implicados ha sido dilucidado en células colorrectales humanas SW480, donde la exposición 

de análogos del resveratrol dio lugar a una redistribución nuclear de ciclina A (Colin y cols., 

2009). Esta afectación nuclear también se ha demostrado en células de cáncer de próstata 

expuestas a r-viniferina, un tetrámetro del resveratrol (Empl y cols., 2015). Además, este 

efecto apoptótico también se observó en células de leucemia tras la exposición a resveratrol, 

-viniferina y dos extractos de origen natural, uno de ellos con un 10% de resveratrol y un 

12% de -viniferina y otro con un 25% y 16% de resveratrol y -viniferina respectivamente 

(Billard y cols., 2002). Estos últimos autores indicaron además que los efectos obtenidos 

tras la exposición a los extractos fueron más pronunciados que con los compuestos 

individuales, probablemente debido la interacción de todos los polifenoles presentes en la 

mezcla (Billard y cols., 2002).  

6.3. ESTRÉS OXIDATIVO. 

El estrés oxidativo es causado por un desequilibrio entre la producción de especies 

reactivas del oxígeno y la capacidad de un sistema biológico de eliminar rápidamente los 

reactivos intermedios o reparar el daño resultante en ADN, proteínas y membranas lipídicas 

(Inglés y cols., 2014). Por lo tanto, aunque son muchos los mecanismos por los que una 

sustancia puede producir toxicidad, el estrés oxidativo y las alteraciones bioquímicas 

posteriores son de gran importancia. 

Las especies reactivas de oxígeno (ERO) promueven una situación de estrés, 

desencadenando mutaciones y favoreciendo procesos de carcinogénesis y dañando lípidos 

y proteínas desembocando en la muerte celular (Gosslau, 2016). La concentración de ERO 

está controlada por acción de la barrera de defensa antioxidante enzimática, mediada por 

superóxido dismutasa, catalasa, glutatión peroxidasa y reductasa, entre otros, y no 

enzimática (Puerto y cols., 2009, 2010). 

La principal propiedad de los estilbenos es su actividad antioxidante. Muchos 

estudios han demostrado que son capaces de disminuir los radicales libres (Arús y cols., 

2017; Gambini y cols., 2015; Fenercioglu y cols, 2010; Rauf y cols., 2017; Reinisalo y cols., 

2016), destacando la actividad del trans-resveratrol (Gerszon y cols., 2014; Shaito y cols., 

2020), pterostilbene (Xue y cols., 2017), piceatanol (Yang y cols., 2020), oxyresveratrol 

(Lorenz y cols., 2003) y trans--viniferina (Aja y cols., 2020; Jeon y cols., 2013) por su 

capacidad de capturar directamente ERO, tales como O2 o H2O2. La acción antioxidante de 
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los polifenoles se traduce en otras actividades potenciales, como antiinflamatoria, 

vasodilatadora, antitrombótica, antiapoptótica, o efectos antiaterogénicos (Reinisalo y cols., 

2015; Sirerol y cols., 2016).  

Además, estos compuestos modulan la actividad de enzimas antioxidantes 

endógenas, tales como la superóxido dismutasa, catalasa o glutatión perioxidasa, e inhiben 

las enzimas generadoras de ERO, tales como la xantina oxidasa o la lipoxigenasa (Du y cols. 

2018; Reinisalo y cols., 2015; Treml y cols., 2019). Las mediciones de actividad de este grupo 

de enzimas antioxidantes pueden proporcionar un marcador de estrés oxidativo, lo que se 

ha completado con el estudio de otros parámetros, tales como el glutatión (GSH), 

malondialdehído y niveles de carbonilo (Arús y cols., 2017; Du y cols., 2018; Reinisalo y cols., 

2015; Sirerol y cols., 2016).   

Sin embargo, la capacidad antioxidante de los polifenoles puede verse modificada 

cuando otras sustancias están presentes. Estas interacciones pueden dar lugar a efectos 

sinérgicos, antagónicos o aditivos, siendo difícil predecirlos a partir de las actividades de los 

compuestos individuales (Kurin y cols., 2012). En este sentido, los extractos de brotes de 

vid particularmente ricos en estilbenos han demostrado poseer una alta actividad 

antioxidante antioxidante (Anastasiadi y cols., 2012; Biais y cols., 2017; Müller y cols., 2009; 

Ruiz-Moreno y cols., 2015). 

Además, se ha demostrado que el vino posee un gran efecto antioxidante debido 

principalmente a las interacciones sinérgicas entre la gran variedad de polifenoles 

presentes (flavanoles y sus oligómeros de proantocianidina, antocianinas, estilbenos 

hidroxilados como resveratrol, flavonoles como kaempferol y quercetina, ácidos 

hidroxicinámicos como ácido p-hidroxi-cumarico y cafeico, así como elagitaninos, ácido 

elágico) (Barbalho y cols., 2020). Debido a esta actividad, el consumo moderado, pero 

regular, de vino ha sido propuesto como explicación a la “paradoja francesa”, término 

generado en 1992 a partir de datos epidemiológicos de franceses que tenían una baja 

incidencia de enfermedades coronarias a pesar del consumo de una dieta alta en grasas 

saturada (Renaud y Lorgeril, 1992). 

Otro de los efectos atribuidos a los estilbenos es la habilidad de proteger a las células 

contra el daño oxidativo producido por H2O2 (Gambini y cols., 2015; Rauf y cols., 2017). Esta 

capacidad de protección es de gran relevancia ya que este compuesto es uno de los 

principales mediadores del estrés oxidativo y genera roturas del ADN. En este sentido, el 

resveratrol ha demostrado proteger ante un daño oxidativo mediante el incremento de las 

actividades de la catalasa, glutatión peroxidasa y glutation-S-transferasa (Kowalzyk y cols., 

2009; Palomera-Ávalos y cols., 2017). Este efecto también ha sido evaluado con diferentes 
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extractos de Vitis Vinifera que han protegido al DNA del daño producido por ERO y H2O2 en 

células HT-29 (Esatbeyoglu y cols., 2016), HepG2 y HeLa (Apostolou y cols., 2013).  

Por otro lado, debido a que los polifenoles son compuestos sensibles a la óxido-

reducción (Ju y cols., 2007), dependiendo del tipo de célula, dosis y el tiempo de tratamiento, 

también pueden actuar como agentes pro-oxidantes, incrementando la producción de ERO 

(Kuršvietienė y cols., 2016; Treml et a., 2019). El resveratrol ha demostrado inducir un 

estado pro-oxidativo en células de leucemia in vitro, promoviendo la formación de radicales 

superóxidos (Pignitter y cols., 2016). Asimismo, el pinoestilbeno también ejerce un efecto 

pro-oxidante disminiyendo la expresión de la catalasa en macrófagos (Treml y cols., 2019). 

Este mecanismo pro-oxidante ha sido propuesto como explicación al efecto anticancerígeno 

de los estilbenos. En este sentido, la actividad anticancerosa del piceatanol es debida a la 

inducción de la formación de radicales hidroxilos dando lugar a la rotura del ADN (Li y cols., 

2012).  

6.4. GENOTOXICIDAD Y MUTAGENICIDAD. 

El estudio de la genotoxicidad de los ingredientes tecnológicos y, por ende, de los 

aditivos alimentarios, es fundamental en la evaluación de riesgo de los mismos (EFSA, 2011; 

Gosslau, 2016) y, para ello, la EFSA desarrolló en el año 2011 una guía que indica los pasos 

a seguir y la batería de ensayos necesarios para cubrir este objetivo.  

La genotoxicidad incluye todo proceso que altera la estructura del material genético, 

la información contenida en el ADN o que produce la segregación de este, incluyendo 

formación de aductos, rotura de la hebra de ADN o intercambio de cromátidas hermanas, 

entre otros (EFSA, 2011). Por otro lado, la mutagenicidad se refiere únicamente a la 

inducción de cambios permanentes en la cantidad o la estructura del material genético y 

que se transmiten entre generaciones, pudiéndose diferenciar entre las sustancias 

clastogénicas, que serían aquellas que producen alteración en la estructura del material 

genético y las sustancias aneugénicas, que serían aquellas capaces de alterar el número de 

cromosomas produciendo aberraciones numéricas.  

Además, es necesario incorporar a estos ensayos un sistema exógeno de activación 

metabólica que permita biotransformar los xenobióticos en sus metabolitos, con el fin de 

determinar si son éstos los que producen el efecto tóxico. El sistema más utilizado es la 

fracción microsómica S9 obtenida de hígado de ratas tratadas con inductores enzimáticos 

(EFSA, 2011).  

El primer nivel propuesto por la EFSA es obligatorio para todos los nuevos aditivos, 

e incluye ensayos de absorción, genotoxicidad in vitro y estudios toxicológicos de 90 días. 

Los ensayos requeridos de genotoxicidad in vitro comprenden el ensayo de mutación 
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reversa en bacterias o Test de Ames (OCDE 471) y el ensayo de micronúcleos (MN) (OCDE 

487).  

El test de Ames (Figura 9) es un ensayo biológico cuyo fin es evaluar el potencial 

mutagénico de la sustancia de estudio, ya sea como compuesto puro o formando parte de 

mezclas complejas. En este ensayo se detecta la capacidad de la sustancia de revertir 

mutaciones en los genes de la biosíntesis de histidina o triptófano en Salmonella 

typhimurium o Escherichia coli, respectivamente, restaurándose la capacidad normal de 

estas bacterias de sintetizar estos aminoácidos. Por lo tanto, con el test de Ames podemos 

detectar mutaciones puntuales generadas por sustituciones, adiciones o delecciones de uno 

o varios pares de bases en el ADN, revelando transiciones o transversiones y 

desplazamientos en el marco de lectura como mecanismos de producción de la mutación 

(OCDE, 2020). Además, se trata de un método rápido, sencillo de realizar y fácil de 

reproducir, convirtiéndose en un estudio idóneo para evaluar la mutagenicidad de 

sustancias (Mahadevan y cols., 2011). 

 

Por otro lado, para estudiar la frecuencia de daño cromosómico inducido por un 

agente, la EFSA propone el ensayo MN (Figura 10). Este método, descrito en la guía OCDE 

487, permite detectar sustancias que causan la formación de MN en células que han 

completado una división nuclear y se encuentran en la fase binucleada del ciclo celular que 

contienen fragmentos cromosómicos o cromosomas completos. Esta técnica es cada vez 

más utilizada debido a que es rápida de realizar, fácil de analizar y permite detectar 

compuestos aneugénicos y clastogénicos, presentando características más interesantes que 

el históricamente utilizado ensayo de aberraciones cromosómicas (Corvi y cols., 2008; 

EFSA, 2011b; Kirkland y cols., 2011). 

 

 

 

Figura 9. Visualización de resultados del Test de Ames 

 

Figura 15. Visualización del ensayo de MN.Figura 16. Visualización de resultados del Test de Ames 
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Una vez realizado estos ensayos, se plantean cinco posibles escenarios (Figura 9):  

- Resultados negativos en ambos ensayos: Ante estos resultados, se determina que la 

sustancia de estudio no tiene potencial genotóxico in vitro. Sin embargo, 

recientemente la EFSA (2017) ha indicado que al menos un ensayo in vivo debe ser 

realizado, aunque los resultados in vitro sean negativos. 

 

- Test de Ames positivo y ensayo de MN negativo: En este caso, es recomendable 

realizar un ensayo de mutación en roedores transgénicos (OCDE 474) o un ensayo 

cometa en roedores (OCDE 489), seleccionándose los tejidos diana oportunos. 

También la EFSA propone realizar un ensayo cometa combinado con el ensayo de 

MN, ya que la sustancia de estudio puede ser considerado como un potencial 

clastogénico.  

 

- Test de Ames negativo y ensayo de MN positivo: En este escenario, si el compuesto 

estudiado tiene un efecto aneugénico o clastogénico en ausencia de la fracción 

microsomal S9, un ensayo de MN in vivo (OCDE 474) se consideraría apropiado para 

continuar. Por otro lado, si los datos indican un efecto clastogénico in vitro en 

presencia de S9, la EFSA recomienda un ensayo combinado de MN y cometa en 

roedores (Bowen y cols. 2011).  

 

- Ambos ensayos dan lugar a resultados positivos: Aquellas sustancias que produzcan 

resultados positivos en los ensayos in vitro deben ser evaluadas in vivo y para ello, 

la guía propone distintos protocolos: MN in vivo (OCDE 474), ensayo cometa in vivo 

(OCDE 489) y ensayo de mutación génica en roedores transgénicos (OCDE 488). 

 

Figura 10. Visualización del ensayo de MN. 

 

Figura 17. Esquema de la estrategia de pruebas de genotoxicidad recomendada por la EFSA.Figura 
18. Visualización del ensayo de MN. 
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- Resultados inconcluyentes, contradictorios o equívocos: Las sustancias que den 

lugar a estos resultados pueden ser evaluadas in vitro por otros estudios 

complementarios. Si los resultados siguen sin ser claros, se recomiendan el ensayo 

de MN in vivo (OCDE 474), ensayo cometa in vivo (OCDE 489) y el ensayo de 

mutación génica en roedores transgénicos (OCDE 488).  

 
 

 

Por otro lado, antes de realizar los ensayos in vivo para completar los datos 

obtenidos in vitro, se pueden llevar a cabo otros estudios complementarios. Un método de 

gran interés, a pesar de no estar incluido en la batería de ensayos que propone la EFSA para 

la evaluación de la genotoxicidad in vitro de los aditivos, es el ensayo cometa. Es una técnica 

que permite detectar sustancias que producen roturas en el ADN en células eucariotas 

(Collins, 2004). Además, en este ensayo pueden utilizarse enzimas de reparación con 

actividad glicosilasa o endonucleasa como la formamidopirimidina ADN glicosilasa (FPG) o 

la endonucleasa-III (Endo-III) para detectar daño oxidativo del material genético, 

permitiendo conocer el efecto genotóxico en sustancias con potencial prooxidante (Collins 

y cols., 1993). Comparado con otros métodos, el ensayo cometa presenta ciertas ventajas, 

como son: alta sensibilidad, rapidez, requiere un pequeño tamaño de muestra, la obtención 

de datos es a nivel de células individuales y se puede llevar a cabo en cualquier célula 

eucariota, ya sea in vitro o in vivo (Azqueta y Collins, 2008). 

Figura 11. Esquema de la estrategia de pruebas de genotoxicidad recomendada por la EFSA. 
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Recientemente se ha llevado a cabo una amplia evaluación de la seguridad del trans-

resveratrol con una pureza del 99% con el fin de utilizarlo como nuevo alimento (novel 

food) (EFSA, 2016). El potencial mutagénico de este estilbeno se estudió en cepas de S. 

typhimurium (TA1535, TA1537, TA98, TA100 y TA102) y E. coli WP2 uvrA (pKM101) 

indicándose que en exposiciones de hasta 5000 µg/placa no hubo indicios de una respuesta 

mutagénica ni en presencia ni en ausencia de la mezcla S9 (Czeczot y cols., 2003; Edwards 

y May, 2007; Matsuoka y cols., 2001; Sokolowski, 2012; Williams y cols., 2009). Por otro 

lado, el ensayo de MN detectó un aumento de MN en la línea celular L5178Y tras la 

exposición a trans-resveratrol (Schmitt y cols., 2002), y además Mizuno y cols., (2017) 

demostró que algunos derivados ester y amino de estilbenos también actuaron como 

genotóxicos en las células HepG2 y CHO-K1 aumentando la frecuencia de MN en células 

binucleadas. Además, el ensayo cometa ha sido utilizado in vitro para evaluar la 

genotoxicidad de resveratrol, r2- viniferina y hopeafenol, indicándose que ninguno de ellos 

produjo una rotura directa en la hebra de ADN. Sin embargo, sí se observó una oxidación de 

las bases púricas por parte de estos compuestos (Baechler y cols., 2014), probablemente 

debido a la actividad prooxidante explicada con anterioridad.  

Muchos autores han destacado la actividad antimutagénica y antigenotóxica de los 

estilbenos. En este sentido, se ha demostrado que la cis--viniferina, trans-resveratrol y 

trans--viniferina poseen interesantes propiedades antimutagénicas en Salmonella 

typhimurium TA100 (Kim y cols., 2002). Además, el trans-resveratrol protege del daño en 

los cromosomas provocados por diepoxibutano, mitomicina C, patulina, radiación gamma, 

doxorrubicina y cisplatino (Abraham y cols., 2016; Attia, 2012; Bingöl y cols., 2014; Carsten 

y cols., 2008; Türkez y Sisman., 2012). Asimismo, otros autores han informado del efecto 

protector de los estilbenos, como pterostilbeno o trans-resveratrol, contra el daño en el 

material genético producido por diferentes estímulos mediante el ensayo cometa in vitro 

(Jeong y cols., 2014; Lombardi y cols., 2015; Rossi y cols., 2013).  

Figura 12. Visualización del Ensayo Cometa 
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Por otro lado, los extractos naturales de plantas al haber sido ampliamente 

utilizados durante años como remedios naturales y alimentos, cabría esperar que tuvieran 

una baja mutagenicidad y genotoxicidad. Sin embargo, se ha demostrado que algunos de 

estos extractos tienen efectos mutagénicos y genotóxicos in vitro (Demma y cols., 2009; 

Elgorashi y cols., 2003, Florinsiah y cols., 2013). Los efectos observados son debido 

principalmente a las interacciones entre sus componentes y a los compuestos reactivos 

formados durante su metabolismo (Celik y cols., 2012). En este sentido, el test de Ames, 

ensayo de MN y ensayo cometa han sido utilizados para valorar el potencial mutagénico y 

genotóxico de extractos naturales obtenidos de Vitis Vinifera. Los resultados obtenidos son 

muy dispares dependiendo de la composición y el origen de estos extractos, por lo que se 

requiere una evaluación individual de la genotoxicidad y mutagenicidad de cada uno 

(Erexson y cols., 2003; Lluís y cols., 2011; Yamakoshi y cols., 2002). Por lo tanto, aunque se 

conozca el potencial genotóxico y mutagénico de los estilbenos de forma individual, es 

necesaria una evaluación genotóxica de los extractos ricos en estos compuestos para 

garantizar un uso seguro (Demma y cols., 2009; Surh y Ferguson, 2003).  

7. EVALUACIÓN TOXICOLÓGICA DE ESTILBENOS Y EXTRACTOS 

NATURALES RICOS EN ESTILBENOS IN VIVO. 

La mayoría de los estudios realizados con estilbenos en modelos experimentales in 

vivo, se han basado en los efectos beneficiosos de éstos (Gambini y cols., 2015). Sin embargo, 

son necesarios ensayos in vivo para estudiar los mecanismos de toxicidad de un aditivo 

alimentario con el fin de proporcionar información sobre los cambios producidos en la 

sangre, órganos y tejidos y en parámetros bioquímicos clínicos, tras una exposición 

prolongada a esta sustancia a través de la vía oral (EFSA, 2012). Además, nos permiten 

detectar posibles efectos secundarios y obtener datos extrapolables al ser humano 

(Kirkland y cols., 2011; Gosslau, 2016).  

7.1. TOXICOCINÉTICA. 

Los datos toxicocinéticos obtenidos in vivo del trans-resveratrol indican que, aunque su 

absorción oral es al menos de un 75%, su biodisponibilidad oscila entre el 29% y 38% en 

roedores y menos del 1% en humanos, independientemente de la dosis (Cottart y cols., 

2010; Kapetanovic y cols., 2011; Mutlu y cols., 2020). Esto es debido a su pobre solubilidad 

en agua (< 1 mg/mL), baja vida media (8-14 min) y rápida metabolización en conjugados 

glucurónidos y sulfatos fácilmente eliminados por vía urinaria (Mutlu y cols., 2020; Rege y 

cols., 2014). Sin embargo, a pesar de su escasa biodisponibilidad y rápida eliminación, el 

trans-resveratrol se acumula en los tejidos, incluido el cerebro, después de un tratamiento 

agudo o de corta duración (Rege y cols., 2014). En cuanto a la trans-ε-viniferina, los datos 
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sobre su toxicocinética son escasos. Se conoce que su biodisponibilidad en ratones es del 

0.77% probablemente debido a su baja absorción a través del epitelio intestinal y a su 

intenso metabolismo hepático dando lugar predominantemente a conjugados glucurónidos 

en ratas y a glucurónidos y sulfatos en humanos (Courtois y cols., 2017; Kim y cols., 2017). 

7.2. TOXICIDAD SUBCRÓNICA Y CRÓNICA Y CARCINOGENICIDAD.  

La toxicidad subcrónica nos sirve para estudiar los efectos producidos por una 

sustancia de interés cuando se administra repetida o continuamente durante 90 días. La 

guía sobre la evaluación de riesgos de los aditivos propone realizar este ensayo (OCDE 408 

con parámetros ampliados de la OCDE 407) para evaluar los posibles efectos neurotóxicos, 

inmunológicos o de órganos reproductivos y endocrino (EFSA, 2012). Además, podemos 

obtener el valor del NOAEL (non-observed effect level), es decir, de la máxima 

concentración o nivel de una sustancia, hallada experimentalmente o por observación, que 

no causa alteraciones adversas detectables en la morfología, capacidad funcional, 

crecimiento, desarrollo o duración de la vida de los organismos diana, distinguibles de los 

observados en organismos control de la misma especie y cepa, bajo condiciones definidas 

de exposición.  

Los datos sobre la toxicidad crónica de los estilbenos y los extractos que los poseen 

son escasos. El trans-resveratrol es el único del que se tienen datos. Este compuesto se ha 

administrado en ratas durante 90 días con dosis de 200, 400 y 1000 mg /kg de peso corporal 

por día. Los únicos efectos notificados fueron una reducción del peso tras la administración 

de la dosis de 400 y de 1000 mg y niveles elevados de bilirrubina con la dosis más alta 

ensayada. Estos autores concluyeron un NOAEL de 200 mg/ kg de peso por día (Johnson y 

cols., 2011). Resultados similares fueron obtenidos en otro estudio llevado a cabo siguiendo 

el protocolo OCDE TG 408. En este estudio, en el cual se evaluaron dosis del trans-

resveratrol de 120, 300 y 750 mg/ kg de peso corporal por día, se observó una reducción 

del peso de los animales del 10% (Edwards y cols., 2007).  

El siguiente paso recomendado por la EFSA es la realización de los estudios de 

toxicidad crónica (12 meses) y carcinogenicidad (24 meses) en una sola especie, 

generalmente la rata, ya sea mediante estudios separados (OECD TG 452 y 451, 

respectivamente) o el estudio combinado (12 meses) (OECD TG 453).  La información que 

se derivará de estos estudios debe incluir investigaciones histopatológicas y observaciones 

clínicas, incluida la oftalmología, las mediciones del peso corporal y el consumo de 

alimentos / agua, entre otros. Además, para los aditivos en los que las pruebas de toxicidad 

subaguda o subcrónica anteriores indicaron el potencial de causar efectos neurofuncionales 

o neuroconductuales, se deben realizar más investigaciones de dichos efectos utilizando la 

metodología adecuada.  
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En cuanto a los estudios de toxicidad crónica y de carcinogenicidad realizados con 

estilbenos no existe ninguno siguiendo los protocolos OECD TG 452, 451 o 453. Sin 

embargo, se ha llevado a cabo un estudio en ratones p53-knockout evaluando la 

oncogenicidad del resveratrol con una pureza del 99.5%. Para ello, se administraron por 

sonda dosis de 1.000, 2.000 y 4.000 mg / kg de peso corporal por día, durante 28 días 

consecutivos. Los resultados de este ensayo indicaron que el riñón y la vejiga son los tejidos 

diana de este estilbeno, pero ninguna de las dosis administradas aumentó la incidencia de 

neoplasia maligna o benigna en los animales (Horn y cols., 2007). A la vista de estos 

resultados, la EFSA ha considerado que el trans-resveratrol con una pureza del 99.5% no se 

trata de un compuesto carcinogénico (EFSA, 2016).  

7.3. GENOTOXICIDAD.  

Los ensayos de genotoxicidad in vivo son necesarios llevarlos a cabo ante unos 

resultados in vitro positivos, negativos o contradictorios (EFSA, 2009b, 2017). Estos 

ensayos deben ser los oportunos para demostrar la seguridad del aditivo y se realizarán de 

acuerdo con los principios de sustitución, reducción y refinamiento (EFSA, 2012). Tanto la 

estrategia propuesta por la EFSA para evaluar la genotoxicidad de las sustancias (EFSA, 

2011), como la guía para la evaluación de riesgos de aditivos (EFSA, 2012), recomiendan la 

realización de alguno de estudios:  

- Ensayo MN in vivo (OECD 474).   

- Ensayo Cometa in vivo. 

- Ensayo en roedores transgénicos (OECD 488).  

 

Con el fin de disminuir el uso de animales, tiempo y costo de los ensayos, Bowen y 

cols., (2011) propusieron un protocolo para estudiar la genotoxicidad in vivo de las 

sustancias mediante la combinación del ensayo de MN y cometa.  

Este enfoque combinado presenta ciertas ventajas ante la realización de los ensayos 

de manera individual. Se trata de un método más rápido, sensible y eficiente que nos 

permite llevar a cabo una amplia evaluación del potencial genotóxico de la sustancia de 

estudio pudiendo dilucidar su mecanismo de acción. Además, al realizarse en un número 

limitado de animales, no se necesitan grandes cantidades del compuesto a estudiar (Bowen 

y cols., 2011; Mughal y cols., 2010).  Sin embargo, hasta la fecha no existe ningún estudio en 

estilbenos y extractos que los contengan que utilicen esta combinación de ensayos. No 

obstante, si existen estudios individuales de genotoxicidad in vivo.   

El ensayo de MN in vivo ha sido utilizado para evaluar la genotoxicidad del trans-

resveratrol, con una pureza de 99%, en células de médula ósea de ratas Sprague Dawley. En 

comparación con los controles, no se observaron aumentos estadísticamente significativos 
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en la frecuencia de eritrocitos inmaduros micronucleados ni disminuciones sustanciales en 

las proporciones de eritrocitos inmaduros en ninguna de las ratas tratadas a cualquier dosis 

(0, 500, 1000 o 2000 mg / kg de peso corporal/ día) (Williams y cols., 2009). Resultados 

similares también fueron obtenidos en ratas Wistar tratadas por sonda con 300, 600 o 1200 

mg / kg de trans-resveratrol (Chetelat y cols., 2003). Estos resultados son contradictorios 

con los obtenidos in vitro (Schmitt y cols., 2002; Mizuno y cols., 2017). Existen muchas 

razones por las cuales el potencial genotóxico observado in vitro no se refleja en los ensayos 

in vivo y, por lo tanto, es crucial demostrar que los tejidos evaluados han sido expuestos a la 

sustancia de estudio (EFSA, 2012). En estas situaciones, la EFSA indica que, si los resultados 

in vivo son negativos, la sustancia se considerará no genotóxica, prevaleciendo sobre los 

datos obtenidos in vitro (EFSA, 2011).  

Por otro lado, si el potencial genotóxico de un extracto de origen natural o mezcla es 

demostrado in vitro, se debe considerar realizar ensayos in vivo. En concreto, la evaluación 

del riesgo de los extractos o mezclas que contengan moléculas relacionadas químicamente 

o mezclas de isómeros es necesaria ya que, si estas moléculas de manera individual han 

demostrado potencial genotóxico in vitro, se podría esperar una potenciación del efecto 

genotóxico y mutagénico in vivo (EFSA, 2012, 2019). 

Los datos publicados hasta el momento sobre la genotoxicidad in vivo de los 

extractos ricos en estilbenos son muy escasos. Recientemente, un extracto procedente de 

las semillas de Melinjo (Gnetum gnemon L.) rico en dímeros de resveratrol, trans-resveratrol 

y sus glucósidos fue evaluado utilizando el ensayo de MN en ratas Wistar. Los resultados 

indicaron que este extracto no poseía potencial genotóxico (Tatefuji y cols., 2014). 

8. OTROS ESTUDIOS DE TOXICIDAD. 

Los aditivos alimentarios que muestren alcanzar la vía sistémica deben probarse en 

estudios de toxicidad para la reproducción cuyo objetivo es proporcionar información sobre 

los efectos y la potencia de los aditivos alimentarios en la libido masculina y femenina, la 

fertilidad, la capacidad de la mujer para llevar el embarazo a término, la lactancia materna 

y el cuidado de las crías, en el período prenatal y posnatal, entre otros. Por otro lado, es de 

interés la realización de ensayos para evaluar la toxicidad del desarrollo para identificar el 

potencial de una sustancia de causar efectos letales, teratogénicos u otros efectos tóxicos en 

el embrión y el feto.  

El dietilestilbestrol se trata de un estilbeno utilizado en mujeres embarazadas entre 

los años 1940 y 1971 para prevenir abortos espontáneos, partos prematuros y otras 

complicaciones relacionadas con el embarazo. Sin embargo, se ha demostrado que este 

compuesto produce trastornos endocrinos pudiendo causar cáncer, defectos congénitos o 
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de nacimiento y otras anomalías del desarrollo. Debido a la similitud de esta molécula con 

el trans-resveratrol, se han llevado a cabo diversos estudios sobre su toxicidad para la 

reproducción y desarrollo. En ensayos in vitro el resveratrol se une a los receptores de 

estrógeno y actúa como un antagonista de estrógeno débil en las líneas celulares de cáncer 

de mama humano, sin embargo, no se encontraron signos de un efecto estrogénico en el 

examen histológico de ovarios in vivo (Pezzuto y cols., 2019).  
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Teniendo en cuenta los antecedentes descritos previamente, es de gran interés 

encontrar alternativas al uso del SO2 en la industria del vino. En este sentido, y considerando 

la tendencia actual del mercado hacia alimentos con alto valor nutricional, 

microbiológicamente seguros y con los menos aditivos químicos posibles, el uso de 

estilbenos y extractos naturales ricos en ellos están siendo considerados. Como 

consecuencia de este nuevo posible uso, se hace necesaria la evaluación de la toxicidad de 

estos compuestos con el fin de determinar las dosis efectivas y seguras para el consumidor. 

Esta evaluación debe ser detallada e incluir efectos tóxicos que se producirían en líneas 

celulares de órganos diana y en modelos experimentales in vivo con el fin de obtener datos 

lo más certeros posibles al escenario real.  

En primer lugar, hemos revisado la bibliografía existente relacionada con estudios 

de toxicidad in vitro e in vivo de piceatanol, pterostilbeno y ε-viniferin, tres estilbenos 

abundantes en la naturaleza y que son de gran interés en la industria alimentaria debido a 

sus propiedades antioxidantes, antimicrobianas y beneficiosas para la salud. Sin embargo, 

actualmente, no existe una opinión de la EFSA respecto a la seguridad de estos compuestos. 

En esta revisión, se puso de manifiesto que estos estilbenos presentan una importante 

citotoxicidad en líneas celulares cancerígenas y no cancerígenas. Además, el daño en el ADN 

producido por estos compuestos se ha evaluado como mecanismos de citotoxicidad. Sin 

embargo, no se ha realizado la batería completa de ensayos genotóxicos in vitro e in vivo 

requeridos por la EFSA. 

En la presente tesis doctoral hemos trabajado juntamente con la Dra. Emma Cantos-

Villar del Instituto de Formación e Investigación Agraria y Pesquera (IFAPA) dentro de un 

proyecto coordinado. Este grupo obtuvo y caracterizó dos extractos procedentes de 

subproductos de la vid con un contenido de 45.4% y 99% (ST-99) de estilbenos, para 

utilizarlos como sustitutos totales o parciales al SO2. En este sentido, esta tesis se centra en 

la evaluación de toxicidad de estos dos extractos y sus estilbenos mayoritarios, trans-ε-

viniferina y trans-resveratrol de manera individual y en combinación con la misma 

proporción encontrada en el extracto de mayor riqueza (1:3.9). Todo ello, siguiendo las 

recomendaciones de la EFSA para la evaluación de posibles aditivos.  

En primer lugar, se ha estudiado la citotoxicidad y los posibles mecanismos de 

acción tóxica de estos compuestos. Además, se realizó por primera vez un estudio de 

isobologramas con el fin de determinar el tipo de interacción entre los estilbenos. Para 

completar estos estudios, se evaluó su actividad antioxidante valorando su capacidad de 

proteger y revertir el daño producido por agentes oxidantes. La realización de estos ensayos 

in vitro se llevó a cabo en dos líneas celulares del aparato digestivo: las células hepáticas 

HepG2 y las intestinales Caco-2. Se seleccionaron por ser el hígado el principal órgano 
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involucrado en la biotransformación de xenobióticos y el intestino un importante órgano en 

los procesos de absorción y por lo tanto estaría mayor tiempo en contacto con las sustancias.  

 Una vez comprobado el potencial tóxico in vitro de ambos extractos, estilbenos 

mayoritarios y su mezcla, decidimos continuar con el extracto ST-99, ya que tenía mejor 

perfil toxicológico y antioxidante que el extracto de menos contenido en estilbenos. Se llevó 

a cabo la evaluación de su potencial mutagénico y genotóxico mediante los ensayos 

sugeridos por la EFSA: el test de Ames en cepas de Salmonella typhimurium y el ensayo de 

MN en células L5178Y TK+/-. Además, para completar estos resultados se realizó el ensayo 

cometa estándar y modificado con enzimas y se analizó la capacidad del extracto para 

proteger y revertir el daño en el ADN. Estos estudios dieron lugar a resultados 

contradictorios, por tanto, siguiendo la guía de la EFSA, fue necesario realizar ensayos in 

vivo. 

El ensayo combinado de MN y cometa se realizó en ratas para garantizar la seguridad 

de este extracto. Además, para completar estos resultados se estudió la afectación 

histopatológica del estómago y el hígado de las ratas expuestas a ST-99. Por último, para 

determinar la presencia de los estilbenos y sus derivados en muestras biológicas se utilizó 

una cromatografía líquida de ultra presión acoplada a un espectrómetro de masas (UPLC-

HESI-MS).   

 Por todo ello, los objetivos específicos establecidos en la presente Tesis Doctoral 

han sido:  

1. Realizar una revisión bibliográfica del estado del arte actual de los datos de 

toxicidad in vitro e in vivo de estilbenos con implicación en la industria alimentaria 

y de los cuales no existe una opinión de la EFSA sobre su seguridad.  

2. Evaluar el potencial tóxico in vitro de dos extractos ricos en estilbenos, de sus 

compuestos mayoritarios, trans-ε-viniferina y trans-resveratrol, y su mezcla con el 

fin de determinar los mecanismos de acción tóxica mediante ensayos citotóxicos en 

células HepG2 y Caco-2. Asimismo, estudiar los efectos de la combinación de los 

estilbenos mediante un análisis de isobologramas para conocer el tipo de 

interacción entre ellos. Además, estudiar las posibles alteraciones 

ultraestructurales producidas en las células tras la exposición a estas sustancias.  

3. Investigar la actividad antioxidante y pro-oxidante de ambos extractos, estilbenos 

mayoritarios y su combinación valorando el contenido de especies reactivas de 

oxígeno y de glutatión en líneas celulares de órganos diana (HepG2 y Caco-2). 
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Además, estudiar su capacidad de proteger y revertir el daño causado por un agente 

oxidante (H2O2).  

4. Valorar el potencial mutagénico y genotóxico in vitro del extracto ST-99 mediante el 

test de Ames en diferentes cepas de Salmonella typhimurium y el ensayo de MN en 

células L5178Y TK +/-. Igualmente, evaluar su capacidad para provocar roturas y 

oxidación en el ADN por el ensayo cometa estándar y modificado y estudiar la 

capacidad de este extracto para proteger y revertir el daño en el ADN.  

5. Investigar la posible genotoxicidad in vivo del extracto seleccionado en roedores 

utilizando la combinación de ensayos de MN en eritrocitos de médula ósea y el 

ensayo cometa estándar y modificado en hígado, estómago y sangre.  Asimismo, 

estudiar el daño histopatológico que causa este extracto en hígado y estómago. 

Identificar las sustancias o principales metabolitos en el plasma de ratas tratadas.    

 

El trabajo experimental se ha realizado en el Área de Toxicología de la Facultad de 

Farmacia de la Universidad de Sevilla, haciendo uso, así mismo, del Servicio de Biología y de 

Microscopía del Centro de Investigación, Tecnología e Innovación de la Universidad de 

Sevilla (CITIUS). La obtención y caracterización de los extractos procedentes de la madera 

de la poda han sido realizadas por la Dra. Emma Cantos-Villar del Centro Rancho de la 

Merced, Instituto de Investigación y Formación Agraria y Pesquera (IFAPA) y por el Dr. 

Tristan Richard de la Universidad de Burdeos (Institut des Sciences de la Vigne et du Vin, 

Université de Bordeaux). El análisis morfológico a nivel celular ha sido realizado en 

colaboración con el Dr. Francisco Javier Moreno del grupo de Citoquímica Ultraestructural 

del Departamento de Biología Celular de la Facultad de Biología de la Universidad de Sevilla.  

Por otro lado, los estudios histopatológicos se han realizado en colaboración con el Área de 

Toxicología y el Departamento de Anatomía y Anatomía Patológica Comparadas, ambos de 

la Universidad de Córdoba, gracias a la ayuda de la Dra. Rosario Moyano. Por último, la Dra. 

Stéphanie Krisa de la Universidad de Burdeos, (Institut des Sciences de la Vigne et du Vin, 

Université de Bordeaux) ha colaborado en la detección de las sustancias activas en muestras 

biológicas. 

Por último, para la realización de esta tesis doctoral, la doctoranda realizó una 

estancia internacional en la Universidad de Nottingham (Reino Unido), bajo la tutorización 

del Dr. Pavel Gershkovich, en la que se abordó el aprendizaje de técnicas in vitro, in vivo e in 

silico de absorción de compuestos orgánicos. Estos estudios nos permiten conocer el perfil 

farmacocinético y biodistribución de compuestos administrados por vía intravenosa y oral. 

En este sentido, se ha publicado un trabajo de investigación y recientemente se ha enviado 
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un segundo manuscrito en colaboración con los estudiantes de doctorado Chaolong Qin y 

Yenju Chu. Debido al cierre de frontera por la pandemia, la estancia tuvo que acortarse, lo 

que no permitió la aplicación de estas técnicas aprendidos a nuestros compuestos. 

Siguiendo la normativa de la Universidad de Sevilla, el resumen, la justificación y 

objetivos, y las conclusiones se redactan tanto en español como en inglés para optar a la 

“Mención Internacional en el Título de Doctor”. 
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Taking into account the background previously described, finding new alternatives 

to the use of SO2 in the wine industry is of great interest. In this sense and considering the 

increasing consumers’ demand for natural food additives, the use of stilbenes and natural 

extracts rich in stilbenes are being considered. The safety of these compounds needs to be 

assured before its commercialization in order to determine the effective and safe doses for 

the consumer. These studies should comprise the toxic effects that would occur in target 

organ cell lines and in vivo experimental models in order to obtain the most accurate data 

possible.  

In a first approach, we have reviewed the existing literature related to in vitro and 

in vivo toxicity studies of piceatannol, pterostilbene and ε-viniferin, three stilbenes with 

interesting antioxidant and antimicrobial properties. However, there is no EFSA opinion 

regarding the safety of this compounds. In this revision, it was shown that these stilbenes 

exhibit significant cytotoxicity in cancer and non-cancer cell lines. Moreover, DNA damage 

was studied as a mechanism of cytotoxicity, but the completed battery of in vitro and in vivo 

genotoxic assays required by EFSA have not been performed.  

In this doctoral thesis we have continuously worked with the group of Dra. Emma 

Cantos-Villar from the Instituto de Formación e Investigación Agraria y Pesquera (IFAPA) 

within a coordinated project. This group obtained and characterized two extracts from the 

by-products of the wine industry with a content of 45.4% and 99% (ST-99) of stilbenes, to 

use them as total or partial substitutes for SO2. In this sense, this thesis focuses on the 

toxicity evaluation of these two natural extracts and their main stilbenes, trans-ε-viniferin 

and trans-resveratrol individually and in combination at the same proportion found in ST-

99 extract (1:3.9), following the EFSA recommendations for the evaluation of possible 

additives. 

First, a battery of in vitro assays was performed in order to determinate the basal 

toxicity and the main mechanisms of toxicity. The first step was to study the cytotoxicity 

and morphological changes caused by these compounds. Also, an isobologram study was 

performed for the first time in order to determine the type of interaction between trans-ε-

viniferin and trans-resveratrol. Moreover, their antioxidant activity was evaluated by their 

ability to reduce reactive oxygen species and enhance glutathione content, and, in order to 

complete these results, the capacity of this compounds to protect and reverse the oxidative 

damage caused by an oxidizing agent was also studied.   

The cells selected to perform these in vitro assays were target cell lines from organs 

involved in the digestive process: HepG2 liver cells and Caco-2 intestinal cells. The liver is 
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the main organ involved in the biotransformation of xenobiotics and the intestine an 

important organ in the absorption processes and therefore it is considered as site-of-contact 

tissue.   

Once the in vitro toxic potential of both extracts, the majority stilbenes and their 

mixture had been assessed, we decided to continue the evaluation with the ST-99 extract, 

since it had the best toxicological and antioxidant profile. Moreover, the use of this extract 

did not modify the sensory or alter the quality of red wine. Following the EFSA 

recommendations for the evaluation of substances for their possible use as additives, the 

next step was to study the mutagenic and genotoxic potential of ST-99 by the Ames test in 

Salmonella typhimurium strains and micronucleus (MN) test in L5178Y TK +/- cells. In 

addition, to complete these results, the standard and enzyme-modified comet assay was 

performed and the extract's ability to protect and reverse DNA damage was analyzed. 

The results of these assays were contradictory. Hence, following the EFSA 

guidelines, it was necessary to perform the combined MN and comet test in female and male 

rats to guarantee the safety of this extract. Moreover, histopathological studies in stomach 

and liver were performed to complete these results.  Finally, a UPLC-HESI-MS was used as 

a useful technique to identify stilbenes and their derivates in biological samples.  

Therefore, the specific objectives established in this Doctoral Thesis have been: 

1. To perform a comprehensive literature review of the in vitro and in vivo toxicity 

of stilbenes intended to be used in the food industry. 

 

2. To evaluate in vitro the toxic potential of two extracts rich in stilbenes, their 

main compounds, trans-ε-viniferin and trans-resveratrol, and their mixture 

performing cytotoxic assays and studying the ultrastructural alterations in 

HepG2 cells and Caco-2 cells. Likewise, to study the effects of the combination of 

stilbenes using the isobologram analysis in order to understand the interaction 

between trans-ε-viniferin and trans-resveratrol.  

 

3. To investigate the antioxidant and pro-oxidant activity of both extracts, trans-ε-

viniferin, trans-resveratrol and their combination, evaluating the content of 

reactive oxygen species and glutathione in target organ cell lines (HepG2 and 

Caco-2). In addition, to study their ability to protect and reverse the damage 

caused by an oxidizing agent (H2O2). 
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4. To assess the mutagenic and genotoxic potential in vitro of the ST-99 extract by 

the Ames test in different strains of Salmonella typhimurium and the MN test in 

L5178Y TK +/- cells. Moreover, to evaluate its ability to cause breaks and 

oxidation of the DNA performing the standard and modified comet assay and to 

study the ability of this extract to protect and reverse DNA damage.  

 

5. To investigate the possible in vivo genotoxicity of the selected extract in rodents 

using the combination of MN assays in bone marrow erythrocytes and the 

standard and modified comet assay in liver, stomach and blood. Likewise, to 

study the histopathological damage caused by this extract in liver and stomach. 

To identify the substances or main metabolites in the plasma of treated rats. 

 

The experimental work has been performed in the Area of Toxicology, of the 

Department of Nutrition and Bromatology, Toxicology and Legal Medicine, Faculty of 

Pharmacy, University of Seville, using also the Biology and Microscopy Service of Centro de 

Investigación, Tecnología e Innovación of the University of Seville (CITIUS).  The 

characterization of the extracts from the pruning wood have been conducted by Dra. Emma 

Cantos-Villar of the Rancho de la Merced Center, del Instituto de Investigación y Formación 

Agraria y Pesquera (IFAPA) and by Dr. Tristan Richard from the University of Bordeaux 

(Institut des Sciences de la Vigne et du Vin, Université de Bordeaux). The morphological 

analysis has been performed in collaboration with Dr. Francisco Javier Moreno from the 

Ultrastructural Cytochemistry group of the Department of Cell Biology, Faculty of Biology, 

University of Seville. Moreover, the histopathological studies have been carried out in 

collaboration with the Toxicology Area and the Comparative Anatomy and Pathology 

Department, both from the University of Córdoba, thanks to the collaboration of Dra. 

Rosario Moyano. Finally, Dra. Stéphanie Krisa from the University of Bordeaux, (Institut des 

Sciences de la Vigne et du Vin, Université de Bordeaux) has collaborated in the detection of 

active substances in biological samples. 

For the fulfilment of this thesis, the PhD student performed an international 

internship at the University of Nottingham (United Kingdom) with group of Dr. Pavel 

Gershkovich, where the learning of in vitro, in vivo and in silico techniques of organic 

compounds absorption was addressed. Moreover, these assays permitted to evaluate the 

pharmacokinetic profile and biodistribution of compounds administered intravenously and 

orally. In this sense, one research work has been published and a second manuscript has 

been recently sent in collaboration with PhD students Chaolong Qin and Yenju Chu. 
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However, because of the pandemic situation, the internship had to be shortened, reason 

why the applications of these techniques could not be performed in our compounds.  

Following the regulations from the University of Sevilla, the summary, significance 

and purposes, and conclusions have been written both in Spanish and English to aim for a 

PhD with International Mention. 
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Abstract: The reduction of sulfur dioxide in wine is a consumer’s demand, considering the allergic
effects that may occur in people who are sensitive to it. Stilbenes are candidates of great interest
for this purpose because of their antioxidant/antimicrobial activities and health properties, and also
because they are naturally found in the grapevine. In the present study, the in vitro toxicity of an
extract from grapevine shoots (with a stilbene richness of 45.4%) was assessed in two human cell lines.
Significant damage was observed from 30 µg/mL after 24 h, and 40 µg/mL after 48 h of exposure.
Similarly, the ultrastructural study revealed a significant impairment of cell growing. The extract was
able to protect cells against an induced oxidative stress at all concentrations studied. In view of the
promising results, a more exhaustive toxicological assessment of the extract is needed to confirm the
safety of its further use as additive in wine.

Keywords: cytotoxicity; stilbene; wine; antioxidant; Caco-2; Hep-G2

1. Introduction

The most widely used preservative in the wine industry is sulfur dioxide (SO2) so far. Nevertheless,
the exposure to SO2 may have health side effects such as dermatitis, urticarial, angioedema, diarrhea,
abdominal pain, bronchoconstriction, and anaphylaxis [1]. Therefore, alternatives to the use of SO2 in
wines are required. Moreover, the International Organization of Vine and Wine (OIV), in agreement with
previous European Commission regulations (Ruling nº 606/2009) [2], recommended that the total SO2

content should not exceed 150 mg/L in red wines and 200 mg/L in white and rosé organic/conventional
wines [3]. In this regard, the wine industry is developing strategies to reduce and/or replace SO2.
The most promising tools for the replacement of SO2 in wine are the use of physical methods
(ultrasounds, ultraviolet, pulsed electric fields, high hydrostatic pressure, etc.) and the addition of
different compounds (dimethyl dicarbonate, bacteriocin, phenolic compounds, enzymes, colloidal
silver complex, etc.) [1]. An alternative must be accomplished with SO2 action on antioxidant and
antimicrobial capacity, wine oenological parameters, and organoleptic characters. However, despite
the antimicrobial and antioxidant properties presented by these methods, these technologies require
complex and expensive equipment. Most importantly, none of them have proven to be as effective as
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SO2 by itself so far [1,3]. For the scientific community and the wine industry, it is a challenge developing
new alternatives to completely or partly eliminate the use of SO2 in the winemaking process to produce
healthier wines but maintaining the quality requirements of consumers [4]. Consumers’ demand
for natural food additives can lead more food manufacturers to substitute synthetic antioxidants
for natural antioxidant compounds [5]. In this sense, the use of phenolic compounds should be
highlighted due to the favorable results recently obtained. Natural extracts rich in stilbenes have
been assayed for this purpose. Grape stems extracts are especially rich in flavonoids and stilbenes,
with high concentrations of trans-resveratrol and ε-viniferin, showing high antioxidant activity and
good antimicrobial properties [6–9]. Thus, wines treated with extracts obtained from grapevine shoots
have reported excellent enological parameters, higher color intensity, and purity than wines treated
with SO2, and satisfactory organoleptic features analysis [10,11]. Therefore, grapevine shoots have a
promising development as a source of naturally available additives.

Despite natural additives are perceived as posing no health risk to consumers, the safety of these
compounds needs to be assured before its commercialization [5]. In this concern, the toxicological
studies required by the European Food Safety Authority (EFSA) comprise toxicokinetics, genotoxicity,
and in vivo toxicity studies [12]. The first approach to the toxicity effect of any compound should be
the in vitro cytotoxicity tests to define basal cytotoxicity, directly related to cell death induction. These
studies are very useful to set the concentration range to perform further in vitro testing (genotoxicity
studies) and confirm its safety to be used in the food industry [13].

In this regard, the cytotoxicity of different stilbenes have been already assayed in different cell lines.
The viability of cultured macrophages, tumor-derived human T cells, and human epidermoid carcinoma
cells have been reported to be inhibited by resveratrol and piceatannol in a concentration-dependent
manner [14]. Vineatrol® (an extract of grapevine-shoot containing resveratrol and other stilbenes)
has exhibited a higher antiproliferative effect than resveratrol per se in various cancer cells assayed
in vitro [15–17]. However, resveratrol and Vineatrol®30 exerted a concentration-dependent cytotoxic
effect on V79 cells, the effect being much more pronounced with resveratrol than with Vineatrol® [8].
Therefore, although the effect of some of the major stilbenes contained in the grapevine shoot extract
is known, the concomitant presence of different stilbenes and other substances may modulate the
individual response. As instance, Vineatrol® has a different antiproliferative activity than their main
compounds, with a possible synergistic effect of both resveratrol and ε-viniferin [17]. For this reason,
the cytotoxicity study of the extract is mandatory considering that it is not possible to infer the
summative effect of stilbenes.

In addition, it is known that stilbenes have antibacterial, antifungal, cardioprotective,
neuroprotective, and pharmacological properties including antiaging effects [18,19]. While
its antioxidant ability can be highlighted, stilbenes are capable of scavenging or activating
cellular-enzymatic antioxidant defenses decreasing the production of intracellular reactive oxygen
species (ROS) [20]. However, phenolic compounds usually exhibit both antioxidant and prooxidant
activities at different doses [21,22]. Consequently, the scavenging activity of the grapevine shoot extract
is studied in the present work together with the oxidative stress status and the protective and reversion
properties of this extract against an oxidant agent in Caco-2 and HepG2 cell lines.

Considering the promising use of this stilbene-rich extract in the wine industry, the present work
studies the cytotoxicity of the extract, including Caco-2 (colorectal adenocarcinoma cells) and HepG2
(epithelial liver cancer cells). Furthermore, an exhaustive morphological assay was carried out in
order to evidence ultrastructural cellular injures that would clarify the mechanism of action of the
extract. In addition, the alteration in the oxidative status and glutathione (GSH) content as well as the
protective/reversion effect were investigated in both cell lines after short term exposure to this extract.
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2. Materials and Methods

2.1. Supplies, Chemicals and Model Systems

Culture medium, fetal bovine serum, and cell culture reagents were provided by Gibco (Biomol,
Sevilla, Spain). The rest of the chemicals were purchased from Sigma-Aldrich (Madrid, Spain) and
VWR International Eurolab (Barcelona, Spain).

The human cell lines Caco-2 and HepG2 were maintained as described in Gutierrez-Praena et al.
(2012) [23].

2.2. Stilbene-Enriched Extract

The method used for the preparation of stilbene extract was reported in a previous work [24].
Grapevine shoots were harvested in 2015 in Bordeaux region (France) and were composed of a mixture
of Merlot and Cabernet Sauvignon varieties of Vitis vinifera. Before extraction, shoots were dried in
open air for at least two months. Finely ground grapevine shoots were extracted with two times 20 L
of acetone-water (6:4, v/v) at room temperature under agitation, twice for 12 h. After filtration, acetone
was removed by evaporation under reduced pressure and the aqueous phase was lyophilized. Finally,
the extract was deposited on an Amberlite XAD-7 column and washed with water. The column was
then eluted with acetone. The efficiency of this process is 5.5% giving 55 g of stilbene extract per
kilogram of stems.

Furthermore, the extract was fractionated by centrifugal partition chromatography (CPC) using
the method of Biais et al. (2017) [7]. Briefly, the extract was eluted using the biphasic Arizona solvent
system K in descending mode with the organic phase acting as stationary phase. For each run, 10 g
of the extract were injected. Peak detection was monitored at 254, 280, 306, and 320 nm leading to
six fractions. Only the fractions containing stilbenes were collected. The nine main stilbenes were
quantified by HPLC-DAD, indicating that the stilbene-enriched extract contained at least 45.38% ± 5%
of total stilbenes (w/w) [25]. Compounds were identified by UV spectrum and retention time from
standards. Trans-resveratrol was quantified at 306 nm as trans-resveratrol; piceatannol was quantified at
320 nm as trans-piceid; ε-viniferin, r2-viniferin andω-viniferin were quantified at 320 nm as ε-viniferin;
hopeaphenol, isohopeaphenol, pallidol, miyabenol, and ampelopsin A were quantified at 280 nm as
ampelopsin A [25].

2.3. Test Solutions

The range of the extract concentrations for the cytotoxicity tests was selected considering the
concentration to be incorporated in wine (100 µg/mL). Serial test solutions (0–100 µg/mL) were prepared
from stock solution (1000 µg/mL) in dimethyl sulfoxide (DMSO), being the final concentration in
DMSO below 0.5%.

Concentrations of the extract used for both oxidative stress assays were calculated based on the
cytotoxicity study previously performed. The mean effective concentration (EC50) value obtained
(31.18 µg/mL and 20.56 µg/mL in HepG2, and 55.77 µg/mL and 39.02 µg/mL in Caco-2 cells for 24 h
and 48 h, respectively) was chosen as the highest exposure concentration, along with the fractions
EC50/2 and EC50/4.

To measure protection and reversion abilities, test solutions of the extract to cell viability greater
than 75% were selected (EC50/2 and EC50/4).

2.4. Cytotoxicity Assays

The exposure concentrations were prepared in medium, with the highest concentration being
100 µg/mL. For the control group culture medium without the extract was used. Moreover, a control of
solvent (0.5% of DMSO) has also been included. The exposure concentrations were added to both cells
and the cytotoxicity assays were performed after 24 and 48 h of exposure.
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Neutral red uptake (NR) was evaluated according to Borenfreund and Puerner (1984) [26] with
modifications [27]. MTS (3-(4,5-dimethylthiazol-2-yl)-5-(3-carboxymethoxyphenyl)- 2-(4-sulfophenyl)-
2H- tetrazolium salt) reduction was measured according to the procedure of Baltrop et al. (1991) [28].
Moreover, total protein content (TP) was performed according to the procedure described by Bradford
(1976) [29].

2.5. Morphological Study under Light and Transmission Electron Microscope

Light and electron microscope observations were performed according to Gutiérrez-Praena et al.
(2019) [30]. Cultured cells were exposed to three different concentrations of the extract, the EC50 value,
and their fractions (EC50/2, EC50/4). HepG2 were exposed to 7.79, 15.59 and 31.18 µg/mL and Caco-2
cells were exposed to 13.90, 27.88, and 55.77 µg/mL.

2.6. Oxidative Stress and Antioxidant Ability Assays

The oxidative stress endpoints measured, ROS content and GSH levels, were carried out following
the methods described in Gutiérrez-Praena et al. (2012) [23]. The results of both assays were expressed
as relative light units (RLU).

For the estimation of the protection and reversion abilities of extract, H2O2 100 µM was
administered to induced changes in the cell membranes and antioxidant system in HepG2 and
Caco-2 cells [31].

For the protection assay, after discarding the previous medium, exposure solutions (EC50/2 and
EC50/4) of the extract were first added to the cells and incubated at 37 ◦C for 24 h or 48 h. After the
treatment time, the medium was discarded and then exposed to 100 µM H2O2 for 2 h. Similarly, Caco-2
and HepG2 were pre-treated with H2O2 for 2 h for the reversion assay and a later exposure of the
extract for 24 or 48 h. Unexposed cells were included in the figures in order to compare the results
with basal levels of ROS and GSH. A control of DMSO was also incorporated in all plates.

Then, both abilities were evaluated by measuring the ROS levels and GSH content as
previously described.

2.7. Calculations and Statistical Analysis

All experiments were performed three times per assay. The data for all experiments were given as
the arithmetic mean percentage ± standard deviation in relation to control. Statistical analysis was
performed using analysis of variance (ANOVA) followed by Dunnett’s multiple comparison tests.
Differences were considered significant in respect to the control group at p < 0.05 (*), p < 0.01 (**) and
at p < 0.001 (***).

3. Results

3.1. Presence of Stilbenes in the Extract

The main compounds were ε-viniferin (16.34%, w/w), trans-resveratrol (8.07%, w/w), isohopeaphenol
(4.11%, w/w), ampelopsin A (3.21%, w/w), pallidol (3.12%, w/w),ω-viniferin (2.77 %, w/w), miyabenol C
(2.75%, w/w), r2-viniferin (2.24%, w/w), hopeaphenol (2.01%, w/w), and piceatannol (0.76%, w/w). The
stilbene-enriched extract contained 45.38% (w/w) of total stilbenes.

3.2. Cytotoxicity Studies

Both cell types exposed to the extract underwent a concentration and time-dependent decrease in
all endpoints. In HepG2 cells, after 24 h of exposure, the MTS assay indicated a significant reduction in
the cellular viability at concentrations of 40 µg/mL and above, showing greater alteration than the TP
and NR assays (Figure 1A). Similarly, the most sensitive endpoints after 48 h were MTS reduction and
NR uptake (Figure 1B). Considering the EC50 values, toxic effects were more evident in HepG2 cells in
the longer exposure time, being 31.2 ± 2.4 µg/mL for 24 h, and 20.6 ±2.7 µg/mL for 48 h of exposure.
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Figure 1. Reduction of tetrazolium salt (MTS), neutral rep uptake (NR), and total protein content (TP)
of HepG2 cells exposed for 24 h (A) and 48 h (B) to 0–100 µg/mL of the stilbene extract (45%). All values
expressed as mean ± SD. Significant differences in respect to the control from p < 0.01 (**).

After the exposure of Caco-2 cells to the extract, all assays showed similar concentration-dependent
reduction in cell viability. MTS assay indicated a marked reduction in the cellular viability, being the
EC50 value in this endpoint of 55.8 ± 4.0 µg/mL and 39.0 ± 2.7 µg/mL after 24 h and 48 h, respectively.
These decreases were significantly different from the control group at the concentration 40 µg/mL and
above at 24h, but when cells were exposed to the extract for two days, the cell viability was significantly
reduced from 30 µg/mL (Figure 2).
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All values expressed as mean ± SD. Significant differences in respect to the control from p < 0.05 (*) and
p < 0.01 (**).

3.3. Light and Electron Microscopic Observation in HepG2 and Caco-2 Cells

HepG2 and Caco-2 cells exposed to different concentrations of the extract experienced a significant
impairment of cell growing which compromised the survival of the cells at high concentrations.

Under light microscope, unexposed HepG2 cells underwent normal mitotic processes (Figure 3A).
However, when cells were treated with 15.6 and 31.2 µg/mL of the extract they revealed an intense
lipid degeneration in the cytoplasm with vacuoles that tends to confluency (Figure 3B,C). Moreover,
aberrant mitotic figures were also detected, which suggest that the extract was able to stop the cell
growing at any step, including mitosis (Figure 3B,C).These morphological features were also observed
under electron microscopy with cells showing big lipid drops (Figure 3D–F).

The damage observed in Caco-2 cells exposed to the extract was less profuse in comparison to
HepG2 cells, although a marked vacuolization was shown as well as cell death. In fact, the presence
of apoptotic nuclei was more frequent in the case of Caco-2 cells. Whereas cells underwent normal
mitotic process in the control group (Figure 4A), aberrant mitosis can be observed from the lowest
concentration assayed (13.9 µg/mL) (Figure 4B) showing the first stages in the process of apoptosis
characterized by a continuous ring of condensed chromatin at the interior surface of the nuclear
envelope (Figure 4C). Caco-2 cells were analyzed by transmission electron microscopy showing
a nucleus with an irregular surface, decondensed chromatin, and very developed nucleoli with
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well-known fibrillar center. Autophagosomal vacuoles were observed in the cytoplasm (Figure 4D).
Similar findings were observed in the ultrastructural study, with the lowest concentration showing
lipid degeneration (Figure 4E,F). In addition, Caco-2 cells showed big citoplasmatic inclusions as a
result of autophagic processes that lead to cell death (Figure 4E,F).Antioxidants 2019, 8, x FOR PEER REVIEW 7 of 17 
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Figure 3. Morphology of HepG2 cells after 24 h of exposure to the extract observed by light microscopy
(A–C, bars = 25 µm) and electron microscopy (D–F, bars = 2 µm). Unexposed control cultures (A) and
HepG2 cells exposed to 7.79 µg/mL of the stilbene extract (45%) (D), 15.59 µg/mL of the extract (B,E)
and 31.18 µg/mL of the stilbene extract (45%) (C,F). (A) Unexposed cells undergoing mitotic processes
(arrow heads). (B) and (C) Lipid degeneration with confluent lipid drops (arrow) and aberrant mitotic
figures (arrow head). (D) Cells showing nucleus (N) and nucleolus (n); mitochondria (m); lipid drops
(L). (E) Big lipid drops (L); nucleus (N) and nucleolus (n) are also observed. (F) High amount of lipid
drops that tends to confluency (L).Antioxidants 2019, 8, x FOR PEER REVIEW 8 of 17 
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exposed to all the concentrations of the extract tested after 24 and 48 h, showing a greater decrease 
after the exposure to 20.6 μg/mL (Figure 5A). Moreover, GSH content underwent concentration-
dependent enhancements in comparison to the negative control group after both times of exposure 
(Figure 5B).  

Figure 4. Morphology of Caco-2cells after 24 h of exposure to the stilbene extract (45%) observed by
light microscopy (A–C, bars = 25 µm) and electron microscopy (D–F, bars = 2 µm). Unexposed control
cultures (A,D), and Caco-2 cells exposed to 13.9 µg/mL of the extract (B,E) and 27.88 µg/mL of the extract
(C,F). (A) Unexposed cells undergoing mitotic processes (black arrow). (B) Cells undergoing aberrant
mitosis (black arrow). (C) Cells showing apoptotic nuclei condensation (arrow head). (D) Unexposed
cells showing normal nucleus with an irregular surface (N), nucleolus (n) with large fibrillar center
(white arrow), and autophagosomes (Ap) in the cytoplasm. (E) Damaged nucleus and mitochondria are
observed as well as big lipid drops. Autophagosomes (Ap) evidenced degenerative process. (F) Lipid
drops (L), autophagosomes (Ap), and autophagic vacuoles (AV) are shown.
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3.4. Oxidative Stress Assays

The control of solvent evidenced no significant changes when cells were exposed to 0.3% of DMSO.
However, HepG2 cells experienced a significant decrease in ROS levels when they were exposed to all
the concentrations of the extract tested after 24 and 48 h, showing a greater decrease after the exposure
to 20.6 µg/mL (Figure 5A). Moreover, GSH content underwent concentration-dependent enhancements
in comparison to the negative control group after both times of exposure (Figure 5B).
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When Caco-2 cells were exposed to increasing concentrations of the extract, ROS content was
significantly reduced (Figure 6A). GSH activity was increased significantly at the highest concentrations
assayed, 55.77 µg/mL and 39.02 µg/mL for 24 and 48 h, respectively, with enhancements of 1.6 folds
compared to the control negative group (Figure 6B).

Antioxidants 2019, 8, x FOR PEER REVIEW 10 of 17 

 

Figure 6. ROS content (A) and GSH content (B) in Caco-2 cells exposed to 0–55.77 μg/mL or 0–39.02 
μg/mL stilbene extract (45%) during 24 h or 48 h, respectively. All values are expressed as mean ± SD. 
Differences were considered significant compared to the control group from p < 0.05 (*), p < 0.01 (**) 
and p < 0.001 (***). 

3.5. Antioxidant Assays 

The antioxidant ability of the extract was evaluated taking into account their capacity to protect 
the cells against a further exposure of H2O2 or their capacity to revert the damage induced by this 
substance after a previous exposure by measuring both ROS and GSH levels. No significant changes 
were recorded when cells were exposed to 0.3% of DMSO (data not shown). 

The results showed that the extract was able to protect HepG2 cells against an induced oxidative 
stress at all concentrations studied, showing a marked decrease of ROS content at both treatment 

Figure 6. ROS content (A) and GSH content (B) in Caco-2 cells exposed to 0–55.77 µg/mL or
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3.5. Antioxidant Assays

The antioxidant ability of the extract was evaluated taking into account their capacity to protect
the cells against a further exposure of H2O2 or their capacity to revert the damage induced by this
substance after a previous exposure by measuring both ROS and GSH levels. No significant changes
were recorded when cells were exposed to 0.3% of DMSO (data not shown).
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The results showed that the extract was able to protect HepG2 cells against an induced oxidative
stress at all concentrations studied, showing a marked decrease of ROS content at both treatment
times (Figure 7A). Similarly, after the pre-treatment with H2O2 for 2 h, the extract presented a greater
reversion role in a concentration and time-dependent manner. This reduced ROS content even lower
than basal levels at the highest concentrations tested for 24 h and after 48 h of exposure of all studied
concentrations (Figure 7B). By contrast, in both protection and reversion assays, GSH levels of the
hepatic cells were not affected by the administration of 7.8 µg/mL during 24 h and 5.1 µg/mL for 48 h
of the extract, while they experienced a significant increase when they were exposed to the highest
concentration (Figure 7C,D). After the pre-treatment with 15.6 µg/mL and 10.3 µg/mL during 24 h and
48 h respectively and a later exposure of H2O2, the results showed higher GSH levels than basal content.
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The cell line Caco-2 presented lower protection and reversion capacity when compared to the
effects observed in HepG2 cells. In the protection assay, the extract was able to significantly reduced
ROS content with respect to the control group treated with H2O2 at all concentrations assayed after both
pre-treatment times (Figure 8A). Similar results were obtained when Caco-2 cells were exposed to H2O2

prior the extract (Figure 8B). At the highest concentrations assayed ROS content was reduced down to
basal levels. With respect to GSH levels, in both reversion and protection assays, GSH content were
higher than basal levels after both times of treatment at the highest concentration assayed. The results
showed a significant increase between control group with H2O2 treatment and those exposed to the
highest concentration tested of the extract for 24 h and 48 h prior H2O2 (Figure 8C). Moreover, after the
exposure to H2O2 for 2 h, only Caco-2 cells treated with 22.9 µg/mL during 24h or with 19.5 µg/mL for
48 h presented a significant increase of GSH levels (Figure 8D).
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Figure 8. ROS (A) and GSH content (C) in Caco-2 cells first pretreated with 0–27.88 µg/mL or with
0–19.51 µg/mL of the extract for 24 h or 48 h, respectively, and a later exposure to H2O2 100 µM for
2 h. ROS (B) and GSH (D) content in HepG2 cells exposed to H2O2 100 µM first and a later 24 h or
48 h-treatment with 0–27.88 µg/mL or 0–19.51 µg/mL respectively. Cells exposed to H2O2 100 µM 2 h
were used as control. All values are expressed as mean ± SD. Differences were considered significant
compared to the control group from p < 0.01 (**) and p < 0.001 (***).
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4. Discussion

Previous reports have revealed the interesting properties of stilbene-rich extracts form
grapevine-shoot to be used in the vine and wine industry [3,10,23,32]. Therefore, the cytotoxicity study
in human cell lines (Caco-2 and HepG2) is a key step in order to evaluate its safety. The cytotoxicity
study performed in the present work evidenced that our extract (45% of stilbenes) reduced cell viability
from 40 µg/mL after 24 h of exposure and from 30 µg/mL at 48 h in both cell lines. Similarly, Vineatrol®

(29% of stilbenes) inhibits cell proliferation in another human colon carcinoma cell line (SW480 cells),
showing a concentration and time-dependent reduction in the MTT assay [16]. The latter extract also
affected cell cycle progression of different human cancer cell lines (SW480, SW620, and HTC 116),
making them more prone to suffer cytotoxic effects of toxicants [33]. Moreover, these authors have
previously reported that Vineatrol® disrupts cells proliferation more efficiently than resveratrol on
HepG2 cells [17].

Studies using single stilbenes are more numerous in comparison to those using stilbenes extracts.
In this sense, a concentration-dependent cytotoxicity of resveratrol and piceatannol have been reported
in cultured macrophages, tumor-derived human T cells, and human epidermoid carcinoma cells [14].
These results showed cell inhibition at high concentration of resveratrol (50 µmol/L) in all cell types,
while at low concentration (5 µmol/L) stimulation of macrophages was detected. Moreover, Colin et al.
(2009) reported that the mixture of trans-resveratrol and ε-viniferin (Vineatrol®) as well as resveratrol
itself affect cell cycle progression of human colon cancer cell lines [33]. Similarly, both resveratrol
and Vineatrol® exerted a concentration-dependent cytotoxic effect on V79 cells, the effect being
much more pronounced with resveratrol than with Vineatrol® [8]. In addition, Mizuno et al., 2017
reported that different modifications of stilbenes have different cytotoxic effect in CHO-K1 and HepG2
cells [34]. The latter authors hypothesized that the cell viability decrease may be reduced because of
the appearance of necrosis or late stages of apoptosis when the metabolic activity is harshly reduced.
This finding has been observed in the morphological study carried out in the present work, showing
the first stages of apoptosis such as condensed chromatin in the nuclear envelope in Caco-2 cells
exposed to the stilbene extract. Similarly, nuclear staining of the human colorectal cells SW480,
evidenced that resveratrol-analogs and Vineatrol® preparation caused a nuclear redistribution of
cyclin A, could be the first step for apoptosis considering that this finding was observed in both
normal and apoptotic cells [33]. SW480 cells experienced apoptosis in a dose and time-dependent
way. Moreover, the resveratrol tetramer, r-viniferin, provoked a cell cycle arrest followed by apoptosis
in the prostate cancer cell line LNCaP, being this effect higher than in the exposure to resveratrol
where apoptosis was not observed [35]. Also, different cultures of leukemic cells from chronic B cell
malignancies and normal peripheral blood-derived mononuclear cells were exposed to Vineatrol®.
Whereas impairment of cell proliferation and apoptotic processes were observed in exposed leukemic
cells, the survival of normal peripheral blood mononuclear cells was little affected in the presence
of these polyphenolic compounds and higher concentrations were required in order to elicit cell
death [15]. This finding is particularly interesting since normal cells are usually more sensitive than
cancer cell lines, highlighting the anti-cancer effect of stilbenes [36,37]. Ji et al. (2018) reported that
cancer cells observed under microscope became flattened and elongated, which were morphological
changes of cellular senescence [38]. In addition, resveratrol arrested cancer cell proliferation in a
concentration-dependent way. However, no effect was recorded in cell viability for non-tumorigenic
human breast epithelial cells MCF-10A. In this regards, Elshaer et al. (2018) reviewed the anti-cancer
mechanisms of resveratrol by inducing autophagy and apoptosis [39]. In addition to death cell and
autophagy, other morphological changes were observed in cells exposed to stilbenes. Scanning electron
microscopy revealed that resveratrol altered the morphology of T cells and skin cells at concentrations
≥50 µmol/L, especially affecting the cell membrane [14]. Besides cell death, previous degradation steps
have been evidenced in the present work. Hence, one of the most remarkable morphological features
were presence of big lipid drops evidencing lipid degeneration, probably due to the degenerative
processes in the organelles [40].
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The defense against oxidative damage is one of the most commonly described characteristics of
stilbenes [21]. However, phenolic compounds frequently exhibit prooxidant or antioxidant activities
depending on the dose, alkali pH, high concentrations of transition metal ions, and the presence
of oxygen molecules [21,41,42]. In this regard, Cotoras et al., (2014) assessed in vitro and in vivo
antioxidant and prooxidant properties of phenolic compounds obtained from Vitis vinifera pomace,
evidencing a prooxidant effect by accumulation of ROS [43]. By contrast, our results suggest that
the extract modulates important functions related to the maintenance of Caco-2 and HepG2 redox
environment, preventing the increase in ROS levels induced by H2O2, and even reverting them down
to basal levels, but no prooxidant effect was recorded. Goutzourelas et al. (2015) also found that two
extracts from stems of Greek grape varieties significantly decreased the ROS levels by 21.8 ± 2.0% and
16.5 ± 3.7%, respectively, compared to the control group, in C2C12 cells after 24 h of exposure [44].
This antioxidant activity can be explained by the ability of polyphenols to enhance antioxidant
mechanisms, such as GSH synthesis, which acts as a scavenger to directly remove hydroxyl radical
and singlet oxygen and participates in the elimination of hydrogen peroxide. In addition, Müller et al.
(2009) found that the grapevine-shoot extract Vineatrol®30, acted as a free radical scavenger and
potent antioxidant enhancing the glutathione peroxidase activity at non-cytotoxic concentrations in
V79 Chinese hamster lung fibroblast cells [8]. Similarly, an increase of GSH levels in endothelial cells
was observed after 24 h of exposure of polyphenolic extracts derived from the stems of three Greek
grape varieties [45].

5. Conclusions

Besides all beneficial abilities of stilbenes, such as antioxidant activity, they may also have potential
toxic effects. In this regard, the present work entail the first approach to the toxicological studies
required before being used in wines. The cytotoxicity study evidenced that the stilbene extract reduced
cell viability in both cell lines in the range of concentrations from 40–100 µg/mL after 24 h of exposure
and from 30–100 µg/mL at 48 h of exposure. In addition, ultrastructural changes were observed from
15.6 µg/mL in HepG2 cells and 27.9 µg/mL in Caco-2 cells, which highlighted the higher sensitivity
of the morphological study in comparison to the cytotoxicity endpoints. Moreover, this work also
presents a wide assessment of the prooxidant and antioxidant profile of our extract in human cells,
which had not been previously studied. In general, at the exposed concentrations, the extract presented
a protective and reductive role against an induced oxidative stress. Taking into account all these
findings as a starting approach, more research is needed to establish effective and safe concentrations
of this stilbene extract intended to be used in wines as a preservative.
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Abstract

The use of stilbenes has been proposed as an alternative to sulfur dioxide in wine. 

Provided the feasibility from a technological approach, the cytotoxicity of an extract from 

grapevine shoots containing a stilbene richness of 99% (ST-99 extract) was assessed in 

the human cell lines HepG2 and Caco-2. In addition, the effects of the main stilbenes 

found in ST-99, trans-resveratrol and trans-ε-viniferin were studied, as well as its mixture. 

Similar cytotoxic effects were obtained in the exposures to trans-ε-viniferin, ST-99 and 

the mixture; however, trans-resveratrol alone exerted less toxicity. When HepG2 cells 

were exposed to trans-ε-viniferin, ST-99 and the mixture, the mean effective 

concentration (EC50) were 28.28 ± 2.15, 31.91 ± 1.55 and 29.47 ± 3.54 µg/mL, 

respectively. However, in the exposure to trans-resveratrol, the EC50 was higher 50µ/mL. 

The morphological study evidenced damage at ultrastructural level in HepG2 cells, 

highlighting the inhibition of cell proliferation and the induction of apoptosis. The type of 

interaction produced by trans-ε-viniferin and trans-resveratrol mixtures was assessed by 

an isobologram analysis using the CalcuSyn software, evidencing an antagonist effect. 

These data comprise a starting point in the toxicological assessment; further studies are 

needed in this field to assure the safety of the extract ST-99.

Keywords: toxicity; stilbene; wine; trans-resveratrol; trans-ε-viniferin; wine
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1. Introduction

The most widely used preservative in wine industry is sulfur dioxide (SO2). However, 

many side effects have been attributed to SO2 in sensitive human such as dermatitis, 

urticarial, angioedema, diarrhea, abdominal pain, bronchoconstriction, and anaphylaxis 

(Guerrero et al., 2015). In addition, the European Food Safety Authority (EFSA) has 

recently recommended that the temporary group acceptable daily intake (ADI) for SO2 

should be re-evaluated (EFSA, 2016a). The Panel also concluded that exposure 

estimates to SO2 and sulfites were higher than the group ADI of 0.7 mg SO2 equivalent/kg 

bw per day for all population groups. Moreover, consumers demand products containing 

natural ingredients, due to an increase in green awareness. Considering all this 

background, the wine industry is searching for new alternatives to SO2 trying to avoid 

synthetic preservatives. One of the most promising alternatives is the use of phenolic 

compounds. Natural extracts rich in stilbenes have been assayed for this purpose 

(Raposo et al., 2016). Grapevine shoot are particularly rich in stilbenes, with trans-

resveratrol and trans-ε-viniferin present in considerably high amounts (Anastasiadi et al., 

2012; Guerrero et al., 2016), showing high antioxidant and antimicrobial properties (Biais 

et al., 2017; Müller et al., 2009; Ruiz-Moreno et al., 2015). In fact, previous studies carried 

out in our laboratory have checked the safety and usefulness of a stilbene extract 

containing 45.4% of stilbenes (Medrano-Padial et al., 2019). Further processes were 

able to obtain an extract with higher percentage of stilbenes (99%) named ST-99, which 

has proved to have good properties to be used as preservative in wines (data non-

published). The next step is now to check its safety regarding consumers. 

The EFSA in the guidance on safety assessment of botanicals and botanical 

preparations intended for use as ingredients in food supplements (EFSA, 2009) advises 

that the studies to probe their safety should be carried out in accordance with the 

principles of reduction, refinement and replacement. According to this guidance, the first 

step should be in vitro studies. Moreover, in chemical mixture toxicology, it is essential 
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first to evaluate the toxicity profile with in vitro approaches that will provide important 

information related to the mode of action (Hernandez et al., 2019). Therefore, the present 

work aims to assess the cytotoxicity of the ST-99 extract in two human cell lines, HepG2 

(liver hepatocellular cells) and Caco-2 (epithelial colorectal adenocarcinoma cells). The 

toxicity of synthetic trans-resveratrol is well characterized as summarized in the scientific 

opinion about its safety to be used as a novel food (EFSA, 2016b). The Panel concludes 

that synthetic trans-resveratrol does not raise safety concerns at the intended intake level 

of 150 mg/day for adults. The toxicity of trans-ε-viniferin has been faintly studied so far. 

Some of the authors studying the effect of this compound reported no cytotoxic effect of 

trans-ε-viniferin at low concentrations. Hence, Richard et al. (2011) evidenced that trans-

ε-viniferin glucoside did not significantly affect the viability in the neuronal cells PC12 

exposed up to 10 µM. Similarly, trans-ε-viniferin had no cytotoxic effect on neurons and 

astrocytes at concentrations lower than 10 μM. Indeed, they found that trans-ε-viniferin 

preserved neuronal integrity at 1µM (Vion et al., 2018). The cytotoxicity activity of trans-

ε-viniferin against mouse lymphoma cells (P-388) revealed a half-maximal inhibitory 

concentration (IC50) of 18.1±0.7 µM (Muhtadi et al., 2006). Moreover, Nivelle et al. (2018) 

demonstrates that trans-ε-viniferin present antitumoral activities on human melanoma 

cells without toxicity on normal human dermal fibroblasts at concentrations of 60-85 µM.

Consumers are exposed to stilbenes by ingestion of different foods that naturally contain 

them, such as wines, berries, peanut and its derivatives, pistachio, nuts , dark chocolate, 

and grapes and their derivatives and herbal plants contain (Baur and Sinclair, 2006; 

Bavaresco et al., 2016; Guerrero et al., 2009; 2020). In this sense, the amount of 

stilbenes daily intake is highly different around the world according to the type of diet (El 

Khawand et al., 2018). However, due to this new application in the food industry, the 

intake of these stilbenes may increase, and consequently an accurate toxicological 

assessment is required. 
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Hence, the present work studied the cytotoxicity of the most relevant biologically active 

constituents found in a grapevine shoot extract; trans-resveratrol and trans-ε-viniferin, 

were also performed, alone and in a mixture of both with the same proportion found in 

the extract (1:3.9). In addition, the effects of their combinations were studied by an 

isobologram analysis in order to detect potential interactions between both stilbenes. 

Moreover, the ultrastructural study performed in both cell lines exposed to the extract 

and the mixture of stilbenes helped to clarify in the mechanism of action of the extract. 

2. Materials and methods

2.1. Supplies and chemicals 

Culture medium, fetal bovine serum and cell culture reagents were obtained from Gibco 

(Biomol, Sevilla, Spain). Chemicals for the different assays were provided by Sigma-

Aldrich (Madrid, Spain), (Biotech Ibérica, Madrid, Spain) and VWR International Eurolab 

(Barcelona, Spain). 

Trans-resveratrol was provided by Sigma–Aldrich (≥99% pure as determined by HPLC). 

Trans-ε-viniferin was obtained from grapevine stems harvested in Bordeaux region 

(France) and were composed of a mixture of Merlot and Cabernet Sauvignon varieties 

of Vitis vinifera. Trans-ε-viniferin (98%) was purified by preparative HPLC as reported by 

Gabaston et al. (2018). 

2.2. Grapevine-shoot extract preparation and test solutions

The protocol used to obtain the grapevine-shoot extract was reported in a previous work 

(Gabaston et al., 2018). Dried and finely ground vineshoot of V. vinifera cv. were 

extracted with acetone–water (6:4, v/v) at room temperature under agitation, twice for 12 

h. After filtration, the solution was submitted to evaporation under reduced pressure and 

lyophilisated. Finally, the extract was deposited on an Amberlite XAD-7 column and 

washed with water. The column was then eluted with acetone. The solvent was 
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evaporated until dryness. The extract was first solved in Arizona K solvents and filtrated. 

Furthermore, the extract was fractionated by centrifugal partition chromatography (CPC) 

and analyzed by UHPLC-MS using the method developed by Biais et al. (2017). The 

stilbene fraction enriched in trans-resveratrol and trans-ε-viniferin was collected and 

named ST-99. The ST-99 extract contained at least 99% of total stilbenes (w/w), being 

the main stilbenes found trans-ε-viniferin (70%) and trans-resveratrol (18%). Other 

stilbenes found in a lower percentage are vitisin B (4%), w-viniferin (4%), cis-ε-viniferin 

(1%), miyabenol C (1.5%), and cis-resveratrol (0.5%) 

The range of the extract and trans-ε-viniferin concentrations for the cytotoxicity tests was 

selected considering the concentration to be incorporated in wine (100 mg/L). However, 

in the case of trans-resveratrol, the maximum concentration used was 50 µg/mL because 

it was the highest concentration showing adequate solubility and it is within the 

concentration range of this compound that will reach the consumer. Serial test solutions 

(0-100 µg/mL) were prepared from stock solution (1000 µg/mL) in dimethylsulfoxide 

(DMSO), being the final concentration in DMSO below 0.5%. 

2.3. Model systems 

The Caco-2 cell line derived from a human colon carcinoma (HTB-37) and HepG2, a 

human hepatocellular carcinoma epithelial cell line (HB-8065), were maintained at 37ºC 

in an atmosphere containing 5% CO2 at 95% relative humidity (CO2 incubator, Nuaire®, 

Spain). Caco-2 cells were cultured in a medium consisting of Eagle’s medium (EMEM) 

supplemented with 20% foetal bovine serum (FBS), 1% non-essential amino acids, 50 

g/ml gentamicin, 2 mM L-glutamine and 1 mM pyruvate. HepG2 cells were cultured in 

monolayer in EMEM supplemented with 10% of FBS, 100 U/ml penicillin and 2 mM L-

glutamine. Cells were grown 80% confluent in 75-cm2 plastic flasks and harvested 3 

times weekly (1:2 split ratio) with 0.25% trypsin.
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2.4. Cytotoxicity assays

For the cytotoxicity assays, both cell lines were seeded in 96-well culture plates.  HepG2 

cells were plated at density of 5 x 104 cells/ well and Caco-2 cells at 7.5 × 105 cells/ well 

to perform the experiments.

A wide range of concentrations in medium was prepared from the initial solution of 100 

µg/ml. Culture medium without the extract was used as a control group. A control of 

solvent (0.5% of DMSO) was also included. The cytotoxicity assays were performed in 

cells exposed for 24 h and 48 h to ST-99 extract, trans-resveratrol, trans-ε-viniferin and 

the mixture of both stilbenes in the same ratio that they are found in the extract 

(1:3.9).Neutral red uptake (NR) was measured as described in Borenfreund & Puerner 

(1984). MTS (3-(4,5-dimethylthiazol-2-yl)-5-(3-carboxymethoxyphenyl)-2-(4-

sulfophenyl)-2H-tetrazolium salt) reduction was evaluated according to Baltrop et al. 

(1991). The protein content (PC) assay was performed according to the procedure given 

by Bradford (1976).

2.5. Assessment of the effect of stilbenes combination by the isobolograms method

In order to assess the effect of the stilbene’s combination, cells were exposed to different 

concentrations, which were selected from the cytotoxicity tests of single stilbenes. The 

mean effective concentration (EC50) values obtained for the most sensitive endpoint at 

24 h were chosen as the highest exposure concentrations, along with EC50/2 and EC50/4 

fractions. Thus, cells were exposed for 24 h and 48 h to binary pure stilbenes mixtures: 

EC50 trans-resveratrol + EC50 trans-ε-viniferin, EC50/2 trans-resveratrol + EC50/2 trans-ε-

viniferin and EC50/4 trans-resveratrol + EC50/4 trans-ε-viniferin. Moreover, each 

concentration used in the combinations was evaluated alone. All experiments were 

performed by triplicate.

The isobologram analysis was carried out as described in Tatay et al. (2014), with 

modifications (Gutiérrez-Praena et al., 2019). 
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According to Chou and Talalay (1984) and Chou (2006), the isobologram analysis 

involves plotting the concentration-effect curves for each compound and its combinations 

in multiple diluted concentrations by using the median-effect equation. 

fa/fu = (D/Dm)m

D is the concentration of the stilbene, Dm the median-effect dose, fa is the fraction 

affected by D, fu is the unaffected fraction, and m is the coefficient signifying the shape 

of the dose–effect relationship. The method considers both the potency (Dm) and the 

shape (m). 

This single-dose equation can be extended for a multiple combination of stilbenes as 

follows:

[(fa)1,2 / (fu) 1,2] 1/m = D1 /(Dm)1 + D2/ (Dm)2 + (D)1 (D)2 / (Dm)1 (Dm)2

This method provides the combination index (CI), which is useful for the quantification of 

synergism, additivity or antagonism of two compounds. 

CI = D1 / (Dx) 1 + D2/ (DX) 2 

Dx= Dm [fa/ (1-fa)] 1/m

CI= (D)1 / (Dm)1[fa/(1-fa)]1/m1 + (D)2/(Dm)2 [fa/(1-fa)]1/m2

(Dx) 1 and (Dx) 2 are for D1 and D2 alone, respectively, that present a % effect on a system. 

When the CI < 1, this suggests synergism; when CI is =1, it indicates additivity; and when 

CI is >1, it refers antagonism. The CI50, CI75 and CI90 are the CI values at 50%, 75% and 

90% inhibition, respectively. These CI values were calculated by the CalcuSyn software 

(version 2.1.) (Biosoft, Cambridge, UK, 1996–2007). The parameters Dm, m, and r of the 

combinations are the antilog of x-intercept, the slope and the linear correlation coefficient 

of the median-effect plot, respectively, and they give information about the shape of the 

concentration–effect curve. 

2.6. Morphological study under transmission electron microscope
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Electron microscope observations were performed according to Gutiérrez-Praena et al. 

(2019). Cultured cells were exposed to three different concentrations of the extract and 

the mixture, the EC50 value and their fractions (EC50/2, EC50/4). HepG2 were exposed to 

31.91, 15.95, and 7.98 µg/ml for the extract; and 29.47, 14.73, and 7.37 µg/ml for the 

mixture.

2.7. Calculations and statistical analysis 

Data for the concentration-dependent cytotoxicity relationships of all experiments were 

expressed as the arithmetic mean percentage ± standard deviation (SD) in relation to 

control. Statistical analysis performed was the analysis of variance (ANOVA), and further 

the Dunnett’s multiple comparison tests was used. The normality of the distribution and 

the homogeneity of variances were confirmed using Kolmogorov and Smirnov’s test, and 

Bartlett´s test, respectively. All the analysis was carried out using GraphPad InStat 

software (GraphPad Software Inc., La Jolla, USA). Differences were considered 

significant in respect to the control group at p < 0.01 (*), p < 0.05 (**) and at p < 0.01 

(***). EC50 values were achieved by linear regression in the concentration-response 

curves.

3. Results

3.1. Cytotoxicity studies of ST-99, individual stilbenes and their mixture.

The EC50 values corresponding to the cytotoxicity assays of HepG2 and Caco-2 cells 

exposed to ST-99 extract, individual stilbenes and their mixture are shown in table 1. In 

the case of trans-resveratrol the EC50 values in both cells could not be calculated 

because the highest concentration assayed (50 µg/mL) at 24 h did not reduce cell 

viability below 50%. In the other exposures, the EC50 values selected to be included in 

the table 1 were lowest found in each endpoint.
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HepG2 cells exposed to the extract underwent a time-dependent decrease in all the 

endpoints studied. The MTS assay showed significant changes respect to the control 

from 30 µg/mL for 24 h and 48 h. Moreover, TP in HepG2 cells exposed to the extract 

also indicated significant reduction in cellular viability from 40 µg/mL at 24 h and from 30 

µg/mL at 48 h. Similarly, NR uptake revealed marked decrease in cell viability at 40 

µg/mL after both exposure time (Fig. 1 A and B). The exposure to the mixture trans-

resveratrol/trans-ε-viniferin, in a proportion (1:3.9), caused a marked decreased in all 

endpoints in the hepatic cells. After 24h of exposure, significant changes were observed 

from 30 µg/mL, 50 µg/mL and 70 µg/mL by MTS, RN and PT assays, respectively (Fig. 

1C). After 48h, MTS and TP showed a similar decrease in HepG2 viability, being 

significant from 30 µg/mL (Fig. 1D).

In the exposure of HepG2 to the single stilbenes, different results were obtained for each 

stilbene. While significant decreases were recorded in the case of trans-ε-viniferin at both 

exposure times from 30 µg/mL for 24 h and 20 µg/mL at 48 h (Fig. 2 A and B), trans-

resveratrol did not induce a decrease higher than 50% in any of the tested concentrations 

(0-50 µg/mL) after 24 h of exposure (Fig. 2 C). At longer exposure time, a steady 

decrease of all the assays was also observed, showing significant results from 35 µg/mL 

in TP assay and from 40 µg/mL in MTS metabolism and NR uptake assays (Fig. 2D).

In Caco-2 cells exposed to the stilbene extract for 24 h and 48 h, all tested endpoints 

revealed a sharp viability decrease. TP content was the most sensitive parameter, 

showing significant decreases from 20 µg/mL of the extract during 24 h and 48 h. RN 

assay revealed marked changes from 20 µg/mL and 30 µg/mL for 24 h and 48 h 

respectively. Similarly, MTS metabolism indicated significant differences from control 

after the exposure of 30 µg/mL for 24 h and from 20 µg/mL at 48 h (Fig. 3 A and B). In 

contrast, only after the exposure to 70 µg/mL of the mixture (1:3.9) changes respect to 

the control were observed at 24 h in all endpoints (Fig. 3 C). A concentration-dependent 

decrease is also shown after 48 h of exposure to mixture. Both TP and MTS assays 
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indicated significant differences from 40 µg/mL, while this effect was observed after the 

exposure to 50 µg/mL in the RN uptake assay (Fig. 3 D).

When Caco-2 cells were exposed to trans-ε-viniferin, a concentration and time-

dependent decrease was recorded in all endpoints. MTS metabolism and PT content 

were remarkably reduced from 30 µg/mL after 24 h (Fig. 4 A). Similarly, the exposure 

from 40 µg/mL in colon cells affected RN uptake. After 48 h, 20 µg/mL of trans-ε-viniferin 

caused significant reduction of cell viability in all three assays (Fig.4B). However, trans-

resveratrol did not produce a reduction greater than 50% in Caco-2 viability after 24 h at 

the concentrations assayed. Only after the exposure of the highest concentration tested 

(50 µg/mL), variations respect to the control were observed (Fig. 4C). After 48 h of 

exposure, RN and TP assay revealed this decrease at 40 µg/mL, while MTS metabolism 

showed significant reductions at 50 µg/mL (Fig.4D).

3.2. Isobologram analysis of stilbenes combination.

The isobologram analysis is shown in the Figure 5, which represents the CI/fraction 

affected (fa) curves for stilbenes combination in both cell lines. The parameters Dm, m, 

and r of the combinations, and the mean CI values can be found in table 2. The mixture 

showed marked antagonistic effects at all concentrations assayed after 24 and 48 h in 

both cells. In the case of 48 h, the antagonist effect in more evident both in HepG2 and 

Caco-2 cells. 

3.3. Electron microscopic observation in HepG2 cells

Electron microscopic observation was only performed in HepG2 cells since they were 

most sensitive cells in comparison to Caco-2 cells. HepG2 cells exposed to the extract 

and the mixture of stilbenes underwent a concentration-dependent antiproliferative 

effect. A moderate decrease in cell proliferation was observed in the exposure to the 

lowest concentrations assayed (7.98 µg/ml for the extract and 7.37 µg/ml for the mixture). 
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The exposure to 31.91 µg/ml of the ST-99 extract induced not only cell cycle arrest but 

also death cell evidenced by the presence of apoptotic bodies. These findings were also 

observed in the treatment with the highest concentration of the mixture, although in less 

frequency. 

In the ultrastructural study, control cells are characterized by big euchromatic nuclei with 

compact nucleoli (Fig. 6A). In the cytoplasm, cisternae from rough endoplasmic reticulum 

are linked to mitochondrial organelles. One of the most specific features of HepG2 cell 

line is the cellular interactions by zonula adherens, which define a surface coated with 

microvilli similar to bile ducts (Fig. 6B). These morphological features are also observed 

in the treatment to the lowest concentrations of the ST-99 extract (Fig. 6C and 6D). 

Moreover, cells showing apoptotic nuclei (Fig. 6D). Cells treated with the highest 

concentration of the extract (31.91 µg/ml) showed more frequently cytoplasmatic 

projections that would turn into apoptotic bodies (arrow) (Fig. 6 F and 6G). Similarly, an 

increase in the number of apoptotic cells was observed (Fig. 6H).  

When HepG2 cells were exposed to the lowest concentration of the mixture of stilbenes 

(7.37 µg/ml), they showed cytoplasmic evaginations (Fig. 7A and 7B) and apoptotic 

nuclei (Fig. 7C). These morphological features are also observed in cells exposed to 

29.47 µg/ml of the stilbenes mixture (Fig. 7D), where nucleoli in the segregation process 

of their fibrilar and granular components is also shown evidencing the onset of the 

transcriptional inactivity (Fig. 7E). Nevertheless, under these experimental conditions cell 

proliferation is still active since mitotic cell are found (Fig. 7F).

4. Discussion

New applications in the food industry for stilbenes could increase their intake making 

necessary a new risk assessment. In this regard, the first step would be to perform a 

cytotoxicity assay to stablish the potential concentrations suitable for its use in the food 

industry.  In the present work, the cytotoxic effect observed when HepG2 and Caco-2 
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cells were exposed to ST-99 extract and the mixture of stilbenes were similar in general. 

Although, in the case of Caco-2 cells exposed to the mixture, lower effect was recorded 

at 24 h in comparison to the exposure to ST-99 extract. Similarly, several studies using 

different cell cultures have shown that treatment with stilbene extracts of different human 

cells: HepG2 and Caco-2 cells (Medrano-Padial et al., 2019), human lung cancer A-427 

and human gastric adenocarcinoma CRL-1739 (Ye et al., 1999) and breast and liver 

tumour cell lines (Giovannelli et al., 2014), resulted in a dose and a time-dependent 

inhibition of cell growth. Moreover, in our study, although EC50 values for ST-99 extract 

and the mixture were similar, the concentration-effects curves were different. In both cell 

lines, ST-99 extract presented a very potent effect, while the decrease in the viability 

produced by the mixture was slowly progressive, especially after 24 h of exposure. The 

sharped curve obtained after the exposure to ST-99 could be related to the presence of 

different stilbenes, although some of them were only present in traces that could 

modulate enzymes and cell cycles having a great influence on toxicity (Xue et al., 2014). 

Similarly, Billard et al., (2002) also stated that the great antiproliferative effect of 

vineatrol® (a grapevine shoot extract containing 29% of stilbenes, mainly trans-

resveratrol and ε-viniferin) is associated with the stilbenes that were in lower percentage. 

Moreover, in our study, the shape of the concentration-effect curve obtained after 

exposure ST-99 was similar to trans-ε-viniferin curve, probably because this stilbene is 

its main compound. 

The cytotoxic effects of the mayor compounds of ST-99 extract were also evaluated. The 

trans-ε-viniferin alone induced comparable cytotoxic effects to those observed for ST-99 

extract and the mixture of stilbenes in both cell lines. However, HepG2 and Caco-2 cells 

exposed to trans-resveratrol underwent the lowest toxic effects observed in all 

exposures. Although most of literature addressed the antiproliferative and pro-apoptotic 

effects of resveratrol by inhibiting the initiation step of tumour development (Gautam et 

al., 2000; Billard et al., 2002; Quiney et al., 2004; Notas et al., 2006; Müller et al., 2009; 
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Ha et al., 2009; Colin et al., 2008; Marel et al., 2008; Storniolo and Moreno, 2012),  in 

recent years, the natural resveratrol oligomer trans- ε-viniferin has been shown to be 

even more potent than trans-resveratrol in reducing the proliferation in a variety of human 

cells (Barjot et al. 2007; Xue et al., 2014; Zghonda et al., 2011). Both compounds 

modulate different enzymes that have a great influence on toxicity, being likely that the 

potency of the effects of these two compounds may be dependent on the cell type and/or 

the target molecule (Zghonda et al., 2011). 

The effect of single stilbenes alone is well characterized, but the toxicity of mixture of 

stilbenes is less studied so far. In this sense, preparations containing a mixture of 

polyphenols may exhibit potentiation or synergistic effects, as compared to any other 

polyphenol tested alone (Billard et al., 2002). Most authors have reported that the 

cytotoxic effect of trans-resveratrol is synergized by other stilbenes in a complex mixture. 

Recently,  Balasubramani et al. (2019) indicated a synergistic activity of stilbenes present 

in muscarine grape extract, being at least 10-fold more effective in inducing cell death 

than the pure compound resveratrol in several cancer cells. Similarly, Billard et al. (2002) 

and Colin et al. (2008) stated that vineatrol® exhibited a greater antiproliferative effect 

than trans-resveratrol and trans-ε-viniferin on lymphocytic leukemia cells. . Despite these 

findings, little is known about the interactions of trans-resveratrol and trans-ε-viniferin 

together. In the present work, the isobologram analysis showed an antagonistic effect 

between trans-resveratrol and trans-ε-viniferin at all concentrations assayed after 24 h 

and 48 h. Similarly, Giovannelli et al. (2014) found that natural extract which had 

significant amount of viniferins, were in general less effective reaching from 20% to about 

50% growth inhibition (HCC1500 and HCC195 cells) at the highest concentration, 

whereas other extract containing less viniferins contents reached inhibition above 80%. 

Considering these observations, although they did not study the effect of binary mixtures, 

the existence of interactions between dimeric and monomeric stilbenes can be the 
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reason of the lower inhibition observed in extract containing higher amount of stilbenes 

(Giovannelli et al., 2014).

Finally, the present work completes the cytotoxicity assays with a morphological study in 

HepG2 cells. The ultrastructural study indicates that the treatment with the extract ST-

99 induces a breakdown in the cell cycle by inhibiting cell proliferation. Moreover, cell 

death, mainly apoptosis, is also observed, especially at the higher concentrations 

assayed. This effect is minimized in the treatment with the mixture of stilbenes, where 

the proliferative activity of the cells is conserved but the induction of programmed cell 

death is considerably reduced. Similarly, acetylated analogs of resveratrol as well as the 

mixture of polyphenolic compounds known as vineatrol® affect cell cycle progression of 

human colon cancer cell lines (Colin et al., 2009). Also, different preparations of 

vineatrol® and resveratrol induced apoptosis in leukemic B cells, with ε-viniferin only 

exhibiting slight effects (Billard et al., 2002). Studies on the multiple myeloma cell line 

U266 showed that ε-viniferin and resveratrol could regulate cell cycle by affecting 

different targets inducing apoptosis in a caspase-dependent manner by disrupting 

normal mitochondrial membrane potential (Barjot et al., 2007). 

5.Conclusion

In conclusion, our results indicate a significant decrease in the viability of the human 

intestinal Caco-2 cells and liver HepG2 cells after exposure to ST-99 extract, trans-ε-

viniferin and its mixture with trans-resveratrol (1:3.9) in the cytotoxicity assays, while 

trans-resveratrol presented the lower effect. In addition, the type of interaction of trans-

resveratrol and trans-ε-viniferin was stablished by the isbolograms method reporting an 

antagonistic response. The ultra-structural alterations in HepG2 cells exposed to ST-99 

extract and the mixture evidenced that the cytotoxicity previously observed was due to a 

breakdown in the cell cycle by inhibiting cell proliferation and induction of apoptosis. 

These findings are of great concern not only because they contribute to increase the 
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knowledge of these stilbenes but also because the ST-99 extract could be used as an 

alternative to SO2 in winemaking. Considering the toxicity observed in the in vitro assays 

performed, further studies are needed in order to assess the toxicity on human and 

ensure its safety. 
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Figure legends

Figure 1. Reduction of tetrazolium salt (MTS), neutral rep uptake (NR) and total protein 

content (TP) of HepG2 cells exposed for 24 h (A) and 48 h (B) to 0-100 µg/mL of the 

stilbene extract ST-99, and exposed for 24 h (C) and 48 h (D) to 0-100 µg/mL of the 

stilbene mixture. All values expressed as mean ± SD. Significant differences in respect 

to the control from p<0.01 (**).

Figure 2. Reduction of tetrazolium salt (MTS), neutral rep uptake (NR) and total protein 

content (TP) of HepG-2 cells exposed for 24 h (A) and 48 h (B) to 0-100 µg/mL of trans-ε-

viniferin, and exposed for 24 h (C) and 48 h (D) to 0-50 µg/mL of trans-resveratrol. All 

values expressed as mean ± SD. Significant differences in respect to the control from 

p<0.05 (*) and p<0.01 (**).

Figure 3. Reduction of tetrazolium salt (MTS), neutral rep uptake (NR) and total protein 

content (TP) of Caco-2 cells exposed for 24 h (A) and 48 h (B) to 0-100 µg/mL of the 

stilbene extract ST-99, and exposed for 24 h (C) and 48 h (D) to 0-100 µg/mL of the 

stilbene mixture. All values expressed as mean ± SD. Significant differences in respect 

to the control from p<0.01 (**).

Figure 4. Reduction of tetrazolium salt (MTS), neutral rep uptake (NR) and total protein 

content (TP) of Caco-2 cells exposed for 24 h (A) and 48 h (B) to 0-100 µg/mL of trans-

ε-viniferin, and exposed for 24 h (C) and 48 h (D) to 0-50 µg/mL of trans-resveratrol. All 

values expressed as mean ± SD. Significant differences in respect to the control from 

p<0.05 (*) and p<0.01 (**).

Figure 5. Combination index (CI)/fraction affected (fa) curve in HepG2 cells exposed to 

a binary mixture of trans-ε-viniferin and trans-resveratrol for 24 h (A) and 48 h (B), and 

in Caco-2 cells exposed to the same mixture for 24 h (C) and 48 h (D). Each point 

represents the CI ± s.d. at a fractional effect. The dotted line (CI = 1) indicates additivity, 

the area under the dotted line synergy, and the area above the dotted line antagonism.
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Figure 6. Morphology of HepG2 cells exposed to 31.91, 15.95, and 7.98 µg/ml of the 

extract ST-99 after 24 h. Control HepG2 cells in normal growth with normal morphology 

showing big euchromatic nuclei (N) with compact nucleoli (n) (A). Cell treated with 7.98 

µg/ml of ST-99 developed cisternae from rough endoplasmic reticulum (rer) linked to 

mitochondrial organelles (m) (B). Cellular interactions (arrow head) with microvilli (arrow) 

are also observed (C). Cells showed cellular interactions (arrow) (D) and apoptotic nuclei 

(ApN) (E). Cells exposed to 31.91 µg/ml showed cytoplasmatic projections that would 

turn into apoptotic bodies (arrow) (F). Big lipid drops are also shown (Lip) (G). Increase 

in the number of apoptotic cells (ApN) (H).

Figure 7. Morphology of HepG2 cells exposed to 29.47 (A, B, C) and 7.37 µg/ml of the 

mixture of stilbenes (D, E, F). HepG2 cells exposed to 7.37 µg/ml of the mixture of 

stilbenes showed cytoplasmic evaginations (arrow) (A, B) and apoptotic nuclei (ApN) 

(C). HepG2 treated with 29.47 µg/ml of the stilbenes mixture also showed apoptotic 

nuclei (ApN) and lipid drops (Lip) (D). At this concentration, the nucleoli (n) was in 

segregation process of their fibrillar (f) and granular (g) components (E). However, cell 

proliferation is still observed in mitotic process (Mit) (F).
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Table legend

Table 1. Cytotoxicity of the stilbenes extract, trans-ε-viniferin, trans-resveratrol and its 

mixture on the selected biomarkers according to EC50 values (µg/ml).

Table 2. The parameter m, Dm and r are the antilog of x-intercept, the slope and the 

linear correlation coefficient of the median-effect plot, which signifies the shape of the 

dose-effect curve, the potency (IC50), and the conformity of the data to the mass-action 

law, respectively. 
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1

Tested compounds EC50 HepG2 

(µg/mL)

EC50 Caco-2

(µg/mL)

Time of exposure

31.91 ± 1.55 27.79 ± 2.35 24hST-99 extract

26.58 ± 2.00 19.29 ± 1.02 48h

29.47 ± 3.54 74.34 ± 2.40 24hMixture

26.57 ± 1.92 38.67 ± 2.02 48h

28.28 ± 2.15 36.72 ± 3.01 24hTrans-Ɛ-viniferin

17.85 ± 3.03 20.63 ± 1.25 48h

>50 >50 24hTrans-resveratrol

39.56 ± 2.41 48.89 ± 2.99 48h



2

Stilbene Time D
m 

(µg/mL) m r Time Dm (µg/mL) m r

trans-resveratrol 24h
48h

49.09
58.49

0.98
2.00

0.98
0.99

24h

48h

64.70

90.19

1.90

1.38

0.99

0.96

trans-Ɛ-viniferin 24h
48h

39.51
17.84

1.60
1.44

0.96
1.00

24h

48h

39.29

23.30

1.10

1.39

0.99

0.99

Mixture 24h
48h

59.72
60.80

1.00
1.22

0.99
0.97

24h

48h

61.99

67.35

1.26

1.20

0.99

0.99

HepG2

Caco-2

HepG2 Caco-2
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Highlights

- Stilbenes (ST-99, the mixture and trans- ε -viniferin) induced cytotoxic effects in both cells. 
- trans-resveratrol underwent the lowest toxic effects.
- Inhibiting cell proliferation and induction of apoptosis were observed in HepG2. 
- The mixture of major stilbenes showed  antagonistic effects by isobologram analysis.
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 Discusión general / General discussion 

 

El SO2 es el conservante tradicionalmente utilizado en la industria vitivinícola con el 

fin de controlar de manera eficiente la estabilidad microbiana y oxidativa de los vinos. 

Recientemente, el Panel de Aditivos Alimentarios y Fuentes de Nutrientes añadidos a los 

alimentos (ANS) de la EFSA, ha pronunciado un dictamen científico sobre la re-evaluación 

de los aditivos del grupo anhídrido sulfuroso y sulfitos cuando se utilizan como aditivos 

alimentarios. En él se concluye que, en la actualidad, la exposición del consumidor a sulfitos 

está por encima de la Ingesta Diaria Admisible en todos los grupos de población (EFSA, 

2016). Dada la toxicidad y las implicaciones negativas que el SO2 tiene sobre la salud de los 

consumidores, es de gran interés la búsqueda de alternativas innovadoras que sean seguras 

para la salud de los consumidores y que estén encaminadas hacia el reemplazo o 

disminución del sulfuroso, todo ello sin comprometer la calidad del vino. 

A todas estas consideraciones debemos añadir que, la demanda de los consumidores 

cambia con notable rapidez en el sector de los vinos. Actualmente, el interés de los 

consumidores por aspectos relacionados con la salud y el medio ambiente hace que la 

tendencia a consumir vinos con menor cantidad de aditivos esté en auge (Costanigro y cols., 

2014). 

Por otro lado, en el informe emitido por la OIV, presentado en París en abril de 2018, 

se indica que en el mundo se generando entre 3 y 5 toneladas por hectárea de viñedo de 

subproductos procedentes de madera de poda. En este momento, esta madera se utiliza 

para compost y su valor añadido es muy bajo. Sin embargo, estos subproductos son una 

importante fuente de compuestos bioactivos de naturaleza polifenólica destacando los 

estilbenos, los cuales han demostrado una alta capacidad antioxidante y antimicrobiana. 

  En la presente tesis doctoral se ha evaluado el perfil toxicológico de dos extractos 

procedentes de los subproductos de la industria del vino, uno con una riqueza del 45.5% y 

otro con una riqueza del 99% (ST-99), así como de sus estilbenos mayoritarios, trans-ε-

viniferina y trans-resveratrol, y de su mezcla en la misma proporción encontrada en el 

extracto de mayor riqueza (1:3.9). Estos extractos fueron obtenidos y caracterizados por el 

grupo de la Dra. Emma Cantos- Villar del Instituto de Formación e Investigación Agraria y 

Pesquera (IFAPA) dentro de un proyecto coordinado en el que se engloba la presente tesis.  

 En primer lugar, recopilamos información sobre los ensayos de toxicidad realizados 

en estilbenos. El trans-resveratrol es el más estudiado y, por ello, muchos autores han 

resumido sus propiedades (Shaito y cols., 2020; Tian y Liu, 2020) y, además, la EFSA ha 

realizado una amplia evaluación de su seguridad (EFSA, 2016).  Por lo tanto, nos pareció 

más interesante realizar una revisión de los ensayos de citotoxicidad y genotoxicidad in 
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vitro e in vivo de otros estilbenos también interesantes para la industria alimentaria: 

piceatanol, pterostilbeno y ε-viniferina.  El estudio de la bibliografía mostró que estos 

compuestos ejercen un importante efecto citotóxico en líneas celulares cancerígenas y no 

cancerígenas. La intensidad de este efecto depende de las líneas celulares utilizadas, el 

ensayo realizado y las condiciones de exposición. Por otro lado, el daño del ADN inducido 

por estos compuestos ha sido demostrado como uno de sus mecanismos de citotoxicidad. 

Sin embargo, el potencial genotóxico in vitro del picetanol, el pterostilbeno y la ε-viniferina 

se ha estudiado poco y no se han realizado estudios siguiendo las directrices de la EFSA. La 

mayor brecha en la evaluación de la toxicidad de estos compuestos es la falta de estudios in 

vivo, ya que la mayoría de los autores han evaluado sus propiedades beneficiosas, pero no 

se han realizado ensayos que evalúen su toxicidad in vivo. En este sentido, es de interés la 

evaluación toxicológica de los estilbenos y los extractos que los contienen para garantizar 

su seguridad, ya que no existen muchos estudios que valoren sus efectos.  

En la presente tesis doctoral, los primeros estudios realizados han sido los ensayos 

de citotoxicidad ya que nos permiten definir la toxicidad basal de las sustancias y 

seleccionar un rango de concentraciones adecuado para su uso y para los ensayos de 

genotoxicidad. Las células utilizadas fueron líneas celulares cancerígenas del sistema 

digestivo, Caco-2 y HepG2, ya que la vía oral es la vía de exposición principal a los aditivos 

alimentarios. Además, se escogieron este tipo de células porque son más sensibles y 

necesitan concentraciones más bajas que las células no cancerígenas para observar muerte 

celular (Billard y cols., 2002; Colin y cols., 2009).  Los biomarcadores utilizados fueron la 

captación del rojo neutro (RN), la reducción de la sal MTS (MTS) y el contenido proteico 

total (PT). En cuanto a las concentraciones de exposición, éstas se eligieron según la 

concentración a incorporar en el vino (100 µg/mL). Sin embargo, en el caso del trans-

resveratrol, la concentración máxima utilizada fue de 50 µg/mL debido a que fue la 

concentración más alta que mostró una adecuada solubilidad y se encuentra en el rango de 

concentración de este compuesto que llegaría al consumidor.   

La citotoxicidad de los estilbenos ha sido evaluada en diferentes líneas celulares 

(Doan y cols., 2019; Makong y cols., 2019; Mizuno y cols., 2017; Yousef y cols., 2017). Estos 

compuestos modulan diferentes moléculas relacionadas con la toxicidad, como son las 

ciclooxigenasas, lipooxigenasas, diversas quinasas, factores de transcripción, citoquinas, 

ADN polimerasa, adenilil ciclasa, ribonucleótido reductasa, aromatasa y otras (Kuršvietienė 

y cols., 2016).  

El efecto citotóxico del trans-resveratrol ha sido ampliamente estudiado. Varios 

autores han demostrado que este compuesto disminuye la viabilidad celular en células 

HepG2 (Colin y cols., 2008; Mizuno y cols., 2017; Su y cols., 2013), la línea de 
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adenocarcinoma de colon Caco-2 (Iwuchukwu y cols., 2011), en células de cáncer de mama 

MCF-7 (Thomas y cols., 2016), neuronales (Aggarwal y cols., 2004; Lantto y cols., 2009), en 

células de cuello de útero HeLa (Li y cols., 2008) y en células de cáncer de pulmón (Yousef 

y cols., 2017). Sin embargo, los resultados obtenidos en la presente tesis indican que el 

trans-resveratrol no produce una disminución mayor al 50% de la viabilidad en ninguna de 

las dos líneas celulares ensayadas (HepG2 y Caco-2). Tan sólo a las concentraciones más 

altas estudiadas (35-50 μg/mL) y tras 48 h de exposición, se observó una reducción 

significativa de la viabilidad celular en los tres biomarcadores estudiados.  

Por otro lado, la trans-ε-viniferina produjo en nuestro estudio una reducción 

significativa de la viabilidad de las células HepG2 a partir de 30 µg/mL después de 24 h de 

exposición, y desde 20 µg/mL tras 48 h. Además, cuando las Caco-2 fueron expuestas a este 

compuesto también se pudo observar una disminución en los biomarcadores estudiados. 

En estas células, los resultados fueron significativos tras 24 h de exposición a partir 30 

µg/mL en el ensayo MTS y PT y desde 40 µg/mL en el RN. Mientras tras 48 h, trans--

viniferina redujo la viabilidad celular a 20 µg/mL. Estos resultados están en concordancia 

con los obtenidos por otros autores que indican que la trans--viniferina ejerce un efecto 

citotóxico en células cancerígenas como en la línea celular de hígado HepG2 (Rohaiza y cols., 

2011), de glioma C6 (Özdemir y cols., 2018), de útero HeLa y de pecho MCF-7 (Kim y cols., 

2002), inhibiendo su crecimiento a concentraciones de 74.3, 18.4, 20.4 y 44.8 µg/mL, 

respectivamente.  

Los resultados obtenidos en esta tesis doctoral muestran que la trans-ε-viniferina es 

más citotóxica que el trans-resveratrol. Esta conclusión también fue obtenida por Xue y 

cols., 2014 quienes indican que el dímero presenta un efecto más potente en células HepG2, 

HeLa y MCF-7 que el resveratrol. Sin embargo, otros autores afirman lo contrario en células 

cancerígenas hepáticas (Aja y cols., 2020; Colin y cols., 2008). Así, recientemente, con el fin 

de evaluar y comparar el potencial citotóxico de una amplia gama de dímeros y tetrámeros 

del resveratrol extraídos y purificados de Vitis Vinifera se llevó a cabo un estudio en 

diferentes células de hepatoma (HepG2 y Hep3B) (Aja y cols., 2020). Estos autores 

concluyeron que los efectos citotóxicos de los estilbenos varían de un compuesto a otro y 

parecen depender del modelo celular utilizado y el parámetro de estudio (Aja y cols., 2020; 

Zghonda y cols., 2012).  

Por otro lado, aunque se conoce el efecto citotóxico de los estilbenos de manera 

individual, este efecto podría variar cuando estos compuestos se encuentran en 

combinación. En este sentido, un extracto de brotes de vid que contiene resveratrol y ε-

viniferina mayoritariamente, seguido de ampelopsina A, hopeaphenol, iso-trans-ε-
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viniferina, vitisin A, vitisin B, piceatanol y miyabenol C, llamado Vineatrol®, ha mostrado un 

efecto antiproliferativo in vitro más potente que el resveratrol per se en varias células 

cancerígenas (Billard y cols., 2002; Colin y cols., 2008; Marel y cols., 2008). Por lo tanto, la 

presencia concomitante de diferentes estilbenos y otras sustancias puede modular la 

respuesta individual. En la presente tesis, se ha llevado a cabo una evaluación de la 

citotoxicidad de los dos extractos ricos en estilbenos obtenidos de la madera de poda de la 

vid en HepG2 y Caco-2. El extracto con una riqueza del 45.5% de estilbenos mostró una 

reducción en la viabilidad celular desde 40 µg/mL después de 24 h de exposición, y desde 

30 µg/ml tras 48 h en ambas líneas celulares. Resultados similares se obtuvieron en el caso 

del segundo extracto, el ST-99, el cual causó una reducción significativa a partir de 30 µg/mL 

en ambas líneas celulares tanto a 24 h como 48 h de exposición. Estos resultados son 

similares a los obtenidos por otros autores quienes evaluaron el efecto de diferentes 

extractos ricos en estilbenos en células de cáncer de pecho (MCF-7) e hígado (HepG2) 

(Giovannelli y cols., 2014) y de próstata (PC3) (Mermariani y cols., 2015).   

Como podemos observar, los resultados obtenidos en los dos extractos son similares 

y, a su vez, son parecidos a los obtenidos con trans-ε-viniferina de manera individual. 

Además, la curva concentración-efecto obtenida tras la exposición a ST-99 fue similar a la 

de la trans-ε-viniferina. Estos resultados nos llevan a pensar que el efecto citotóxico de los 

extractos viene determinado por el dímero, ya que es el estilbeno que se encuentra en 

mayor porcentaje en ambos extractos. Sin embargo, Billard y cols. (2002) indicaron que el 

efecto antiproliferativo del Vineatrol®, que contiene mayoritariamente trans-reveratrol y ε-

viniferina, está asociado a los estilbenos que están en menor porcentaje. En este sentido, 

consideramos interesante evaluar la citotoxicidad y las interacciones en una mezcla binaria 

de trans-ε-viniferina y trans-resveratrol con una ratio de 3.9:1, que es como se encuentran 

en el extracto ST-99. Nuestros resultados indican que después de 24 h de exposición en 

HepG2, se observaron cambios significativos en la viabilidad celular desde 30 μg/mL, 50 

μg/mL y 70 μg/mL con los ensayos de MTS, RN y PT respectivamente. Tras 48 h, los 

resultados fueron similares, siendo significativos a partir de 30 µg/mL. Por otro lado, en las 

células Caco-2, sólo tras la exposición de 70 µg/mL de la mezcla tras 24 h se redujo la 

viabilidad significativamente en todos los biomarcadores estudiados, mientras que tras 48 

h esta disminución se evidenció desde 40 µg/mL en los ensayos de MTS y PT y desde 50 

µg/mL en RN. Además, con el fin de determinar las interacciones entre estos dos estilbenos 

se estudió su combinación mediante un análisis de isobologramas, evidenciándose que 

existe una interacción antagónica. En contraposición a nuestros resultados, muchos autores 

indican que entre los estilbenos se produce mayoritariamente sinergia (Balasubramani y 

cols., 2019). Sin embargo, se ha descrito que el tipo de interacción entre estos compuestos 
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depende del porcentaje que existe de trans-resveratrol respecto a los estilbenos totales y de 

la ratio entre estilbenos diméricos y monoméricos (Giovannelli y cols., 2014). 

Por otro lado, los estilbenos han demostrado causar apoptosis en muchas células 

cancerígenas (Aja y cols., 2020; Chatterjee y cols., 2019), sin embargo, el mecanismo no está 

del todo dilucidado ya que actúan a diferentes niveles celulares. Por ello, en la presente tesis 

doctoral se ha llevado a cabo un estudio morfológico de ambos extractos y de la mezcla de 

trans-ε-viniferina y trans-resveratrol. En primer lugar, se observaron las células HepG2 y 

Caco-2 expuestas al extracto de menor riqueza en estilbenos con el microscopio óptico y 

electrónico. Ambas líneas celulares presentaron grandes vacuolas de lípidos, núcleos 

apoptóticos y aberraciones mitóticas. Además, se determinó que el daño producido en las 

células de carinoma de colon fue más difuso que el obtenido en las células hepáticas, por lo 

que la línea celular HepG2 fue la elegida para el estudio de ST-99 y de la mezcla de 

estilbenos. El estudio ultraestructural indica que el tratamiento con el extracto ST-99 

produce apoptosis y una inhibición de la proliferación celular con núcleos apoptóticos. Este 

efecto se minimiza con la mezcla de estilbenos, donde se conserva la actividad proliferativa 

de las células, aunque presentan evaginaciones del citoplasma y algunos cuerpos 

apoptóticos. De manera similar, algunos análogos acetilados del resveratrol, así como la 

mezcla de compuestos polifenólicos conocidos como Vineatrol®, afectan la progresión del 

ciclo celular de las líneas celulares de cáncer de colon humano (Colin y cols., 2009). Este 

efecto también se ha demostrado en células de cáncer de próstata expuestas a r-viniferina, 

un tetrámetro del resveratrol (Empl y cols., 2015). Otros estudios sobre la línea celular de 

mieloma múltiple U266 mostraron que la ε-viniferina y el resveratrol regulan el ciclo celular 

al afectar a diferentes moléculas que inducen la apoptosis de una manera dependiente de la 

caspasa al interrumpir el potencial de la membrana mitocondrial normal (Barjot y cols., 

2007). Además, diferentes preparaciones de Vineatrol® y resveratrol indujeron apoptosis 

en células B leucémicas mientras que la ε-viniferina solo mostró efectos leves (Billard y cols., 

2002). Estos autores indicaron además que los efectos obtenidos tras la exposición a los 

extractos fueron más pronunciados que con los compuestos individuales, probablemente 

debido la interacción de todos los polifenoles presentes en la mezcla (Billard y cols., 2002).  

Otro aspecto destacable de los polifenoles es la interesante correlación que existe 

entre la actividad antioxidante y prooxidante y la citotoxicidad de los polifenoles (Alarcón 

de la Lastra y Villegas, 2007; Zheng y cols., 2006). En este sentido, considerando los 

resultados obtenidos en los ensayos de citotoxicidad, se llevó a cabo el estudio de los 

mecanismos de acción tóxica de estos compuestos mediante una evaluación in vitro del 

estrés oxidativo. Para ello, se recomienda utilizar al menos dos métodos diferentes 

(Schleiser y cols., 2002), por lo que analizamos la producción de ERO y las modificaciones 
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en el contenido de GSH en las células HepG2 y Caco-2, métodos ya usados con éxito en la 

evaluación de otros compuestos utilizados como antioxidantes en la industria alimentaria 

(Llana-Ruiz-Cabello y cols., 2015; Maisanaba y cols., 2018). Las concentraciones de 

exposición utilizadas fueron seleccionadas basándonos en la EC50 obtenida para cada 

compuesto y línea celular (EC50, EC50/2 y EC50/4). 

La principal propiedad de los estilbenos es su actividad antioxidante. Son muchos 

los estudios que han demostrado que disminuyen los radicales libres capturando ERO, como 

O2 o H2O2, (Arús y cols., 2017; Fenercioglu y cols., 2010; Gambini y cols., 2015; Rauf y cols., 

2017 Reinisalo y cols., 2015), modulando enzimas generadoras de ERO y enzimas 

antioxidantes endógenas (Du y cols. 2018; Reinisalo y cols., 2015; Treml y cols., 2019). En 

este sentido, se sabe que los efectos antioxidantes del trans-resveratrol están mediados por 

las enzimas como superóxido dismutasa, glutatión peroxidasa o catalasa (Arús y cols., 2017; 

Bobermin y cols., 2018; Quincozes-Santos y cols., 2013; Rubiolo y cols., 2008) por la vía de 

las quinasas reguladas por señales extracelulares (Cheng y cols., 2012). Sin embargo, en la 

presente tesis, cuando las células se expusieron a trans-resveratrol no hubo ningún cambio 

en el contenido de ROS y GSH en ninguna de células, concentraciones y tiempos de 

exposición ensayados. La explicación a este hecho puede ser que el potencial antioxidante 

de los polifenoles es diferente dependiendo del tipo de célula evaluada, la concentración 

utilizada y parámetro evaluado (Goutzourelas y cols., 2014; Heo y cols., 2018). De hecho, de 

manera general, en nuestro ensayo la línea celular Caco-2 fue más sensible a los cambios en 

las ERO, mientras que las células hepáticas HepG2 respondieron mejor ante el contenido de 

GSH. Por otro lado, la trans--viniferina produjo una disminución de ERO en ambas líneas 

celulares, probablemente debido a que este estilbeno presenta marcadas actividades de 

captación de radicales libres (Zhang y cols., 2020). El contenido de GSH, además, aumentó 

en presencia de este compuesto. El GSH es el principal antioxidante endógeno y es 

responsable del mantenimiento del equilibrio redox intracelular, la desintoxicación de 

xenobióticos y especies reactivas de oxígeno (Schafer y Buettner, 2001), por lo que una 

elevación de sus niveles intracelulares indica una mejora en la protección celular contra 

intermediarios reactivos. El aumento, en este caso, se puede deber a la expresión de las 

enzimas asociadas al GSH, como la glutation peroxidasa y la glutation reductasa cuya 

actividad es modulada por los estilbenos (Reinisalo y cols., 2015).  

La actividad antioxidante o prooxidante de los estilbenos está condicionada por la 

presencia de otros polifenoles (Goutzourelas y cols., 2015). Por ello, ha sido interesante 

estudiar la capacidad antioxidante o prooxidante de nuestros dos extractos y la 

combinación de trans-ε-viniferina y resveratrol. Los resultados obtenidos en los tres casos 

fueron muy similares dando lugar a una reducción de ROS y aumento de GSH en ambas 
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líneas celulares, siendo muy parecidos a los obtenidos por otros autores (Goutzourelas y 

cols., 2015; Müller y cols., 2009). De manera similar, un extracto con alto contenido en 

polifenoles ha demostrado producir una disminución significativa en los niveles de ERO en 

células musculares C2C12 (Goutzourelas y cols., 2015). Además, Vineatrol® también actúa 

como un potente antioxidante reduciendo el contenido de radicales libres y mejorando la 

actividad de glutation peroxidasa en células de fibroblasto de pulmón de hámster chino V79 

(Müller y cols., 2009). Existen varios estudios que indican que la actividad antioxidante de 

los extractos naturales depende de su contenido en polifenoles (Anastasiadi y cols., 2012; 

Doshi y cols., 2015). En este sentido, Benmeziane (2017) comparó la actividad antioxidante 

de extractos obtenidos de diferentes variedades de uva mediante su capacidad para captar 

H2O2. Estos autores concluyeron que la variedad Gros noir de uva, que presentaba el mayor 

contenido de polifenoles de entre otras cinco variedades, mostró una captación de H2O2 más 

potente que los demás extractos ensayados. Nuestros resultados reafirman esta idea, puesto 

que el efecto antioxidante del extracto ST-99 fue superior al exhibido por el de menor 

riqueza.  

Con el fin de dilucidar el mecanismo detrás de su actividad antioxidante, diferentes 

autores han demostrado que los estilbenos protegen a las células frente el daño oxidativo 

mediante la donación de un electrón al H2O2 reduciéndolo a agua (Benmeziane, 2017; 

Gambini y cols., 2015; Rauf y cols., 2017). En este sentido, en la presente tesis doctoral 

hemos evaluado la habilidad de los estilbenos de forma individual y combinados y de ambos 

extractos para proteger frente al daño oxidativo producido por H2O2 en las células HepG2 y 

Caco-2 midiendo el contenido en ERO y GSH. Nuestros resultados indican que el trans-

resveratrol tan sólo fue capaz de proteger a las células a las concentraciones más altas 

ensayadas tras 48 h de exposición, mientras que, por otro lado, la trans-ε-viniferina protegió 

eficazmente a ambas líneas celulares del daño oxidativo a todas las concentraciones 

ensayadas. Estos resultados también han sido obtenidos por otros autores que han 

demostrado que la trans-ε-viniferina es un antioxidante más potente que el trans-

resveratrol (Zghonda y cols., 2011, 2012). Esta diferencia a la hora de proteger frente a un 

daño oxidativo entre estos dos compuestos puede ser debida a su estructura (Cai y cols., 

2004; Murias y cols., 2005; Ovesná y cols., 2006). En ese sentido, el número de grupos 

fenólicos y la presencia de otros grupos funcionales, como los dobles enlaces y su 

conjugación con grupos OH y grupos cetónicos, juegan un papel importante en la actividad 

antioxidante (Benmeziane, 2017).  

La actividad protectora de extractos naturales frente al daño oxidativo ha sido 

estudiada por algunos autores. En 2017, Benmeziane (2017) evaluó diferentes extractos de 

uva mediante su capacidad para reducir el H2O2, concluyendo que todos disminuían la 
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concentración del oxidante en mayor o menor medida, siendo el único factor determinante 

el contenido en total en polifenoles y flavonoides. Estos resultados son parecidos a los 

obtenidos en otros dos extractos prodecentes en uva (Baydar y cols., 2007). De manera 

similar, en nuestro caso, ambos extractos y la mezcla de trans-ε-viniferina y resveratrol 

protegieron a las células del daño producido por H2O2, aunque el extracto ST-99 lo hizo de 

manera más pronunciada, llegando incluso a restablecer el contenido de ROS y GSH a niveles 

basales.  

Por otro lado, también se ha evaluado la capacidad de estos compuestos para 

revertir el daño producido por H2O2. Los datos sobre estos ensayos son muy escasos, ya que 

la mayoría de los autores abordan la capacidad de protección de los estilbenos. Sin embargo, 

son muy interesantes ya que, si los mecanismos de reparación no eliminan el daño oxidativo 

producido, pueden producirse consecuencias perjudiciales para las células (Kowalczyk y 

cols., 2009). Los resultados obtenidos en la presente tesis doctoral indican que después de 

la exposición a H2O2, la trans-ε-viniferina, su mezcla con trans-resveratrol y los extractos 

redujeron el contenido de ROS a niveles basales, siendo la mezcla la más potente de todos. 

En relación con los niveles de GSH, la trans-ε-viniferina en HepG2 y los dos extractos de 

estilbenos en ambas líneas celulares a todas las concentraciones estudiadas mostraron 

comportamientos de reversión importantes. En este sentido, al comparar ambos extractos, 

el ST-99 presentó mejores capacidades de reversión que el extracto de menor riqueza, 

confirmando la idea antes mencionada de que la capacidad antioxidante está relacionada 

con el contenido total de polifenoles (Anastasiadi y cols., 2012; Doshi y cols., 2015).  

A continuación, siguiendo los requerimientos de la EFSA para la presentación de 

solicitudes de nuevos aditivos (EFSA, 2012), se debería realizar una evaluación de la 

capacidad genotóxica in vitro de las sustancias de estudio mediante dos ensayos: el test de 

Ames y el ensayo de MN. Considerando los resultados obtenidos en los ensayos de 

citotoxicidad, morfológicos y de estrés oxidativo, decidimos continuar los estudios con el 

extracto ST-99 ya que presenta mejor perfil toxicológico. Además, este extracto presentó 

una buena estabilidad en vinos, no perjudicando a la calidad del vino ni a sus propiedades 

sensoriales (Gutiérrez-Escobar y cols., 2021).  

En primer lugar, realizamos el test de Ames siguiendo las directrices de la guía 471 

de la OCDE con modificaciones de Maron y Ames (1983) en ausencia y presencia de la 

fracción metabólica de hígado de rata S9. Se utilizaron cinco cepas auxotróficas de histidina 

de Salmonella typhimurium (TA97A, TA98, TA100, TA102 y TA1535) y las concentraciones 

de exposición del extracto ST-99 fueron de 48 a 5000 µg/placa. Nuestros resultados indican 

un aumento significativo de colonias revertidas en la cepa TA97A en ausencia y en presencia 

de la mezcla S9 a 1563 µg/placa y a 1563 y 5000 µg/placa, respectivamente. Por otro lado, 
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en la cepa TA102 se produjo una disminución tras la exposición desde 48 a 153 µg/placa y 

un aumento a 1463 µg/placa. Los resultados positivos en TA97A podrían indicar que tanto 

el extracto como sus metabolitos causan un desfase en la lectura del ADN, mientras que la 

cepa TA102 es más sensible a los múgatenos oxidantes (Stagos y cols., 2007) e indica que 

su mecanismo de acción consiste en una sustitución en los pares de bases. Sin embargo, 

según el protocolo OCDE 471, se considera que la sustancia de estudio tiene potencial 

mutagénico cuando exista una relación dosis-respuesta entre las concentraciones probadas 

y el número de colonias revertidas inducidas en por lo menos una dosis, siendo el índice de 

mutagenicidad (IM) mayor a 2. En nuestro en caso, el IM nunca superó el valor de 2 en 

ninguna de las condiciones experimentales ensayadas, por lo que ni el extracto ST-99 ni sus 

metabolitos mostraron potencial mutagénico a ninguna de las concentraciones y cepas 

ensayadas.  

Los estudios sobre la mutagenicidad de extractos naturales son muy escasos. Se ha 

evaluado un extracto rico en proantocianidinas procedente de semillas de uva utilizando las 

cepas de S. tyhimurium TA98, TA100, TA1535 y TA1537. Este extracto, aunque inhibió el 

crecimiento de TA98 y TA100 a una dosis de 5000 µg/mL, no produjo ningún aumento 

significativo en el número de colonias revertidas en presencia o en ausencia de S9 

(Yamakoshi y cols., 2002). Por otro lado, cuando se evaluó el perfil toxicológico de un 

extracto rico en polifenoles también procedente de pieles y semillas de uva se obtuvieron 

resultados positivos para las cepas TA98 y TA1537 (Lluís y cols., 2011). En vista de estos 

resultados contradictorios, podemos concluir que las diferencias en la composición de estos 

extractos y las posibles interacciones entre los compuestos presentes en ellos determinará 

su potencial genotóxico. Por otro lado, nuestros resultados son similares a los obtenidos por 

otros autores con el trans-resveratrol de manera individual. Se ha estudiado este compuesto 

en las cepas TA1535, TA1537, TA98, TA100 y TA102 de Salmonella typhimurium, 

indicándose que no hubo indicios de una respuesta mutagénica en ninguna de las cepas, ni 

en presencia ni en ausencia de la mezcla S9, en ninguna de las concentraciones ensayadas 

(0-5000 µg/placa) (Sokolowski, 2012). Además, estos resultados han sido confirmados por 

otros autores que también utilizaron las cepas TA1535, TA1537, TA98, TA100 (Czeczot y 

cols., 2003; Edwards y May, 2007; Edwards y Sokolowski, 2009) y la cepa E. coli WP2 uvrA 

(Edwards y May, 2007). En cuanto a las trans-ε-viniferin no existe ningún estudio relativo a 

su mutagenicidad hasta el momento en la literatura científica.  

Además del estudio de mutagenicidad, la evaluación del potencial genotóxico es un 

paso crítico para los nuevos aditivos debido a la implicación que podrían tener con el 

desarrollo de procesos cancerígenos y defectos hereditarios (EFSA, 2011). Por ello, 

siguiendo las directrices de la EFSA, realizamos el ensayo de MN en la línea celular L5178Y 
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TK+/- en presencia y ausencia de S9 con el propósito de identificar si el extracto o bien sus 

metabolitos pueden dar lugar a la formación de MN que contengan fragmentos o 

cromosomas enteros (Lluís y cols., 2011). Se llevó a cabo de acuerdo con la directriz 487 de 

la OCDE, seleccionandose cinco concentraciones de exposición en base a resultados de 

citotoxicidad previos (4 a 64 µg/ml y de 3,75 a 60 µg/ml en ausencia y presencia de la 

mezcla S9, respectivamente). En ausencia de la mezcla S9, nuestros resultados no 

mostraron un aumento significativo en el número de células binucleadas con MN (CBMN) 

después de 4 h y 24 h de exposición a ninguna de las concentraciones estudiadas de extracto 

ST-99 (4-64 µg / mL). Sin embargo, sí se observó un aumento significativo de CBMN a la 

concentración más alta (60 µg /mL) en presencia de la fracción metabólica S9 después de 4 

h de exposición. Estos resultados sugieren que son los metabolitos formados los que ejercen 

cierto efecto genotóxico.  

Hasta el momento, no hemos encontrado en la literatura disponible otros autores 

que evalúen extractos ricos en estilbenos utilizando el ensayo de MN in vitro, aunque 

algunos estilbenos se han evaluado de manera individual utilizando este ensayo. En este 

sentido, el trans-resveratrol es el más estudiado. Schmitt y col. (2002) evaluaron su 

genotoxicidad in vitro en células las L5178Y indicando que el trans-resveratrol produjo una 

reducción en la proliferación celular y en la viabilidad celular, así como una inducción de 

MN. De manera similar, este compuesto también aumentó la frecuencia de MN en células de 

pulmón CHL tras 24 h y 48 h de exposición (Matsuoka y cols., 2001). Sin embargo, en 

ninguno de estos ensayos se utilizó la fracción S9, por lo que los efectos de sus metabolitos 

no fueron ensayados. En este sentido, recientemente se ha demostrado que el derivado 

3,5,4’ trimetoxiestilbeno provoca un aumento en la formación de MN tras su metabolización 

(Mizuno y cols., 2017). Por lo tanto, estos últimos autores sugieren que son los metabolitos 

los que dan lugar a este efecto genotóxico corroborando nuestros resultados. 

Basándonos en los criterios de la EFSA (2011) y considerando que el test de Ames y 

el ensayo de MN han dado lugar a resultados contradictorios, es apropiado realizar otras 

pruebas in vitro para completar la evaluación. Por ello, hemos realizado el ensayo cometa, 

ya que se trata de una técnica sensible y rápida para medir roturas de cadenas de ADN 

(Collins, 2004). Además, estas roturas pueden producirse por oxidación de las bases y 

teniendo en cuenta el potencial prooxidante de los estilbenos, hemos realizado el ensayo 

cometa modificado con FPG, enzima capaz de convertir las bases oxidadas en roturas 

detectables mediante electroforesis (Gielazyn y cols., 2003). En el ensayo cometa estándar 

y modificado, el extracto ST-99 no provocó daño en el ADN en las células Caco-2 y HepG2 en 

ninguna de las concentraciones probadas (de 4,82 a 27,79 µg /ml y 6,64 a 31,90 µg /ml, 

respectivamente). Son muy escasos los estudios que evalúen extractos ricos en estilbenos 
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utilizando el ensayo cometa. Otros autores han llevado a cabo un estudio sobre el daño 

producido en el ADN de un extracto obtenido de brotes de vid con una riqueza en estilbenos 

de 37,1% y de sus compuestos mayoritarios (trans-resveratrol, trans- ε-viniferina, r2-

viniferina y hopeaphenol) utilizando el ensayo cometa estándar y modificado con FPG. Sus 

resultados son opuestos a los nuestros, ya que su extracto sí que produjo rotura y oxidación 

de las bases purinas del ADN. Sin embargo, los resultados obtenidos con los estilbenos de 

manera individual muestran que ninguno de ellos produce rotura de la hebra de ADN, 

aunque una oxidación en las bases purinas sí se observó tras la exposición de los tetrámeros 

(r2-viniferin y hopeaphenol) (Baechler y cols., 2013). A la vista de estos resultados y 

comparándolos con los obtenidos en la presente tesis doctoral, podemos concluir que los 

extractos naturales con estilbenos deben ser estudiados caso por caso ya que, aunque se 

conozca la actividad individual de estos compuestos, su efecto en combinación puede ser 

diferente.  

Por otro lado, varios autores han demostrado que estilbenos como el resveratrol y 

el pterostilbeno, y algunos extractos procedentes de Vitis Vinifera protegen al ADN frente a 

procesos oxidativos (Apostolou y cols., 2013; Esatbeyoglu y cols., 2016; Freyssin y cols., 

2020; Rauf y cols., 2017; Rossi y cols., 2013). Esto es de gran interés puesto que la inducción 

del daño oxidativo en el ADN es un paso crucial en el desarrollo de cáncer y procesos 

degenerativos como enfermedades cardiovasculares y neurodegenerativas, así como el 

envejecimiento prematuro (Freyssin y cols., 2020; Rauf y cols., 2017). En este sentido, 

hemos evaluado el potencial de protección y reparación del ADN del extracto ST-99 ante el 

daño oxidativo producido por H2O2 y por Ro19-8022. Se escogieron estos dos compuestos 

debido a que el H2O2 es el principal mediador del estrés oxidativo y un potente oxidante que 

genera roturas en la hebra del ADN, y el Ro19-8022 es un fotosensibilizador que produce la 

oxidación específica de las bases purinas. 

Nuestros resultados indican que el extracto ST-99 disminuye significativamente el 

daño oxidativo en el ADN producido por H2O2 y por Ro19-8022 en los ensayos de protección 

y reversión en las células HepG2 y Caco-2 a las concentraciones más altas ensayadas durante 

24 y 48 h de exposición. De manera similar, otros autores han estudiado un extracto rico en 

estilbenos, cuyo estilbeno mayoritario es la trans-ε-viniferina, procedente de raíces de Vitis 

Vinifera por su capacidad de proteger al ADN del daño producido por H2O2. Los resultados 

del ensayo cometa indicaron que este extracto contrarrestó los efectos del oxidante en 

células de colon HT-29 de manera moderada pero significativa, corroborando la idea de que 

los extractos naturales con estilbenos protegen al ADN de la oxidación (Esatbeyoglu y cols., 

2016).  
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Una vez completada la evaluación in vitro de la mutagenicidad y genotoxicidad del 

extracto ST-99, debido a los resultados contradictorios observados y siguiendo las 

recomendaciones de la EFSA, el siguiente paso en la presente tesis doctoral fue realizar un 

ensayo in vivo para aclarar la situación y obtener resultados más concisos y extrapolables 

al ser humano. Para ello, hicimos el ensayo de MN y cometa combinado en ratas Wistar 

siguiendo el protocolo propuesto por Bowen y cols., (2011) con el fin de disminuir el 

número de animales a utilizar. La exposición se realizó por sonda nasogástrica, siendo el 

estómago, hígado y sangre los órganos seleccionados para llevar a cabo los ensayos, 

siguiendo las recomendaciones de la guía 489 de la OCDE.  Además, para aumentar la 

sensibilidad del ensayo y determinar si este extracto presenta efectos antioxidantes o 

prooxidantes, incorporamos las enzimas de restricción FPG y endonucleasa III (Endo-III). 

Por otro lado, las concentraciones utilizadas fueron seleccionadas en función de la cantidad 

del extracto ST-99 que llegaría al humano aplicando 100 como factor de incertidumbre (90, 

180 y 360 mg de ST-99/kg de peso corporal).  

Los resultados obtenidos en el ensayo cometa estándar indican que este extracto no 

produce rotura de la hebra de ADN a ninguna de las concentraciones ensayadas en ninguno 

de los órganos estudiados. Estos datos son similares a los obtenidos en la evaluación 

genotóxica del extracto ST-99 en modelos in vitro.  Además, Attia, (2012) demostraron que 

7 días de administración oral de resveratrol (100 mg / kg) no indujeron ningún aumento en 

las roturas de la cadena de ADN en células de la médula ósea de ratón. También se ha 

demostrado que una dosis de 100 mg/kg de peso corporal por vía intraperitoneal de 

resveratrol no produce daño en el ADN en los tejidos hepáticos y renales de ratas Wistar 

(Aydin y cols., 2013).  

Por otro lado, también realizamos el ensayo cometa modificado con enzimas ya que 

dependiendo de las condiciones de reacción, su concentración , tiempo de exposición y tipo 

de células, no es raro que los compuestos fitoquímicos muestren actividades tanto 

antioxidantes como prooxidantes, dando lugar a radicales libres que podrían provocar la 

rotura oxidativa del ADN, daño de proteínas y lípidos y por lo tanto desencadenar el inicio, 

promoción y progresión del cáncer (Alarcón de la Lastra y Villegas, 2007; Ferguson, 2001; 

Mena y cols., 2009; Erdogan y Ozkan, 2012; Plauth y cols., 2016). Los resultados obtenidos 

no mostraron oxidación de las bases púricas o pirimidínicas en las células de estómago, 

hígado y sanguíneas. Esto concuerda con los ensayos realizados previamente que 

mostraron que el extracto ST-99 no produjo daño oxidativo en el ADN en las líneas celulares 

HepG2 y Caco-2. Además, como se demostró anteriomente, el extracto a bajas 

concentraciones redujo las ERO y exhibió efectos protectores de ADN contra agentes 

oxidantes como H2O2 y Ro19-8022. Por otro lado, de manera similar, estudios realizados 
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con el trans-resveratrol indican que este compuesto no da a lugar a diferencias 

estadísticamente significativas con respecto al grupo control en el ensayo cometa 

modificado con FPG en células hepáticas y renales de ratas (Aydin y cols., 2013). 

Los resultados obtenidos en el ensayo de MN realizado en médula ósea muestran 

que la ratio entre eritrocitos policromáticos y normocromáticos de los controles negativos 

y solventes es igual a la obtenida en animales expuestos al extracto ST-99. Además, no se 

observó un aumento en el número de células micronucleadas en ninguno de los grupos 

tratados de ambos sexos. Estos resultados son contradictorios con los obtenidos en la 

evaluación genotóxica in vitro del extracto. Estas diferencias pueden deberse a deficiencias 

en el metabolismo, la función de p53 y la capacidad de reparación del ADN de la mayoría de 

las líneas celulares utilizadas (Kirkland y cols., 2007).  Además, los principios toxicológicos 

de la FDA para la evaluación de la seguridad de los ingredientes alimentarios (FDA, 1982; 

De Santi y cols., 2000) establecieron que resultados positivos de genotoxicidad in vitro que 

no se manifiestan in vivo pueden ser debidos a cambios en el pH, osmolalidad o altos niveles 

de citotoxicidad. Por otro lado, las sustancias suelen ser menos tóxicas en modelos in vivo 

ya que pueden ocurrir procesos de desintoxicación (EFSA, 2011; Kirkland y cols., 2007). 

Hasta donde sabemos, la genotoxicidad in vivo de otros extractos de estilbenos aún 

no se ha evaluado adecuadamente. Sólo hay un estudio en el que evaluaron la capacidad de 

un extracto de semillas de Melinjo, rico en trans-resveratrol y dímeros y glucósidos de 

resveratrol, para producir aberraciones cromosómicas en ratas (Tatefuji y cols., 2014). 

Estos autores afirmaron que dosis de hasta 4000 mg/kg/día de este extracto no indujeron 

efectos genotóxicos. Por otro lado, sí se ha llevado una evaluación de la genotoxicidad 

completa del trans-resveratrol de manera individual, lo cual ha permitido que la EFSA 

apruebe su uso (EFSA, 2016).  Se obtuvieron resultados negativos cuando se estudió la 

genotoxicidad in vivo del resveratrol individualmente. Hynes (2007) realizó un ensayo de 

MN en mamíferos utilizando ratas Sprague-Dawley a las que se les administró 0, 500, 1000 

o 2000 mg/kg de peso corporal por día de trans-resveratrol durante 2 días consecutivos por 

sonda. No hubo cambios en la proporción de eritrocitos inmaduros, ni aumento de 

eritrocitos micronucleados a ninguna dosis de resveratrol, por lo que los resultados indican 

una ausencia de actividad clastogénica in vivo de este estilbeno (EFSA, 2016; Hynes, 2007). 

Además, los efectos de Resvida TM, una preparación de trans-resveratrol puro, se evaluó en 

células de médula ósea de rata Sprague Dawley de acuerdo con OCDE 474, indicándose que 

esta preparación no presenta efectos genotóxicos hasta 2000 mg/kg de peso corporal/día 

(Williams y cols., 2009).  
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Siguiendo las recomendaciones de la OCDE, la ausencia de genotoxicidad, tanto en 

el ensayo de MN como cometa, debe ser corroborada con algún método que confirme que 

los tejidos diana han sido expuestos a la sustancia de estudio (OCDE 474 y OCDE 489). Por 

ello, hemos realizado un examen histopatológico en estómago e hígado, y además se ha 

llevado a cabo un estudio analítico con el fin de confirmar la presencia de los estilbenos en 

sangre de las ratas tratadas.  

El extracto a las dosis más bajas ensayadas (90 y 180 mg / kg de peso corporal) no 

indujo daño histopatológico relevante en los tejidos observados bajo microscopía óptica. 

Sin embargo, a 360 mg/kg de peso corporal del extracto se detectó un leve daño. Se 

mostraron procesos de degeneración glucogénica, núcleos pequeños y basófilos, con 

procesos de apoptosis, presentando procesos de una incipiente hepatitis. Asimismo, se 

observó en la parte externa de la mucosa gástrica una película de mucosidad, aunque no se 

produce necrosis, por lo tanto, se corresponde con un proceso de gastritis catarral 

descamativa ligera. Por el contrario, en los estudios morfológicos realizados in vitro en 

células hepáticas y de colon, sí se detectaron cambios importantes. La línea de células 

humanas de hígado HepG2 expuesta a 31,91 µg/mL del extracto mostró proyecciones 

citoplasmáticas que se convertirían en cuerpos apoptóticos. Además, ST-99 indujo la 

ruptura del ciclo celular al inhibir la proliferación celular y causó la muerte celular 

principalmente por apoptosis. Los núcleos de las células apoptóticas pueden ser pequeños 

y regulares según Eidet y cols., 2014. Así, el proceso apoptótico observado in vitro podría 

explicar los núcleos pequeños que han aparecido in vivo. Además, las concentraciones 

ensayadas en animales han sido superiores a las utilizadas en los ensayos in vitro, entonces, 

la ausencia de efectos importantes in vivo puede deberse a las diferencias en el metabolismo 

y la biodisponibilidad del extracto en los órganos diana o porque se utilizaron diferentes 

especies, ratas en estudio in vivo y líneas celulares humana in vitro. 

Por otro lado, la evidencia de exposición de la médula ósea a una sustancia puede 

determinarse si existe una disminución de la relación entre eritrocitos inmaduros y 

maduros. Sin embargo, en nuestro ensayo este parámetro no cambia entre las ratas control 

y las tratadas, y por ello siguiendo las recomendaciones del protocolo, realizamos un estudio 

analítico con el fin de confirmar la presencia de los estilbenos en sangre utilizando una 

cromatografía líquida de alta presión acoplada a un espectómetro de masas (UPLC-HESI-

MS).  Este ensayo es de gran interés puesto que la biodisponibilidad de los estilbenos es 

baja. El trans-resveratrol presenta una biodisponibilidad que oscila entre 29% y 38% 

debido a varios factores: baja solubilidad en agua, poca vida media y rápida metabolización 

(Cottart y cols., 2010; Kapetanovic y cols., 2011; Mutlu y cols., 2020; Rege y cols., 2014). Por 

otro lado, la biodisponibilidad de la trans-ε-viniferina ha sido reportada en ratones, siendo 
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extremadamente baja (0.77%) (Courtois y cols., 2017; Kim y cols., 2017).  Sin embargo, 

cuando evaluamos la biodisponibilidad de una mezcla botánica debemos considerar que 

pueden existir interacciones entre sus componentes afectando a este parámetro (EFSA, 

2009). Los resultados obtenidos en la presente tesis indican que en el plasma de las ratas 

tratadas a la mayor concentración ensayada se encuentran derivados tanto de la ε-viniferina 

como del trans-resveratrol. La presencia de estos estilbenos y sus metabolitos en plasma es 

de gran interés puesto que se confirma la exposición de los órganos diana de este estudio. 

En concreto, la ε-viniferin ha sido detectada sin metabolizar y en forma de glucurónido y di-

glucurónido. De acuerdo con nuestros resultados, otros autores han confirmado que la ε-

viniferin subre un intenso metabolismo hepático dando lugar mayoritariamente a 

derivados glucurónidos en ratas (Courtois y cols., 2017).  Por otro lado, la presencia de 

derivados glucurónidos y sulfatos del trans-resveratrol tambien fue comprobada en la 

sangre de ratas expuestas a 360 mg/kg de peso corporal. En concordancia con estos 

resultados, se ha demostrado previamente que en ratas los principales metabolitos del 

trans-resveratrol son el resveratrol-3-O-glucuronido y resveratrol-3-O sulfato (Lou y cols., 

2014).  

De forma global, los resultados obtenidos en el ensayo combinado de MN y cometa 

llevado a cabo en ratas indican que el extracto ST-99 no tiene potencial genotóxico a las 

concentraciones ensayadas (90, 180 y 360 mg/kg de peso corporal). Además, aunque se 

observó un leve daño histopatológico en estómago e hígado, tan sólo fue a la concentración 

más alta ensayada, la cual es 100 veces superior a la cantidad que llegaría al humano en un 

consumo habitual de vino que contuviera el extracto como aditivo. Estos datos confirman 

que tanto el estómago como el hígado han sido expuestos a nuestro extracto. Por otro lado, 

se ha demostrado la presencia de lo estilbenos en plasma de las ratas tratadas, por lo que se 

confirma que el extracto llegó a la médula ósea pero no causó daño en los eritrocitos.  

En conclusión, los resultados obtenidos en la presente tesis doctoral constituyen un 

avance en el conocimiento de la seguridad asociada a los estilbenos y a los extractos 

naturales que los contienen para su posible uso como aditivos.  
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De los resultados obtenidos durante el desarrollo de esta tesis doctoral se ha llegado a las 

siguientes conclusiones: 

PRIMERA. La revisión de los ensayos de toxicidad in vitro e in vivo del piceatanol, 

pterostilbeno y la ε-viniferina indica que todos los compuestos producen daño citotóxico en 

líneas celulares cancerígenas y no cancerígenas, y este daño puede dar lugar a roturas del 

ADN. Sin embargo, no existen estudios sobre la genotoxicidad in vitro e in vivo de estos 

compuestos siguiendo las recomendaciones de la EFSA.  

SEGUNDA. Se ha demostrado que los dos extractos estudiados, uno con una riqueza en 

estilbenos de 45.4% y otro con un 99% (ST-99), trans-ε-viniferina y su mezcla con trans-

resveratrol (1:3.9) producen efectos citotóxicos en las líneas celulares HepG2 y Caco-2. Sin 

embargo, trans-resveratrol tan sólo produjo una leve citotoxicidad. Además, se observaron 

cambios ultraestructurales en las células expuestas a los extractos y la mezcla de estilbenos. 

Por otro lado, el efecto antagónico de la combinación de trans-ε-viniferin y trans-resveratrol 

ha sido demostrado por primera vez mediante un ensayo de isobologramas en las células 

HepG2 y Caco-2.  

TERCERA. La capacidad de ambos extractos, trans-ε-viniferina y su mezcla con el trans-

resveratrol para disminuir las ERO y aumentar el contenido de GSH fue demostrada en las 

HepG2 y Caco-2. Además, estos compuestos fueron capaces de proteger y revertir el daño 

causado por un agente oxidante (H2O2). El extracto de mayor riqueza ST-99 fue el que 

demostró unos efectos antioxidantes más potente de todos los compuestos ensayados. Sin 

embargo, el trans-resveratrol no demostró tener actividad antioxidante.  

CUARTA. El extracto ST-99 no es un potencial mutageno según el test de Ames en cepas de 

S. typhymurium ni en presencia ni ausencia de la fracción microsómica S9. Por otro lado, el 

extracto a 60 µg/mL en presencia de S9 produjo un aumento en las CBMN en células L5178Y 

TK+/- mediante el ensayo de MN. Además, el ensayo cometa confirmó que el extracto ST-99 

no produce rotura directa de la hebra de ADN ni oxidación de las bases purinas, y, también, 

fue capaz de proteger y revertir el daño oxidativo en el ADN causado por H2O2 y Ro19-8022. 

QUINTA. La evaluación de la genotoxicidad in vivo en ratas Wistar del ST-99 mostró 

ausencia de genotoxicidad tanto en el ensayo de MN (OCDE 474) como en el ensayo cometa 

(OCDE 489) en las ratas tratadas. Asimismo, el uso de enzimas de restricción no reveló daño 

oxidativo en el ADN. Por otro lado, a la dosis ensayada más alta, la cual es 100 veces superior 

a la que llegaría al consumidor (360 mg/kg de peso), se demostraron procesos de 

degeneración glucogénica, células claras, núcleos pequeños y basófilos, indicando una 
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incipiente hepatitis. Igualmente, tras la exposición a esta misma dosis, se observa un 

proceso de gastritis catarral descamativa ligera en la parte externa de la mucosa gástrica. 

Por otro lado, la ausencia de genotoxicidad fue comprobada con una técnica analítica que 

confirmó que los tejidos diana habían sido expuestos al extracto.  

CONCLUSIÓN GENERAL.  Los resultados obtenidos en los ensayos realizados en esta tesis 

doctoral indican que el extracto ST-99 presenta interesantes propiedades antioxidantes y 

un leve potencial genotóxico in vitro. En el ensayo in vivo, este extracto no produjo efectos 

genotóxicos y aunque se observaron efectos leves histopatológicos, fue a la concentración 

más alta ensayada (360 mg/ kg de peso). Por todo ello, el extracto ST-99 parece ser seguro 

para los consumidores a las concentraciones previstas para su potencial uso en el vino 

como sustituto del SO2.  
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The following conclusions were drawn from the results obtained during the development 

of the present doctoral thesis: 

 

FIRST. Review of the in vitro and in vivo toxicity assays performed in piceatannol, 

pterostilbene, and ε-viniferin indicates that all compounds cause cytotoxic damage in 

cancer and non-cancer cell lines, and this damage can lead to DNA breaks. However, there 

are no studies focusing on the in vitro and in vivo genotoxicity of these compounds following 

the EFSA recommendations.  

SECOND. The two extracts studied, one with a stilbene richness of 45.4% and the other with 

99% (ST-99), trans-ε-viniferin and its mixture with trans-resveratrol (1: 3.9) produced 

cytotoxic effects in HepG2 and Caco-2 cell lines. However, trans-resveratrol only induced 

mild cytotoxicity. Furthermore, ultrastructural changes were observed in cells exposed to 

the extracts and the mixture of stilbenes. On the other hand, the antagonistic effect of the 

combination of trans-ε-viniferin and trans-resveratrol has been demonstrated for the first 

time by an isobologram assay in HepG2 and Caco-2 cells. 

THIRD. The ability of both extracts, trans-ε-viniferin and its mixture with trans-resveratrol 

to decrease ROS levels and increase GSH content was demonstrated in HepG2 and Caco-2. 

Furthermore, these compounds were able to protect and reverse the damage caused by an 

oxidizing agent (H2O2). ST-99 presented the most potent antioxidant effect of all the 

compounds tested. However, trans-resveratrol did not show this antioxidant activity 

FORTH. The ST-99 extract is not a potential mutagen according to the Ames test in S. 

typhymurium strains, neither in the presence nor in absence of the microsomal fraction S9. 

Moreover, the extract at 60 µg / mL in the presence of S9 mix increased CBMN in L5178Y 

TK+/- cells. In addition, the comet assay confirmed that the ST-99 extract does not produce 

direct DNA strand break or oxidation of purine bases, and it was also able to protect and 

reverse oxidative damage in DNA caused by H2O2 and Ro19- 8022. 

FIFTH. In vivo genotoxicity evaluation of ST-99 in Wistar rats showed absence of 

genotoxicity in both MN test (OECD 474) and comet test (OECD 489) in treated rats. 

Likewise, the use of restriction enzymes did not reveal oxidative DNA damage. On the other 

hand, at the highest tested dose, which is 100 times higher than the one that would reach 

the consumer (360 mg / kg bw), glucogenic degeneration processes, clear cells, small nuclei 

and basophils were demonstrated, indicating an incipient hepatitis. Likewise, after 

exposure to this same dose, a process of slight desquamative catarrhal gastritis is observed 

in the external part of the gastric mucosa. Moreover, the absence of genotoxicity was 
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verified with an analytical technique that confirmed that the target tissues had been 

exposed to the extract. 

GENERAL CONCLUSION. The results obtained this doctoral thesis indicate that the ST-99 

extract has interesting antioxidant properties and a slight genotoxic potential in vitro. In the 

in vivo assay, this extract did not produce genotoxic effects and although slight 

histopathological effects were observed, it was at the highest concentration tested (360 mg/ 

kg bw). Therefore, the ST-99 extract appears to be safe for consumers at the concentrations 

expected for its potential use in wine as a substitute for SO2. 
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