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1. INTRODUCCION

Recientemente, los estudios sobre los efectos beneficiosos que aporta al
organismo el consumo moderado de vino, a partir de la Paradoja Francesa, han
tomado gran relevancia. Los resultados muestran correlaciones positivas entre
grupos de poblacion con menor incidencia de enfermedades cardiovasculares y el
consumo moderado de vino, lo cual ha llevado a la Food and Drud Administration

(FDA) a incluir el vino en sus recomendaciones dietéticas diarias.

El vino es un alimento tipico de la dieta mediterranea, aunque su consumo
ha disminuido considerablemente en los tltimos afios con la introduccién de nue-
vos estilos de alimentacion provenientes principalmente del mundo anglosajon.
Por otro lado, el vino es continuamente desprestigiado en las campafias antialco-
hdlicas y existe en la actualidad un rechazo social. Esto hace que a la hora de re-

comendar su consumo saludable haya que andar con mucha cautela.

Los estudios epidemioldgicos aportan una valiosa informacién, no obs-
tante, no dejan de ser el punto de partida para otra serie de experimentos que ex-
pliquen de una forma mas directa como puede el vino actuar en el organismo para
provocar un efecto saludable. Gracias al analisis quimico se pudo comprobar que
la diferencia fundamental entre el vino y otras bebidas alcohdlicas es la presencia
de compuestos fendlicos presentes en el vino procedentes de la uva de origen.
Estos compuestos son eficaces antioxidantes, por lo que a ellos se les atribuye la
potencial accién cardiosaludable del vino, ya que las reacciones oxidativas estan
en la base de numerosas enfermedades degenerativas, como aterosclerosis, cancer,
Alzheimer...

Para estudiar los efectos fisiologicos de los compuestos fendlicos presentes
en el vino, se hacen necesarios ensayos tanto in vitro como in vivo en orden a ex-
plicar las propiedades que se les atribuyen. Actualmente, diversos grupos de in-
vestigacion desarrollan este tipo de ensayos, y hay evidencia de que estos com-
puestos manifiestan actividad como vasodilatadores, antiinflamatorios o incluso
anticancerigenos. El problema a la hora de interpretar estos resultados es que no
podemos perder de vista que el vino no es un medicamento, sino un alimento, y
que es mds importante el conjunto de sus componentes y el sinergismo que pueda

existir entre ellos que la posible accion bioldgica que puedan presentar por sepa-
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rado y que normalmente se manifiesta a dosis mas altas de las que se dan en plas-
ma tras el consumo de vino.

Por otro lado, todavia se conoce poco acerca de la biodisponibilidad de los
compuestos fendlicos del vino y si estos compuestos pueden ser absorbidos por el
organismo y ejercer su accion protectora alli donde sean necesarios. También es
preciso estudiar de que manera son metabolizados, y si sus metabolitos presentan

también los efectos fisiologicos beneficiosos atribuidos a los fenoles.

Para poder realizar este tipo de estudios farmacocinéticos, es necesario po-
ner a punto una metodologia lo suficientemente sensible que permita su determi-
nacién en fluidos biolégicos como plasma y orina. Es facil imaginar que los nive-
les de estos fenoles, ya de por si bajos en el vino de partida, puedan quedar por

debajo de los limites de deteccion de la mayoria de las técnicas analiticas.

De acuerdo con todo lo expuesto, el planteamiento del presente trabajo na-
ce de la inquietud de conocer mas profundamente los aspectos saludables del vino
que puedan justificar la recomendacion de su consumo con la base de un respaldo
cientifico. En primer lugar se hace imprescindible una revision bibliografica ex-
haustiva para tener un conocimiento global de los estudios que se estan realizan-
do.

También es importante conocer el contenido fendlico de diferentes tipos de
vinos, afinando cada vez mas en la determinacion de compuestos concretos. En
este sentido, se pueden destacar algunos de ellos que han suscitado un interés par-

ticular por su potencial anticancerigeno, como el resveratrol.

Por ultimo, la determinacion de compuestos fendlicos en fluidos bioldgi-
cos, con las dificultades que esto conlleva, resulta asimismo interesante: por un
lado debido a la sensibilidad inherente a las técnicas analiticas, y por otro a la

complejidad de las muestras.
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2. ANTECEDENTES BIBLIOGRAFICOS
2. 1. CONSUMO DE VINO Y SALUD

Tan antigua como el vino es la creencia de que su consumo aporta un be-
neficio al organismo, aunque sélo sea el placer degustativo y una euforia suave y
agradable. En las Sagradas Escrituras son frecuentes las alusiones al vino con
motivo de festejos y banquetes, y como sinénimo de toda delicia y alegria. Por
eso, el Cantar de los Cantares comienza con una exclamacion: “json mejores que
el vino tus amores!’; y el Eclesiastico afirma: “;Qué es la vida a quién le falta el

vino, que ha sido creado para el contento de los hombres?”.

Unida a esa conciencia hay otra que advierte que el vino es algo delicioso,
pero con lo que hay que tener cuidado, porque puede llevar a la vergiienza de la
embriaguez, como le ocurrié6 a Noé. Ambos conocimientos estan recogidos con
gran acierto en el Eclesidstico, donde se puede leer: “Regocijo del corazon y con-
tento del alma; es el vino bebido a tiempo y con medida. Amargura del alma, el

vino bebido con exceso”.

También en la antigiiedad clésica, Hipocrates cosideraba que: “El vino es
algo maravilloso, apropiado al hombre, si tanto en la enfermedad como en la
salud se toma en justa medida con la constitucion individual”. Los griegos, en su
filosofia dionisiaca, tomaban el vino con moderacion, rebajandolo con agua en sus
“simposium”, para lograr un equilibrio entre placer y orden y asi facilitar la “ba-

jada de las musas”.

Unida a esa intuicion popular, €l vino ha sido empleado con fines médico-
terapéuticos desde los albores de la Historia, entrando de esa manera a ocupar un
lugar en la Historia de las Ciencias Sanitarias. En la civilizacién Babilonica (2.000
a.C.) era usado como vehiculo para la administracion de farmacos, practica ésta
que heredaron y continuaron siglos después griegos y romanos. De esta manera,
el vino ha sido incluido a lo largo del tiempo en numerosos preparados farmacéu-

ticos tradicionales, como son los vinos medicinales.

Los facultativos de la escuela médica de Salerno (s. XII) fueron los prime-
ros en destilar el vino para obtener alcohol, siendo ésto uno de los hechos funda-

mentales y mas importantes de la Historia de la Farmacia.
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A través del tiempo, y hasta fechas no muy lejanas, el vino se ha usado
como vehiculo que facilita la administraciéon de ciertos principios activos. Como

ejemplo de ello, citaremos el empleo de vinos quinados para combatir la anorexia.

Si Pasteur se referia al vino como “la mds higiénica de las bebidas”, desde
hace unos afios el vino viene sufriendo una campafia de desprestigio debido al
problema social del alcoholismo. Sin embargo, aunque la publicidad antialcohdli-
ca suele presentar una copa de vino tinto como advertencia de peligro, las estadis-
ticas muestran que son las bebidas de elevada graduacion, elaboradas a partir de
destilados alcohdlicos, las que aparecen mas frecuentemente como agente causal

de este mal.
2. 1. 1. Estudios Epidemiolégicos

El vino es componente habitual de la dieta tipica mediterranea, caracteris-
tica de paises como Espafia, Portugal, Italia y Francia. La publicacion en los afios
setenta por Ancel y Margaret Keys, reconocidos expertos en Nutricion, del libro
titulado How to eat well and stay well. The mediterranean way, a raiz de una es-
tancia en la isla de Creta, asi como las observaciones resultantes de los estudios
epidemiologicos que sefialan una menor incidencia de trastornos cardiovasculares
en los paises de la cuenca mediterranea, son el origen de la llamada dieta medite-
rranea. Seguin estos autores, esta dieta se caracteriza por incluir considerables
cantidades de pescados, verduras y frutas, alimentos tipicos como ¢l ajo y la ce-
bolla, el pan como alimento basico, junto con el empleo sistematico del aceite de
oliva en la elaboracion de los platos culinarios y el consumo, moderado pero dia-
rio, de vino tinto (AYvarez-Sala Walter et al., 1996).

La dieta mediterranea se ha relacionado tradicionalmente con la ingesta de
grasa, su capacidad para modificar el patron lipoproteico y para prevenir las lla-
madas enfermedades cardiovasculares. Es lo que se conoce como “hipétesis lipi-
dica” (Kinsella et al., 1990). Es una alimentaciéon rica en acidos grasos insatura-

dos, con los beneficios que esto conlleva a nivel cardiovascular.

Los estudios sobre la dieta mediterranea se han centrado principalmente en
el consumo total de grasa y en la naturaleza de ésta. Hasta hace bien poco, no se
ha tenido en cuenta la existencia de diferentes compuestos no nutritivos presentes
en cantidades apreciables en los alimentos vegetales. Por ello, atin no se conocen
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a la perfeccion los mecanismos en virtud de los cuales ejercen funciones benefi-
ciosas para la salud (Farré- Rovira y Frasquet-Pons, 1991).

Los estudios epidemiologicos han puesto de manifiesto los efectos saluda-
bles y beneficiosos que supone la inclusion del vino como componente habitual de
la dieta, ya que en la cuenca mediterranea se da un indice de mortalidad debido a
enfermedades cardiovasculares singularmente bajo, muy inferior al de otras zonas
igualmente desarrolladas. Especialmente llamativo es el caso francés, conocido

como “la paradoja francesa”.

En 1989 la Organizacién Mundial de la Salud (OMS) publicé los resulta-
dos del proyecto MONICA, un estudio a escala mundial sobre la incidencia de
enfermedades cardiovasculares en los paises industrializados (Renaud y Lorgeril,
1992). En esta investigacion, los factores epidemiolégicos considerados fueron: la
mortalidad debida a enfermedades cardiovasculares, los niveles plasmaticos de
HDL, y los siguientes componentes de la dieta: pan, verduras, frutas, mantequilla,
queso, grasas vegetales y vino. Los resultados obtenidos pusieron de manifiesto
que, a igualdad de otros factores de riesgo, existia una correlacién entre un eleva-
do consumo de grasas saturadas y el riesgo de padecer enfermedades cardiovas-
culares. La excepcion a este comportamiento la presentaba Francia, donde el con-
sumo de grasas saturadas en la dieta era muy alto, por encima del 14-15% del total
de las Kcal/dia, y sin embargo el indice de este tipo de enfermedades era mucho
menor que en otros paises (como E.E.U.U. y el Reino Unido) con similar ingesta
de grasas y a igualdad de otros factores de riesgo como el consumo de tabaco,

hipertension arterial, indice de masa corporal...
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A este hecho tan sorprendente: bajo indice de mortalidad debido a enfer-
medades cardiovasculares a pesar del elevado consumo de grasa saturadas (que
presentan determinadas regiones francesas, como Toulouse) se conoce como "pa-
radoja francesa". La dieta que sigue la poblacion de Toulouse se corresponde con
el modelo tipico de dieta mediterranea, que incluye un elevado consumo de pan y
de aceites vegetales con gran variedad de frutas y verduras. Parte importante de
esta dieta es el vino, que los franceses incluyen en sus comidas, siendo la ingesta
media de 20-30 g. de alcohol por dia (Renaud y Lorgeril, 1992).

Tras un andlisis multivariante, Renaud y Lorgeril obtuvieron una relacién
en la que se observa que hay dos puntos, correspondientes a las poblaciones brita-
nica y francesa, que se alejan de la recta de mejor ajuste (Fig. 1). Sin embargo, si
se incluye el factor "consumo de vino", tanto la poblacion britanica como la fran-
cesa corrigen su desviacion, quedando incluidas en la recta de regresion (Fig. 2).
Por tanto, el consumo de vino puede ser la explicacion a estos resultados que en

principio parecian anémalos.

Ya se habia establecido con anterioridad una relacion inversa entre el con-
sumo moderado de vino y la incidencia de enfermedades cardiovasculares (Mar-
mot et al., 1981; Moore y Pearson, 1986). Posteriormente, una serie de estudios
epidemiolégicos (mas de veinticinco) en distintos paises obtuvieron resultados
similares, llegandose a la conclusion de que el consumo moderado y regular de
alcohol, esto es, uno o dos vasos diarios de vino, presenta un efecto cardioprotec-

tor; un vaso contiene entre 10-20 g. de alcohol etilico (Stockley, 1995).

Se ha podido comprobar una disminucién de la morbilidad debida a en-

fermedades cardiovasculares en los consumidores moderados de vino frente a

10
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grupos de personas abstemias y frente a otros grupos de personas que abusan del
consumo de alcohol (Klatsky et al., 1990). Ello contribuye a demostrar que los
efectos cardioprotectores del alcohol se manifiestan a una dosis moderada, siendo
de sobra conocidos los efectos negativos para la salud que conlleva el abuso del
alcohol, entre ellos la cardiomiopatia o enfermedad del musculo cardiaco. Otros
autores (Rimm et al., 1991; Lazarus et al., 1991; Colditz et al., 1985) establecen
que una dosis de alcohol de 30-50g/dia ejerce un efecto cardioprotector de un
95%, observandose, sin embargo, efectos perniciosos a otros niveles. La dosis
alcohdlica diaria beneficiosa coincidiria precisamente con la que tomaban los ha-
bitantes de Toulouse (20-30 g/dia).

En el mismo afio 1992, el Dr. Jacques Caen, profesor de Medicina y di-
rector del Instituto Cardiovascular del Hospital Lariboisiére de Paris, defendia en
una conferencia los beneficios derivados del consumo moderado de vino acompa-
flando a las comidas, ya que en su opinién puede llegar a reducir hasta en un 40%
el riesgo de padecer una alteracion cardiovascular (Stockley, 1995).

Para comprobar si era posible atribuir al alcohol un efecto cardioprotector
al ser ingerido a pequeiias dosis, se llevaron a cabo diferentes estudios encamina-
dos a establecer en qué medida actuaba el alcohol sobre el sistema cardiovascular
(Ticca, 1995).

Aunque al principio no se establecieron diferencias entre la ingesta de vi-
no y la de otras bebidas alcohdlicas, pronto se pudo comprobar que las poblacio-
nes que consumian regularmente cerveza, licores o destilados, no gozaban de los
aspectos saludables de aquellas otras que tomaban vino (Klatsky et Armstrong,
1993). Asi pues, se puso de manifiesto que, a pesar de todo, no se podia atribuir al
alcohol exclusivamente los efectos beneficiosos que se observaban tras el con-
sumo moderado de vino. Por ello, se empez6 a sospechar que los efectos cardio-
protectores manifestados en la poblacién francesa no eran debidos sélo al alcohol.
Esto condujo a estudiar aquellos integrantes de la composicion del vino que no
estuvieran presentes ni en la cerveza ni en las otras bebidas alcohdlicas a los que
se pudiera atribuir el distinto comportamiento observado, y esto se relaciond con
los compuestos fendlicos.

El profesor Renaud, autor del famoso articulo que dio origen a la Paradoja
francesa, afirmaba en un reciente Congreso (Madrid, Octubre 1999) que “no te-

11
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nemos ningun indicio significativo de que el consumo de cerveza proteja frente a

enfermedades cardiovasculares, no hay curvas en U” (Renaud et al., 1999).

Se siguen realizando estudios epidemiologicos y se encuentran otras en-
fermedades que también se pueden prevenir con un consumo moderado de vino,
como tlcera gastroduodenal, artritis, osteoporosis... (Goldberg et al., 1999). Es el
caso del freno de la degeneracion macular, causa de ceguera en personas mayores
de 65 afios. Se realiz6 un seguimiento de unos tres mil individuos, de entre 45 y
74 afios de edad que presentaban manchas sospechosas en su retina. Se esperaba
encontrar que los consumidores de alcohol tuvieran mas riesgo, y sin embargo se
pudo ver que los que los consumidores moderados de vino reducian el riesgo de
padecer la enfermedad en un 19% respecto a los abstemios (Obisesan et al.,
1998).

Por otro lado se ha publicado que dietas altas en folatos y vitamina B6
reducen el riesgo de padecer enfermedades cardiovasculares en la poblacion fe-
menina en un porcentaje de un 45% que aumenta hasta un 78% cuando la dieta se
acompafia de una o dos copas de vino al dia (Rimm et al., 1998).

En un estudio de cohortes se analizé la relacion entre el consumo de vino
tinto y los canceres del tracto digestivo superior ya que este tipo de afecciones
estan directamente relacionadas con el abuso del alcohol. Sin embargo, los resul-
tados fueron concluyentes en el sentido de que el consumo de vino protege a las
mucosas gastricas del cancer (Gronbaek et al., 1998).

2. 1. 2. Situacion en Espaiia

En Espafia se han llevado a cabo estudios epidemiologicos que relacionan
la incidencia de las enfermedades cardiovasculares y la evolucion de los habitos
alimentarios (Serra-Majem et al., 1995). Estos autores llamaron “paradoja espa-
fiola” al hecho de que aunque la ingesta de grasas saturadas ha aumentado signifi-
cativamente en estos ultimos afios, tanto la incidencia como la mortalidad por
enfermedades cardiovasculares han disminuido sensiblemente. En este sentido
hay que considerar una serie de avances, como serian el control de la hiperten-
sion, la mejora de las instalaciones sanitarias y la mayor sensibilizacion hacia
formas de vida mas saludables. Parece indudable que la dieta es, asimismo, otro
de los factores implicados directamente en este descenso.
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No todos los habitos alimentarios han evolucionado positivamente hacia la
prevencion de los trastornos cardiovasculares, ya que, por ejemplo, ha aumentado
el consumo de grasa saturada, debido principalmente a un aumento en la ingesta
de productos carnicos y lacteos. Sin embargo, si disminuyé el aporte caldrico
total, la ingesta de sal, y se incrementé de forma notable el consumo de frutas y
verduras, con el consiguiente aporte de vitaminas, minerales, fibra y sustancias
antioxidantes. En general, se observa un descenso en el consumo de alimentos
ricos en hidratos de carbono complejos tales como: pan, patatas, pastas y arroz;
junto con un descenso en la ingesta de vino y azlicar. Los aumentos se observan
en el consumo de cérnicos, en particular de volateria y cerdo, pescado, leche y
queso, frutas y vegetales (Tabla 1).

Estos datos no son uniformes en todo el territorio nacional, apreciandose
diferencias significativas entre el norte y el sur. En este sentido, se ha observado
por ejemplo que: el consumo de aceite de oliva junto con otros aceites vegetales
es mayor en el sur de la peninsula, siendo mayor el consumo de productos cérni-
cos en el norte.

La tabla siguiente muestra los principales cambios de la dieta espafiola en-
tre los afios 1960 y 1990 (Serra-Majem et al., 1995):

% Ingesta total de alimento en peso
Alimentos aiio 1960 aiio 1990
Pan, patatas, arroz 43.8 20.4
Vegetales y frutas 19.1 28.4
Lacteos 13.3 22.8
Carne, pescados, huevos 10.0 19.7
Vino 7.8 4.0
Aceite 3.7 3.2

Tabla 1. Consumo de alimentos en Espafia en 1960 y 1990 (Serra-Majem et al., 1995).

Aunque las conclusiones de los estudios epidemiologicos deben tomarse
con cautela, si resultan vélidos para orientarnos en la importancia que tienen sobre

la salud los habitos alimentarios, ya que relacionan distintos hechos, como por
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ejemplo que el aumento en el consumo de alimentos vegetales podria contrarrestar

el exceso en el consumo de grasa saturada.

De todas formas, aunque el consumo de grasa saturada ha aumentado en
Espatfia en los tltimos afios, no se llegan a alcanzar los niveles franceses y de otros
paises europeos que nos superan considerablemente (Fig. 1). Asi, Espafia queda
junto con otros paises de dieta mediterrdnea, situada en los niveles inferiores de
morbilidad y/o mortalidad por alteraciones cardiovasculares.

2.2. LA OXIDACION Y LAS SUSTANCIAS ANTIOXIDANTES

El oxigeno, componente vital para el ser vivo, una vez inhalado sufre un
proceso de reduccion gradual hasta que es metabolizado a agua, siendo el aceptor
final de electrones de la cadena respiratoria aerobia, sistema bioenergético del
organismo. Durante los procesos de transformacién metabdlica en los que inter-
viene, se puede producir la formacion de pequefias cantidades de especies par-
cialmente reducidas que son intermediarios de reaccion, tales como radicales su-
perdxido, radicales hidroxilo y peréxido de hidrogeno. Estos compuestos, conoci-
dos como radicales libres, son altamente reactivos y pueden reaccionar con los
lipidos de las membranas y otras estructuras celulares, ocasioniandoles alteracio-
nes oxidativas por la acumulacion de peréxidos lipidicos. Tales productos peroxi-
dados junto con otras posibles especies secundarias de oxidacion de grasas (como
malondialdehido y 4-hidroxinonenal), son altamente reactivos, pudiendo interac-
cionar con diversos sustratos biol6gicos, como proteinas, aminas y acidos nuclei-
cos (Kehrer, 1993). Todas estas reacciones de oxidacion son origen de procesos
degenerativos en el organismo, tales como la arteriosclerosis, el desarrollo de
tumores, o el simple envejecimiento (Marnett et al., 1985). Asi, parece estar sufi-
cientemente comprobado que las LDL oxidadas interaccionan con el endotelio
vascular, hecho que va a desencadenar una serie de dafios que son el origen de la
placa de ateroma.

En otras palabras, la respiracion celular, fenémeno imprescindible para el
desarrollo de la vida, lleva unida la eventual produccion de un dafio por las posi-
bles oxidaciones colaterales. Por lo tanto, la longevidad del ser vivo depende de
su capacidad para metabolizar el oxigeno y de la eficacia de su sistema antioxi-
dante.
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La mayoria de los seres vivos disponen de sistemas de defensa eficaces
que les protegen frente a este “estrés oxidativo”, de forma que en estado saluda-
ble, se mantiene un equilibrio redox (Cutler, 1984). El organismo humano dispone
de un sistema de defensa propio, frente a la oxidacion, constituido por diversos
sistemas enzimaticos, entre los que destaca por su importancia la glutationdeshi-
drogenasa hepatica, entre otros.

Sin embargo, con la edad va disminuyendo progresivamente la eficacia de
este sistema defensivo, por lo que es de suma importancia un aporte exégeno de
sustancias antioxidantes al organismo, que éste recibe gracias a los nutrientes de

la dieta.

La dieta tiene una funcion fundamental en el mantenimiento de la salud y
en la prevencion de enfermedades; ello es debido a que los alimentos proporcio-
nan al organismo nutrientes protectores, entre los que destacan las sustancias an-
tioxidantes procedentes del reino vegetal Una alimentacion rica en sustancias
antioxidantes juega un papel protector decisivo frente a los procesos degenerati-
vos y el envejecimiento (Doll y Peto, 1981; Ames, 1983), ya que aporta una am-
plia variedad de compuestos capaces de moderar la peroxidacién lipidica y por
tanto de frenar el progreso de enfermedades cronicas (Kinsella et al., 1993).

Si desde hace tiempo son de sobra estudiados, debido a su accioén antioxi-
dante, los carotenoides, tocoferoles y vitamina C, hoy dia hay que afiadir otros
compuestos de creciente interés como son: flavonoides, procianidinas, cumarinas,
fitoalexinas... que se encuentran en alimentos de origen vegetal, y frecuentemente
la bibliografia se refiere a ellos con el nombre de “fitoquimicos” (Kanner et al.,
1994; Kinsella et al., 1993; Fitzpatrick et al., 1993). De este modo, estudios epi-
demiolégicos avalan los beneficios saludables de dietas ricas en frutas y verduras
(Hertog et al., 1993; 1995; Jacob, 1999; Gaziano, 2000).

Los compuestos fendlicos estan ampliamente repartidos en los alimentos
de origen vegetal, siendo las principales fuentes las frutas y las bebidas (zumos,
vino, té, café) y en menor cantidad las verduras, legumbres y cereales (Scalbert y
Williamson, 2000), sin olvidar otra fuente fundamental en la dieta mediterranea
como es el aceite de oliva (Edgecombe et al., 2000; Casas et al., 2001). Se ha
estimado que el consumo medio de los mismos, aunque es dificil hacer un prome-
dio, es de alrededor de 1g/dia, del cual los fenoles simples suponen un tercio y los
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flavonoides los dos tercios restantes, siendo los mas abundantes catequina y

proantocianidinas (Scalbert y Williamson, 2000).

El vino es fuente de sustancias antioxidantes naturales, y en este sentido
esta demostrado que los polifenoles presentes en €l tienen un elevado poder antio-
xidante (Kinsella et al., 1993). Actiian capturando los radicales libres, siendo ellos
los verdaderos responsables de la accion cardioprotectora del vino, en medida
mucho mayor que el alcohol (Frankel et al., 1998). La mayoria de los compuestos
fenolicos presentes en el vino han demostrado poseer propiedades fisiologicas
beneficiosas, actuando como compuestos cardioprotectores, anticancerigenos y
antiinflamatorios, efectos que se basan en la estructura quimica que poseen estos
compuestos que es ideal para capturar radicales libres, por lo que se supone que

previene al organismo del dafio oxidativo (Rice-Evans et al., 1997).

2. 3. LOS COMPUESTOS FENOLICOS PRESENTES EN LA UVA
Y EN EL VINO. CLASIFICACION GENERAL.

Los compuestos fen6licos son sustancias organicas naturales que sintetizan
los vegetales, la mayoria de los cuales se consideran metabolitos secundarios, no
esenciales para la vida de la planta. Normalmente presentan mas de una funcion
fenol, por lo que en general reciben el nombre de polifenoles. Con frecuencia apa-
recen en su forma glucosidada disueltos en el jugo celular, y también en forma de
polimeros formando parte de estructuras celulares. Bajo el nombre de polifenoles
queda englobado un grupo muy amplio de sustancias con gran diversidad de es-
tructuras quimicas (Fig. 4) y que desempefian funciones muy variadas. Son en
gran medida responsables de las propiedades de color, astringencia y flavor de los
alimentos de origen vegetal.

Uvas y vinos presentan una amplia gama de compuestos fendlicos de muy
diversas estructuras quimicas, cuya cantidad total y la proporcion en que aparecen
depende de una serie de factores, como la variedad de uva, el area de produccion,
la afiada, la climatologia, las técnicas agricolas y los métodos de vinificacion
(Singleton y Essau, 1969). Los distintos compuestos fendlicos que aparecen en
uvas y vinos pueden ser clasificados atendiendo a dos grandes grupos: compues-
tos fendlicos no flavonoideos y compuestos fendlicos flavonoideos.
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a) Compuestos fendlicos no flavonoideos

Acidos hidroxibenzoicos C¢-C;
Acidos cinamicos C¢ -C3
Estilbenos: Resveratrol C¢. C; . Cg

En el vino los compuestos fendlicos no flavonoideos son aquellos que de-
rivan de los 4cidos hidroxibenzoico e hidroxicinamico (Fig. 3), y que en la mayo-
ria de los casos se encuentran conjugados con alcoholes, aziicares o 4cidos orgéni-

COS.

El 4cido benzoico y sus derivados se encuentran en vinos tintos en canti-
dades comprendidas entre 50 y 100 mg/L, mientras que en los vinos blancos estan
entre 1 y 5 mg/L. Se localizan en la pulpa de la uva, y su nivel es similar tanto en
uvas blancas como tintas (Singleton y Essau, 1969).

Los hidroxicinamatos se encuentran en el fluido vacuolar, pasan al mosto
por el simple estrujado del fruto y son los fenoles mayoritarios en el zumo de uva
de casi todas las variedades (Somers et al., 1987). Quimicamente son derivados de
la estructura del A4cido trans-3-fenilpropanoico, y se pueden subdividir en dos
categorias; los derivados del 4cido clorogénico y otros derivados conjugados

Los derivados del 4cido clorogénico mas abundantes en la naturaleza son
los 4acidos cafeico, p-cumarico y ferulico, moléculas hidrosolubles y polares.
Aunque en la naturaleza los cinamatos suelen presentarse en formas conjugadas,
en el vino el proceso de maceracion puede provocar la escision de las macromolé-
culas. Asi es frecuente encontrar en los vinos 4acidos cafeico y p-cumdrico prove-
nientes de la escision del éster cafeoiltartarico, hidroxicinamato mayoritario en
vinos (Clifford, 2000).

La familia de los estilbenos incluye a todos aquellos polifenoles que pre-
sentan la estructura quimica 1,2-difeniletileno, siendo el resveratrol (3,5,4°-
trihidroxiestilbeno) el compuesto principal. El resveratrol existe en dos formas
isomeras, cis- y trans- (Fig. 3) que pueden aparecer glucosidadas y asi se han de-
tectado en uvas y vinos (Waterhouse y Lamuela-Raventds, 1994).

El término “resveratrol” se aplica por lo general a la forma trans, mas esta-
ble que la cis, y que ha sido mas estudiada. Sin embargo, es importante cuantifi-
car ambos isomeros por separado porque la forma trans se isomeriza a la forma

17



Tesis Doctoral

cis bajo la accién de la radiacion ultravioleta (Roggero y Garcia-Parrilla, 1995).
Ambos isémeros son precursores de distintos compuestos: oligdémeros (dimeros,
trimeros...) y polimeros que se forman por reacciones de condensacion y deshi-
drogenacion. Reciben el nombre genérico de “viniferinas”. La mayoria de estos
compuestos se han aislado de cinco familias de plantas: Dipterocarpaceae, Vita-
ceae, Cyperaceae, Gnetaceae y Leguminosa (Sotheeswaran y Pasupathy, 1993).
Es un caracter taxondmico de Vitis vinifera el hecho de que solo se presenten mo-
noglucosidos. Aunque los estilbenos abundan en el reino vegetal, las unicas fuen-
tes comestibles hasta ahora conocidas son uvas y derivados, como vinos, y los
cacahuetes (Sobolev et al., 1995; Sobolev y Cole, 1999; Cassidy et al., 2000).

b) Compuestos fendlicos flavonoideos Cs.Cs - Cg

Los flavonoides se encuentran ampliamente distribuidos en el reino vege-
tal, siendo los antioxidantes naturales de las plantas, ya que son capaces de captu-
rar los radicales libres y de formar quelatos con los metales (Bors y Saran, 1987).

La estructura quimica base (Fig. 4), esta constituida por dos anillos aro-
maéticos unidos entre si a través de un anillo de pirano, cuyo estado de oxidacion
va a servir para diferenciar las diferentes familias de compuestos. Es decir, los
hidrogenos, grupos hidroxilos y ceténicos que pueden presentar los carbonos 2, 3
y 4 del anillo de pirano sirven para distinguir los diferentes grupos: antocianos,
flavanoles, flavonoles, entre otros.

Los flavonoides pueden estar en forma libre, polimerizada con otros flavo-
noides o también unidos a azilcares, que son los llamados glicosil-derivados, a
excepcion de los flavanoles, que raramente se presentan en forma glucosilada
(Hollman y Arts, 2000).

Todos estos compuestos se encuentran repartidos en la piel, semilla y teji-
do vascular de la uva. Los antocianos en particular, se encuentran confinados en
las células del hollejo, exceptuando las escasas variedades de uvas tintoreras en
las que también se hallan en la pulpa y son los responsables del color rojo de los
vinos tintos. Durante el encubado se diluyen en el mosto los componentes de las
partes solidas de la uva, especialmente de los hollejos, y entre ellos los antocianos,
siendo en esta fase de la vinificacion cuando tiene lugar la extraccion del color, ya
que el medio alcohélico favorece el proceso de extraccion.
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Los compuestos flavanoles o flavan-3-ol, monémeros mayoritarios en la
uva, estan representados principalmente por la catequina, seguida por la epicate-
quina y la epigalocatequina asi como por sus ésteres con el dcido galico. Dichas
sustancias tienen un elevado impacto sobre los caracteres organolépticos debido a
que forman moléculas globulares que van a interaccionar con las proteinas. Son
los precursores de los llamados taninos condensados. Los monémeros y polimeros
hasta el grado de polimerizacion de tetramero son mas amargos que astringentes.
Por el contrario los polimeros de mayor grado de polimerizacién son mas astrin-
gentes que amargos (Lea y Arnold, 1978; Arnold et al., 1980).

Las proantocianidinas, antiguamente Illamadas taninos, son un grupo cons-
tituido por las combinaciones oligoméricas y poliméricas de los monémeros de
los flavanoles (Hollman y Arts, 2000). Las procianidinas se encuentran en las
semillas de la uva y también pasan al vino durante la fermentacion. Las prociani-
dinas B; (epicatequina-4-beta-8-catequina) y B, (epicatequina-4-beta-
epicatequina) son los diesteroisomeros dimeros principales. En el proceso de en-
vejecimiento de los vinos, los cambios de color que se observan estan directa-
mente relacionados con la formacion de estos compuestos (Santos-Buelga y Scal-
bert, 2000).

Entre los flavonoles son de destacar por ser los mas abundantes: querceti-
na, kaempferol, isorhamnetina y miricetina. En uvas, mostos y vinos, los flavo-

noles mayoritarios son quercetina y kaempferol (Hollman y Arts, 2000).
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ACIDOS HIDROXIBENZOICOS

R;=R,=H Ac. P-Hidroxibenzoico
R P
! R,=OH,R,=H Ac. Protocatéquico
HO COOH R1 = OCH3, R,=H éC. Vainillico
R, =R,=0OH Ac Galico
R, R, =R, =OCH; Ac Siringico

OH R=H Ac Salicilico

COOoH R=0OH Ac Gentisico

ACIDOS HIDROXICINAMICOS

R, x_COOH
OH
Ry
ESTILBENOS
HO
DH
HO

trans-resveratrol

R;-R;-H Acido p-cumarico
R,-OH,R, _.H  Acido cafeico
R,_OCH; R, _H Acido fertlico
R,-R,_OCH; Acido sinapico

HO

OH OH

cis-resveratrol

Fig. 3. Compuestos fendlicos no flavonoideos
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ANTOCIANIDINAS

R;=OH,R,=H Cianidina
R, =OH, R, =0OH Delfinidina
R, =0OCH;, R, =H Peonidina
R,=OCH;, R,=0OH  Petunidina
R; = OCH;, R, = OCH; Malvidina

FLAVANOLES
PH
PNyoH R=H  (+)-Catequinas
o : j i; %e R=0H (+)-Galocatequinas
¢ OH
OH
OoH
C[“ R=H (-) -Epicatequinas
Ho o~ " R=0H  (-)-Epigalocatequinas

“@Cj o () -Epicatequina-3-galato
) -o\cQou
© OH

Ri=H,R,=H Kaempferol
R,=0H,R,=H Quercetina
R,=0H,R,=0H Miricetina

R, =0CH;,R,=H iso-Ramnetina

Fig. 4. Compuestos fendlicos flavonoideos
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2. 4. EFECTOS BENEFICIOSOS DEL CONSUMO DE VINO SO-
BRE EL ORGANISMO

Seguidamente, se analiza como el alcobol por un lado, y los diferentes
compuestos fen6licos por otro, participan en el efecto beneficioso del vino ya co-
mentado.

2. 4. 1. Efecto del Alcohol

Al hablar de los efectos beneficiosos que tiene la ingesta de alcohol no po-
demos olvidar que éstos sélo se manifiestan a dosis bajas. El abuso del alcohol
lleva asociado graves reacciones adversas, como son un aumento en la tasa de
hipertension y de accidentes cerebrovasculares; por no hablar del alcoholismo
cronico, que puede acarrear graves consecuencias fisiologicas como malnutricion,
pancreatitis, cirrosis hepatica... y que ademas se relaciona con la incidencia de
algunos tipos de canceres (Tomera, 1999).

Sin embargo, a dosis bajas, si que han podido constatarse una serie de
efectos beneficiosos, en concordancia con los datos obtenidos por los estudios
epidemiologicos. Asi, podemos sefialar una serie de efectos cardioprotectores
derivados del consumo moderado y habitual de alcohol, el cual actia en los si-
guientes niveles:

Metabolismo proteico

Se ha postulado que el etanol podria contribuir indirectamente a la capaci-
dad antioxidante del vino incrementado la biodisponibilidad de sus fenoles, ya que
reduce las interacciones quimicas entre las proteinas y los taninos del vino tinto
(Serafini et al., 1997).

Metabolismo lipidico

El alcohol puede deber su papel cardioprotector, a dosis moderadas, al he-
cho de que estimula la sintesis hepatica de las apolipoproteinas I y II que forman
parte de las HDL (Rimm et al., 1999). Se ha podido comprobar que el etanol esti-
mula la secrecién de la apo A-I en cultivos de hepatocitos (Amarasuriya et al.,
1992). De esta manera, el alcohol aumenta los niveles plasmaticos de HDL, cuyo
efecto beneficioso radica en que estas lipoproteinas son las que retiran el exceso
de colesterol circulante (Stampfer et al., 1991; Thorton et al., 1983).
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Sin embargo, este hecho no resulta satisfactorio para explicar la paradoja
francesa, pues en andlisis serolégicos se constaté que la tasa de HDL no era ma-
yor en la poblacién francesa con respecto a otras poblaciones con alto indice de
enfermedades cardiovasculares (Renaud y Lorgeril, 1992).

Hay estudios que han demostrado que el consumo moderado de alcohol
reduce la actividad de la proteina transferidora de ésteres de colesterol, cuya fun-
cién es intercambiar el colesterol de las HDL por los triglicéridos de las VLDL
(Tall, 1993). El consumo moderado de alcohol estd relacionado con un balance
positivo de las HDL (Hoffmeister et al., 1999).

Ademas, el alcohol evita la oxidacion de las LDL por los macréfagos me-
diante la inhibicién de los hidroperéxidos que activan a la lipoxigenasa, enzima
responsable de la peroxidacion lipidica de las grasas poliinsaturadas que constitu-
yen las LDL (Stockley, 1995).

Hemostasia

El alcohol a dosis moderadas, tiene una accion hemostatica beneficiosa
porque actiia a tres niveles:

- Disminuye la agregabilidad plaquetaria. De esta manera contribuye a
evitar accidentes cardiovasculares tromboéticos (Renaud et al., 1992). Renaud y
Lorgeril (1992), pusieron de manifiesto que la agregabilidad plaquetaria era bas-
tante menor en una poblacién francesa que en otra escocesa que no consumia
habitualmente vino en sus comidas. El alcohol ha demostrado su efecto antiagre-
gante plaquetario en varios ensayos in vitro (Rand et al., 1989; Stubbs y Rubin,
1992), y es directamente responsable de esta accion en mayor medida que los
compuestos fendlicos del vino (Pace-Asciak et al., 1996).

- Disminuye la concentracion de fibrindgeno, esto evita la formacion de un
coagulo circulante de fibrina que puede ser el origen de un accidente tromboético
(Meade et al., 1987; Kiechl et al., 1996).

- Favorece la fibrinolisis, ya que ocasiona a corto plazo un aumento en los
niveles del factor precursor del plasminégeno, el cual actiia activando a la plasmi-
na, que es la responsable de la descomposicion de la fibrina (Meade et al., 1979;
Stockley, 1995).
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Vasodilatacién

El alcohol a dosis bajas actiia como vasodilatador periférico, y asi favore-
ce disminucion de la presion arterial media, factor de riesgo importante en las
patologias cardiovasculares.

Ademads es un vasodilatador coronario, con lo cual favorece el flujo san-
guineo a este nivel y también reduce las posibilidades de espasmo de la arteria
coronaria producido por el estrés.

Nivel hormonal

Insulina

El alcohol disminuye la concentracion de insulina en sangre. Efecto éste
positivo en un individuo sano, pues la insulina hace posible la formacion de trighi-
céridos a partir de la glucosa, y un exceso de triglicéridos en plasma ocasiona un
balance lipidico negativo, esto es, un aumento de las LDL, y una disminuciéon de
las HDL (Savolainen et al., 1995).

Se ha observado que los diabéticos dependientes de insulina presentan una
mayor concentracion en las LDL modificadas por peroxidacion (Stockley, 1995).

Estréogenos

El alcohol favorece la produccion de estrogenos. Se ha observado en muje-
res pre-menopausicas que los estrogenos contribuyen a reducir los niveles de co-
lesterol en el plasma, lo que se ha relacionado con el hecho de que estas mujeres
presenten una menor incidencia en trastornos cardiovasculares que los hombres
(Sack et al., 1994).

Secrecion gastrica

El alcohol en pequefias dosis estimula las secreciones gastricas, en especial
las secreciones acidas, favoreciendo los procesos digestivos, por lo cual resulta
muy adecuada la ingesta moderada de vino acompaiiando las comidas (Flores et
al, 1992).
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2. 4. 2. Propiedades de los Compuestos Fenoélicos del Vino

Para poner de manifiesto los efectos beneficiosos que ejercen sobre el or-
ganismo los compuestos fendlicos, se realizan dos tipos de experiencias: unas
llevadas a cabo con vino o extractos fendlicos y otras realizadas con compuestos
fendlicos aisladamente. El primer paso es demostrar un efecto fisiolégico en ensa-

YOS in vitro.

A continuacién, se consideran globalmente los efectos fisiologicos obser-
vados, si bien se precisan estudios acerca de los efectos concretos de algunos fe-
noles en particular, porque no se trata de abordar el estudio de un medicamento
sino de un alimento como es el vino, donde importa més el efecto conjunto o si-
nérgico de estos compuestos a dosis nutritivas que el que determinados compues-
tos presentes en él puedan presentar a dosis farmacologicas (de la Torre-Boronat,
1998).

a) Accién antioxidante

La capacidad antioxidante de los polifenoles se ha puesto de manifiesto en
numerosos ensayos, tanto in vitro como in vivo. Su accion antioxidante se ha es-
tudiado especialmente en la inhibicion de la oxidacion de las LDL y en la inhibi-
cion de la peroxidacion lipidica.

La mayoria de las investigaciones realizadas hasta la fecha acerca de la
implicacion en la salud de los antioxidantes presentes en la uva, se han centrado
en los flavonoides, que al ser antioxidantes mas apolares que los fenoles simples,
pueden atravesar mejor las membranas biologicas.

Inhibicion de la oxidacion de las LDL

El vino tinto muestra una capacidad para inhibir la oxidabilidad de las
LDL in vitro inducida por Cu"™ superior a la del mosto, lo cual lleva a pensar que
tanto el etanol como los compuestos fendlicos estan implicados en este efecto
(van Golde et al., 1999).

Se han llevado a cabo numerosos ensayos in vitro para estudiar la partici-
pacién de los compuestos fen6licos presentes en el vino en la inhibicién de la oxi-
dacion de las LDL. Sin embargo, se encuentran diferencias en los resultados fina-
les de varios de ellos acerca del poder antioxidante de diversos compuestos.
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Se ha podido comprobar experimentalmente que el consumo de vino tinto
incrementa la capacidad antioxidante medible del suero, y por consiguiente au-
menta la resistencia de las LDL a la oxidacion in vitro (Maxwell et al., 1994).

Con el objeto de evaluar la capacidad antioxidante de los compuestos fe-
nblicos se disefiaron ensayos in vitro con sistemas de oxidacion de LDL utilizan-
do iones cupricos. La actividad antioxidante se evalia por comparacion con el

antioxidante de referencia que es el a-tocoferol.

Frankel y colaboradores (1993), llevaron a cabo una serie de ensayos in
vitro, y pudieron comprobar cémo los extractos fenélicos del vino tinto inhibian
la oxidacién de las LDL, cumpliéndose esto para extractos diluidos hasta cien
veces con agua. El mismo grupo de investigadores, en un experimento posterior,
determiné la capacidad de inhibir la oxidacion de las LDL en presencia de iones
cuproso, utilizando extractos fenélicos de veinte vinos diferentes. La metodologia
consistié en aislar las LDL de un individuo normolipidémico y medir mediante
cromatografia de gases el hexanal formado por la oxidacion de los 4cidos grasos
polinsaturados (n-6) que componen las LDL. Los resultados se expresan como
porcentaje de inhibicion con respecto al control. La conclusion a la que llegaron
estos autores fue que era posible establecer una correlacién entre el contenido
fendlico de un vino y su poder antioxidante, presentando por ello los vinos tintos
una capacidad antioxidante mayor que los blancos (Frankel et al, 1995). Este
poder antioxidante también estd correlacionado con el nivel total de antocianinas y
flavonoles del vino (Meyer et al., 1997), aunque todos estos estudios llegan a la
conclusion de que la actividad antioxidante es ejercida conjuntamente por los
distintos compuestos fendlicos no por uno en particular (Frankel et al., 1993;
1995).

Estudios posteriores han tratado de establecer comparaciones entre la ca-
pacidad antioxidante de compuestos fendlicos aislados. Asi, la inhibicion de las
LDL es mas efectiva con epicatequina, quercetina y trans-resveratrol, por este
orden, comparada con un extracto complejo de fenoles y el a-tocoferol (Stachini
et al., 1995). No obstante, en otros estudios de oxidaciéon de las LDL llevados a
cabo con una metodologia muy similar en cuanto a su aislamiento y a la oxidacion
de las LDL, el resveratrol superaba en poder antioxidante a la catequina, epicate-
quina y epigalocatequina (Vinson et al., 1995b) .

Los hidroxicinamatos son eficaces en la inhibicidn de la oxidacion de las

LDL. Son capaces de capturar los radicales libres que se generan en las fase lipi-
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dica, siendo el acido cafeico relativamente mas eficaz que los acidos ferulico y p-

cumarico (Castellucio et al., 1996).

También se comparé la actividad antioxidante de un extracto fendlico de
vino tinto y del alfa-tocoferol para ver en qué medida eran capaces de inhibir la
oxidacion de las LDL catalizada por los iones cuprosos. El resultado fue que el
extracto fendlico presentaba una actividad antioxidante mas potente que el alfa-
tocoferol y observan que los mds potentes en este sentido son: catequina, epicate-
quina y miricetina. (Kanner et al., 1994). La inhibicién de la oxidacioén de las
LDL por (+)-catequina también ha sido puesta de manifiesto por otros autores
(Mangiapane et al., 1992).

En otro estudio (Teissedre et al., 1996), se separaron las distintas familias
de compuestos fendlicos en diferentes fracciones, comparandose el efecto antioxi-
dante que tenia cada grupo sobre las LDL. Se llegé a la conclusion de que las di-
ferentes fracciones presentaban distinto grado de efectividad frente a la oxida-
cion. Los que presentaban mayor capacidad antioxidante pertenecen a la familia
de las procianidinas, y son: los dimeros de procianidina B, y Bs, el trimero C,, y
los monomeros catequina, epicatequina y el flavonol miricetina.

También se ha comprobado la capacidad de diversos fenoles para inhibir
la oxidacién de LDL + VLDL (Vinson et al., 1995a; 1995b). El estudio in vitro
produce curvas sigmoidales de respuesta cuyo segmento inicial representa una
fase de latencia, correspondiente al consumo de los antioxidantes, sigue una fase
de propagacién y finalmente una parada de la oxidacién. Se determina el tiempo
de latencia, TL, es decir, el tiempo que tarda en manifestarse la oxidacion, me-
diante la interseccion entre las tangentes de los dos segmentos de curva iniciales.
Cuanto mayor sea éste, mayor seré la capacidad antioxidante del compuesto estu-
diado.

Para medir la capacidad antioxidante, se han determinado dos parame-
tros: ICso (uM) y CLTso (uM). El primero de ellos, ICso (uM), representa la con-
centracion de antioxidante que consigue el 50% de inhibicién; y el segundo,
CLTso (uM), es la concentracion que aumenta el tiempo de latencia en un 50%
con respecto al control. Parece que CLTso (M) es un indice més adecuado que el
ICso (uM) para medir la capacidad antioxidante, ya que para evitar la oxidacion,
los compuestos deben, en primera instancia, unirse a las LDL; y la facilidad de
unién a las LDL queda recogida por este parametro. De hecho no se obtienen
buenas correlaciones entre ambos, lo que nos indica que un compuesto puede ser
buen inhibidor y, sin embargo, no unirse bien a las lipoproteinas. Todos los feno-
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les ensayados, aumentaron el tiempo de latencia cuando se aumentaba su con-
centracion (Vinson et al., 1995b). En este estudio in vitro, el galato de epicatequi-
na, flavonol presente en el té, presentaba la mayor actividad antioxidante de los
fenoles testados. Y todos los fenoles estudiados, excepto la hesperidina y la ge-
nisteina, mostraban una capacidad antioxidante mucho mayor que el tocoferol,
expresada como 1Csp (UM) .

Al medir el CLTso (uM), se encontraron resultados diferentes, debido pro-
bablemente a que la lipofilia de ciertos compuestos puede favorecer su actividad
antioxidante, por lo que este parametro podria ser més indicativo de lo que va a

ocurrir dentro del organismo vivo.

Compuesto ICso (LM) CLTsp (uM)
Galato de epigalocatequina (flavonol) 0.075 41.7
Epicatequina (flavonol) 0.187 71.8
Cloruro de cianidina (antocianina) 0.212 120
Quercetina (flavonol) 0.224 59.3
Acido clorogénico (acido fenélico) 0.296 108
Resveratrol (estilbeno) 0.332 59.1
Rutina (glucdsido de flavanol) 0.512 108
Tocoferol (vitamina E) 2.40 54.4
Hesperidina (flavanona) 3.66 >200
Genisteina (isoflavona) 14.3 >200

Tabla 2. Medida de la Capacidad Antioxidante de Varios Compuestos Fenolicos
(Vinson et al., 1995b)

Al comparar diferentes fracciones fendlicas en dos sistemas frente a la
oxidacién de las LDL se ha podido comprobar cémo el resveratrol es mas eficaz
que los flavonoides en sistemas de oxidacién inducida por cobre, pero menos
efectivo que ellos como agente quelante frente a radicales libres. Ademas, extrac-
tos de vino dealcoholizados demostraron proteger a las LDL de la oxidacién por

los dos mecanismos (Frémont et al., 1999).
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Inhibicidn de la peroxidacion lipidica

Aunque el mecanismo de accién ain no se conoce, se sabe que la accion
antilipoperoxidante de los polifenoles depende de la posicion de los grupos hi-
droxilos sobre los anillos de benceno y de la posibilidad de deslocalizar los elec-
trones de los dobles enlaces conjugados, posibilidad existente en la molécula de

resveratrol que asi seria capaz de capturar los radicales peréxidos.

Se ha comprobado que los fenoles del vino en concentraciones de hasta
200 mg/L, inhiben la peroxidacion lipidica catalizada por mioglobina, citocromo ¢

e iones ascorbato (Kanner et al., 1994)

En otro ensayo, Sato y colaboradores (1996) estudian la capacidad de los
compuestos fenblicos para capturar los radicales libres superdxido empleando
treinta muestras de vinos entre tintos y blancos. Para ello midieron su capacidad
reductora, comparandola con la de la enzima superéxido dismutasa. También es-
tablecen una correlacion directa, mediante un anlisis de regresion simple, entre el
color del vino, su contenido fendlico y la capacidad de los constituyentes del vino
de capturar los radicales superéxido. Los resultados que obtienen muestran que el
vino tinto tiene una capacidad de capturar los radicales superdxidos entre 5 y 10
veces mayor que el vino blanco. Concluyen que un consumo moderado de vino
tinto, entre 150-300 ml/dia, podria suponer un suplemento de antioxidantes natu-
rales equivalente a 50-100 mg de superoxido dismutasa pura. La consecuencia de
esto podria ser una proteccion adicional de las células frente a los procesos oxida-
tivos, pero son necesarios estudios farmacocinéticos y farmacodindmicos para
saber en qué medida se produce dicha proteccion (Sato et al., 1996).

Los flavonoides pueden reaccionar con radicales de oxigeno activos, co-
mo son los radicales hidroxilo (Hussain et al., 1987), iones superéxido (Afanaslev
et al, 1989) y radicales peroxido (Torel et al., 1986). De esta manera pueden
frenar la peroxidacion lipidica en sus primeras fases, siendo por esto protectores
del organismo frente a las oxidaciones de los lipidos y de las LDL promovida por
los macrofagos y el cobre (Mangiapane et al., 1992; Rankin et al., 1993).

Los flavonoides son capaces de inhibir la peroxidacion lipidica in vitro ya
que atrapan los radicales hidroxilo y superéxido. Ademds, algunos flavonoides
como quercetina y su ghucosido rutina, pueden actuar como agentes quelantes in

vitro, impidiendo la formacién de especies reactivas de oxigeno mediante reaccio-
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nes de Fenton (Afanas’ev et al., 1989; Cook y Samman, 1996). En este sentido, se
ha descrito que la epicatequina es mas eficaz en la captura de los iones superdxido
que la catequina, y este poder aumenta con el grado de polimerizacion, siendo

ademds las procianidinas de la serie A mas efectivas que las de la B (de Gaulejac
etal, 1999).

El efecto antioxidante del trans-resveratrol ha sido comparado in vitro con
otros antioxidantes bien conocidos (quercetina, butilhidroxitolueno (BHT) y alfa-
tocoferol) en sistemas de peroxidacion lipidica inducida por iones ferroso. El
trans-resveratrol era el antioxidante mas efectivo; el posible mecanismo de accion
propuesto se basa en la formacion de un complejo resveratrol-iones ferroso, inhi-
biéndose asi la peroxidacion catalizada por dichos iones (Blond et al., 1995). Es-
tudios mas recientes confirman la inhibicion de la peroxidacién inducida por el
resveratrol, pero establecen que su mecanismo de accion es similar al del tocofe-
rol, esto es, interaccionando con el medio lipofilico donde captura iniciadores or-
génicos (Tadolini et al., 2000).

Asimismo, otros compuestos relacionados con el resveratrol, como pueden
ser sus glucosidos, han demostrado poseer cierta capacidad antioxidante, inhi-
biendo la peroxidacion lipidica y la oxidacion de las lipoproteinas de baja densi-
dad (LDL) (Teguo et al., 1998).

Finalmente, en un estudio con voluntarios se ha corroborado que el con-
sumo de vino tinto reduce los pardmetros oxidativos del suero, evitando la oxida-
cién de las LDL y la peroxidacion lipidica (Estruch, 2000).

b) Accién cardioprotectora

Los compuestos fendlicos pueden actuar como agentes cardioprotectores,
ya que han demostrado in vitro poseer un efecto vasorelajante, antiagregante pla-
quetario e hipolipemiante. El mecanismo de acciéon se supone que puede estar
relacionado por la capacidad antioxidante de dichos compuestos (Soleas et al.,
1997; Burns et al., 2000).

Inhibicion de la agregacidn plaguetaria

La capacida de inhibir de la agregacion plaquetaria se considera equiva-
lente a un efecto protector preventivo, muchas veces buscado con la administra-
cion de farmacos antiagregantes, como el acido acetilsalicilico. Los flavonoides
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inhiben la cicloxigenasa y la lipoxigenasa de plaquetas y macrofagos, siendo inhi-
bidores de la agregacion plaquetaria y, como tales podrian reducir las tendencias
tromboéticas in vivo (Moroney et al., 1988).

Seigneur y colaboradores (1990), observaron que un consumo moderado
de vino tinto disminuye la agregacion plaquetaria y aumenta la concentracién de
colesterol HDL en plasma.

Los primeros estudios sobre la actividad antiagregante del resveratrol, se
llevaron a cabo in vitro sobre células de rata (Kimura et al., 1983; 1985; Chung et
al., 1992). El resveratrol es un potente inhibidor de la agregacion plaquetaria.
Ambos isdmeros de resveratrol, han demostrado ser capaces de inhibir la agrega-
cion plaquetaria inducida por colageno in vitro (Bertelli et al., 1996a); de igual
forma que otros compuestos relacionados con el resveratrol (Orsini et al., 1997).
Ademas, ha mostrado ser eficaz en la prevencion de la trombosis ya que es capaz

de evitar la adhesion de monocitos al endotelio (Ferrero et al., 1998).

El mismo efecto antiagregante plaquetario puede conseguirse con €l con-
sumo frecuente de vino. Se realizé un estudio fisiopatolégico para comprobar el
posible efecto antiagregante del vino. Para ello, se produjo un dafio en la arteria
coronaria de un perro, de forma que le ocasionara una trombosis y una posterior
embolia secundaria. Se comprob6 que la administracién de vino tinto por via in-
tragastrica (a una dosis de 4ml/Kg) conseguia inhibir completamente la trombosis
y la consiguiente embolia, mientras que con la administraciéon de alcohol o vino
blanco a la misma dosis no se observaba este efecto. Posteriormente este estudio
se realizd en humanos y de forma analoga la agregacion plaquetaria disminuia
hasta un 39% con el consumo de vino tinto, mientras que con el blanco no se ob-
servaba un efecto significativo (Ursini et al., 1997). En otros ensayos con similar
procedimiento se ha constatado que dicha inhibicion de la agragacién plaquetaria
también ocurre con zumo de uvas, pero no con zumos de otras frutas (Osman et
al., 1998).

Se ha podido constatar en un ensayo con voluntarios que consumo de vino
tinto inhibe la aterosclerosis en su primera etapa al evitar la adhesién de monoci-
tos al endotelio (Estruch, 2000).
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Efecto vasodilatador

El vino, especialmente el tinto, asi como el zumo de uva no fermentado y
los extractos del hollejo, producen una vasodilatacion endotelial a través de un
mecanismo de accidén que favorece la produccion de 6xido nitrico (relajante en-
dotelial). Este fenomeno es antagonizado por la N-metil-L-arginina, que es un
inhibidor competitivo de la sintesis del 6xido nitrico (NO) (Fitzpatrick et al.,
1993). El incremento de la produccion de NO, ademas de la vasodilatacion, puede
tener otros efectos, como la disminucion de la agregacion de las plaquetas al en-
dotelio y entre si. Dicho efecto se atribuye a los flavonoides del vino, y est4 en
concordancia con otras observaciones anteriores, tanto epidemiolégicas como
experimentales (Fitzpatrick et al., 1993; Andriambeloson et al., 1998).

Se ha demostrado como los flavonoides kaempferol, quercetina y rutina
fueron capaces de producir una relajacién vascular en ratas hipertensas. Los dos
primeros también presentaron capacidad de evitar la vasoconstriccion provocada
por un modelo que inhibia la produccion de NO (4beywardena y Head, 1996). El
efector vasodilatador del resveratrol se ha constatado asimismo en un modelo con
aorta de rata (Chen y Pace-Asciak, 1996).

En un reciente estudio que utilizé tejidos de ratas, se llegd a establecer una
correlacion directa entre el efecto vasodilatador de los vinos tintos y su contenido
en fenoles totales y en concreto con el contenido total de antocianinas (Burns et
al., 2000).

Otro estudio efectuado con doce voluntarios humanos abordé el efecto del
consumo de vino dealcoholizado o sin dealcoholizar sobre el endotelio. Se midid
el flujo sanguineo y la vasodilatacion producida en la arteria braquial. Los resul-
tados mostraron que los cambios estan mas relacionados con los restantes com-
puestos del vino distintos del etanol, pues la vasodilatacion significativa que sigue

al consumo de un vaso de vino evita el aumento de la presion arterial (Agewall et
al., 2000).

Hipolipemiante

En estudios sobre el metabolismo lipidico (Arichi et al., 1982), se demos-
tré que la administracion por via oral de resveratrol a ratas con hiperlipemia, era
capaz de producir una disminucion de los niveles de lipidos en sangre. La raiz de
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Polygonum cuspidatum, de una elevada concentraciéon en glucésidos de resvera-
trol, se utliliza en China y Jap6n en el tratamiento de la aterosclerosis y también
con otros fines terapéuticos (Kimura et al., 1983, 1985).

El resveratrol promueve un aumento del cociente HDL / LDL. Esto quiere
decir que se desplaza el balance lipidico de forma positiva para el organismo, ya
que se incremanta la cantidad de colesterol que es transportado por las HDL para
su metabolizacién en el higado (4richi et al., 1982; Kimura et al., 1983). También
se ha comprobado que produce una reducciéon de los niveles de triacilglicéridos
en plasma y una inhibicién de la peroxidacion lipidica en el higado.

¢) Efecto antiinflamatorio

Esta relacionado con la capacidad de los compuestos fendlicos de inhibir
la ciclooxigenasa (COX). La COX es la enzima que media la formacion de pros-
taglandinas, (sustancias que, entre otras funciones, rigen los procesos inflamato-
rios del organismo), a partir del 4cido araquidonico. Entre los diversos tipos de
prostaglandinas que se forman las hay proiinflamatorias y antiinflamatorias. La
COX tiene dos isoformas conocidas:

COX-1: que origina las prostaglandinas de tipo inflamatorio
COX-2: que origina las prostaglandinas antiinflamatorias

Los farmacos antiinflamatorios pueden actuar inhibiendo ambas isofor-
mas: se les conoce entonces como “no selectivos”, o bien inhibiendo selectiva-
mente una de ellas. Es obvio que aquellos firmacos que inhiban selectivamente la
isoforma primera tendrian menos efectos secundarios al no suprimir la sintesis de
las prostaglandinas beneficiosas.

La quercetina y otros flavonoides son capaces de modificar la biosintesis
de los eicosanoides (precursores de prostaglandinas), ya que inhiben las enzimas
oxidativas e hidroliticas que intervienen en el metabolismo del 4cido araquidéoni-
co, como: fosfolipasa A,, cicloxigenasa y lipoxigenasa; lo cual se traduce en una
respuesta antiinflamatoria (Formica y Regelson, 1995).

Los estilbenos también son capaces de interferir en el metabolismo del
acido araquidénico de los leucocitos, de forma que frenan la sintesis de las prosta-
glandinas mediadoras de la inflamacién (Kimura et al., 1985). Asi los indigenas
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de Perti empleaban en sus tratamientos curativos la raiz de un arbusto: Cassia
quinquangulata Rich. de la familia Leguminosae, cuyo principio activo responsa-
ble de su actividad también es el resveratrol.

En estudios in vivo en ratas (Jang et al., 1997), se ha comprobado como el
resveratrol es capaz de disminuir el edema en las dos fases de la inflamacion:
tanto en la fase aguda como en la crénica; con una eficacia similar a la indometa-
cina y en mayor grado que la fenilbutazona. Su mecanismo de accion se realiza
mediante la inhibicidn selectiva de la ciclooxigenasa. También es capaz de inhibir
la proliferacidon de los leucocitos polimorfonucleares implicados en la inflamacion
(Rotondo et al., 1998).

d) Acci6n anticancerigena

El compuesto fendlico mas estudiado por su potencial anticancerigeno ha
sido el trans-resveratrol (Jang et al., 1997; Jang et al., 1999; Carbo et al., 1999).
La accién fisiologica de la isoforma cis no ha sido tan extensamente estudiada
como la trans. Se ha planteado que podria ser ella la responsable de la inhibicién
de la enzima quinasa, estando de esta manera relacionada con una actividad anti-

cancerigena (Jayatilake et al., 1993).

En estudios in vivo con ratones se ha puesto de manifiesto la actividad
quimiopreventiva del resveratrol frente al cincer y cémo es capaz de frenar el
proceso cancerigeno en las tres etapas: iniciacion, promocién y progresion (Jang
et al., 1997). Ademas, se compara la accion del resveratrol con la de otros agentes
quimiopreventivos, como: acido acetilsalicilico, indometacina, piroxicam y sulin-
dac, todos ellos fAirmacos incluidos dentro de la clasificacion de los AINES (an-
tiinflamatorios no esteroideos). Estos farmacos, al igual que el resveratrol, actian
mediante un mecanismo de accion similar, que consiste en la inhibicion de la ci-
clooxigenasa, COX.

Otro derivado glucosidado de los estilbenos es el piceatannol, (E)-
(3,5,3',4'-tetrahidroxiestilbeno)-3-O-beta-glucosido. Este compuesto también es
sintetizado en cultivos celulares de Vitis vinifera. Es un conocido inhibidor de la
enzima tirosinaquinasa, y es activo como agente antileucémico (Teguo et al.,
1996b).

34



Antecedentes Bibliogrdficos

Los efectos anticancerigenos del resveratrol se han estudiado en las tres

etapas que se diferencian en el proceso canceroso, que son (Jang et al., 1997):
1) Iniciacion

El resveratrol evita los dafios producidos por los radicales libres, ya que al
reaccionar con ellos los inactiva impidiendo que puedan dafiar las estructuras ce-
lulares. De esta manera el resveratrol actiia como un agente antimutagénico. Este

efecto es dosis-dependiente, o sea que al aumentar la dosis aumenta la actividad.

Por otro lado el resveratrol induce la activacion de la quinona reductasa,
que es una enzima implicada en las reacciones metabdlicas de fase II, encargadas
de destoxificar el organismo de agentes extrafios.

2) Promocion

El resveratrol frena la promocion tumoral en grado menor que la indome-

tacina pero mas eficazmente que el 4cido acetilsalicilico.

La ventaja del resveratrol es que inhibe selectivamente la isoforma COX-
1, mientras que la indometacina no es selectiva y por tanto presenta méas efectos
secundarios. Ademas, la detencion de la promocion se debe a la inhibicion de la
hidroperoxidasa, enzima que interviene en el proceso cancerigeno.

3) Progresion

Se comprob6 también que el resveratrol frenaba la proliferacion de las cé-
lulas tumorales de forma dosis-dependiente. Y su posible explicaciéon es que el
resveratrol estimula la formacion de granulocitos y macrofagos. Se verificd como
frenaba el crecimiento de tumores en canceres de piel y el desarrollo de lesiones
preneoplasicas en glandulas mamarias en ratones.

La noticia de que el resveratrol tiene posibilidades de ser un buén farmaco
anticancerigeno tuvo una gran resonancia en los medios de comunicacion, de ma-
nera que ha trascendido los 4mbitos cientificos causando un gran impacto en el
publico en general. Sin embargo hay que ser cautos con este tipo de publicidad, ya
que los estudios sobre la actividad anticancerigena del resveratrol todavia se en-
cuentran en fase preeliminar, y de aqui a que se pueda comercializar un medica-
mento con resveratrol como principio activo aun queda un largo camino. Actual-
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mente, los estudios acerca de Ia accion del reveratrol como agente antiproliferati-
vo frente a diversos tipos de canceres estan poniendo de manifiesto nuevas pro-
piedades de este compuesto (Cadenas y Barja, 1999; Miloso et al., 1999; Frémont,
2000).

El vino tinto diluido ha mostrado ser mas eficaz en detener el crecimiento
y proliferacién de células humanas cancerosas en cultivos que el resveratrol o la
quercetina por separado, hecho que refuerza la hipotesis del efecto sinérgico de
todos los compuestos presentes en el vino, aunque se precisan mas estudios sobre
los mecanismos de accion (Elattar y Virji, 1999).

Las proantocianidinas se han relacionado con la prevencion de diversos ti-
pos de cancer tanto en ensayos in vitro como con animales (Santos-Buelga y Scal-
bert, 2000).

2. 5. EL RESVERATROL EN LA UVA Y EN EL VINO.

Frente a situaciones de estrés, como heridas o infecciones por organismos
patogenos, determinadas plantas reaccionan sintetizando unos compuestos llama-
dos fitoalexinas, las cuales se caracterizan por sus propiedades curativas y su pa-
pel protector frente a los agentes toxicos. Son compuestos post-infeccionales, cu-
ya sintesis implica la inhibicion de un sistema represor, o la activacion de un sis-
tema enzimatico. Se acumulan tras una infeccion y frenan el desarrollo del agente
patogeno. Asi, en uvas resistentes al hongo Botrytis cinerea aparecen las fitoale-

xinas, de tipo estilbeno, resveratrol y viniferinas (Maestro-Durdn et al., 1993).

Los primeros estudios que se hicieron sobre el resveratrol, se referian a su
papel como fitoalexina en la vid, pues como tal es sintetizado en la planta en res-
puesta a una infeccion fiingica, especialmente en las hojas y en las partes lefiosas
(Langcake y Pryce, 1976; Bavaresco et al., 2000). Se puso de manifiesto coémo el
resveratrol tenia un papel de defensa fundamental frente a la podredumbre gris
causada por Botrytis cinerea (Langcake y McCarthy, 1979; Creasy y Coffee,
1988).

El resveratrol se sintetiza en el raspon, pepitas y hollejo de las uvas, desde
donde puede pasar al interior del grano. Su sintesis se ve afectada por condiciones
ambientales, tales como la humedad (ya que al aumentar ésta se espera un au-
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mento del ataque de hongos), la irradiacion ultravioleta (Langcake y Pryce,
1977), y el estrés sufrido por la planta (Langcake, 1981), como seria el caso de
heridas o presencia de microorganismos patégenos.

A partir de la postulacion de la Paradoja Francesa se comenzd a relacio-
nar el poder antioxidante del resveratrol con los efectos beneficiosos asociados al
consumo de vino tinto (Siemann y Creasy, 1992). El interés por este compuesto
creci6é de forma espectacular a partir de la publicacion de resultados que demos-
traban sus propiedades como anticancerigeno y antiinflamatorio (Jang et al,
1997).

Existe un gran interés en determinar el resveratrol y sus derivados en todo
tipo de vinos, siendo innumerables los estudios que se han realizado en este senti-
do. Con tal objetivo, se han desarrollado varios métodos para la medida de resve-
ratrol en vinos. Algunos de estos métodos se basan en técnicas de cromatografia
gaseosa (CG) pero la mayoria emplean la cromatografia liquida de alta eficacia
(CLAE). Asi, se ha empleado la técnica de la cromatografia gaseosa con detector
de ionizacion de llama (Lamikanra et al., 1996) y con detector de espectrometria
de masas (Jeandet et al., 1993; Goldberg et al., 1994; 1995; Soleas et al., 1995).
En las técnicas con cromatografia liquida se han empleado diversos detectores,
como de fluorescencia (Pezet et al., 1994, Pezet y Cuenat, 1996), electroquimico
(McMurtrey et al., 1994; McMurtrey, 1997) o de fotodiodos (Lamuela-Raventos
et al., 1995). La fluorescencia también se ha empleado en la determinacion en
vinos de otros estilbenos, como el pteroestilbeno (Pezet et al., 1994), trans-e-
viniferina, glucésido de trans-resveratrol (Jeandet et al., 1997) y trans-astringina
(3’-OH-trans-piceido) (Carando et al., 1999).

El empleo de un gradiente y columna de fase reversa acoplado a detector
de fotodiodos ha sido destacado como una de las técnicas mas adecuadas para la
determinacion de resveratrol (Soleas et al., 1997a).

El contenido en resveratrol de un vino estd condicionado por una serie de
factores que podemos clasificar en dos grupos: por un lado la presencia del resve-
ratrol en la uva de origen de ese vino, y por otro lado todo el proceso de elabora-
cion del vino.

Respecto a la variedad de uva, se han registrado diferencias en los niveles
de resveratrol en distintas variedades, como se muestra en la Tabla 3, donde se

37



Tesis Doctoral

puede ver que destaca sobre todas la variedad Mourvédre por su alto contenido en
trans-resveratrol al comparar con los demas vinos analizados (McMurtrey, 1997;
Roggero y Archier, 1994; Romero-Pérez et al., 1996b).

Variedad Cita | gl-t-Resv  gl-c-Resv t-Resv Total
Chardonnay 3) 0-0.119 0-0.044 0-0.128 0-0.225
Sauvignon blanc 3 0-0.176 0-0.00176 0-0.069 0-0.369
Riesling blanco (3) |0.033-0.235 0-0.066 0-0.169 0.057-0.390
Macabeo (3) 10.111-0.268 0.002-0.055 0.002-0.181 0.189-0.447
Albarifio (3) 10.031-0.206 0.010-0.069 0.098-0.298 0.253-0.522
Parrellada (3) |[0.222-0.397 0.050-0.110 0.059-0.258 0.235-0.523
Xarel.lo (3) |0.263-0.397 0.114-0.174 0.252-0.452 0.802-1.089
C. Sauvignon 1,2) 4.0 ) 0.53-4.44 )
1991-1993

Merlot 1991-1993 | (1) Q) ) 3.30-5.78 -
Pinot Noir (1,2) 5.0 ) 3.72-8.70 ¢)
1990-1992

Zifandel 1991 1) Q) -) 1.38-4.90 )

C. Franc 1990 ) 0.0 ¢) 0.5 )
Mourvedre 1990 ) 14.5 ¢) 4.8 Q)
Gamay 1992 (@) 0.0 “) 2.5 O]

Tabla 3. Niveles de resveratrol (mg/L) en vinos monovarietales
(-) los autores no analizaron este compuesto
(DMcMurtrey, 1997; (2)Roggero y Archier, 1994; (3)Romero-Pérez et al., 1996b

gl-t-Resv: glucosido de trans-resveratrol
gl-c-Resv: glucésido de cis-resveratrol
t-Resv: trans-resveratrol

c-Resv: cis-resveratrol

En la Tabla 4, se muestran los niveles de resveratrol en una serie de mos-
tos de distintas variedades de uva blanca (Romero-Pérez et al., 1999). Se puede
ver que en los mostos de la cosecha de 1993 las variedades con contenidos mas
altos de resveratrol total fueron Xarel.lo y Parellada. También se muestra que los
niveles de resveratrol de mostos de la misma variedad (Chardonnay) y bodega,

varian de una afiada a otra. Estos datos corroboran la influencia de la variedad de
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uva y de la afiada como factores que afectan a los niveles totales de resveratrol en

los vinos.

Variedad gl-t-Resv  gl-c-Resv t-Resv c-Resv Total
Macabeo 1993 0.08 0.19 0.03 nd 0.30
Xarel.lo 1993 0.17 0.92 0.05 nd 1.14
Parellada 1993 0.28 0.86 0.05 nd 1.19
Chardonnay 1993 0.10 0.12 0.06 nd 0.28
Chardonnay 1994 0.07 0.21 0.04 nd 0.32
Chardonnay 1995 0.27 0.28 0.13 nc 0.68

Tabla 4. Niveles de los glucésidos de resveratrol, monémeros y resveratrol total (mg/L) en zumos
de uva de distintas variedades (Romero-Pérez et al., 1999).
nd: no detectado; nc: no cuantificado

En el ambito nacional, merece la pena destacar un estudio en el que se
analizaron vinos blancos varietales espafioles de siete variedades de uva. Las va-
riedades de uva son Albarifio, Chardonnay, Macabeo, Xarel.lo, Parellada, Riesling
y Sauvignon blanc. Se determinaron los niveles totales de resveratrol (trans-, cis-,
y ambos glucésidos). Se comprobé que los vinos de la misma variedad, aunque
procedentes de diferentes bodegas y afiadas, tenian similares niveles de trans-
resveratrol y su glucosido. Ademas, tanto el analisis multiple de la varianza
(MANOVA) como el analisis de componentes principales (PCA) demostraron que
el trans-resveratrol y su glucosido pueden ser marcadores taxondmicos de vinos
blancos. Los vinos que presentaban las concentraciones mas altas de resveratrol
total eran de la variedad Xarel.lo, mientras que los de Chardonnay resultaron ser
los de menor contenido de resveratrol total. También se pueden correlacionar los
niveles de resveratrol con la resistencia de las variedades empleadas a las infec-
ciones fungicas, porque Xarel.lo es una variedad bastante resistente mientras que
Chardonnay es de las mas sensibles (Romero-Pérez et al., 1996a). Otros autores
también han relacionado la capacidad de sintetizar resveratrol con la resistencia de
la planta a las infecciones (Bavaresco et al., 1997).
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2. 5. 1. Botrytis y Sintesis de Resveratrol en la Uva

De las distintas plagas de hongos que atacan a los cultivos viticos, quizas
la mas temible sea la infeccion por Botrytis cinerea, conocida como "podredum-
bre gris". Asi una infeccioén por éste u otro agente patégeno (como Plasmopara
viticola) va a inducir la sintesis de resveratrol (Langcake, 1981; Langcake y Price,
1976). Pero no siempre un mayor grado de infeccion va a estar directamente rela-
cionado con un incremento en los niveles de resveratrol, ya que en muestras de
vinos de doce afiadas se pudo ver como en los afios de intensa infeccién por Bo-
trytis el contenido en resveratrol era bastante bajo, mientras que los afios de escasa
infeccion se correspondian con los mayores contenidos en resveratrol (Jeandet et
al., 1995b). Este hecho es explicable porque cuando Botrytis se desarrolla en gran
extension, produce grandes cantidades de una enzima, lacasa, que libera al exte-
rior. Esta oxida estilbenos, degradando el resveratrol que la planta habia sintetiza-
do (Adrian et al., 1998). Se ha demostrado la presencia de Botrytis en uvas apa-
rentemente sanas (Bessis et al., 1996). En esta situacion el hongo induce la sinte-
sis de resveratrol, pero no esta lo suficientememte desarrollado como para sinteti-
zar enzimas que lo degraden, y asi los niveles de resveratrol son mayores (Jeandet
et al., 1995). Por tanto, se puede decir que el contenido en resveratrol es el resul-
tado de un equilibrio entre la cantidad producida por la planta (en lo cual intervie-
ne la induccion debida al hongo) y la extension de su degradacion por el propio
Botrytis (Adrian et al., 1998).

En cultivos celulares estériles de células de Vitis vinifera, se ha observado
que se producen resveratrol y otros glucosidos de estilbenos sin haber infeccion
fungica. El estrés abidtico, como la luz ultravioleta, es suficiente para estimular la
actividad de la enzima estilbenosintasa en las membranas de las Vitaceae (Sbaghi
etal, 1995; Teguo et al., 1996b).

2. 5. 2. Influencia del Clima sobre el Contenido de Resveratrol en el
Vino

Las condiciones climatoldgicas influyen en el desarrollo de la uva y su
contenido en resveratrol, principalmente, por dos mecanismos: la humedad y la

radiacion solar.
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Un alto indice de humedad favorece el crecimiento de Botrytis, y la pre-
sencia de este hongo induce a la sintesis de resveratrol por la vid como ya se ha

explicado.

Por otro lado, el nimero de horas de sol, asi como su intensidad, determi-
nan la cantidad de radiaciones ultravioleta que recibe la planta. Este hecho esta
relacionado con los equilibrios isoméricos entre las formas cis y trans del resvera-
trol y sus glucésidos (Roggero y Garcia-Parrilla, 1995; Lamuela-Raventds et al,
1995).

2. 5. 3. Influencia de los Tratamientos Enolégicos sobre el Contenido

de Resveratrol en el Vino

El mayor contenido en resveratrol en los vinos tintos en relaciéon con los
blancos, donde resulta claramente inferior (Goldberg et al., 1994, Mattivi, 1993;
Mattivi y Nicolini, 1993) se explica porque la elaboracién de vinos tintos y blan-
cos difiere en que en la vinificacion en tinto la fermentacion se realiza en presen-
cia de los hollejos que es donde se encuentra el resveratrol y por tanto su extrac-
cidn sera mucho mayor en este tipo de vino. La maceracion del mosto en presen-
cia de los hollejos incrementa significativamente el contenido en resveratrol, ob-
teniéndose una concentracion hasta diez veces mayor cuando se compara con Vi-
nos no macerados (Jeandet et al., 1995a).

Asi, alargando el tiempo de maceracion se obtienen tintos con un conteni-
do en resveratrol mayor que otros de elaboracion mas rapida. En el proceso de
vinificacién en blanco el prensado de la uva es anterior a la fermentacion y parece
que puede favorecer la extraccion de resveratrol de las partes sélidas de la uva
(Mattivi y Nicolini, 1993).

El contenido final de resveratrol en un vino también puede estar condicio-
nado por algunas operaciones tecnoldgicas previas a la fermentacion. Cuando el
mosto tinto se somete a una hiperoxidacion, los niveles de cis- y trans-reveratrol
disminuyen hasta un 50% respecto a un vino control en el que este proceso no se
realiza. Por el contrario la adicién de SO, o 4cido ascorbico en la fase previa a la
fermentacion inhibe la oxidacion de resveratrol y sus niveles resultan mayores que
los del vino control (Castellari et al., 1998).
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El trans-resveratrol, cis-resveratrol y ambos glucésidos estan relacionados
entre si por una serie de equilibrios quimicos, desde su sintesis en la uva hasta su
presencia en el vino. Este hecho ha sido puesto de manifiesto realizando un se-
guimiento de los cuatro compuestos durante la vinificaciéon en tinto de vinos ita-
lianos (Mattivi et al., 1995). Al inicio de la fermentacion el isomero cis- se en-
cuentra en concentraciones muy bajas, el trans- en concentraciones mayores, sien-
do las formas dominantes los glucosidos en especial el cis- (Jeandet et al., 1995a).
Estos mismos resultados se han obtenido en otro estudio al medir mostos de uvas
blancas (Tabla 4), donde los niveles de cis-resveratrol quedan por debajo del li-
mite de deteccién (Romero-Pérez et al., 1999). Cuando acaba la fermentacion las
formas libres son las mayoritarias, sobre todo el trans-resveratrol, seguido de cer-
ca por el cis. Idénticos resultados se obtienen durante la fermentacién de dos vinos
tintos franceses de dos variedades: Grenache y Mourvedre. Se observa que al
principio de la maceracion difunden rapidamente los glucésidos, especialmente el
cis-, siendo este fendmeno mas rapido para la variedad Grenache. Al cabo de 10-
12 dias ambos vinos alcanzan el mismo nivel de resveratrol total (Roggero, 1996).
Los cambios durante la fermentacidn en las concentraciones de las cuatro especies
de resveratrol estan relacionados con tres factores:

1. La extraccion de estos compuestos de la uva es més rapida para los
glucosidos porque son més solubles que las formas libres y mas abundantes en
la piel de la uva que los monémeros (Roggero y Garcia-Parrilla, 1995). La
extraccion de las formas libres es mas lenta y se ve favorecida por el incre-
mento de etanol que ocurre durante la fermentacion (Mattivi et al., 1995).

2. La hidrélisis acida o enzimatica (actividad beta-glucosidasa de las
levaduras) de los glucdsidos va a provocar el aumento de los niveles de las
formas libres de resveratrol (Pezet y Cuenat, 1996).

3. También ocurren isomerizaciones cis/trans debidas a las radiacio-
nes ultravioletas que favorecen el desplazamiento isomérico a la forma cis-
resveratrol (Roggero y Garcia-Parrilla, 1995).

El estudio de los vinos franceses se continud durante el envejecimiento de
los vinos, y se pudo ver que en la variedad Grenache comenzaba a disminuir el
resveratrol al final de la fermentacion, siendo esto aiin mas acusado durante la
fermentacién malolactica. Estas pérdidas no se observaron en el caso del vino de
variedad Mourvedre, y vinos de esta variedad de varios afios de edad conservan
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niveles similares de resveratrol total. De todo esto se deduce que los niveles fina-
les de resveratrol de un vino no sélo dependen de la riqueza de la uva de partida,
sino también de otros procesos atin no bién establecidos, que ocurren durante el

envejecimiento del vino (Roggero, 1996).

Los vinos blancos obtenidos a partir de mostos que han sufrido un proceso
oxidativo (como seria el caso de la crianza oxidativa o fisicoquimica de los vinos
generosos), pueden perder reveratrol en un orden igual o superior al 50% (Mattivi
y Nicolini, 1993; Martinez-Ortega, 1997; Martinez-Ortega et al., 2000a).

Los tratamientos de clarificacién y filtracién también pueden influir en el
contenido final de resveratrol en el vino, pues se ha comprobado que al disminuir
el nimero de dichos tratamientos, el contenido en resveratrol es mayor (Mattivi y
Nicolini, 1993).

Algunos de los materiales que se usan en el proceso de clarificacion pue-
den afectar a la concentracién de resveratrol en el vino, especialmente a los mo-
nomeros de resveratrol. Por ejemplo, bentonita, caseina y gelatina causan causa un
ligero descenso, en torno a un 2-5%, en la concentracion final de resveratrol. La
silice origina pequefias pérdidas de ambos isdmeros, y las mayores pérdidas, supe-
riores a un 40%, se producen por el empleo de carbon activo o PVP (Goldberg et
al., 1997, Castellari et al., 1998; Soleas et al., 1995).

En el filtrado hay que considerar que los filtros de celulosa retienen el
trans-resveratrol pero no el cis-resveratrol, hasta el punto de poder separar ambos
isdbmeros cuando la filtracion se repite (Goldberg et al., 1997).

La estabilidad del resveratrol a lo largo del tiempo parece que esta condi-
cionada en gran medida por las condiciones de conservacion, distribucién y alma-
cenamiento del vino. De hecho midiendo la estabilidad del resveratrol a lo largo
del tiempo se observd que, en contra de lo que se pensaba, los niveles de resvera-
trol no disminuian con el tiempo, pues en doce afiadas aparecian concentaciones
mas altas en vinos mas viejos que en otros mas jovenes, siendo el contenido en

resveratrol independiente de la edad del vino (Jeandet et al., 1995a).

Asimismo, se ha estudiado la influencia de la temperatura, llegdndose a la
conclusion de que a temperaturas altas, entre 18-30°C, se puede producir un des-
censo en los niveles de trans-resveratrol en vinos con baja sulfataciéon y alto pH.
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Mientras que a temperaturas bajas parece ser que dicho nivel se mantiene estable
(Mattivi y Nicolini, 1993).

2. 6. BIODISPONIBILIDAD DE LOS COMPUESTOS FENOLICOS
DEL VINO

Los datos sobre absorcion y biodisponibilidad de los fenoles en humanos
son escasos y muestran la necesidad de mas investigaciones sobre el paso de los
fenoles a través del tracto gastrointestinal, su absorcion y metabolismo. En gene-
ral, podemos decir que, aunque existe evidencia de que se produce la absorcion de
estos compuestos, al ser los datos tan escasos, todavia permanece sin aclarar si
permanecen en el cuerpo en la forma quimica apropiada y durante el tiempo sufi-
ciente para realmente suministrar una proteccion in vivo (Robards et al. 1999).

La biodisponibilidad de un principio activo indica la cantidad, velocidad y
la forma en que llega a la circulacion sistémica, y por tanto, si esta disponible para
acceder a los tejidos y producir un efecto. Depende no s6lo de la absorcion, sino
también de la distribucion y la eliminacion (Flores et al., 1992).

La medida en plasma de un principio activo es una herramienta indispen-
sable para el estudio de la farmacocinética del mismo pues, registrando las con-
centraciones plasmadticas en funcion del tiempo, se elaboran las curvas de niveles
plasmaticos que miden tanto la absorcién como la eliminacion. Estas medidas de
biodisponibilidad son necesarias para conocer si los compuestos fenélicos pueden
ser asimilados y, asi, ejercer in vivo las funciones protectoras que se les atribuyen.

El plasma es el liquido extracelular de la sangre. Se encuentra en continuo
intercambio con el liquido intersticial a través de los poros de la membrana de los
capilares. Dicha membrana es muy permeable a todos los solutos salvo a las pro-
teinas, por lo cual, ambos liquidos tienen una composicion similar aunque la con-
centracion de proteinas es mayor en el plasma. En términos medios el volumen
total de sangre en un individuo adulto es de unos cinco litros, constituyendo el
plasma un 60%. Se estima que en sangre arterial el pH del plasma es 7.40 y en
sangre venosa es 7.35 (Guyton y Hall, 1997).

La eficacia de la absorcion de los flavonoides en el tracto intestinal depen-
dera de la estructura quimica particular de cada compuesto, aunque poco se cono-

44



Antecedentes Bibliogrdficos

ce todavia sobre ello (Terao, 1999). Hay estudios de biodisponibilidad in vitro, es
decir, se evalian posibles metodologias pero todos los ensayos se hacen con pa-
trones en disolucion. También hay estudios en ratas, y son escasos en humanos.
Trabajar con animales presenta Ia ventaja de que se pueden administrar dosis altas

de un compuesto aislado y hacer un seguimiento.
2. 6. 1. El Proceso LADME de los Compuestos Fenélicos

Los estudios de farmacocinética diferencian varias etapas en el segui-
miento de un principio activo en el organismo, que son liberacion, absorcion,
distribucion, metabolismo y excreccion. Estas cinco etapas se citan como el pro-
ceso LADME.

a) Liberacion

Para que una sustancia pueda ser absorbida debe encontrarse en disolu-
cion. En frutas y verduras, los compuestos fendlicos se encuentran de forma natu-
ral en formas glucosidicas o perteneciendo a grandes estructuras poliméricas, lo
que hace suponer que para su absorcion se necesita una hidrolisis previa. La ven-
taja del vino en relacion a otros alimentos, es que la fermentacion alcohdlica pro-
duce una ruptura parcial o total de dichas estructuras, y los compuestos fenolicos
se encuentran libres y estables en una solucion coloidal (Goldberg, 1995).

b) Absorcién

Cualquier desplazamiento de un compuesto dentro del organismo, exige su
paso a través de las membranas bioldgicas. Esto incluye tanto los mecanismos de
absorcién como los de distribucion y eliminacion y depende de las caracteristicas
fisicoquimicas de la propia molécula. Las moléculas pequefias, que suele ser el
caso de los farmacos, atraviesan la membrana por difusién pasiva, difusioén facili-
tada o por transporte activo.

La absorcién se produce en la mucosa del estomago e intestino delgado de
acuerdo con las caracteristicas fisicoquimicas del farmaco y las peculiaridades de
la mucosa. Se siguen en general las leyes de la difusion pasiva, aunque en algunos

casos podria haber transporte activo.

45



Tesis Doctoral

Como la forma no ionizada es la que se absorbe de manera preferente, los
acido débiles lo haran en el estdmago y las bases débiles en el intestino. Las for-
mas ionizadas no se absorben o lo hacen en pequeifio grado.

Facilita igualmente la absorcion la capacidad de resistencia al pH, a las en-
zimas digestivas y a las enzimas metabolicas presentes en las células de la mucosa
o en la luz intestinal (¢j. las bacterias). La ionizacion completa del firmaco, como
puede ocurrir por modificaciones del pH, impide claramente la absorcion (Flores
etal, 1992).

La velocidad de paso a través de membrana de una molécula esta directa-
mente relacionado con su liposolubilidad (o menor polaridad) y de forma inversa
con su tamafio. Las moléculas polares sin carga eléctrica y si son pequefias, tam-
bién difunden con rapidez; mientras que las moléculas ionizadas no atraviesan la
membrana por pequefias que sean (Flores et al., 1992).

El comportamiento de los flavonoides en el tracto digestivo todavia resulta
confuso. En un principio se penso que la glucosidacion de los fenoles dificultaria
su absorcion. Se creia que los glucosidos de flavonoides deberian ser hidrolizados
antes de ser absorbidos (Kuhnau, 1976). La solubilidad de una sustancia en las
micelas de los 4cidos biliares es importante para su absorcion intestinal. Al au-
mentar la hidrofilia se disminuye la solubilidad en micelas y por ello su absorcion.
Sin embargo, la actividad beta-gluocosidasa de la microflora va a producir la hi-
drolisis de los glucosidos, quedando la forma aglicona en el intestino grueso (7a-
mura et al., 1980). Ciertas enterobacterias, como Bacteroides distasonis B, uni-
Jform B,y ovatus parecen ser las responsables de dicha actividad beta-glucosidasa
(Bokkenheuser et al., 1987). Ademas, las enterobacterias pueden provocar la esci-
sion del anillo de una parte de las agliconas. Con cada paso en la escisiéon aumenta
la lipofilia del compuestos resultante, siendo estos altamente soluble en las mice-
las de los acidos biliares.

Estas teorias concuerdan con resultados obtenidos en estudios con ratas, en
los que se ha comprobado que la absorcion de la rutina era mas lenta que la de su
forma libre y que la de la quercetina (Manach et al., 1996). La explicacion que se
dio a este hecho fue que solo la quercetina se absorbe en el intestino delgado,
mientras que la rutina tiene que ser hidrolizada por la microflora antes de ser ab-
sorbida, y esto ocutriria en el intestino grueso. Por tanto la conclusion a la que
llegan estos autores es que las formas libres serian mas disponibles que las gluco-
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sidadas, pudiendo ser absorbidas en intestino delgado y grueso (Manach et al.,
1996).

Sin embargo, la absorcién de glucésidos de quercetina parece posible en el
intestino delgado de sujetos ileostomizados sanos, tras el consumo de cebollas.
Incluso los resultados indican que la absorcion de los glucésidos de la quercetina
mas fcil que la de quercetina libre (Hollman et al., 1995). Pero otros autores atri-
buyen este hecho a una modificacion del tracto digestivo de estos pacientes (con
una localizacion diferente de la flora coldnica) o a los componentes de la matriz
(Manach et al., 1997).

Los flavonoles glucosidados pueden ser absorbidos como tales, y la pre-
sencia de la glucosa favorece la absorcion. La absorcion de los flavanoles es bas-
tantes rapida, de media a cuatro horas y son excretados con tiempos de vida me-
dia de una a seis horas (Hollman y Arts, 2000). Otros cientificos han demostrado
la absorcién en el intestino humano de glucosidos de flavonoides, en particular de
los glucésidos de quercetina phloridzin y rutina (Paganga y Rice-Evans, 1997).

Otros autores demuestran que el plasma de sujetos humanos no suplemen-
tados presenta rutina (glucosido de quercetina) a concentracién 0.74 uM, y des-
criben un método que permite la determinacion en plasma humano de flavonoides
de tipo glucésidos de flavonoles, flavonas y otros flavonoides (Paganga y Rice-
Evans, 1997). En este estudio realizado por cromatografia liquida con detector de
fotodiodos, se consiguen unos limites de deteccion (LDD) del orden de 400 a 600
nM en plasma.

En estudios mas recientes se comprueba que, de forma contraria a lo que
se pensaba en un principio, la glucosidacion no dificulta la absorcion e incluso
podria favorecerla. Asi, tras una ingesta de cebollas, los glucdsidos de quercetina
son absorbidos de forma mas rdpida que la quercetina libre (Hollman y Katan
1997). Se ha llegado a plantear que los glucdsidos de quercetina podrian interac-
cionar con el receptor de los transportadores de glucosa dependientes de sodio del
epitelio de la mucosa intestinal, favoreciéndose de esta manera su absorcion a este
nivel (Gee et al., 1998). Lo cual se podria hacer extensivo al resto de compuestos
fendlicos glucosidados.
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¢) Distribucién

Los estudios farmacocinéticos han establecido que, en general, una vez
producida la absorcion los compuestos polares son transportados por la circula-
cion sanguinea unidos a proteinas plasmaticas. La albiimina es la proteina con
mayor poder de fijacion y transporta casi todas las sustancias de caracter acido.
Tras la absorcion, el firmaco se encuentra en un equilibrio entre la fraccién unida
a proteinas plasmaticas y la que esta disuelta en plasma, y asi se define una cons-
tante de asociacion (Flores et al., 1992), que se expresa como:

[FP]
K=

[F][sitios libres]

donde FP = farmaco unido y F = farmaco libre

Los principales tipos de proteinas presentes en el plasma son albimina,
globulina y fibrinbgeno. La principal funcion de la albumina es proporcionar la
presion coleidosmoética en el plasma para evitar la pérdida de sangre de los capila-
res. Las globulinas tienen distintas funciones enzimaticas y son responsables de la
inmunidad, tanto natural como adquirida frente a microorganismos. El fibrinoge-
no interviene en el proceso de coagulacion (Guyton y Hall, 1997).

En sangre los distintos farmacos son transportados unidos a proteinas co-
mo la albumina, especialmente los de caracter acido, como el 4cido salicilico
(Flores et al., 1992).

Los flavonoides absorbidos del tracto intestinal, se unen a moléculas de al-
bumina y son transportados hasta el higado a través de los conductos linfaticos o
de la vena porta. Parece ser que son el higado y la flora colénica los principales
lugares de metabolismo de los flavonoides y existe evidencia de la o-metilacion,
sulfonacion y conjugacion con glucurdnidos de los grupos hidroxilos en el higado.
Se ha encontrado que en el plasma de ratas habia conjugados de quercetina e
isorhamnetina complejados con albiimina (Terao, 1999).

Diversos estudios demuestran como los polifenoles del vino tinto se adsor-
ben a la superficie de las lipoproteinas después de su paso a través de la pared
intestinal, y que son, al menos en parte, transportados asociados a las LDL. La
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unién entre ambos se da en la interfase aceite/agua, y no en el nicleo lipidico de la
particula de LDL, de acuerdo con el caracter esencialmente hidrosoluble de los
fenoles, por lo que se pueden separar por simple didlisis o por cromatografia li-
quida de gel filtracion (Carbonneau et al., 1997, 1998). Al comparar la afinidad
de diferentes compuestos fen6licos, como 4cido cafeico, acido sindpico; éacido
galico y catequina por las LDL, se pudo comprobar que el 4cido galico es el que
se encuentra mas fuertemente asociado a las LDL, hecho que podria tener conse-
cuencias fisiologicas particulares en términos de transporte a los tejidos extrahe-
paticos (Cartron et al., 2001).

d) Metabolismo

Cuando los principios activos penetran en el organismo, la mayoria de
ellos son transformados total o parcialmente en otras sustancias. Las enzimas res-
ponsables de estas transformaciones se encuentran principalmente en el higado,
pero también estan presentes en: rifion, pulmén, intestino, en la propia luz intesti-
nal (flora bacteriana) y glandulas suprarrenales. Una misma molécula puede ser
biotransformada a la vez en varios lugares y sufrir diversas transformaciones en
sucesivos pasos a través del higado, por lo que puede originar numerosos metabo-
litos que seran activos o inactivos seglin cada caso en particular. Las multiples
reacciones que ocurren se agrupan para su estudio en dos grupos: reacciones de
fase I y reacciones de fase II.

Las reacciones de fase I o de funcionalizacion son de tres tipos: oxida-
cion, reduccion e hidrdlisis. Estas reacciones introducen nuevos grupos funciona-
les en la molécula, como grupos ~COOH, -NH, y -OH que en la mayoria de los
casos implican un aumento de la polaridad y permiten posteriores reacciones.

Las reacciones de oxidacion y reduccion tienen lugar en la fraccion micro-
somal del higado y otros tejidos. También, aunque en menor grado, puede haber
oxidacion en las mitocondrias.

En las reacciones de hidrdlisis intervienen enzimas hidrolasas, que estan
ampliamente distribuidas en plasma y tejidos, y segin la naturaleza del enlace que
hidrolizan se dividen en: esterasas, amidasas, glucosidasas y peptidasas.

Las reacciones de fase II son reacciones de conjugacion, en las que el
metabolito de la fase I se acopla a un sustrato endégeno tal como é4cido glucuréni-
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co, acido acético o el acido sulftirico. Se aumenta asi el tamaifio de la molécula,
resultando productos polares, 4cidos y bases fuertes, ¢ hidrosolubles, con lo cual
se facilita su excrecion por orina y bilis. Tienen lugar en higado y otros tejidos y
son debidas a enzimas denominadas transferasas. Las principales reacciones son:
glucuronidacion, acilacion, metilacion y conjugaciones con glutation, radicales
sulfato, ribosidos y ribosido-fosfatos.

Veamos de estas reacciones las principales para los grupos fenélicos (Flo-
resetal, 1992):

Glucuronidacion

Es una de las vias mas importantes en la eliminacion de farmacos del or-
ganismo. El 4cido glucurénico se combina con fenoles y produce un glucurénido
hemiacetalico. Esto ocurre en la fraccion soluble del higado, donde hay enzimas
que catalizan la sintesis del 4cido uridinfosfato glucurénico (UDPGA) a partir de
la glucosa. Dicho 4cido actia como donador del acido glucurdnico, proceso que
cataliza una enzima presente en los microsomas hepéaticos: la UDP-
glucoroniltransferasa (UDPGT).

UDPGA +R-OH 2XST 5 UDP + R-O-glucurénido

Puede ocurrir sobre moléculas que contengan grupos —OH, -NH,, -COOH
y -SH. En general, los glucurénidos son mas solubles en agua que el compuesto
del que proceden, por lo que su excreccion por orina y bilis resulta méas fécil.

Acilacion de acidos carboxilicos

Consiste en la incorporacion de un radical acilo (a menudo acetilo) a un
grupo carboxilo gracias a la aciltransferasa y a derivados de la coenzima A (CoA-
SH).

R-COOH —» R-CO-HNCH,COOH
Conjugacion con radicales sulfato

Es una via importante de biotransformacién de grupos fendlicos y de gru-
pos hidroxilos alifaticos. Ocurre en el higado y se necesita una activacién previa

del SO4* y la intervencion de las enzimas sulfotransferasas.
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R-OH + FAFS > FAF +ROSO5”
donde FAFS = 3’-fosfoadenosil-5’-fosfosulfato
Metilacion

Consiste en la adicion de radicales metilo gracias a las enzimas metiltrans-
ferasas que se encuentran en muchos tejidos: higado, suprarrenales, cerebro, etc.
En el caso de los fenoles se produce una O-metilacion gracias a la enzima O-

metiltransferasa.

d.1.) Transformacién metabélica y circulacién enterohepdtica

El primer paso del metabolismo es la ruptura del enlace glucosidico, sea en
el intestino previa a la absorcion, dentro del enterocito por una enzima citosélica
beta-glucosidasa o por las bacterias de la microflora (Williamson et al., 2000).

Flavonoles y flavanoles son metabolizados principalmente en higado y
colon. Las transformaciones hepaticas suponen glucuronidacion y sulfatacién de
los grupos OH fendlicos y O-metilacion de los catecoles (Hollman 'y Arts, 2000).

En general se piensa que el higado es el principal 6rgano para el metabo-
lismo de los flavonoides. Sin embargo, la mucosa intestinal, rifiones y otros teji-
dos, también poseen actividad enzimatica para biotransformar los flavonoides,
como: UDP-glucuroniltransferasa, O-metiltransferasa, ¢ hidroxilaciones caso del
citocromo P450 (Hackett y Griffiths, 1983). En este sentido se han estudiado dife-
rentes actividades (fenosulfotransferasa, UDP-glucuroniltransferasa y catecol-O-
metiltransferasa) de higado, rifiones, pulmén y mucosa intestinal (Piskula y Terao,
1998a). El tejido que presenté mayor actividad UDP-glucuroniltransferasa fue la
mucosa intestinal, tanto la del intestino delgado como la del grueso. Por otro lado
fue el higado el que presenté mayores actividades de fenosulfotransferasa y cate-
col-O-metiltransferasa. Como consecuencia de este estudio se concluye que el
primer paso en la conversion metabélica de los flavonoides de la dieta es la glucu-
ronidacién en la mucosa intestinal.

Los flavonoides entran en la vena porta exclusivamente en forma de con-
jugados con glucurénico. Inmediatamente después, siguiendo sulfatacién en el
higado y metilacion en higado y rifiones, los metabolitos son excretados del cuer-
po via biliar o urinaria. Este esquema se basa en el hecho de que en el plasma de

51



Tesis Doctoral

rata, después de la administracion de (-)-epicatequina, se acumulan glucurénidos
de (-)-epicatequina y después aparecen productos metilados o sulfatados.

Ademas, en el tubo digestivo, las enterobacterias pueden provocar la esci-
si6n del anillo de una parte de las agliconas. Asi, en el caso de la quercetina se
han identificado los siguientes compuestos como productos de la escision de su
anillo: 4acido 3,4-dihidroxifenilacético, acido homovainillico y acido hidrofenila-
cético (Booth et al., 1956).

Los flavonoles y las catequinas son en gran parte convertidos a glucuronil
derivados en la mucosa intestinal. Estos derivados pasan al higado, donde tienen
lugar otras transformaciones, como metilacion, sulfatacion, y conjugaciones di-
versas con 4acido glucurodnico, sulfato y glicina (Hackett, 1986).

Tras la ingestion de vino tinto, se realiza el seguimiento de la (+)-
catequina en plasma y se constata que aparece mayoritariamente en forma de me-
tabolitos sulfatados, metilados y conjugados con glucurénico, siendo la forma
libre un 2% de estos metabolitos. También se confirma que el metilado mayorita-
rio es la 3’-O-metilcatequina (Donovan et al., 1999a).

Después de la administracion de (-)-epicatequina a ratas, pudieron detec-
tarse tres compuestos en plasma y orina, pero no en bilis, que resultaron ser: (-)-
epicatequina, 3’-O-metil-(-)-epicatequina y 4°-O- metil-(-)-epicatequina. También
se identificaron dos formas conjugadas con glucurénido: (-)-epicatequina-5-O-
beta-glucuronido y 3’-O-metil-(-)-epicatequina-5-O-beta-glucurénido, que resulta-
ron ser los metabolitos predominantes, tanto en plasma como en orina. La suma
total de los metabolitos excretados en orina durante 24 horas se corresponde con
un 8% de la dosis administrada de (-)-epicatequina (Okushio et al., 1999).

Estos resultados concuerdan con los de otro estudio, donde se describe que
después de la administracion oral a ratas de (+)-catequina y (-)-epicatequina se
identificaron dos compuestos como metabolitos mayoritarios presentes en plasma,
bilis y orina, que fueron: (+)-catequina-5-O-beta-glucurénido y (-)-epicatequina-
5-O-beta-glucurénido. Ambos también demostraron alta actividad antioxidante
como atrapadores de radicales anion superéxido, por lo que deben ser activos in
vivo (Harada et al., 1999).
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d.2.) Metabolitos presentes en plasma

Como ya se ha explicado, la actividad antioxidante estd en parte asociada
con el niimero de grupos hidroxilos y su relacion estructural en la molécula. Re-
sulta probable que al menos parte de esta capacidad antioxidante se pierda con las
conjugaciones metabdlicas. La capacidad antioxidante de los flavonoides se ha
puesto de manifiesto en experimentos in vitro. Sin embargo, a causa de sus rapi-
das y efectivas alteraciones metabolicas, resulta dificil demostrar dicha capacidad

en sistemas in vivo (Terao, 1999).

La capacidad que tienen todos los flavonoides de atrapar radicales libres
esta relacionada principalmente con sus hidrégenos fendlicos. Resulta complicado
saber si los flavonoides conservan alguna propiedad antioxidante después de la
absorcion intestinal y de su conversion metabdlica. Se ha comprobado que la ad-
ministracién oral de epicatequina a ratas mejora la resistencia a la oxidacion del
plasma (Edson et al., 1998). En este estudio los niveles plasméticos de epicate-
quina no metabolizada eran demasiado bajos o no detectables para explicar direc-
tamente el efecto observado. Es probable que sean los metabolitos de epicatequina
los responsables, como conjugados con la estructura o-hidroxilo (Terao, 1999).

Para estudiar los posibles metabolitos de los flavonoides, se disefié un ex-
perimento que los somete a una incubacién en microsomas de rata in vitro
(Dragsted et al., 1997). El resultado de dicho estudio es que hay flavonoides que
no sufren ninguna alteracién después de la incubacion microsomal, y estos son:
quercetina, miricetina y luteolina. Sin embargo, otros si que quedan modificados
por hidroxilacion o desmetilacion, dando como resultado la correspondiente forma
catecol que es el producto final en todos los casos. Algunos casos observados son:

kaempferol + OH =» quercetina
tamarixetina (4'-O-methylated quercetina) - CH3 =# quercetina

d.3.) Conjugacién con sulfato y glucurdnido

Los niveles de catequina y 3’-metilcatequina en plasma, fueron extrema-
damente bajos y cercanos al limite de deteccion, 1-2 nmol/l. Al transcurrir una
hora desde la ingesta, la catequina libre suponia un 2% de los metabolitos sin me-
tilar, y pasadas 3-4 horas no se detect6 catequina libre en plasma. Los niveles de
3’-metilcatequina a Ia hora eran de un 7% de los metabolitos sin metilar, y de un
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5% a las 3-4 horas. En total las formas libres de catequina y 3’-metilcatequina no
sumaron mas de un 2% de los niveles de catequina total en plasma. En ningan
momento se detectaron conjugados sulfatados de los metabolitos metilados. Los
metabolitos sulfatados de las formas libres presentaron un nivel maximo pasada
una hora desde la ingestion, de 7 a 28 nmol/L, pero estos metabolitos tienen una
vida media relativamente corta ya que se eliminan de forma rapida (Donovan et
al., 1999a).

Se ha administrado (-)-epicatequina a ratas, y una hora después se han de-
tectado en plasma glucurénidos, o-metilglucuronido sulfatos y glucurénido sulfa-
tos de epicatequina. Los conjugados con glicurénido fueron las formas pre-
domminantes, mientras que la epicatequina libre era de un 7 a un 13% de la canti-
dad total absorbida, segin la ingesta (10 o 50 mg respectivamente) (Da Silva et
al., 1998).

¢) Excrecién

La excrecion renal es la via mas importante de excrecion de farmacos. La
eliminacién por orina se realiza a favor de los mecanismos de formaciéon de la

misma:

I Filtracion glomerular: el capilar posee abundante poros que permiten el
paso de casi todas las moléculas, exceptuando las que se encuentran fija-

das a proteinas plasmaticas.

IL. Secrecién tubular: desde la arteriola aferente hacia la luz del tiibulo renal a
través de dos mecanismos: difusion pasiva y transporte activo (selectivo

s6lo para algunos farmacos).

III.  Reabsorcion tubular: también por difusién pasiva o transporte activo. De-
pende del pH de la orina. En la orina alcalina se ionizaran los firmacos no
metabolizados de caracter acido: AAS, salicilatos, fenobarbital...y en la

orina acida se ionizaran mas los de caracter alcalino.

El resultado de todos estos procesos es la excrecion urinaria que se cuanti-
fica mediante el parametro denominado aclaramiento renal, que mide el flujo
hipotético de plasma que debe circular por el rifion para que, a una determinada
concentracion plasmatica de una sustancia, pueda desprenderse de la cantidad de
la misma que se recoge en la orina:
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CIR=(CuxVu)/Cp

CIR = aclaramiento renal; Cu = concentracion urinaria; Vu = volumen de
orina eliminado por unidad de tiempo; Cp= concentracién plasmatica.

La acidez de la orina influye en la eliminacién de las sustancias, y se ha
establecido una relacion entre las concentraciones urinaria y plasmatica para un

compuesto dado, deducida de la ecuacion de Henderson-Hasselbach:
Para compuestos acidos:
Cu/Cp=[1+ 107 "PX] / [1 + 10PP-P¥7]
Para compuestos basicos:
Cu/Cp=[1+107*"PH] /[1 + 10P<4-PHY)

En 1971, Das y colaboradores comprobaron que la (+)-catequina era ab-
sorbida en el tracto gastrointestinal tras administrar una dosis oral de 4.2 g (una
capsula de gelatina en el desayuno) a voluntarios sanos. Se observé que la (+)-
catequina era excretada en orina junto con varios metabolitos no identificados,
siendo la cantidad excretada en 24 horas un 7.5% aproximadamente de la dosis
ingerida. La (+)-catequina sin cambios fue detectada en las heces recogidas du-

rante 48 horas, en un porcentaje del 19% de la dosis inicial.

Algunos investigadores han estudiado la excreccion urinaria de compues-
tos fendlicos administrados oralmente como una medida de la absorcién de los
mismos y han mostrado la presencia de algunos fenoles en orina, como los 4cidos

cafeico, cumadrico y feralico y el flavonoide rutina (Bourne y Rice-Evans, 1999).

Otros autores desarrollaron un método para analizar antocianos en la orina
tras la ingesta de vino tinto. El estudio se realiza con voluntarios humanos a los
que se administra vino tinto y antocianinas puras. Mediante cromatografia lfiiqui-
da y detector de fotodiodos llegan a identificar varios compuestos que presentaban

espectros muy similares a las antocianinas (Lapidot et al., 1998).

La quercetina se ha podido detectar sin cambio en heces en una cantidad
de un 53% de una dosis de 4g administrada por via oral (Gugler et al., 1975).
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En otro estudio se plantea la deteccion de flavonoides en orina a partir del
consumo de brocoles. Los flavonoides a los que se realizd el seguimiento fueron:
quercetina, miricetina y kaempferol. De ellos, el kaempferol pudo ser detectado
sin cambios en la orina y también la quercetina, aunque con mayor dificultad en

niveles de tan s6lo un + 0.4 % respecto a la dosis ingerida (Dragsted et al., 1997).
2. 6. 1. Determinacion de Compuestos Fenélicos en Plasma

La determinacién de compuestos fendlicos en plasma encuentra una serie
de dificultades inherentes a la propia naturaleza compleja de la matriz. Por una
parte, existen compuestos que pueden interferir en la medida, como proteinas,
lipoproteinas, amino4cidos, enzimas, sistemas tampon, etc. También hay que con-
siderar posibles conversiones metabdlicas, ya que, aiin in vitro ciertas enzimas
plasmaticas tienen actividad. Ademads, los fenoles que en el vino se encuentran en
concentraciones de mg/L sufren una gran dilucion al llegar al plasma atin cuando
sean absorbidos en su totalidad, por lo que es de esperar que las concentraciones
de estos compuestos en plasma sean muy bajas y se necesita un método que sea
suficientemente sensible para cuantificarlas.

En Ia bibliografia disponible sobre anélisis de fenoles en muestras biologi-
cas se advierte que es fundamental controlar la temperatura. Asi, se ha descrito la
importancia de trabajar con la muestra siempre en frio porque se constata una pér-
dida de catequina notable en plasma humano (sélo permanece un 8% de la con-
centracion inicial en 24 horas) cuando se trabaja a temperatura ambiente. Cuando
la muestra se mantiene a 0°C durante 24 horas se recupera un 85% de la cantidad
inicial, y si la temperatura es de — 20°C no hay pérdida apreciable de catequina en
el mismo periodo de tiempo (Carando et al., 1998). Resultados similares se obtie-
nen en la determinacion de catequina en plasma de conejo en funcion de la tempe-
ratura y e} tiempo y, ademas, se encuentra que la catequina es estable en un inter-
valo de pH de 2.0 a 5.0, pero a partir de 5 y cuanto mayor sea la basicidad se ob-
servan mayores pérdidas (Ho et al., 1995).

Es bien conocido que los compuestos fen6licos tienden a reaccionar con
las proteinas, siendo por ello los taninos responsables de los efectos astringentes
del vino (Cheynier et al., 1997). Se ha descrito la afinidad de los fenoles por el
aminoacido prolina (de la Torre Boronat, 1998) y en concreto la afinidad de la
quercetina por la albimina (Manach et al.,, 1995). También, en recientes publica-
ciones se detectan compuestos fendlicos unidos a las LDL plasmaéticas, como la
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rutina y otros compuestos no identificados con espectros de absorcion UV simila-
res a los flavonoides (Lamuela-Raventos et al., 1999).

Se han llevado a cabo ensayos en humanos en los que se administra una
dosis de un tnico compuesto polifenélico a un voluntario y después se intenta
detectar éste o alglin posible metabolito en plasma. Asi, Estudios realizados en
ratas y humanos alimentados con flavonoles (de vegetales y preparados farma-
céuticos) y catequinas (de té verde) han confirmado que estos compuestos son
absorbidos parcialmente en el intestino (Pietta y Simonetti, 1999). Si bien existen
pocos ensayos acerca de la presencia en plasma humano de compuestos fen6licos

después de una comida, el compuesto mas estudiado ha sido la catequina.

En otro estudio se determinan los niveles de catequina y sus metabolitos en
plasma después de la ingestion de vino tinto (Donovan et al., 1999a). Los niveles
de catequina sin modificar en plasma fueron extremadamente bajos y cercanos al
limite de deteccion, 1-2 nmol/L. A la hora de la ingesta, la catequina libre era un
2% de los metabolitos sin metilar, y a las 3-4 horas no se detecté catequina libre
en plasma.

También se ha detectado la presencia en plasma de ratas de resveratrol,
que tras alimentarlas con dosis de 2 mg de resveratrol por kg de peso presentaron
niveles plasmaticos de 0.175 mg resveratrol/L plasma (Juan et al., 1999). Asi-
mismo se ha demostrado la absorcion del resveratrol in vivo en ratas a las que se
habia administrado vino tinto. Tanto el trans- como el cis-resveratrol son absorbi-
dos ya que se encontraron en corazon, higado y rifiones (Bertelli et al., 1996b).

Tras la administracion de una dosis oral de 4 g de este flavonol, no se pudo
detectar en plasma ni en orina (Gugler et al., 1975). Mas recientemente, la quer-
cetina libre no se pudo detectar en el plasma de sujetos alimentados con una dieta
rica en vegetales que contenia una cantidad estimada de 87 mg de quercetina
(Manach et al., 1998), aunque se pudo ver un aumento significativo de sus formas
conjugadas, restableciéndose los niveles basales a las 20 horas.

La explicacion a las diferencias observadas puede justificarse en base a la
solubilidad de la quercetina, en la que puede influir el vehiculo usado para su ad-
ministracion limitando su absorcion, tal como se ha demostrado en ratas (Piskula
y Terao, 1998b).
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Se han propuesto distintos procedimientos de tratamiento de muestra de
plasma para la determinacion de compuestos fendlicos. Los métodos mas comu-
nes incluyen la extracccidon liquido-liquido, la extraccion en fase solida y la des-
proteinizacion y, en general, se aplican al analisis de cada sustancia individual-

mente.

En el caso de la extraccion liquido-liquido se han empleado diversos di-
solventes. Para detectar quercetina e isorhamnetina, un tratamiento descrito con-
siste en afiadir a una alicuota de plasma, una disolucién tampén de acetato sodico
ajustando el pH a 5.0 y afiadiendo metanol/ acido acético. Mediante CLAE y de-
teccion electroquimica pueden detectarse ambos compuestos siempre que se reali-

ce una hidrolisis previa con sulfatasa/[1-glucuronidasa (Piskula y Terao, 1998b).

Se han empleado otros disolventes, como acetato de etilo, para detectar la
presencia de trans-resveratrol en plasma de ratas (Zhu et al., 1999) y en la deter-
minacion de compuestos relacionados con la catequina tanto en plasma como en
orina en humanos (Lee et al., 1995; Yang et al., 1996).

También se ha propuesto el uso de acetonitrilo para extraer la catequina
(Carando et al., 1998), asi como metanol (Paganga y Rice-Evans, 1997) y meta-
nol acidificado (Manach et al., 1995) para la determinacién de flavonoides en
plasma. Todos estos reactivos, ademas de extraer el compuestos fendlico en cues-
tién, producen una desproteinizacion en mayor o menor grado. El procedimiento
consiste en la adicion del disolvente seguido de centrifugacion, evaporacion a

sequedad en rotavapor y reconstitucion con un volumen conocido.

La desproteinizacion mas enérgica se lleva a cabo con acido trifluoroacéti-
co, método tradicional empleado en analisis clinico. Este reactivo se ha aplicado a
la determinacion de metabolitos de catequina y epicatequina en plasma (Harada
et al., 1999).

La extraccion en fase sélida es un tratamiento menos utilizado pero que
ofrecié buenos resultados en la determinacion de resveratrol (Juan et al, 1999) y
de hidroxitirosol (Ruiz-Gutiérrez et al., 2000) en plasma de ratas.

Con el objetivo de liberar los principales derivados metabdlicos de los
compuestos fendlicos, que son las formas conjugadas con sulfato y glucurénico,

se puede realizar una incubacion de la muestra con enzimas B-glucuronidasas y
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sulfatasas (Morand et al., 1998; Donovan et al., 1999a; Andlauer et al., 2000;
Baba et al., 2000). En un reciente trabajo se combina la actividad b-glucuronidasa
con una hidrélisis acida para la determinacidn de quercetina e isorahmnetina (Mo-
rrice et al., 2000). Tras la hidrolisis enzimatica, se puede comprobar que la pre-
sencia del fenol libre en comparacion con estos conjugados suele ser minima tanto
en plasma (Donovan et al., 1999a) como en orina (Virgili et al., 2000).

Se ha propuesto el empleo de un detector de fluorescencia acoplado a un
cromatografo liquido para determinar catequina en plasma humano (Carando et
al., 1998). Los niveles de catequina encontrados en el plasma de cinco volunta-
rios, en dicho ensayo, oscilaron entre 0.268 y 0.809 mg/L de plasma 12 horas des-
pués de una comida rica en frutas, verduras y 300 mL vino tinto. El limite de de-
teccion fue de 5 ng/mL para el detector de fluorescencia. Recientemente, el mis-
mo grupo empleando una metodologia similar ha llevado a cabo un exahustivo
estudio con 180 voluntarios para investigar el aporte de catequina a partir de cua-
tro dietas distintas. Los resultados obtenidos mostraron que los niveles de cate-
quina en plasma eran mas altos cuando en la dieta se incluian junto al vino tinto
verduras y frutas (Ruidavets et al., 2000).

La mayoria de los flavonoides no son fluorescentes, pero se puede conse-
guir que emitan fluorescencia si son quelados con aluminio, resultando compues-
tos que si fuorescen. Este procedimiento consigue un limite de deteccién de 0.005
mg/L para la quercetina en plasma humano. El método es valido para los flavo-
noles, que son los que forman el complejo con AP’*; no obstante, tiene una serie
de inconvenientes, como la posibilidad de alterar la naturaleza de los fenoles con
los tratamientos necesarios para la quelacion o que esta no sea completa. Mediante
el procedimiento empleado por los autores se hidrolizan los glucdsidos con HCI
2M detectandose tan s6lo la aglucona en las muestras de plasma. Los niveles de
quercetina total (incluyendo metabolitos y glucosidos) tras la ingesta de cebollas
fritas en dos voluntarios humanos, alcanzaron un maximo de 0.6 pM en plasma
(0.196 mg/L de quercetina) a las 2.9 horas de la ingesta (Hollman et al., 1996).

2. 6. 2. Determinacion de Compuestos Fenélicos en Orina

Para estudiar la biodisponibilidad de los compuestos fendlicos se hace ne-
cesario completar las distintas etapas del proceso farmacocinético, absorcion, dis-
tribucion, metabolismo y eliminacion. Estos dos ultimos términos se engloban
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bajo el nombre comun de excrecion, y se concreta cominmente en la determina-
cién de compuestos en la orina (Flores, 1992).

El procedimiento de extraccion liquido-liquido es el mas frecuente en
muestras de orina. Se ha descrito una doble extraccion con acetato de etilo para la
determinacion tanto en plasma como en orina de catequina, epicatequina y sus
metabolitos (Lee et al., 1995; Yang et al., 1998).

Bourne y Rice-Evans (1999) realizan una extraccion liquido-liquido con
metanol para determinar el 4cido ferilico en orina y compuestos fendlicos en
plasma (Paganga y Rice-Evans, 1997).

A la hora de estudiar la presencia de un compuesto fenélico en orina inte-
resan ademas otras cuestiones, como el porcentaje de dosis excretada, la presencia
de derivados conjugados con sulfato o glucurdnico y el tiempo al que se produce

la excrecion maxima.

El compuesto fendélico mas comanmente detectado en orina hasta la fecha
es el acido ferulico. Asi, tras la ingesta de tomates en una cantidad estimada para
aportar unos 21-44 mg de acido ferilico, las cantidades excretadas a lo largo de 24
horas fueron de 0.363 a 0.532 mg/L, siendo la excreccion maxima en el minuto
425. La cantidad medida en orina supone un 4-5% de la dosis ingerida. Junto con
el ferulico se extraen los demas hidroxicinamatos e incluso otros compuestos mas
polares como los 4cidos benzoicos y la rutina. Sin embargo, ninguno de esto com-
puestos fue cuantificado (Bourne y Rice-Evans, 1999).

De la cantidad total de 4cido fertlico que se excreta en orina, de un 2 a un
20% corresponde a productos de conjugacion con sulfato o glucurdnico. Las va-
riaciones se deben a diferencias interindividuales (Virgili et al., 2000).

También se ha registrado la presencia de acido ferulico en orina tras el
consumo de cerveza sin alcohol, alcanzandose los niveles mas altos de elimina-
cion alrededor de las 8 horas desde la ingesta, y siendo la concentracion medida
de 5.8 3.2 mg/L. (Bourne et al., 2000).

Se han podido detectar diversos hidroxicinamatos (4cidos ferulico, cloro-
génico y cafeico) en plasma y orina tras un ensayo con voluntarios humanos que
consumian ciruelas. Los tratamientos de las muestras incluian hidrélisis y extrac-
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cién liquido-liquido con acetato de etilo. La deteccion se llevé a cabo mediante
espectrometro de masas acoplado al cromatografo liquido (Cremin et al., 2001).

La catequina y la epicatequina no pudieron ser detectadas en muestras de
orina tras su administracion oral a ratas. Sin embargo, si se pudieron detectar sus
correspondientes metabolitos conjugados con é4cido glucurénico. Las cantidades
determinadas suponian alrededor de un 8% de la dosis administrada para los me-
tabolitos de epicatequina y algo inferiores, de un 4.74 % a un 6.97 %, para los de
catequina (Harada et al., 1999).

La extraccion en fase solida con cartuchos C18, junto con una hidrdlisis
enzimatica, se ha aplicado a la determinacién de kaempferol, quercetina y mirice-
tina en orina tras la ingesta de brocoles. En este estudio el kaempferol se detecta
sin transformaciones en orina. La quercetina aparece en un 0.4% de la dosis inge-
rida, pero se apunta que este compuestos también puede ser un producto del meta-
bolismo del kaempferol y de la tamarixetina (Dragsted et al., 1997).

Para la determinacion de quercetina, kaempferol y sus conjugados en
plasma o en orina se realiza una extraccion con metanol acidificado con HCl y se
analiza con HPLC acoplado a un detector de fluorescencia (Hollman et al., 1997;
de Vries et al., 1998).

En cuanto a la determinacion de antocianos en orina podemos sefialar que
aunque se han realizado diversos intentos (Lapidot et al., 1998), los resultados no

son concluyentes hasta el momento.
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3. OBJETIVOS

Del estudio de la bibliografia consultada se puede concluir que la investi-
gacion acerca de la influencia del consumo de vino en la salud abarca muy diver-
sos campos y se puede enfocar desde puntos de vista muy diferentes. Uno de los
aspectos mas interesantes supone un mayor conocimiento sobre la absorcion y

metabolismo de los compuestos fenolicos tras la ingesta de vino.

El planteamiento de nuestro trabajo ha sido estudiar factores directamente
relacionados con la presencia en los vinos de compuestos de interés para la salud,
asi como su posterior utilizacion por el organismo humano. Los objetivos con-
cretos que se han planteado para este trabajo de investigacion son los siguientes:

1. Evaluar el contenido en resveratrol y compuestos relacionados en vinos
andaluces, atendiendo tanto a factores viticolas como los enolégicos propios de la

zona.

2. Conocer en qué medida los procesos digestivos gastrico e intestinal

pueden modificar la composicion fendlica inicial.

3. Disponer de métodos analiticos adecuados para la correcta identifica-
cion y cuantificacion de los compuestos fenélicos habituales del vino asi como de

sus metabolitos en fluidos biologicos, contemplando aspectos como:

a) La complejidad de la matriz (plasma, orina) y sus posibles interaccio-

nes con los analitos.

b) Las condiciones para la correcta manipulacion de las muestras biol6gi-

cas de plasma y orina en orden a posterior andlisis.

¢) La deteccion a unos niveles adecuados a las bajas concentraciones que
cabe esperar tras una ingesta dietética.
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4. 1. MUESTRAS
4. 1. 1. Muestras de Vinos y Mostos

Para nuestro estudio se han seleccionado diferentes tipos de vinos elabora-
dos en zonas de Andalucia, unas de gran tradicion vinicola, como son: Jerez de la
Frontera y Sanlicar de Barrameda, el Condado de Huelva, Montilla-Moriles y el
Aljarafe sevillano, ademas de otras zonas cuya produccién es menor y su comer-
cializacion data de tiempos mas recientes, como Bailén (Jaén) y Campocamara

(Granada).

Los vinos caracteristicos y genuinos de Andalucia son los vinos generosos,
dentro de los cuales se diferencian tres grandes grupos: finos y manzanillas,

amontillados y olorosos.

Esta clasificacion atiende al tipo de crianza seguida en su elaboracion, la
cual puede ser biologica u oxidativa. La crianza biologica es un proceso caracte-
ristico de las denominaciones de origen andaluzas. Acabada la fermentacion del
mosto, el que se va a destinar a la elaboracion de vino fino se encabeza con alco-
hol vinico hasta 15°5°. Entonces aparece de forma espontanea un velo de flor que
cubre la superficie y aisla el vino del contacto con el aire, evitando asi su oxida-
cion. Este velo es el resultado del desarrollo de unas levaduras, todas ellas del
género Saccharomyces. Los vinos generosos se elaboran mediante un sistema
dinamico de criaderas y solera, en el que cada afio ingresa en la escala més joven
el vino del afio llamado sobretabla, donde se va a mezclar con el vino de afios an-
teriores. Este sistema lo que persigue es una homogeneizacion de los vinos obte-
nidos a lo largo de los afios, para conseguir todos los afios un vino de caracteristi-
cas constantes. Esta es la razon por la que en los vinos generosos no existe el con-

cepto de afiada.
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Los finos y manzanillas requieren para su elaboracion permanecer en el
sistema de criaderas y solera durante un minimo de tres afios, tal como establece

el Consejo Regulador de la D.O. de Jerez y Manzanilla de Sanlucar.

Los olorosos se elaboran a partir de un mosto que ha sido encabezado con
alcohol vinico hasta 17°, por lo que el desarrollo de velo de flor no tiene lugar, su
crianza se desarrolla en contacto directo con el aire; se llama oxidativa o fisico-

quimica y dura al menos siete afios.

Los amontillados tienen una crianza mixta: tras una primera etapa bajo
velo de flor, pasan posteriormente a una crianza oxidativa. Su proceso de crianza

tiene que durar un tiempo minimo de cinco afios.

Estos vinos gozan de gran prestigio por su calidad y originalidad, y se ex-
portan a numerosos paises en todo el mundo. Sus cifras de produccion son muy
importantes, y han acaparado durante afios casi la totalidad de la produccion vini-

cola andaluza.

En cuanto a las variedades de uva que se cultivan en Andalucia, las mas
ampliamente distribuidas son blancas: Palomino y Pedro Ximénez, y en el Con-
dado de Huelva se cultiva la variedad Zalema. Las variedades de uvas tintas culti-

vadas son: Tempranillo, Cabernet Sauvignon y Cencibel, entre otras.

Para la descripcion de las muestras, estas se clasifican atendiendo al ensa-

yo para el que fueron empleadas.
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a) Muestras utilizadas en la determinacion de resveratrol

Se han analizado un total de ochenta y una muestras, que comprenden vi-
nos y productos vinicos en distintas fases de elaboracion. El total de muestras se

puede clasificar de la siguiente forma:

Productos Terminados

. 12 Finos (Tabla 5)

. 11 Olorosos (Tabla 6)

. 4 Amontillados y 2 de crianza mixta (Tabla 7)
. 14 Tintos (Tabla 8)

. 8 Blancos y 2 Mostos del Aljarafe (Tabla 9)

Productos en Distintas Fases de Elaboracion

e 3 Mostos de prensa (*) de variedad Palomino, D.O. Jerez de la

Frontera, campaiia de 1996 (Tabla 10)

e 12 Mostos de prensa (*) de variedad Palomino, D.O. Jerez de la

Frontera, campaiia de 1997 (Tabla 11)

¢ 3 Mostos de la campafia de 1997 de tres variedades de uva: Caber-

net Sauvignon, Tempranillo y Zalema (Tabla 12)

e 10 Afiadas de sobretabla de vino fino de los afios 1986-1995 (Tabla
13)

(*) Mosto, en la Denominacion de Origen de Jerez de la Frontera, es en
realidad ya un vino, pues se trata de los productos que ya han sufrido una fer-
mentacion, y que posteriormente se encabezan con alcohol vinico para obtener los

distintos tipos de vinos generosos.
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El grado de prensa define la cantidad y calidad del mosto resultante. En las
primeras fases de la prensa se obtiene el mosto de la pulpa de la uva y, al aplicar
mayor presion, el mosto va acompafiado de otras sustancias procedentes del ho-
llejo y raspon. Las bodegas, usualmente, separan los mostos de diferentes prensa-
das y los destinan a la elaboracion de vinos de diversos tipos y calidades. A estos
vinos sin crianza y que sirven como substrato para elaborar los distintos tipos de
vinos generosos, (finos, amontillados y olorosos), en el marco de Jerez se les si-
gue llamando mostos pues consideran que el producto esta inacabado. En la pre-
sente Memoria se ha respetado este término y asi los mostos resefiados en este

apartado tienen un grado alcoholico del orden de 12-12'5°.

La bodega que nos facilitd estas muestras establece cuatro fases en la pren-
sa de la uva, segin la presion ejercida. De esta manera, obtiene de cada 100 Kg de

uva, y de menor a mayor presion:
e Los primeros 65 litros son de Mosto Yema (MY).
e Los siguientes 7 litros son media prensa ligera (MPL).
e Siguen 3 litros de media prensa mediana (MPM).

e Y, finalmente, 5 litros de Mosto Prensa (MP).

Las tres primeras fracciones se obtienen gracias a una prensa horizontal
neumatica. Con este tipo de prensa se consigue que el tiempo de contacto del

mosto con las partes solidas de la uva sea minimo.

La cuarta fraccion (Mosto Prensa) se consigue mediante una prensa conti-
nua convencional que alcanza las presiones maximas. El exceso de prensado de
las partes solidas de la uva, se destina a destilacion, entregas o elaboracion de vi-
nagres de vino.
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Productos Terminados

.FJ 1 Jerez | Bodega
FJ, Fino Jerez Bodega
FJ; Fino Jerez Bodega
Fl, Fino Jerez Bodega
FJs Fino Jerez Bodega
FC; Fino Condado Comercio
FM, Fino Montilla Comercio
M, Fino Montilla Comercio
FM3 Fino Montilla Comercio
FM4 Fino Montilla Comercio
FM; Fino Montilla Comercio
FA, Fino Aljarafe Bodega

Tabla S. Vinos finos

Ol Oloroso Jerez Bodega
0J, Oloroso Jerez Comercio
0J; Oloroso Jerez Comercio
0l4 Oloroso Jerez Comercio
0Js Oloroso Jerez Comercio
OlJs Oloroso Jerez Comercio
oM, Oloroso Montilla Comercio
oM, Oloroso Montilla Comercio
OM; Oloroso Montilla Comercio
oG, Oloroso Condado Comercio
0C; Oloroso Condado Comercio

Tabla 6. Muestras de Vinos Olorosos
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Al Amontillado Jerez Comercio
Al, Amontillado Jerez Comercio
AA Amontillado Aljarafe Comercio
AM, Amontillado Montilla Comercio
Ch Cream Jerez Comercio
Pl Pale Cream Jerez Comercio

Tabla 7. Muestras de Vinos Amontillados y de Crianza Mixta

TGy Tinto Granada 1986 Cs; Tp Bodéga
TG, Tinto Granada 1988 Cs, Tp Bodega
TG; Tinto Granada 1989 Cs, Tp Bodega
TGy Tinto Granada 1990 Cs, Tp Bodega
TGs Tinto Granada 1991 Cs, Tp Bodega
TGs Tinto Granada 1992 Cs, Tp Bodega
TGy Tinto Granada 1993 Cs, Tp Bodega
TGs Tinto Granada 1993 Cs, Tp Bodega
TGy Tinto Granada 1995 Cs, Tp Bodega
TG Tinto Granada 1996 Tp Bodega
TGy, Tinto Granada 1996 Cs, Tp Bodega
TE,; Tinto Granada 1996 Cs, Tp Bodega
TB; Tinto Bailén 1993 Cn Comercio
TC, Tinto Condado 1993 Cs, Tp Comercio

Tabla 8. Vinos Tintos Andaluces. Cs: Cabernet Sauvignon; Tp: Tempranillo; Cn: Cen-
cibel
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:‘:BCI Blénco Conda&o 1996 Comeféld rrrrr
BC, Blanco Condado 1995 Comercio
BCs Blanco Condado - Comercio
BC4 Blanco Condado 1993 Comercio
BA; Blanco Aljarafe 1996 Bodega
BA; Blanco Aljarafe 1996 Bodega
BS; Blanco Sanlacar 1996 Comercio
BJ; Blanco Jerez 1995 Bodega
MU, Mosto Aljarafe 1996 Comercio
MA, Mosto Aljarafe 1996 Bodega

Tabla 9. Vinos Blancos Andaluces y Mostos del Aljarafe

Productos en distintas fases de elaboracion

X Yema Jerez 1§§6 Bodega
XJz2 MPL Jerez 1996 Bodega
X3 MP Jerez 1996 Bodega

Tabla 10. Muestras de Mostos de Prensa (*) D. O. Jerez de la Frontera.
MY: Mosto Yema MPL: Mosto Prensa Ligera. MP: Mosto Prensa
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XJ4
XJs
XJe
XJ7
XJs
XJs
X1
X
X2
X3
X4
X1s

Jerez
Jerez
Jerez
Jerez
Jerez
Jerez
Jerez
Jerez
Jerez
Jerez
Jerez

Jerez

1997

1997
1997
1997
1997
1997
1997
1997
1997
1997
1997
1997

Tabla 11. Muestras de Mostos de Prensa (*) D. O. Jerez de la Frontera.

MY: Mosto Yema. MPL: Mosto Prensa Ligera.

MPM: Mosto Prensa Mediana. MP: Mosto Prensa

XCy
XT,

XZ,

Cs
Tp
Za

1997
1997
1997

Granada
Granada
Condado

Tabla 12. Muestras de Mostos de Diferentes Variedades de Uva.
Cs: Cabernet Sauvignon; Tp: Tempranillo; Za: Zalema
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ST 1986 Jerez
SJ, 1987 Jerez
N 1988 Jerez
Sl4 1989 Jerez
SJs 1990 Jerez
SJe 1991 Jerez
ST, 1992 Jerez
Sl 1993 Jerez
SJo 1994 Jerez
SJio 1995 Jerez

Tabla 13. Muestras de Aiiadas de Sobretabla de Vino Fino
(mosto yema), procedentes de bodega.

b) Muestras de vino usadas en los ensayos de digestion in vitro

En este estudio se analizaron un total de veinticinco vinos espaifioles, todos
ellos obtenidos en el mercado: doce vinos tintos jovenes de diversas variedades,
seis vinos blancos y siete vinos generosos, de ellos dos finos dos manzanillas y
tres olorosos (Tablas 14-16).

Fl¢ Fino Jerez
FM; Fino Montilla
FS; Manzanilla Sanlucar
FS, Manzanilla Sanlucar
0J; Oloroso Jerez
OJsg Oloroso Jerez
0OJo Oloroso Jerez

Tabla 14. Vinos generosos empleados en ensayos de digestion,
adquiridas en el comercio.
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”Rioj;a

Rioja 1997 Cs, Tp

Rioja 1997 Cs, Tp
TD, R.Duero 1997 Cs, Tp
D, R.Duero 1997 Cs, Tp
™, Navarra 1997 Cs, Tp
TN, Navarra 1997 Cs, Tp
TP, Penedés 1997 Cs, Tp
TP, Penedés 1996 Cs, Tp
I, Jumilla 1997 Cs, Tp
V1 Valdepefias 1997 Cs, Tp
TV, Valdepeiias 1997 Cs, Tp

Tabla 15. Vinos Tintos empleados en ensayos de digestion
adquiridos en el comercio.
Cs: Cabernet Sauvignon; Tp: Tempranillo

BCs Blanco Condado 1997 Comercio
BCs Blanco Condado 1997 Comercio
BV, Blanco Valdepefias 1996 Bodega
BM; Blanco Montilla 1997 Bodega
BC4 Blanco Sanlucar 1993 Comercio
BR; Blanco Rueda 1996 Bodega

Tabla 16. Vinos blancos empleados en ensayos de digestion
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4. 1. 2. Muestras Biolégicas

Muestras de plasma humano

La toma de muestras de sangre humana se realizé en el Hospital Universi-
tario Macarena (Universidad de Sevilla). Las muestras de plasma humano corres-
ponden a cinco sujetos sanos (sin enfermedades hepaticas, renales ni alergias), no
fumadores, no bebedores habituales.

La extraccion de sangre se efectud en ayunas. La sangre correspondiente,
recogida en vacutainer con EDTA como anticoagulante, se sometio a centrifuga-
cidn a 3000 rpm, 4°C durante 10 min. El plasma asi obtenido se congel6 a — 60°C
en alicuotas de 1 mL hasta el momento del ensayo correspondiente.

Los ensayos con muestras fortificadas se hicieron con muestras de plasma
de voluntarios sanos libres de compuestos fenélicos, lo cual se confirmé mediante

analisis cromatografico.

Muestras de orina

Los ensayos con muestras fortificadas se efectuaron con muestras de orina
de voluntarios sanos. Las muestras estaban libres de compuestos fendlicos, lo cual

se confirmo mediante andlisis cromatografico.

Para estudiar la presencia de fenoles en la orina se administré vino o mosto
al individuo en ayunas, realizandose la toma de muestra a las dos horas y media
de la ingesta.

Para el estudiar el perfil fendlico tras una dieta rica en fenoles dos volunta-

rios tomaron una dieta rica en frutas y verduras.
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4.2. REACTIVOS Y DISOLUCIONES PATRON
4. 2. 1. Reactivos
a) Eluyentes de calidad HPLC
Los eluyentes de calidad HPLC usados fueron:
Acetonitrilo Merck 114291
Acido Acético glacial Carlo Erba Art.401392

El agua empleada en la cromatografia para la preparacion de las fases mo-
viles se filtr6 mediante un sistema Milli-Q (Millipore).

b) Otros reactivos

Acetato de etilo Panreac 141318
Acido clorhidrico fumante 37%  Merck 100317
Acido sulfarico 98% Merck100748
Acido o-fosforico 85% Merck 100573

Acido Tricloroacético

Etanol 96% v/v Panreac 141085
Fluoruro so6dico Merck 6449
Fosfato potasico monobasico Panreac 141509
Hidréxido sédico Merck 106498
Metanol Merck 113351
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¢) Aminoacidos

L-Tyrosine, Sigma (T-2006) y L-Tryptophan, PIERCE (20065).
d) Enzimas

Pepsina, de estomago de perro, Fluka 77163.

Pancreatina, de pancreas de cerdo, Sigma P-1500.

e) Patrones

Se han empleado un total de diecisiete patrones comerciales, correspon-
dientes a los principales compuestos fenolicos presentes en el vino que tienen in-

terés desde el punto de vista de la salud y al siringaldehido.

Acido galico Fluka 48630
Acido protocatéquico Sigma P-5630
Acido gentisico Sigma G-5254
Acido p-hidroxibenzoico ~ Merck 821814
Tirosol Fluka 56105
Catequina Fluka 22110
Acido vainillico Sigma V-2250
Acido cafeico Fluka 60020
Epicatequina Fluka 45300
Siringaldehido Sigma S7602
Acido p-cumarico Fluka 28200
Acido ferulico Merck F-3500
Rutina Sigma R-5143
Miricetina Sigma M-6760
Trans-resveratrol Sigma R-5010
Morina Sigma M-4008
Quercetina Fluka 83370
Kaempferol Fluka 60010
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f) Medios gastrointestinales artificiales

Las soluciones gastrica e intestinal fueron preparadas siguiendo las indica-
ciones de la Farmacopea Americana (USP 23, 1995) como se describe a continua-

cion:

Solucién gastrica: se disuelven 2.0 g de cloruro sodico y 3.2 g de pepsina
en 7.0 ml de acido clorhidrico y agua suficiente para un litro de disolucion. La

solucion resultante ha de tener un pH de 1.2 aproximadamente.

Solucion intestinal: se disuelven 6.8 g de fosfato potasico monobasico en
250 ml de agua, se mezcla y se afiaden 190 ml de hidroxido sodico 0.2 N y 400 ml
de agua. Afiadir 10.0 g de pancreatina, mezclar y ajustar la solucion resultante con
hidroxido sddico 0.2 N a un pH de 7.5 + 0.1. Diluir con agua suficiente para un

litro de disolucién.

4. 4. 2. Disoluciones Patron de Compuestos Fenélicos

a) Disolucién I: Disolucién patrén para la determinacion de resvera-

trol y compuestos relacionados

Para la determinacion de resveratrol y compuestos relacionados se prepard
una disolucion patrén hidroalcohélica (13 % Y/y) de trans-resveratrol de concen-
tracion 29.5 mg/L. A partir de ella se realizaron diluciones sucesivas: 0.012;
0.059; 0.295; 0.590; 0.885 y 1.475 mg/L. Con estos valores se obtuvo la siguiente
recta de calibrado: y =2.283x + 0.1745 (r = 0.997).

82



Material y Métodos

b) Disolucién II: Disolucién patrén para los ensayos de digestion in

vitro

Para estudiar el efecto sobre los compuestos fenolicos del proceso digesti-

vo, se prepard una disolucién patrén a las concentraciones que se sefialan en la
Tabla 17.

Acido galico 14.0 Acido Ferilico 24.0
p-Hidroxibenzoico 11.6 trans-Resveratrol 0.4
Tirosol 7.0 Catequina 7.2
Acido Vainillico 8.0 Epicatequina 17.2
Syringaldehido 58 Rutina 31.4
Acido Cafeico 11.0 Quercetina 12.0
Acido p-Cumarico 44.0 Kaempferol 2.6

Tabla 17. Disolucién Patrén I1.

¢) Disoluciones III y IV: Disoluciones de patrones para la determina-

cion de compuestos fenélicos en muestras biologicas
Disolucion IIT

Se prepara una disolucion de patrones muy concentrada con el objeto de
adicionar un volumen muy pequefio que no altere la naturaleza de la matriz. De
cada compuesto se tomd la cantidad indicada, que se disolvié en metanol hasta 25
mL de disolucion final, obteniéndose las concentraciones que se sefialan en la
Tabla 18. Esta disolucion se mantuvo refrigerada a temperaturas comprendidas

entre los 0-4°C, manteniéndose estable durante al menos cuatro semanas.

De dicha disolucion III, se tomaron alicuotas para hacer diluciones en dife-
rentes matrices, ya sea un medio hidroalcohdlico o plasma, tal como se muestran

en la misma Tabla.
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440 122 86 6.0 3.0
Protocatéquico 440 12.2 8.6 6.0 3.0
Gentisico 400 11.1 7.8 5.6 2.8
Tirosol 520 14.4 10.2 7.2 3.6
Catequina 480 133 9.4 6.7 33
Vainillico 440 12.2 8.6 6.0 3.0
Cafeico 440 12.2 8.6 6.0 3.0
Epicatequina 480 133 94 6.7 33
p-cumarico 680 18.9 13.3 9.5 4.7
Ferualico 480 133 9.4 6.7 33
Rutina 480 133 9.4 6.7 33
Miricetina 160 44 4 3.1 2.2 1.1
Resveratrol 440 12.2 8.6 6.0 3.0
Morina 640 17.8 12.5 8.9 4.5
Quercetina 440 12.2 8.6 6.0 3.0

Tabla 18. Disolucion patron 111 111.1, IIL.2, II1.3 y 1.4 = disoluciones de trabajo
a partir de la anterior por dilucion.

Disolucion IV

Se trata de otra disolucion de patrones muy concentrada, a partir de la cual
se preparan diluciones a la mitad, cuarta y décima parte, que se utilizan para obte-
ner las diferentes Disoluciones IV.1, IV .2, IV.3 y IV .4 (Tabla 19).

Estas disoluciones se mantuvieron refrigeradas, y durante el tiempo en que
fueron empleadas se realizaron analisis rutinarios de las mismas para constatar su
estabilidad.
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Galico 356 115 58 2.9 1.2
Protocatéquico 528 17.0 8.5 43 1.7
Gentisico 536 17.4 8.7 43 1.7
Tirosol 1064 343 17.2 8.6 34
Catequina 320 10.3 52 2.6 1.0
Vainillico 364 11.7 59 29 1.2
Cafeico 420 13.5 6.8 34 1.4
Epicatequina 548 17.7 8.9 4.4 1.8
p-cumarico 776 25.0 12.5 6.3 2.5
Ferulico 460 14.8 7.4 3.7 1.5
Rutina 360 11.7 59 29 1.2
Resveratrol 256 83 42 2.1 0.8
Morina 408 13.2 6.6 33 1.3
Quercetina 632 20.4 10.2 51 2.0
Kaempferol 344 11.1 5.6 2.8 1.1

Tabla 19. Disoluciones patrén IV y de trabajo (IV.1; IV.2; IV. y IV .4) obtenidas a par-
tir de la misma por dilucién.

IV.1=0.1mL de Disol. IV + 3 mL de agua, plasma, disolucién tampén u orina.

IV.2 = 0.1 mL de Disol. IV/2 + 3 mL de agua, o plasma, o disolucién tampén u orina.
1V.3 = 0.1 mL de Disol. IV/4 + 3 mL de agua, o plasma, o disolucién tampén u orina.
IV.4 =0.1 mL de Disol. IV/10 + 3 mL de agua, o plasma, o disolucién tampé6n u orina.

d) Disolucién V: Disoluciones de patrones para la obtencion de los es-

pectros de fluorescencia

Para obtener los espectros de excitacion y emision se prepararon disolu-

ciones (n = 6) por separado de cada patron, todas ellas con una concentracion del
3 . . .

orden 10~ M. Las disoluciones de los patrones poco solubles en agua se realizaron

enun 10% /v de etanol.

La composicion particular de cada disolucion igual a la que presenta la fa-

se movil del gradiente cromatografico cuando eluye cada compuesto fendlico.
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¢) Disolucién VI: Disoluciones de patrones para el estudio de sensibili-

dad y validacion de métodos

Se prepara una disolucion de todos los patrones de los compuestos fendli-
cos, a partir de la cual se realizaron una serie de diluciones (1, 2, 3, 4, 5, 6, 7, 8,
9). Las concentraciones de estas disoluciones se muestran en la Tabla IV.14., ex-

presadas en mg/L.

Galico 700 56 1.4 28
Protocatéquico 385 3.08 231 154 077 062 046 031 0.15
Gentisico 463 370 278 185 093 0.74 056 037 0.19
Tirosol 363 290 218 145 072 058 044 029 0.15
Catequina 463 370 278 185 093 074 0356 037 0.19
Vainillico 390 3.14 236 157 079 063 047 031 016
Cafeico 285 228 171 114 057 046 034 023 0.11
Epicatequina 443 354 266 177 0.89 071 053 035 0.18
p-cumarico 328 262 197 131 066 052 039 026 013
Fenilico 320 256 192 128 064 051 038 026 0.3
Rutina 455 364 273 182 091 073 055 036 0.18
Miricetina 1425 114 57 285 057 046 029 0.06 001
Resveratrol 10.5 84 42 21 042 029 021 004 001
Morina 283 226 170 1.13 057 045 034 023 0.11
Quercetina 283 226 170 113 057 045 034 023 0.11
Kaempferol 320 256 192 128 064 051 038 026 0.13

Tabla 20. Concentracion de los compuestos fendlicos (mg/L) en diferentes diluciones
de patrones (1, 2,3, 4, 5,6,7, 8y 9).
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4. 3. MATERIAL E INSTRUMENTACION

La instrumentacion empleada a lo largo de la realizacion de esta memoria,

se detalla acontinuacion de forma general, y ha consistido en:

4. 3. 1. Cromatografo Liquido de Alta Eficacia

- Equipo cromatografico Waters, formado por:
Inyector manual Rheodyne 7125
Bomba cuaternaria Waters 600E System Controller
Horno Waters Steel Columm Heater Module
Bucle de inyeccion de 50 pul.
Estacion de datos Milleniumm 2. 0.
Detector de haz de fotodiodos Waters 996
Detector de fluorescencia Waters 474

- Columna Merck LiChrospher 100 RP-18 de fase reversa, tamafio de par-
ticula 5 um; 250 x 4 mm.; Ref. 50983

- Precolumna LiChroCART® 4-4; Cat. 50957; E. Merck
4. 3. 2. Aparato Disolutor

Aparato disolutor USP Turugrau automatizado. Se usa el método con pa-
letas a 100 r.p.m y a temperatura constante de 37°C (USP 23).

4. 3. 3. Espectrofluorimetro

Espectrofotometro de fluorescencia, con lampara de Xenén, modelo F-
2500 Fluorescence Spectrophotometer Hitachi.
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4. 3. 4. Material de Laboratorio Diverso
- Agitadores magnéticos Selecta-P
- Bafio de ultrasonido Selecta-P con capacidad de 0.5 L.
- Bafio de ultrasonido Selecta-P con capacidad de 6 L.

- Bomba de vacio de membrana Vacuubrand “Schott Iberia”, de 1.7
3
m’/h.

- Cartuchos Sep-Pack C18 Supelco.

- Centrifuga Sorvall® TC.

- Evaporador Rotativo }J'V-micro “Heidolph”.

- Jeringa “Hamilton” de 25 puL.

- Jeringas desechables de 5 y 10 mL.

- Lampara UV "Atom" modelo A./70, n° 614, serie 02
- Micropipeta de volumen fijo “Nichiryo” de 10 pL

- Micropipeta de volumen fijo “Nichiryo” de 20 pL

- Micropipeta digital “Nichiryo” de 100 — 1000 pL

- Sistema de filtracion de agua Milli-Q (Millipore)

- Software Millennium 2010 Chromatography Manager de Millipore
(Milford, Massachusetts).

- pH-metro “Orion” 4204.
4. 3. 5. Filtros de jeringa

Acrodisc CR PTFE: membrana de politetrafluoroetileno; tamafio de poro
0.45 um; Ref. WAT 200502; Gelman Sciences Acrodisc® de Waters
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Acrodisc GHP: membrana de polipropileno hidrofilico; tamafio de poro

0.45 um; Ref. WAT 200514 Gelman Sciences Acrodisc® de Waters

Acrodisc LC PVDF: membrana de difluoruro de polivinilidino; tamafio de
poro 0.45um; Ref. WAT 200510 Gelman Sciences Acrodisc® de Waters

Acrodisc Nylon: membrana de nylon hidrofilico; tamafio de poro 0.45um;
Ref, WAT 200520 Gelman Sciences Acrodisc® de Waters

Anotop®: membrana de 6xido de aluminio (Anopore™); tamafio de poro
0.2 um; Cat. No. 6809 1022 Whatman

Millex®-GV3:membrana Durapore® de fluoruro de polivinilideno; tamafio
de poro 0.22 um; Cat. No. SJGV 013 NS

Acetato: membrana de acetato de celulosa; tamafio de poro 0.45um; Ca-

meo

4. 4. METODOS
4. 4. 1. Método Cromatografico

Los compuestos fendlicos se han determinado por cromatografia liquida de
alta eficacia (CLAE).

Se ha realizado una inyeccion directa de las muestras en el cromatografo,
sin hacer ninguna manipulacion previa, salvo una filtracion, segun el procedi-

miento propuesto por Roggero et al., (1991).

La inyeccion directa, empleada también por otros autores (Lamuela-
Raventos et al., 1995; Goldberg et al., 1996), presenta una serie de ventajas sobre
aquellos métodos que precisan una manipulacion previa de la muestra. De esta
manera, la cuantificacion es mas precisa porque evita las posibles pérdidas en el
proceso de extraccion. Ademas las extracciones introducen errores en la cuantifi-
cacion, pues éstas pueden no ser completas. También evita la posible alteracion de
la muestra, ya que con los cambios de pH pueden producirse reacciones de oxida-
cion e hidrolisis. El medio acido empleado normalmente en las extracciones, pue-
de producir una hidrolisis de los glucosidos del resveratrol.
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Por las razones expuestas, la inyeccion directa es la técnica ideal que nos
garantiza la no alteracion de la muestra que se va a analizar; es ademas la técnica

mas reproducible y la mas rapida.
a) Gradientes de eluciéon
Las fases moviles empleadas:
A acido acético 1%
B: acido acético 6%
C: 4acido acético/acetonitrilo/agua; 5/30/65; v/v/v

Fueron sometidas a un proceso de desgasificacion, que se llevo a cabo con
un bafio de ultrasonidos y posteriormente se mantuvo con una agitacion continua,

gracias al empleo de los agitadores magnéticos.

a.1.) Determinacion de resveratrol y compuestos relacionados por CLAE

Para la determinacion de resveratrol y compuestos relacionados hemos
usado un gradiente de elucion constituido por las disoluciones B y C ya citadas
(Roggero y Archier, 1994). El gradiente de elucion se muestra en la Tabla 21.

5 70 30
10 60 40
20 35 65
30 20 80
35 10 90
40 0 100

Tabla 21. Gradiente de elucion para la
determinacion de resveratrol y derivados.
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La temperatura de la columna cromatografica es de 22°C. El flujo de elu-
cién es de 0.5 mL/min. El analisis de las muestras tiene una duracion total de se-

senta minutos. De todas las muestras se realizaron, al menos dos analisis.

a.2.) Determinacion simultdnea de compuestos fenolicos por CLAE

El analisis cromatografico que realizamos consta de un gradiente de elu-
cion ternario con las tres fases moviles (A, B y C) descritas en el apartado ante-
rior. El gradiente de elucion se muestra en la Tabla 1 (Roggero et al., 1991).

0
15 0 100 0
30 0 100 0
40 0 95 5
50 0 90 10
60 0 80 20
70 0 75 25
80 0 70 30
100 0 35 65
120 0 0 100

Tabla 22. Gradiente de elucion para la determinacion de
compuestos fendlicos.

b) Identificacion de los compuestos fenélicos mediante CLAE y detec-

tor de fotodiodos

A la salida de la columna cromatografica, las distintas sustancias se identi-
fican gracias a un detector de fotodiodos; el cual toma datos de la absorbancia de
una sustancia en un rango de longitudes de onda, definiendo de esta manera el
espectro de absorcion ultravioleta-visible correspondiente. La identificacion se
realiza atendiendo no sélo al tiempo de retencion, como en otras cromatografias,
sino también al espectro de absorbancia en la region ultravioleta-visible (UV-
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VIS), ya que cada sustancia posee uno especifico, dependiendo de su estructura

quimica, que sirve para identificarla.

El detector de fotodiodos que hemos usado para nuestro estudio ha sido

programado para tomar datos con una resolucion de 2.4 nm. en el rango de longi-
tudes de onda: 240 - 450 nm.

Para proceder a la identificacion de una sustancia usamos un procedi-
miento de comparacion espectral, que consiste en la superposicion de los espec-
tros correspondientes al compuesto que se pretende identificar y el de la sustancia
patron. El programa informatico empleado traduce cada espectro a un vector de

un espacio n-dimensional; donde “n” esta relacionado con el numero de datos

tomados por los diodos implicados en la medida.

La diferencia resultante entre dos vectores, los que corresponden al patron
y al problema, se mide como un angulo, indicativo de la medida en que se dife-
rencian dos espectros. Si este angulo es cero, podemos afirmar que el espectro del

problema no presenta diferencias con el espectro de la sustancia patron.

Para nuestras determinaciones incluimos en el programa del ordenador una
biblioteca de espectros. Esta se elabor6 a partir del espectro obtenido de la disolu-

cion patrén de cada uno de los compuestos a determinar.

El espectro de la forma glucosidada es muy similar, practicamente super-
ponible, al de la forma libre correspondiente. Tienen el maximo de absorbancia a
la misma longitud de onda, pero el glucdsido aparece a un tiempo de retencion
bastante menor. Esto es debido a que la glucosa aumenta la polaridad del com-
puesto y en una cromatografia de fase reversa, eluyen antes las sustancias mas
polares. Con el método cromatografico elegido vamos podremos identificar los

siguientes compuestos fenolicos (Roggero, 1997):
Acidos fenélicos y ésteres

Los acidos galico, protocatéquico, vainillico, cafeico, p-cumarico, siringi-
co, cafeiltartarico y cumariltartarico, son identificados y cuantificados con facili-
dad por este método. El fenol mas abundante en el vino tinto es el acido cafeiltar-
tarico, que con frecuencia satura el detector, dando un pico ligeramente distorsio-
nado. El acido ferflico se encuentra normalmente en muy bajas concentraciones

en el vino, y el acido p-hidroxibenzoico es dificil de detectar porque coeluye con
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el abundante 4cido cumaroiltartarico, y su concentracion se encuentra normal-
mente por debajo de 1 mg/L. Los ésteres etilicos de cafeico y cumarico, se en-

cuentran también en vinos envejecidos.

Para la identificacion de los ésteres cafeiltartarico, cumariltartarico, y sus
glucésidos, se ha recurrido a los espectros suministrados en soporte informatico
por el profesor Roggero (Laboratoire de Chimie Organique et Analytique. Faculté
de Sciences. Université d’Avignon) en las mismas condiciones cromatograficas

del estudio.

El galato de etilo fue sintetizado a partir del 4cido galico por el método del
trifluoruro de boro. El procedimiento consiste en afiadir 2 mL del trifluoreterato
de boro a 100 mg del 4cido disuelto en 50 mL de etanol absoluto. Después de 43
horas, la cantidad de éster resultante es adecuada para la identificacion espectral.

Catequinas y proantocianidinas

La (+)-catequina se distingue facilmente, también la (-)-epicatequina, aun-

que ésta aparece en una zona mas confusa del cromatograma.
Flavonoides y glucdsidos

Aparecen en la ultima zona del cromatograma, con tiempos de retencion
que oscilan entre 100 y 130 minutos, y algunos coeluyen con antocianos, pero se
distinguen porque los antocianos carecen de absorbancia entre 330 y 450 nm,
mientras que los flavonoles absorben a 370 y sus glucésidos a 355 nm. Sin em-
bargo, la parte del espectro comprendida entre 240 y 300 nm puede quedar distor-
sionada por la absorbancia de los antocianos. En este ensayo los antocianos no
pueden ser separados e identificados por el alto pH de la fase movil, se determi-
nan en otra cromatografia que usa agua, acido formico y acetonitrilo (Roggero et
al., 1997).

La quercetina es el flavonoide mas abundante en el vino, y también son de
interés dos de sus glucdsidos: isoquercetina y rutina. La miricetina es menos im-
portante, y kaempferol esta ausente o en muy baja cantidad.
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Otros

El tirosol, que procede de la descomposicién de los amino4cidos tirosina o

triptofano, es asimismo abundante en vinos y uvas.

También se identifican estilbenos como el resveratrol y una serie de com-
puestos con él relacionados, a los que dedicamos un capitulo completo de la pre-

sente memoria.

A modo de ejemplo, se incluye en el anexo un cromatograma de un vino

de jerez con este gradiente.

Acido galico 1 16.5 280
Acido cafeiltartarico 2 24.5 330
Acido p-hidroxibenzoico 3 31.7 280
Tirosol 4 33.2 280
Catequina 5 389 280
Acido vainillico 6 46.8 260
Acido cafeico 7 50.1 330
Galato de etilo 8 58.5 280
Epicatequina 9 67.5 280
Acido p-cumarico 10 71.9 313
Siringaldehido 11 78.6 313
Acido fertlico 12 86.7 330
gl-t-resveratrol 13 94.8 307
Rutina 14 106.6 355
gl-c-resveratrol 15 108.2 280
trans-Resveratrol 16 112.3 307
cis-resveratrol 17 118.5 280
Quercetina 18 124.6 355
Kaempferol 19 135.7 355

Tabla 23. Tiempos de retencion (tR), longitud maxima (A max), y ¢l namero de pico con

el que se identifican en los cromatogramas cada compuesto fenolico.
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¢) Cuantificacién

La cuantificacion de un compuesto determinado en una muestra problema
se realiza en funcion de la sefial de area que da el compuesto a la longitud de onda
correspondiente a su maximo de absorbancia en el cromatograma. De esta manera
se calcula una recta de calibrado para cada compuesto fendlico realizando sucesi-

vas diluciones a partir de una disolucion patron.

Se han cuantificado fenoles de los que no se dispone de patréon comercial,
como son el cis-resveratrol, glucosidos de trans- y cis-resveratrol y ésteres como
el cafeiltartarico y el galato de etilo. La cuantificacion del cis-resveratrol y su glu-
cosido se llevo a cabo admitiendo un coeficiente de extincion molar € = 12.000 1
mol ecm™ (Roggero y Garcia-Parrilla, 1995). Los glucésidos y ésteres de los
diferentes fenoles se han cuantificado con el mismo valor de extincidon molar que
los compuestos libres correspondientes, asumiendo que la unién de una molécula
de glucosa no produce cambios significativos en la extincion molar (Roggero,
1997).

d) Identificacion de los compuestos fenédlicos mediante CLAE y detec-
tor de fluorescencia

La espectroscopia de fluorescencia molecular se incluye dentro de los
métodos Opticos conocidos como procedimientos luminiscentes, que consisten en
excitar las moléculas de un analito, lo que origina una especie que a su vez emite,
pudiéndose usar la sefial de emision tanto para el analisis cualitativo como cuan-
titativo. La fluorescencia proviene generalmente de una transicion desde el primer
estado electronico excitado a uno de los niveles vibracionales del estado electroni-
co fundamental. La excitacion tiene lugar por absorcion de fotones, y las transi-
ciones electronicas que se producen no implican un cambio en el espin del elec-
tron. Las técnicas fluorimétricas permiten la determinacion cuantitativa de un gran
nimero de especies organicas e inorganicas a muy bajas concentraciones. La li-
mitacion que tienen es, precisamente, que son menos aplicables que los métodos
de absorcion ya que no todas las sustancias son capaces de emitir fluorescencia
(Skoog and Leary 1980).

Salvando esta limitacion, los métodos de fluorescencia tienen una serie de
ventajas frente a la espectroscopia de absorcion ultravioleta, que pueden resumirse
en:
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- Una alta sensibilidad, con limites de deteccion que son a menudo

inferiores a los de espectroscopia de absorcion.

- Un gran intervalo lineal de concentraciones, que es a menudo signi-

ficativamente mayor que los encontrados en los métodos de absorcion.
- Mejor selectividad que los métodos de absorcion.

Cada compuesto fluorescente tiene un espectro de excitacion y otro de
emision caracteristicos ya que las propiedades fluorescentes de una sustancia es-
tan intimamente ligadas a su estructura quimica. Los espectros de excitacion se
obtienen midiendo la intensidad luminiscente de emision a una longitud de onda
fija mientras se varia la longitud de onda de excitacion. Por otro lado, los espec-
tros fluorescentes de emision implican una excitacion a una longitud de onda fija.
La fotoluminiscencia o emision, normalmente tiene lugar a longitudes de onda
mas largas que la longitud de onda de excitacion. Es muy frecuente que el espec-
tro de excitacion sea parecido al espectro de absorcion ultravioleta, incluso que las
longitudes de onda maximas de ambos coincidan. El espectro de emisioén no varia
significativamente cuando la longitud de onda de excitacion es elegida dentro del
intervalo de excitacion. Es importante resaltar que la fluorescencia rara vez es el
resultado de la absorcion de radiacion ultravioleta de longitudes de onda menores
que 250 nm, ya que tal radiacion es suficientemente energética como para produ-
cir una desactivacion de los estados excitados (Skoog and Leary 1980).

La fluorescencia de un compuesto aromatico con sustituyentes acidos o
basicos en el anillo, depende normalmente del pH. Es probable que las formas
ionizadas y no ionizadas de un mismo compuesto tengan diferentes intensidades y
longitudes de onda de emision. Por tanto, los procedimientos analiticos basados
en la fluorescencia suelen precisar de un control extricto del pH (Skoog and Leary
1980).

La alta sensibilidad de las determinaciones fluorimétricas en comparacion
con las fotométricas se debe al hecho de que en la fluorimetria se mide la intensi-
dad de una sefial pequefia, mientras que en la fotometria se mide una pequefia di-

ferencia entre dos sefiales bastante considerables.

Para obtener los espectros de excitacion y emision se prepararon disolu-

ciones por separado de cada patron, todas ellas con una concentracion del orden
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4

10 M. Las disoluciones de los patrones poco solubles en agua se realizaron en un
10% “/v de etanol. La composiciéon de estas disoluciones es la que tiene la fase

movil cuando eluye cada sustancia en particular.

En la siguiente Tabla se indica, para cada uno de los patrones ensayados,
peso molecular (PM), tiempo de retencion (Tg), composicion de la fase mévil en
la que eluye, y los maximos de excitacion (Aex) y emision (Aem) obtenidos al
realizar los correspondientes espectros en las condiciones ensayadas en disolucio-

nes 10° M para cada compuesto.

Compuesto PM Tr Fase mévil Aex Aem Intensidad
Galico 188.14 17.8 100 %A 345 380 7-8
Protocatéquico | 172.14  25.7 100 %A 340 370 5-6
Gentisico 154.1 351 100 %A 360 450 100
Tirosol 138.17  40.1 95 A+ 5%B 285 305 4000
Catequina 290.28 42.0 95 A +5%B 290 315 1600
Vainillico 168.1 537 85A+15%B 280 360 740
Cafeico 180.16  55.5 85 A+15%B NF NF 0.4
Epicatequina | 290.28 70.7 75A+25%B @ 290 315 2300
p-cumaérico 164.16 79.7 T70A+30%B 355 410 2.5
Ferulico 196.16 950 52A+48%B 365 445 21
Rutina 6105 107.5 17 A+83%B NF NF --
Miricetina 3182 116.7 9A+91%B NF NF --
Resveratrol 2282  118.7 5 A+95%B 350 385 65
Morina 302.2 1245 100 %B NF NF --
Quercetina 338.27 128.7 100 %B NF NF --
Kaempferol 286.24 1434 100 %B NF NF --

Tabla 24. Condiciones para la medida de la fluorescencia de los compuestos fenélicos
NF: no fluorescente

A continuacién se muestran los correspondientes espectros de excitacion y

emision obtenidos para cada fenol (Figuras 7 a 11).
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ESPECTROS DE EXCITACION Y EMISION
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Fig. 11. Espectro de emision acido cafeico
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4. 4. 2. Ensayos de Digestion Gastrica e Intestinal

Para emular los procesos digestivos se prepararon un medio gastrico y otro
intestinal artificiales siguiendo las indicaciones de la Farmacopea Americana
(USP 23, 1995).

Estos medios artificiales se llevan a un aparato disolutor automatizado,
donde se mantienen en condiciones de agitacion (100 rpm) y temperatura cons-
tante (37°C) durante el tiempo del ensayo. Se ha considerado adecuado media
hora para el tratamiento en medio gastrico y dos horas para el tratamiento en me-

dio intestinal.

Tanto una disolucion patron de catorce fenoles, como veinticinco muestras
de vino, se sometieron a las condiciones gastricas e intestinales como se describe

a continuacion.

Una alicuota de 125 mL de vino o solucion estandar, se traté con un vo-
lumen igual de solucién géstrica durante media hora. Otra alicuota de 125 mL de
vino o solucion estandar, se adicioné de un volumen igual de solucion intestinal
durante dos horas. Por lo tanto, la concentracion final de los fenoles en los trata-
mientos con los medios artificiales, queda asi diluida a la mitad con relacion a la
muestra original. Este ensayo se realizo por triplicado para la disolucion estandar

y por duplicado para las muestras de vino.
4. 4. 3. Desproteinizacion de Muestras de Plasma
a) Desproteinizacién con tricloroacético

Este procedimiento de desproteinizacion consiste en afiadir 1mL de acido
tricloroacético (1.2 mol/L) por cada 5 mL de muestra de plasma. Esta mezcla se
incuba a 20 — 25°C durante diez minutos y luego se centrifuga (6000 rpm x 10
min). El sobrenadante asi obtenido es totalmente transparente y de un volumen
similar al volumen inicial de plasma, se puede filtrar ¢ inyectar en el cromatogra-
fo.

b) Desproteinizacion con etanol acidificado

El procedimiento consiste en afiadir cuatro volimenes de etanol acidifica-

do por cada volumen de plasma que se analiza. La mezcla se incuba unos minutos
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a temperatura ambiente, se somete a centrifugacion (6000 rpm x 20 min) y el so-

brenadante se lleva a sequedad en el rotavapor.
4. 4. 4. Inhibicion de la Actividad Enzimatica

El procedimiento empleado ha sido el siguiente: a una muestra de plasma
se le afiade fluoruro sddico solido, en una proporcion aproximada de un 1% en
peso. La mezcla se somete a agitacion en bafio de ultrasonidos durante dos minu-
tos. La viscosidad de la muestra aumenta enormemente, y para poderla filtrar y
analizar por cromatografia es preciso llevar a cabo una desproteinizacion de la

misma ya sea con etanol o con tricloroacético.

4. 4. 5. Estudio de Recuperacion de los Fenoles en Plasma

Se tomaron cuatro alicuotas de una muestra de plasma (tratada con 10
puL/mL de acido o-fosforico y un 1% de acido ascorbico). A cada una se le realizo
la adicion de patron con 10 pL de una disolucion concentrada del conjunto de
fenoles en estudio (Disolucion IV), obteniéndose los niveles de concentracion
recogidos en la Tabla 19 como IV.1, IV.2, IV.3 y IV.4. Cada una de las alicuotas
fueron agitadas en bafio de ultrasonidos durante tres minutos, tras lo cual se filtra-
ron, y se realizd la inyeccion en el cromatdgrafo. Cada muestra se analizé por
duplicado. Con los valores obtenidos se obtuvo para cada fenol la correspondiente
ecuacion de adicion de patron calculada con cuatro puntos.

El mismo procedimiento se efectué con disoluciones en medio hidroalco-
hélico a las mismas concentraciones para obtener las rectas de calibrado externo

para cada fenol.

4. 4. 6. Extraccion en Fase Sélida

La extraccion en fase solida es uno de los métodos de preparacion de
muestra mas simple, efectivo y versatil. Permite separar el componente de interés
de una muestra de las otras especies, pasando la muestra a través de un relleno

cromatografico y eluyendo selectivamente el compuesto deseado.

Existen dos tipos de estrategias en la extraccion en fase solida, combinan-

do el tipo de cartucho y disolvente para que los compuestos que interesan sean:
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1. no retenidos, se adsorben las interferencias
2. retenidos, las interferencias pasan por el cartucho sin ser retenidas

La primera estrategia se elige cuando los compuestos de interés se en-
cuentran en elevadas concentraciones, y la segunda cuando estan a niveles bajos o
bien hay que aislar varios componentes de polaridades diversas. También se usa la
segunda estrategia para concentrar el compuesto de interés caso de que se presente

a niveles de traza.

Con el objetivo de comparar las recuperaciones obtenidas para la inyec-
cion directa se ha procedido a realizar una extraccion en fase sélida con cartuchos
C18, siguiendo la segunda estrategia. La extraccion con cartuchos de este tipo se
describe como un procedimiento muy adecuado para la determinacion de farma-
cos en fluidos biologicos como plasma y orina. Es una fase poco selectiva porque

puede retener compuestos de diferente estructura, también es la fase mas apolar.

El procedimiento seguido ha sido: primero acidificacion (10 pul/mL de aci-
do o-fosforico) y adicion de ascorbico (1%) a la muestra, después la adicion de
patrén, seguidamente extraccion con el cartucho y finalmente el analisis cromato-
grafico (Juan et al, 1999; Ruiz-Gutiérrez et al., 2000).

El procedimiento consiste en:

1. acondicionamiento, con 10 mL de metanol seguido de 10 mL de
agua

2. carga de la muestra de plasma (un mL) diluida en agua
3. lavado con 3 mL de agua con etanol al 25%

4. elucion con 5 mL de metanol puro

4. 4. 7. Extraccion Liquido-Liquido en Plasma
a) Con acetonitrilo

Afadir a 0.5 mL de plasma 0.7 mL de acetonitrilo, centrifugar (6000 rpm x
5 min.) y el sobrenadante se filtra y se inyecta (Carando et al., 1998).
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b) Con metanol

Afiadir a 1 mL de suero 4 mL de metanol, agitar y centrifugar a 6000 rpm
durante 10 minutos. El sobrenadante se lleva a sequedad en rotavapor a vacio, se

redisuelve en 1 mL 50% metanol-agua , se filtra y se inyecta en el cromatografo.

4. 4. 8. Desproteinizacion mas Inhibicion de Enzimas Plasmaticas

a) Desproteinizacion con tricloroacético mas inhibicion enzimatica

Se toma 1 mL de plasma, previamente tratado con fosforico y acido ascor-
bico y se le afiade NaF. Se realiza la adicion de patron. Desproteinizamos afia-
diendo 0.4 mL de tricloroacético (1.2 mmol). Se obtiene 1 mL de sobrenadante,
que se filtra e inyecta en el cromatografo.

b) Desproteinizacion con etanol acidificado mas inhibicién enzimatica

Se toma 1 mL de plasma, al que se afiaden 10 uL/mL de acido o-fosforico
y un 1% de 4cido ascorbico. También se le afiade NaF. Después se realiza la adi-
cion de patron y se deja incubar en bafio de ultrasonidos durante tres minutos.
Posteriormente se le afiaden 4 mL de etanol acidificado, se centrifuga y el sobre-
nadante se lleva a sequedad en rotavapor.

4. 4. 9. Estudio de Recuperacion de Fenoles en Orina

Se realiza la adicion de patrén a cuatro niveles de concentracion (IV.1,
IV.2, IV.3 y IV.4) a una misma muestra de orina libre de compuestos fenoélicos.
Se filtra e inyecta en el cromatografo liquido acoplado al detector de fotodiodos.
Para cada compuesto se calcula la correspondiente recta de adicion de patrén.

El mismo procedimiento se efectué preparando disoluciones en medio hi-
droalcohélico a las mismas concentraciones para obtener las rectas de calibrado
externo para cada fenol.

4. 4. 10. Extracciéon Liquido-Liquido en Muestras de Orina

El procedimiento empleado ha sido el descrito para la determinacion de
acido feralico en orina (Bourne y Rice-Evans, 1999) y consiste en una extraccion
liquido-liquido, cuyo procedimiento es el siguiente: a ImL de orina se le afiaden
100 uL de HCI (SM) y 2.4 mL de metanol. Se tapa y se mezcla bien dutante 30
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segundos. Se centrifuga a 800 g y 4°C durante 10 minutos. Se toma el sobrena-

dante y se elimina el metanol por evaporacion en rotavapor a vacio a 40°C.

La fraccion acuosa que resulta se filtra y se inyecta en el cromatografo li-
quido acoplado al detector de fotodiodos y al de fluorescencia conectados en serie.
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5. RESULTADOS Y DISCUSION

5. 1. DETERMINACION DE RESVERATROL Y COMPUESTOS
RELACIONADOS EN VINOS Y MOSTOS

Desde que se pusieron de manifiesto los efectos fisioldgicos beneficiosos
del resveratrol se suscité un gran interés por determinar su contenido en los dife-
rentes vinos de todo el mundo, ya que el vino es la fuente principal de resveratrol
en la alimentacion humana. En este sentido, se han analizado vinos procedentes de
Francia (Jeandet et al., 1993), Suiza (Adrian et al., 2000), Estados Unidos (La-
muela-Raventos y Waterhouse, 1993; Lamikanra et al., 1996), Espafia (Lamuela-
Raventos et al., 1995; Romero-Pérez et al., 1996b), Italia (Mattivi, 1993; Mozzon
et al., 1996), Portugal (de Revel et al., 1996, Ribeiro de Lima et al., 1999), Japon
(Sato et al., 1997) y Eslovenia (Vrhosek et al., 1995). Sin embargo, hasta la fecha
faltaban estudios de los vinos del sur de Espafia.

En un principio, tan sélo se determinaba la forma trans-resveratrol (Jean-
det et al., 1993; Goldberg et al., 1994; 1995). Mas tarde, también se identificé su
isdmero cis-resveratrol (Roggero y Garcia-Parrilla, 1995) y se determinaron am-
bos junto con las correspondientes formas glusosidadas (Lamuela-Raventos et al.,
1995; Goldberg et al., 1996).

El objeto del presente estudio es la determinacion de resveratrol en vinos y
mostos elaborados en una region calida, como es el sur de Espaiia, donde las altas
temperaturas y las especiales técnicas empleadas en la elaboracion del vino po-
drian afectar a la cantidad final de resveratrol en los mismos (Martinez-Ortega et
al., 20005).

Se ha elegido la técnica de la inyeccion directa, propuesta inicialmente por
Roggero y col. (1991) para el analisis de compuestos fendlicos, y empleada mas
tarde para la determinacion del resveratrol (Roggero y Archier, 1994).

5. 1. 1. Estudio de Filtracion

Para alargar la vida de la columna cromatografica, es conveniente filtrar la
muestra antes de la inyeccion pues, de esta manera, se consigue eliminar particu-
las en suspension de un tamafio tal que pudieran dafiar seriamente la columna.

Salvo la filtracion, a la muestra no se le aplica ningun tratamiento. En la bibliogra-
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fia referida al anélisis de resveratrol en vinos, se emplean muy diversos filtros de
membrana de caracteristicas quimicas muy diferentes. Por citar algunos ejemplos,
se han usado filtros de PVDF (Pezet et al., 1994), Waters (Adrian et al., 2000),
PTFE (Lamuela-Raventos y Waterhouse, 1993) y Anodisc (Lamuela-Raventos et
al., 1995), entre otros.

Asi pues, se estimo conveniente realizar un estudio preliminar de filtracion
que muestra las diferentes capacidades de retencion de cada filtro. Para ello, se

procedio de la siguiente forma:

Se prepar6 una disolucion hidroalcoholica de trans-resveratrol que se so-
metid a irradiacion de luz ultravioleta (A = 360 nm), obteniéndose a partir de ésta

cis-resveratrol y el denominado compuesto B (Roggero y Garcia-Parrilla, 1995).

A continuacion, se realizo el analisis cromatografico de esta disolucion
(Roggero y Archier, 1994), sin filtrar y filtrada con cada uno de los filtros, reali-
zandose cada medida por triplicado. Se compararon las areas obtenidas para cada
compuesto en las disoluciones filtradas, con las areas que se obtenian en la disolu-
cion sin filtrar. De esta manera, se pudo calcular el porcentaje retenido de cada
compuesto con cada filtro. Debido a la interconversion cis-trans que se da en el
equilibrio isomérico, las concentraciones de los distintos compuestos pueden va-
riar a lo largo del tiempo, por lo que resultd imprescindible medir en cada sesion
de trabajo la concentracion de la disolucidn sin filtrar, y referir a ella los resulta-
dos de los filtros ensayados en esa jornada en términos de porcentaje de area del

compuesto que se trate.

Antes de calcular el valor medio de los datos obtenidos por triplicado, se
aplico un test de rechazo de datos por el cual un dato es rechazable si el cociente
entre su diferencia con el central y la diferencia entre el central y el tercero es su-

perior a 1.5. De esta manera, siendo x;> X > X3
serechaza x; si: x1- Xo / Xo-%x3 >1.5
serechaza X3 si: X2- X3 / X1 - x >1.5

Los resultados media y desviacion estandar, expresados en porcentaje de

retencion de area, se muestran en la siguiente tabla:
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Acetato 71374091  43.99+254  79.54+2.99

Millex® 13.45+ 1.85 2.19+3.10 25.68 +3.44
PVDF 85.18+£399  6757+504  97.32+040

Anotop” 0.00 £ 0.00 000+ 0.00 000 £ 0.00
Nylon 9743+137  5403+7.72  9922+1.10
PTFE 681+013 000 = 000 2441 -
GHP 28.35+0.12

Tabla 25. Porcentajes de retencion de los filtros ensayados para:
trans-resveratrol (t-Resv), cis-resveratrol (c-Resv) y el compuesto B.

A la vista de los valores de los porcentajes de retencion obtenidos, consi-
déramos que la eleccion del filtro se debe hacer cuidadosamente, ya que el empleo
de un filtro inadecuado llevaria a cometer un error por pérdidas considerable.

Estos resultados corroboran otros datos que aseguran una retencion supe-
rior al 60% de resveratrol para los filtros de Nylon y PVDF (Lamuela-Ravenios et
al., 1995).

El filtro seleccionado fue el Anotop®, por su menor retencion de los com-

puestos en estudio.

5. 1. 2. Niveles de Resveratrol en Mostos de Jerez de Diferentes Pren-

sadas

Se estudia el contenido de trans- y cis-resveratrol y de sus correspondien-
tes glucosidos en mostos obtenidos con distinto grado de prensa en dos campaiias
sucesivas, 1996 (n = 6) y 1997 (n = 12). Todas las muestras corresponden a uva de

la variedad Palomino cultivada en el marco de Jerez de la Frontera (Tablas 5-13).

Los resultados obtenidos al analizar las muestras de ambas campafias se
ofrecen en sendas tablas: 1996 (Tabla 26) y 1997 (Tabla 27).
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X MY 0.045 - 0.053 0.587 0.685
X, MPL 0.069 1.091 - - 1.160
XJ3 MP 0.433 2.510 - - 2.943

Tabla 26. Concentracion (ng/L) de trans-resveratrol (t-Resv), cis-resveratrol (c-Resv),
glucosidos de trans- (Gl-t) y cis-resveratrol (Gl-c) en Mostos de Distinta Prensada dela
Vendimia de 1996 (var. Palomino).(-) no detectado

MY : Mosto Yema; MPL: Mosto Prensa Ligera, MP: Mosto Prensa

X4 MY D - 0.079 - 0.079
XJs MY D - 0.032 - 0.032
XJs MY D - 0.048 - 0.048
X7 MY D - 0.042 - 0.042
XJs MY D - 0.163 - 0.163
Xlo MY D - 0.036 - 0.036
XJ1o MPL D - 0.031 - 0.031
XJi MPL D 0.161 0.052 - 0.213
X2 MPM D 0.275 0.032 - 0.307
X3 MPM D 0.221 - - 0.221
X4 MP 0.119 0.355 0.285 - 0.759
XIis MP 0.154 0.507 0.212 - 0.873

Tabla 27. Concentracién (mg/L) de trans-resveratrol (t-Resv), cis-resveratrol (c-Resv),
glucésidos de trans- (GI-t) y cis-resveratrol (Gl-c) en Mostos de Distinta Prensada de la
Vendimia de 1997 (var. Palomino).(-) no detectado; D: detectado, no cuantificable

MY: Mosto Yema

MPL: Mosto Prensa Ligera
MPM: Mosto Prensa Mediana
MP: Mosto Prensa
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Efectivamente, se ha podido comprobar que al aumentar la presion ejerci-
da aumenta la cantidad de resveratrol total en el mosto, siendo mas de cuatro ve-
ces superior en el mosto de mayor prensa que en el mosto yema en la campafia de
1996 (Tabla 26) y mas de diez veces en la de 1997 (Tabla 27).

Comparando los valores obtenidos en las dos campafias para cada tipo de
prensa se observa que los niveles de resveratrol total obtenidos en 1996 son supe-
riores a los de 1997. Se pueden explicar estas diferencias en base a las condicio-
nes climaticas de los dos afios. Asi, el verano de 1996 fue suave, con muchos dias
con rocio, siendo la humedad relativa media en agosto de un 72°6%. Mientras que
en agosto de 1997 la humedad relativa media fue de un 59°5%. Se dio la circuns-
tancia de que 1996 fue un afio de abundante pluviosidad después de un largo pe-
riodo de sequia y que la cosecha present6 un alto grado de infeccion por Botrytis.

Asimismo, hay que sefialar la ausencia de glucésido cis-resveratrol en los
mostos de la campafia de 1997. El glucosido de trans-resveratrol aparece en los
mostos yema mientras que el estilbeno correspondiente solo se puede detectar. Sin
embargo, cuando aumenta la fuerza de la presion ya es mayor su presencia.

5. 1. 3. Niveles de Resveratrol en Sobretablas y Vinos Generosos

Se han analizado las concentraciones de resveratrol y compuestos relacio-
nados en diez muestras de sobretablas y una serie de vinos generosos: doce finos,

once olorosos y seis amontillados.

Las sobretablas son vinos de jerez mantenidos en botas antes de ser intro-
ducidos en el sistema de crianza oxidativa. En el caso que nos ocupa las muestras
analizadas fueron sobretablas de mosto yema tomadas a lo largo de varios afios
desde 1986 a 1995 (Tabla 13).

Ninguna de ellas presentd ni resveratrol ni ninguno de sus compuestos
relacionados. Este hecho podria explicarse por dos circunstancias. Una, la sequia
sufrida por la zona durante esta década, ya que precisamente el mosto yema de
1996 (Tabla 26), afio en que se restablecio el régimen de Iluvias normal de la zo-
na, si tiene estos compuestos en cantidades apreciables. La segunda, aunque no
menos importante, es el tiempo transcurrido desde que se elaboraron cada una en
su afio, hasta que se analizaron todas ellas en 1996.
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Tampoco se ha detectado ni resveratrol ni los compuestos relacionados en
las doce muestras de vinos finos analizadas (Tabla 5, Material y Métodos). En la
elaboracion de vinos finos se intenta minimizar el contenido fendlico para evitar
el pardeamiento o remontado. El fino se elabora a partir de mosto yema con un
contenido reducido de resveratrol. Teniendo en cuenta que la duracion minima del
proceso de soleras, segin el reglamento de la Denominacion de Origen de Jerez,
ha de ser de tres afios, durante el transcurso de este tiempo se podria perder el

contenido inicial de resveratrol.

En el caso de los vinos olorosos y amontillados (Tablas 6 y 7 respectiva-
mente), cabia esperar ciertos niveles de resveratrol, ya que para estos vinos se
aprovechan las fracciones de MPM y MPL, junto con el mosto yema y /o vino
fino que no ha superado los requisitos organolépticos para continuar la crianza
biologica. La crianza debe tener una duracion minima de cinco afios para los
amontillados y de ocho para los olorosos. Sin embargo, los resultados obtenidos
nos muestran que carecen de resveratrol. Y esto nos ha inducido a pensar que la
crianza oxidativa que siguen estos vinos lo ha destruido, como han observado
otros autores para vinos envejecidos (Mattivi y Nicolini, 1993).

5. 1. 4. Niveles de Resveratrol en Mostos de Uva

Se analizaron varios mostos obtenidos por estrujado de uvas maduras de
tres variedades diferentes: dos tintas (Cabernet Sauvignon y Tempranillo) y una
blanca (Zalema) (Tabla 12).

Aunque las condiciones en las que se realiza el prensado en el laboratorio
no son idénticas a las utilizadas en bodega, la variedad tinta Cabernet Sauvignon
presenta niveles mas altos de resveratrol que la Tempranillo como es habitual en
los estudios publicados al respecto (Tabla 27).

Cs 0.187 - - - 0.187

Tp 0.114 - - - 0.114
Za 0.022 - 0.016 - 0.038

Tabla 28. Niveles de resveratrol en mostos de uvas (mg/L).
Cs: Cabernet Sauvignon; Tp: Tempranillo; Za: Zalema

114



Resultados y Discusién

Hay que hacer notar que el mosto de uva blanca (var. Zalema) presenta un

un contenido en resveratrol sensiblemente inferior frente a las variedades tintas.
5. 1. 5. Niveles de Resveratrol en Otros Vinos de Andalucia

Si bien el analisis de vinos generosos ha resultado infructuoso en cuanto a
su contenido en resveratrol, no ha ocurrido lo mismo con otros vinos elaborados

en distintas regiones andaluzas.

En la D.O. Condado de Huelva el proceso de vinificacion en blanco para
obtener vinos de mayor potencia aromatica se lleva a cabo mediante una macera-
cion del mosto con los hollejos de la uva, donde se localizan parte de los precurso-
res del aroma de ésta. Tal practica requiere la utilizacion de sistemas controlados
(temperatura, agitacion, aireacion...) mediante depésitos autovaciantes de acero
inoxidable, lo que constituye una importante novedad en este tipo de vinificacio-
nes. Este paso, que dura tan sélo unas horas, favorece una pequefia extraccion del
resveratrol, junto con otros polifenoles. Los resultados de analizar diez vinos asi

elaborados y dos mostos, los ofrecemos en la siguiente tabla:

BC, 0.021 - - - 0.021
BC; - - 0.012 - 0.012
BGC; - - 0.012 - 0.012
BC, 0.014 - 0.020 - 0.034
BA; - - - - -

BA, - - - - -

BS; - - - - -

Bl 0.028 - - - 0.028
BR; 0.044 - - - 0.044
MU, 0.023 - - - 0.023
MA, 0.062 0.184 - - 0.246

Tabla 29. Niveles de Resveratrol y Derivados (mg/L) en Vinos Blancos jovenes.

(-) no detectado
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Solo se ha encontrado cis-resveratrol en una de las muestras de vinos jove-
nes del afio, mientras que su glucosido correspondiente no se ha detectado en
ninguna de ellas coincidiendo con los resultados de otros autores (Goldberg et al.,
1995; Soleas et al., 1995; Lamuela-Raventos et al., 1995). No obstante, es de
destacar que el cis-resveratrol, cuando esta presente, es notablemente superior al
isomero trans. Este efecto también lo observamos en las muestras de mostos de
distintas prensadas (Tablas 26 y 27).

Ademas, se observa que la concentracion de resveratrol total se mueve en
un intervalo no muy amplio, de 0.012 a 0.044 mg/L. Solo una de las muestras,
(MA)) que corresponde a un mosto del Aljarafe presenta un valor sensiblemente

superior siendo tal muestra la Gnica que presenta cis-resveratrol.

El estudio se ha realizado, asimismo, con vinos tintos elaborados en An-
dalucia en las zonas de Campocamara (Granada), Bailén (Jaén) y Bollullos del
Condado (Huelva). Se ha encontrado resveratrol y sus compuestos relacionados
en todas las muestras de vinos tintos, como era previsible esperar, debido a que la
fermentacion se realiza en contacto con las partes solidas de la uva, lo que supone
una disolucion importante de estos compuestos en el vino. Los resultados se

muestran en la Tabla 30.

Al comparar los valores de los vinos tintos de distintas zonas de Espafia,
parece claro que los tintos de D.O. Rioja (1.02-1.97 mg/L) superan notablemente
a los de D.O. Valdepefias (0.012-0.49 mg/L) en lo que se refiere a concentracion
de trans-resveratrol (Pefia et al., 1997). En el caso de los tintos andaluces elabora-
dos con las variedades Tempranillo y Cabernet Sauvignon, las muestras TGyo y
TGy, correspondientes al afio 1996, presentan valores muy similares a los de
Rioja, mientras que el resto de las muestras, correspondientes a afios de sequia,
tienen valores cercanos a los vinos de Valdepefias. De esta manera parece que las
oscilaciones en el contenido de resveratrol estan mas relacionados con las condi-

ciones climaticas que con el origen geografico de los vinos.

Es de destacar que los niveles maximos de resveratrol total aumentan con-
siderablemente en las muestras correspondientes a 1996 (afio en que acabo la se-
quia), que son TGy y TGyy; sus valores doblan los niveles maximos de los afios
de sequia. Los vinos de TG; a TGy, corresponden a dos vinos elaborados por la

misma bodega. Estos resultados no son comparables a los de la muestra TE, tam-
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bién del mismo afio, porque en este caso se trata de un vino experimental obtenido

en condiciones muy diferentes al resto.

TGy 0.038 - - - 0.038
TG, - - 0.067 0.358 0.425
TG; 0.055 - 0.067 - 0.122
TGy 0.324 - - - 0.324
TGs 0.115 - - - 0.279
TGe 0.118 - 0.077 - 0.195
TG, 0.275 0.205 - - 0.480
TGs 0.293 0.133 - - 0.426
TGy 0.120 - 0.012 - 0.132
TGio 0.472 0.484 - - 0.956
TG 0.393 0.452 0.319 - 1.164
TE, 0.108 0.276 - - 0.384
TC, 0.040 - 0.208 - 0.248
TB; 0.157 - - - 0.157

Tabla 30. Niveles de Resveratrol (mg/L) en Vinos Tintos
(-) no detectado

El glucésido cis sdlo aparece en una de las muestras, superando en gran
medida a su isdmero trans. Este hecho también se observa en las muestras de
mostos de prensa (Tablas 26 y 27) y en las de vino blanco (Tabla 29).

La relacion entre isdmeros trans / cis, para las variedades Tempranillo y
Cabernet Sauvignon, ha sido estudiada (Lamuela-Raventos et al., 1995) en vinos
tintos de la mitad norte peninsular (Penedés, Navarra, Ribera del Duero), encon-
trandose que la concentracion del isémero trans es siempre muy superior a la del
cis, unas cuatro veces superior. Sin embargo, nuestros resultados nos muestran

como los dos isomeros, caso de estar ambos presentes, presentan concentraciones
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similares. En alguna muestra incluso (TGii, TE:) el cis estd en mayor cantidad

que el trans.

Asimismo, se ha publicado que la razén: forma glucosidada / forma libre
correspondiente, presenta valores caracteristicos para ciertos tipos de vinos segun
la calidez de la zona de produccidn, y que en concreto para los vinos espafioles y
portugueses tiene un valor de cuatro unidades (Goldberg et al., 1997). Nuestros
resultados, sin embargo, no corroboran esta teoria, como podemos observar en las
Tablas 16, 17 y 18. Los resultados obtenidos por otros autores tampoco alcanzan
la razén 4:1 y no presenta valores fijos (Lamuela-Raventos et al., 1995; Pefia et
al., 1997).

Podemos resumir que, en todos los vinos tintos analizados se ha encontra-
do trans- o cis-resveratrol o/y alguno de sus glucosidos, mientras que en las
muestras de vinos blancos jovenes se han encontrado alguno de estos compuestos
en mas de un 60% de las mismas. Por el contrario, ninguno de ellos han sido de-

tectados en los vinos generosos analizados.

Por otro lado, se ha podido ver una relacion entre el aumento de presion
ejercida y los niveles de resveratrol total. También se ha corroborado que el factor
ambiental influye en los niveles de resveratrol, porque los vinos elaborados en la
etapa de sequia tenian niveles de resveratrol mas bajos que otros elaborados en
igualdad de condiciones pero con niveles de lluvia normales.

El cis-resveratrol y su glucosido se encuentran en pocas muestras, pero en
las que estan presentes la proporcion de cis- sobre trans- es con frecuencia supe-

rior a la unidad.

118



Resultados y Discusion

5. 2. ENSAYO DE DIGESTION APLICADO AL VINO: CAMBIOS
EN SU COMPOSICION FENOLICA

Resulta interesante comprobar la estabilidad en los medios gastrointesti-
nales que es lo que va a condicionar su absorcion. La Farmacopea Americana o
USP (USP 23, 1995) propone llevar a cabo ensayos de disolucion, usando fluidos
gastrointestinales artificiales, como ensayos previos y necesarios para evaluar la
biodisponibilidad de los farmacos en comprimidos. En el caso de los comprimi-
dos, lo que interesa ver es la velocidad de disgregacion, porque el primer paso que
condiciona la absorcion es la liberacion del principio activo, que implica que el

farmaco se encuentra en disolucion (Flores et al., 1992).

De modo analogo, se pueden aplicar al estudio de la biodisponibilidad de
los nutrientes de los alimentos y se ha empleado en la estimacion in vitro del hie-
rro que se puede absorber de la carne (Miller et al., 1981) y de los aminoacidos y
minerales biodisponibles en formulas infantiles (Pérez-Llamas et al., 2000). De
igual manera se ha estudiado la biodisponibilidad in vitro de los flavonoides y
otros fenoles presentes en el zumo de naranja (Gil-Izquierdo et al., 2001).

Por otro lado, se puede pensar que los compuestos de estructura quimica
mas compleja pueden verse afectados por los procesos digestivos. En este sentido
se ha publicado que las condiciones acidas del medio gastrico tienen un efecto
sobre los oligbmeros (de trimeros a hexameros) de procianidinas del chocolate,
provocando la hidrélisis de estos compuestos hasta liberar dimeros y monomeros

de epicatequina (Spencer et al., 2000).

Aunque los estudios in vitro dan solo informacion parcial, no dejan de ser
orientativos y utiles sobre el estado de los compuestos en estudio en el paso previo

a su absorcion, que va a ser condicionante de la misma.

El propésito del presente trabajo es discernir si las condiciones gastroin-
testinales podrian afectar a los fenoles del vino, y evaluar su estabilidad o posible

transformacion en otros compuestos (Martinez-Ortega et al., 2001).

En este capitulo se muestran los resultados obtenidos tras simular las con-
diciones gastricas e intestinales tanto con una disoluciéon de patrones como con

muestras de vino. Las concentraciones de todos los patrones en la disolucion hi-
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droalcoholica (12°5% “/v) se muestran en la Tabla 17 (Disolucion II). Las mues-

tras de vinos se describen en Material y Métodos, Tablas 14, 15 y 16.

El proceso digestivo artificial se realizé siguiendo las instrucciones de la
Farmacopea Americana en un aparato disolutor como se describe en Material y

Meétodos pag.

Las concentraciones de todos los compuestos fenolicos se determinaron en
la disolucion patron y en todas las muestras de vino antes y después de los trata-
mientos gastrico e intestinal mediante CLAE con detector de fotodiodos. Las con-

diciones cromatograficas han sido descritas previamente (Roggero et al., 1991).

En las Figuras 16-17 se muestran los cromatogramas obtenidos para un vi-
no tinto antes (a) y después de los tratamientos gastrico (b) e intestinal (c). La
numeracion de los picos corresponde a la de la Tabla 23.
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Figura 16: Cromatogramas obtenidos para un vino tinto antes (a) y después de los trata-
mientos gastrico (b) e intestinal (¢) a 280 nm..

0.01

T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T

! ] I ] I
20.00 40.00 €0.00 80.00 100.00 120.00 140.00
Minutes

Figura 17: Cromatogramas obtenidos para un vino tinto antes (a) y después de los trata-
mientos gastrico (b) e intestinal (¢) a 313 nm.
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5. 2. 1. Evolucién de una disolucién de patrones sometida a digestion

gastrica e intestinal

Las concentraciones encontradas para los compuestos fenolicos estudiados
después de los tratamientos gastrico e intestinal se muestran en la Tabla 30. Co-
mo se puede observar, algunos compuestos resultan bastante estables, mientras

que otros disminuyen sensiblemente.

Acido galico 7.0 7.0+0.1 3.5+0.1
A. p-hidroxibenzoico 5.3 51406 50+04
Tirosol 3.5 35402 34+£02
Acido Vainillico 4.0 40+0.1 35+0.1
Siringaldehido 2.9 29402 29+02
Acido Cafeico 5.5 54+04 50104
Acido p-Cumarico 22.0 209+0.7 203£1.0
Acido Fertlico 12.0 11.4+0.1 11.4+07
trans-Resveratrol 0.2 02+0.1 02%0.1
Catequina 3.6 29+02 28103
Epicatequina 8.6 76+1.0 75104
Rutina 15.7 96+038 79+13
Quercetina 6.0 53408 23+08
Kaempferol 1.3 1.2£0.2 0.5+0.5

Tabla 31. Evolucién de una disolucién patrén sometida a digestion gastrica e intestinal.
Todos los datos son concentraciones expresadas como mg/L.

Es importante recordar que como resultado de la aplicacion de los reacti-
vos de los tratamientos la disolucidn que se ensaya (Tabla 17) queda diluida a la
mitad (Tabla 31, columna Inicial).

Considerando este factor de dilucion, se puede observar en la tabla que los

compuestos fendlicos cuya concentracion no se ve afectada tras el tratamiento con
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el medio gastrico son: 4cido galico, acido p-hidroxibenzoico, tirosol, acido vaini-

llico, siringaldehido, acido cafeico, trans-resveratrol y kaempferol.

Asimismo, los flavonoides catequina, epicatequina, rutina y quercetina

disminuyeron su concentracion entre un 7.7 %y un 38.9 % aproximadamente.

Cuando la disolucion patron se sometio al medio intestinal, la mayoria de
las concentraciones de los compuestos fendlicos disminuyeron en mayor medida
que después del medio gastrico, probandose asi que son mas estables en condicio-
nes acidas. En el caso particular del acido galico, hay que sefialar que su absorti-
vidad molar estd muy influenciada por el pH. Los siguientes compuestos no re-
sultaron afectados: tirosol, acido p-hidroxibenzoico, acido vainillico, siringaldehi-
do, acido cafeico, acido p-cumarico, acido fertlico y trans-resveratrol. Las con-
centraciones de todos los flavonoides ensayados (catequina, epicatequina, rutina,
quercetina y kaempferol), disminuyeron sensiblemente (Tabla 31). Por todo lo
expuesto se puede decir que el medio intestinal causa cambios mas marcados que

en el medio gastrico en la composicion fendlica.

S. 2. 2. Ensayos de Digestion Gastrica e Intestinal Aplicados a Distin-
tos Tipos de Vinos

Es necesario sefialar que no todos los fenoles ensayados fueron encotrados
en las muestras analizadas; algunos de ellos no fueron hallados en ninguno de los
vinos como fue el caso de tirosol, acido vainillico y siringaldehido. Ademas, otros
fenoles fueron detectados en un bajo numeros de muestras, por lo que no se han
podido extraer conclusiones. Este es el caso de acido p-hidroxibenzoico, acido p-

cumarico, acido ferulico, rutina y kaempferol.

Los datos obtenidos para estos ensayos se recogen en la Tabla 32, donde
las muestras se han agrupado atendiendo al tipo de vino. Seguidamente se expli-
can los cambios mas destacables.

La concentracion de acido galico se increment6 en los vinos tintos y en los
generosos tanto con el tratamiento gastrico como con el intestinal (Tabla 32). Tan
sélo disminuy6 ligeramente en alguna de las muestras de vino blanco tras el tra-
tamiento intestinal. Este hecho podria ser debido a la presencia en el vino de es-
tructuras quimicas complejas como los taninos galicos o el galato de proantocia-
nidinas, especialmente en los vinos tintos, que podrian ser escindidos liberando
asi monomeros de acido galico (da Silva et al., 1991).
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Acido galico Blanco 3 1.2x03 1.7£0.5 09+03

Jerez 7 1.8+09 2.6 +1.1 27+1.1
Tinto 11 9119 98+23 105+19
Galato de etilo | Tinto 5 04+0.1 04+02 04402
Acido Cafeico | Blanco 3 03+0.1 03+0.1 0.4+02
Jerez 3 04+02 03+£0.1 1.2+0.1
Tinto 11 1.5£1.0 1.5+1.0 1.8+1.0
Acido Blanco 6 54+25 56+27 57+23
Cafeiltartarico Jerez 6 35+16 38+16 38+£20
Tinto 11 5718 56+18 57+1.7
gl-t-resveratrol | Tinto 6 03100 03+00 03+00
gl-c-resveratrol | Tinto 6 1.4+£0.1 1.4+£0.1 1.4+02
t-resveratrol Tinto 7 05+02 0.5+03 0.7+03
c-t-resveratrol | Blanco 1 0.1 0.2 0.2
Tinto 5 06+02 1.0+0.2 08+04
Catequina Blanco 2 24+03 2.1+02 26+0.6
Tinto 12 123 +28 13.7+4.0 13.2+31
Epicatequina Tinto 10 85+32 76+19 76+22
Quercetina Tinto 6 23+1.1 30£14 32+19

Tabla 31. Evolucidn de Vinos sometidos a digestion géstrica ¢ intestinal. Todos los datos
son concentraciones expresadas como mg/L.

Se ha efectuado el analisis de la varianza, ANOVA, para aquellos com-
puestos fenodlicos en los que se producen variaciones tras los tratamientos. Se ha
tomado como variable independiente el tipo de tratamiento (gastrico o intestinal)
y como dependiente la concentracion de cada fenol en cuestion. Los valores de p-
level obtenidos para cada compuesto fendlico se ofrecen en la Tabla 33, donde p-
level Gastrico se refiere a la comparacion entre los niveles inicial y tras el trata-
miento gastrico, p-level Intestinal, a la comparacion entre los niveles inicial y tras
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el tratamiento intestinal, y p-level Total a las variaciones en global de ambos tra-

tamientos.

Acido galico Blanco 0.567

Generoso 0.200

Tinto 0.488

Total 0.763 0.095 0.207
Acido cafeico Blanco 0.767 0.341

Generoso 0.707 ;

Tinto 0.912 0.866

Total 0.95 0.455 0.7
Catequina Blanco 0.875 0.683

Tinto 0.554 0.816

Total 0.583 0.568 0.808
Epicatequina Tinto 0.375 0.444 0.495
Acido p-cumarico | Generoso 0.876 0.882

Tinto 0.954 0.921

Total 0.926 0.971
Quercetina Tinto 0.244 0.352 0.525
Cumarato de etilo Generoso 0.660 0.390

Tinto 0.820 0.850

Total 0.639 0.381 0.648
Cumariltartarico Blanco 0.995 0.646

Generoso 0.858 0.786

Tinto 0.724 0.488

Total 0.776 0.586 0.723
Gl-Cumariltartarico |Blanco 0.935 0.976

Generoso 0.946 0.511

Total 0.951 0.837 0.971

Tabla 33. Analisis de la varianza (ANOVA). Valores “p” para los tratamientos gastrico,
intestinal y total.

Al evaluar los resultados del ANOVA se puede comprobar que sélo hay
dos casos en los que las diferencias observadas son significativas. En los dos ca-
sos se trata de vinos generosos tras el tratamiento con el medio intestinal, y los
compuestos que varian son el acido galico y el acido cafeico, aumentando su con-

centracion significativamente respecto a los niveles iniciales. Este hecho esta en
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contraposicion a lo observado para la disolucion patron, en la que ambos com-
puestos disminuian, y puede estar relacionado con la presencia en la compleja
matriz del vino de polimeros como los taninos galicos, que podrian ser escindidos

durante el proceso digestivo.

El galato de etilo se ha detectado en unas pocas muestras, manteniéndose
su concentracion estable después de los tratamientos gastrico e intestinal (Tabla

32), como se podia esperar debido a su estructura de éster.

El 4cido cafeico también se muestra estable tras los ensayos con los me-
dios artificiales (Tabla 32) de la misma manera que en la disolucion patroén (Tabla
31). Sin embargo, en alguno de los vinos generosos se pudo observar un ligero
incremento de su concentracion tras el tratamiento con el medio intestinal. El
analisis de la varianza prueba que dicho aumento fue significativo (p<0.05) (Tabla
33).

El 4cido cafeiltartarico se mostro relativamente estable tras los dos trata-
mientos (Tabla 31), no siendo significativas las ligeras variaciones que se miden
(Tabla 32).

Ambos isémeros de resveratrol, asi como sus respectivos glucosidos han
sido identificados y cuantificados en las muestras de vino. Aunque presentes en
bajas concentraciones, estos compuestos han mostrado un comportamiento bas-
tante estable tras las condiciones gastrica e intestinal (Tabla 32).

En relacion a los flavonoides, los niveles de catequina se vieron incre-
mentados en la mayoria de las muestras de vino tinto después del tratamiento
gastrico pero no de forma significativa (Tabla 33). Los vinos blancos tienen me-
nor cantidad de catequina, siendo los cambios menos marcados que en la solucion

patron.

La concentracion de epicatequina en vinos tintos disminuy6d después del
ensayo gastrico. Cambios similares fueron observados tras el medio intestinal
(Tabla 32). La epicatequina mostr6 idéntico comportamiento en la disolucion pa-

tron y en las muestras de vino (Tabla 31).

La quercetina, solo presente en vino tintos, incrementd su concentracion
después de ambos tratamientos. Catequina y quercetina parecen ser mas estables

en las muestras de vinos que en la disolucion de patrones (Tabla 32). La querceti-
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na es susceptible de autoxidarse a pH 7.5, pudiendo el vino actuar como un tam-

pon que limitara este efecto.

En resumen, podemos decir que: al aplicar el ensayo de disolucién a una
disolucion hidrolacohoélica patron de compuestos fenolicos, los flavonoides se ven
afectados en una extension mayor que los acidos fendlicos simples, excepto para
el acido galico que disminuyo cerca de un 50% tras el tratamiento intestinal debi-

do al pH del medio.

En general, los compuestos fenolicos presentes en el vino parecen ser
mas estables a las condiciones gastrointestinales en el mismo que cuando se ensa-
ya una disolucion patron. En las muestras de vino los niveles de acido galico au-
mentan en la mayoria de los casos, como también ocurre con catequina y querce-
tina.

El resveratrol y los compuestos relacionados, demostraron ser bastante
resistentes a las condiciones gastrointestinales.
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5. 3. DETERMINACION DE COMPUESTOS FENOLICOS EN MUES-
TRAS BIOLOGICAS

5. 3. 1. Establecimiento de las Condiciones para la Medida por Fluores-

cencia de los Compuestos Fendélicos del Vino

Los espectros de excitacion y emision para cada compuesto se han obtenido
gracias a un fluorimetro. Ni los componentes de las fases moviles (acido acético,
acetonitrilo y agua) ni el etanol empleado para disolver algunos patrones, son fluores-
centes, por lo que no interfieren. Pero el espectro de fluorescencia si que puede variar
en funcion del pH. Para evitar interferencias debido a ello el espectro de cada sustan-
cia se ha registrado disolviendo cada patrén en una disoluciéon con idéntica composi-
cion de la fase movil en la que eluye, es decir, teniendo en cuenta el gradiente de elu-
cion del método cromatografico empleado (Tabla 24). Asi se obtuvieron los espectros
de fluorescencia de cada compuesto en condiciones similares a las que habra en el

eluato cuando dichos compuestos alcancen el detector de fluorescencia.

Los espectros de excitacion y emision obtenidos se muestran en las Figuras 5 a
15. Las longitudes de onda elegidas son aquellas que presentan intensidades maximas
en cada espectro. En el caso de presentar mas de un maximo de excitacién (ocurre
con los acidos galico, protocatéquico y gentisico entre otros) se elige la longitud de
onda mayor, aunque sea de menor intensidad ya que es preferible excitar a longitudes

de onda mas largas.

Los flavonoles: quercetina, morina y miricetina no presentaron fluorescencia
alguna, tal como era de esperar porque las sustancias altamente pigmentadas no sue-
len ser fluorescentes. Es de destacar el caso de los compuestos con estructura quimica
derivada del acido cinamico: cafeico, p-cumarico y ferulico. El cafeico no es fluores-
cente pues aunque da una pequefia sefial de emision en torno a los 440 nm, dicha se-
fial es de menor intensidad que la de distorsion que aparece a la izquierda del espectro
(Fig. 11). Esta sefial de dispersion inherente a todo espectro de fluorescencia, se ob-
serva claramente en el caso de compuestos no fluorescentes, siendo inapreciable en el
caso de compuestos fluorescentes, cuya emisién supera con creces el citado valor de
dispersion.

129



Tesis Doctoral

El 4cido p-cumarico presenta cierta fluorescencia, aunque discreta, como lo
prueba el hecho de que la sefial de dispersion sigue siendo notable (Fig. 7) mientras
que el acido fertlico (Fig. 8) si es fluorescente y la sefial de dispersion ya no es rele-
vante frente a la sefial de emision del propio compuesto. Se observa cémo la intro-

duccion de un grupo metoxilo, afecta a la fluorescencia aumentandola.

La intensidad de la fluorescencia de los compuestos fendlicos ensayados en
orden de mayor a menor intensidad, fueron: tirosol, epicatequina, catequina, acido
gentisico y acido vainillico. El resveratrol presenta una fluorescencia intermedia. Y
los menos fluorescentes, también en orden decreciente son: acido ferulico, acido gali-

€0, protocatéquico y p-cumarico.

Los resultados obtenidos difieren de los encontrados en la bibliografia para
determinados compuestos como Aacido gentisico, tirosol, (+)-catequina y trans-
resveratrol (Carando et al., 1999). Los valores que establecen estos autores para las

longitudes de onda maximas de excitacion (Aex) y emision (Aem) son los siguientes:

Acido gentisico 230 446
(+)-catequina 275 322
Tyrosol 275 313
Trans-resveratrol 298 385

Tabla 34. Condiciones de excitacion y emision.

Las diferencias que se observan se pueden explicar porque los espec-
tros de fluorescencia fueron obtenidos en otras condiciones, y los espectros de fluo-
rescencia pueden verse muy afectados al variar el pH. Ademas, el gentisico tiene dos
maximos de excitacion y se ha elegido el primero, cuando quiza seria mas adecuado
elegir el segundo por dos razones: se prefiere excitar a las longitudes de ondas mas
largas y la excitacion por debajo de los 250 nm no es recomendable (Skoog y Leary,
1980).
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A partir de los datos obtenidos, se ha disefiado una programacion del detector
de fluorescencia en la que se varian las condiciones de excitacion y emision en fun-
cion del tiempo de retencién de cada uno de los patrones susceptibles de ser cuantifi-
cados por fluorescencia. En esta programacion se han tenido en cuenta todos los
compuestos fendlicos que dan alguna sefial de emision, auhque ésta sea pequeda,, para

ver si es posible determinarlos todos ellos por fluorescencia. El resto de condiiones™ ... _

que se fijaron en el detector de fluorescencia fueron: modo de filtro digital 3s, atenua-
cion 32, anchura de banda 18 y ganancia 1000. Queda asi dividido el analisis;croma- -
tografico en una serie de etapas o intervalos de tiempo, tal como se muestra en la si-

guiente Tabla:

0-20 345 380 Galico
20 -30 340 370 Protocatéquico
30-38 360 450 Gentisico
38-48 © 290 310 Tirosol, Catequina
48 -60 280 360 Vainillico
60 —75 290 “e 315 Epicatequina
75 -85 355 410 p-cumarico

85 -100 365 445 Fertlico

100 - 125 350 385 Resveratrol

Tabla 35. Programacion del detector de fluorescencia.

Al aplicar este programa en el detector de fluorescencia durante el analisis
cromatografico de las diferentes disoluciones de patrones se obtuvieron cromatogra-
mas como los siguientes para el detector de fotodiodos (Fig. 18) y para el detector de

fluorescencia (Fig. 19).
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Fig. 18. Analisis mediante CLAE y detector de fotodiodos (280 nm) de disolucion patrén IV.1.
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En el cromatograma obtenido con el detector de fluorescencia (Fig. 19) se
puede observar que hay compuestos que no dan una sefial suficiente para ser analiza-
dos mediante fluorescencia. Estos son acido galico, protocatéquico y p-cumarico.
Otros, como el acido gentisico (pico 1) y ferulico (pico 6), dan una sefial muy peque-
fia. Se puede ver también que los compuestos fendlicos que mejor se presentan mejo-
res propiedades fluorescentes son tirosol (pico 2), (+)-catequina (pico 3), acido vaini-
llico (pico 4), (-)-epicatequina (pico 5) y resveratrol (pico 7).

5. 3. 2. Aplicacion de la fluorescencia a muestras biologicas

Aplicacion de la fluorescencia a muestras de plasma

Con el objeto de ensayar la aplicabilidad de la fluorescencia a muestras de

plasma se ha procedido de la siguiente manera.

Una muestra de plasma se filtra (Anotop 0.22) y se inyecta en el equipo cro-
matografico con los dos detectores, fotodiodos y fluorescencia, conectados en serie
(Figuras). El analisis cromatografico se realiza aplicando las condiciones descritas

para la determinacion simultanea de compuestos fendlicos (Roggero et al., 1991).

El cromatograma asi obtenido con el detector de fluorescencia programado
como se ha descrito, presenta un pico que satura en gran manera el detector entre los
minutos 42 y 67. Con el uso del detector de fotodiodos pudimos obtener su espectro
UV-VIS e identificar este pico con el aminoacido I-triptéfano. Otro aminonoécido
que también fue identificado fue la I-tirosina por el mismo procedimiento de compa-
racion espectral. A continuacién se ofrecen los cromatogramas de la muestra de

plasma con ambos detectores.

Para estudiar las propiedades fluorescentes de estos dos aminoacidos se prepa-
raron por separado los correspondientes patrones en disoluciones de 10° M y se ob-

tuvieron los correspondientes espectros de excitacion y emision.

Los espectros de excitacion y emision de ambos aminoacidos se muestran a

continuacion en las figuras 20 y 21.
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Ambos son bastante fluorescentes, tal como se recoge en la siguiente tabla
(Tabla 36) donde se ofrecen sus tiempos de retencion, y maximos de excitacion y

emision.

ml—tlrosma 12 275 - 305 57OVO‘>
I-triptofano 43 250y 300 350 1300

Tabla 36. Propiedades fluorescentes de los aminoécidos.

Puesto que el pico fluorescente de triptofano supone una interferencia consi-
derable, se procede a variar la programacion del detector para minimizar su sefial.
Con tal propodsito se eligen: como excitacion 270 y como emision 290 nm entre los

minutos 42y 67.

Con estas modificaciones el detector de fluorescencia permite la corrobora-
cion de los compuetos identificados por el fotodiodos como tirosol, catequina, acido

vainillico, epicatequina y resveratrol en muestras de plasma.

Aplicacion de la fluorescencia a muestras de orina

Para ver la aplicabilidad del detector de fluorescencia a muestras de orina se
toma una muestra de orina que se filtra e inyecta en el equipo cromatografico con los

dos detectores, fotodiodos y fluorescencia, conectados en serie.

Se realiza el gradiente cromatografico para la determinacion simultanea de
compuestos fendlicos (Roggero et al., 1991). Con el detector de fluorescencia, pro-
gramado como se habia establecido anteriormente, aparecen un gran niamero de picos
fluorescentes a lo largo de todo el cromatograma que imposibilitan la determinacion

de cualquier compuesto.

A la vista de los resultados, se opt6 por el gradiente cromatografico propuesto
para la determinacion de los compuestos fendlicos menos polares (Roggero y Archier,
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1994), manteniendo el detector de fluorescencia durante todo el analisis con longitu-
des de onda de excitacion y emision fijas para detectar trans-resveratrol y su glucosi-
do que son los Gnicos compuestos fluorescentes de interés que se pueden detectar en

estas condiciones.
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5. 3. 3. Validacion del Método mediante CLAE con Detector de Fotodio-

dos y de Fluorescencia Acoplados en Serie Para Muestras Biologicas

La validacién de un método es la comprobacion de que las caracteristicas de
realizacion del método propuesto son adecuadas para el uso que se persigue. Tanto la
Farmacopea Americana (USP) como la Food and Drug Administration (FDA) han
propuesto protocolos de validacién de métodos analiticos de compuestos quimicos,
sin embargo, no existen directrices oficiales concernientes a los métodos de analisis
de fluidos biologicos (Huber, 1998).

La validacion supone la evaluacion o determinacion de una serie de parame-
tros, como son: linealidad, limites de deteccion y cuantificacion, selectividad, estu-
dios de recuperacion y precision. Sin embargo, es necesario puntualizar que no existe
una guia oficial sobre el orden de los experimentos a llevar a cabo, la secuencia que
se emplee dependera del propio método que se desarrolle. Para los métodos de cro-
matografia liquida, se puede seguir el siguiente orden (Huber, 1995):

1. selectividad de los patrones, optimizando la separacion y determinacion de

disoluciones patrones.
2. precision de los tiempos de retencion y las areas de los picos.
3. intervalo de linealidad, limites de deteccion y cuantificacion.
4. selectividad con muestras reales.
5. precision a diferentes concentraciones.

El método cromatografico empleado fue descrito inicialmente para la deter-
minacion de compuestos fendlicos en vinos (Roggero et al., 1991), y como tal se ha
empleado profusamente. En los estudios de la presente Memoria se acopla un detector
de fluorescencia en serie y se aplica a muestras biologicas, por lo que se ha conside-

rado oportuno validarlo convenientemente.
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a) Linealidad

Se ha evaluado la linealidad de la respuesta de ambos detectores. La linealidad
establece una correlacion lineal entre la respuesta del detector frente a la concentra-
cién del compuesto ensayado. Para determinar la linealidad se ha medido el area y la
altura de los picos cromatograficos para cada uno de los fenoles estudiados al menos
a cinco niveles de concentraciones, dentro del rango esperable en las muestras biol6-
gicas reales. Cada medida se tomé por triplicado. Los resultados obtenidos para cada
compuesto se muestran en las Tablas 37 y 38, donde se indica: rango de linealidad
estudiado, ecuacion de regresion lineal y coeficientes de regresion de cada compues-

to.

Se observa, en general, buenas regresiones tanto para la altura como para el
area en las concentraciones ensayadas en los dos detectores. La altura puede ser util

para cuantificar picos que no presenten buena resolucion.
b) Limites de deteccion y cuantificacion

El limite de deteccion (LDD) es la concentracion de analito mas baja que pro-
duce una respuesta del detector por encima del nivel de ruido del sistema. Suele to-

marse como el valor tres veces superior a la linea de base del nivel de ruido.

El limite de cuantificaciéon o de determinacion (LDC) es la concentracion de
analito mas baja que se puede medir con exactitud, y se toma frecuentemente como

diez veces el nivel del ruido.

Ambos parametros se han establecido numéricamente segun el procedimiento
de Miller y Miller (1993), tomando tres (LDD) y diez veces (LDC) respectivamente
el valor de la relacion existente entre la desviacion estandar de la regresion y la pen-

diente de las rectas de calibrado.
LDD=3c/b=3 Sa/b LDC=100c/b=10 Sa/b

Siendo “Sa” el error asociado a la ordenada en el origen y “b” la pendiente de

la recta de calibrado (y = bx + a).
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Se han calculado los limites de deteccion y cuantificacion en ambos detecto-
res, fotodiodos y fluorescencia, para cada uno de los compuestos fendlicos ensayados
en funcion del area y de la altura de los picos cromatograficos. Por tanto, tenemos
cuatro rectas de calibrado para los fenoles fluorescentes, y dos para los no fluores-
centes. Las concentraciones de los fenoles con las que se han realizado las rectas de

calibrado son las diluciones de la Disolucién VI (Tablas 5 — 6).

Area  7.000280  y=02737x-00143 099976 0113 0376
Altura  2.800-0.280  y=14048x+1594.8 0.99829 0.191  0.637
Protocatéquico |Area  3.080-0.154 y =03734x-0.0074 _ 0.99983 0.042  0.140
Altura 3.080-0.154  y=24359x+936.58 0.99905 0.080  0.268
Cafeico  |Area  2.850-0.114 y=05065x-00124 099983 0.040 0.132
Altura 2.850-0.114  y=16988x-389  0.99911 0.088  0.293
Miricetina _ JArca  14.25-0456  y=02319x-0.036 097729 4287 14.29
Altura  14.25-0.456  y=13326x-10278  0.99538 1510  5.03
Morina Area  2.825-0.565  y=01301x:00374 099924 0.157 0.523
Altura  2.825-0.565  y=5805.4x-1794  0.99861 0214 0.714
Quercetina  |Area 2.825-1.695 y=16199x-2.629 099874 0348 1.160
Altura 2.825-1.695  y=75829x-123000 0.99954 0210  0.701
Rutina Area  0600-0.090 y=0225x+0.0074 099843 0.032 0.106
Altura 1500-0.090  y=13929x+12589 0.99853 0.055  0.185
Kaempferol |Area 0.600-0.060 y=0.7512x+0.0050 0.99501 0.071  0.236
Altura  0.600-0.060  y=62807x-1364 099831 0.031  0.105

Gahco

Tabla 37. Linealidad de los Compuestos fenodlicos no fluorescentes. Valores en mg/L.

Ecuaciones de regresion obtenidas con el detector de fotodiodo respecto al drea del pico cro-
matografico (A Fot) y respecto a la altura del pico (H fot). Rango de concentraciones, cocficiente de
regresion (“r”), limites de deteccion (L.D.D.) y cuantificacién (L.D.C.).
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C y  reg .
Gentisico }A Fot 4.625-0.185 y=0.1389x- 0.005  0.99946 0.153 0511
H Fot 3.700-0.185 y=5992.1x+18.18  0.99875 0.184 0.615
A Fluor 3.700-0.185 y=17.030x - 0.460  0.99974 0.067 0.224
H Fluor 3.700-0.185 y=0271x-0.002  0.99993 0.047 0.158
Catequina A Fot 4.625-0.370 y=0.0544x+ 0.003 09996 0.116 0.388
H Fot 37-0370 y=23252x+4.003 0999 0.103 0.342
A Fluor 0.925-0.093 y=48.396x-1.296 09995 0.029 0.095
H Fluor 0.740-0.093  y=1.5458x-0.0493 0.99967 0.021 0.070
Vainillico A Fot 3.900-0.157 v=0.402x - 0.006 0.99991 0.029 0.097
H Fot 3.900-0.157 y=11463x - 60.86  0.99931 0.106 0.352
A Fluor 0.628-0.079  y=81.668x—1.718 0.99995 0.007 0.022
H Fluor 0.628-0.079 y=1.754x-0.0164  0.99869 0.039 0.131
[Epicatequina  |A Fot 4.425-0.531 y=0.061x+ .0056 099945 0.134 0.447
H Fot 4.425-0.531 y=24599x+138.2  0.99465 0.419 1.396
A Fluor 0.708-0.089  vy=52.240x— 1.809 099977 0.016 0.054
H Fluor 0.708-0.089 yv=1491x—0.0432 099984 0.016 0.052
Tirosol A Fot 3.625-0.016 y=0.053x+0.0004  0.99955 0.082 0.273
H Fot 2.900-0.435 y=1865.2x-96.12 099881 0.142 0.474
A Fluor 0.580-0.073 y=06.735%-0.6139  0.99688 0.049 0.163
H Fluor 0.580-0.073 v=1.9617-0.0423 0.98911 0.086 0.288
Feralico A Fot 3.200-0.512 y=0.5306+0.0624  0.99986 0.051 0.172
H Fot 3.200-0.512 y=14928x+1154.2 0.99967 0.073 0.244
A Fluor 2.560-0.384  y=2.0396+0.44886 0.99970 0.077 0.257
H Fluor 2.560-0.384 y=62022x-4360 0.99978 0.097 0.323
Cumarico A Fot 3.275-0.395 y=0.7924x+0.0976 0.99981 0.049 0.163
H Fot 3.275-0.131 y=24640x+115.53  0.99977 0.061 0.203
A Fluor 2.620-0.262 v=0.716-0.1972 0.99325 0.373 1.243
H Fluor 2.620-0.262 y=18604x-3901 0.99570 0.297 0.991
Resveratrol A Fot 4.200-0.008 y=2291x+0.0011 09992 0.145 0.483
H Fot 4.200-0.008 y=132318.6x-1043 09990 0.168 0.559
A Fluor 0.420-0.008 y=34.015x-0.3974 0.9992 0.020 0.080
H Fluor 0.420-0.008 y=1.6428x+0.06347 09990 0.033 0.111

Tabla 38. Lincalidad de los Compuestos fenélicos fluorescentes. Valores en mg/L. Rango de

concentraciones en el que se han establecido, coeficiente de regresion (“r”) y limites de detec-

cion (L.D.D.) y cuantificacion (L.D.C.). Ecuaciones de regresion obtenidas:

1. con el detector de fotodiodo respecto al area del pico cromatografico (A Fot) y respecto a
la altura del pico (H fot).

2. con el detector de fluorescencia respecto al area del pico cromatografico (A Fluor) y res-
pecto a la altura del pico (H Fluor).
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La fluorescencia ha sido descrita como una de las técnicas de deteccion mas
sensible (Skoog y Leary, 1980). Sin embargo, para los ocho compuestos fendlicos
fluorescentes ensayados, las mejoras obtenidas para los limites de deteccion son co-
mo maximo de un orden de magnitud, y esto ocurre para el acido gentisico, la cate-
quina, el acido vainillico, la epicatequina y el resveratrol. Los resultados son muy
similares a los obtenidos por otros autores (Vifias et al., 2000) e incluso mejores para
el detector de fotodiodos. Hay autores que se decantan por la fluorescencia (Carando
et al., 1998, Ruidavets et al., 2000), pero otros prefieren el detector de fotodiodos o
bien conectar ambos detectores en serie (Giachetti et al., 1999). El obtener buenos
limites de deteccion con el detector de fotodiodos presenta la ventaja de que permite

la confirmacion de los picos mediante la comparacion espectral.

La deteccion con fotodiodos ha demostrado en numerosos estudios ser mas
sensible que la electroforesis capilar, que se suele emplear para la determinacion de
compuestos fendlicos en vinos (Prasongsidh y Skurray, 1998; Chu et al., 1998), o
que el empleo de un detector electroquimico (Donovan et al., 1999b) y esta en el
mismo rango de deteccion de la deteccion mediante quimioluminiscencia (Cui ef al,
1999).

c¢) Estudios de incertidumbre

Precision o repetibilidad

La precision del instrumento o repetitibilidad se expresa como coeficiente de
variacion o desviacion estandar relativa (RSD). Para evaluarla hemos realizado diez
inyecciones sucesivas de la Disolucion de patrones VI.7 y se han tomado datos tanto
dle detector de fotodiodos como del de fluorescencia.

En la Tabla 39 se ofrecen los valores obtenidos con el detector de fotodiodos
obtenidas por inyecciones sucesivas de una disolucion de patrones al medir el area de
los picos. Como se puede observar, se han obtenido valores dentro de los limites de la
AOAC para acido galico, tirosol, catequina, vainillico, feralico y quercetina. Los que

peores valores dan son rutina y resveratrol.
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:::,p e B
Galico 0.695|0.744 10.837(0.725]0.851|0.837|0.696|0.771|0.747|0.778 | 0.768 + 0.058 7.5

Protocaté- |0.447|0.518|0.566|0.4160.45910.5090.365|0.342|0.327{0.238 | 0.419+0.101 24.1
quico
Tirosol 0.541{0.678{0.7270.5570.6440.740(0.5970.660 [ 0.646 | 0.686 { 0.648 0.066 10.2

Catequina  {0.706(0.740[0.77410.66610.736 [ 0.825 [0.647 [0.667 [0.763 |0.629 | 0.715 + 0.063 838

Vainillico |0.5900.664 ]0.715]0.582|0.656]0.70410.588]0.585]0.632]0.562 | 0.628 +0.055 8.7

Cafeico 0.400;0.442 (0.484|0.377(0.436|0.420(0.358|0.3210.326|0.264 | 0.383 +0.067 17.4

Epicatequi |0.636 [0.706|1.077|0.565 [0.624 0.735{0.5420.538 | 0.609 | 0.529 | 0.656 +0.164 249
na
Cumarico [0.403(0.373|0.481]0.357{0.366 |0.365|0.341|0.261 0.277|0.160| 0.338 +0.088 259

Feriilico 0.56910.52010.643 |0.565]0.566 |0.636|0.5820.444 | 0.49710.380 | 0.540 + 0.082 15.2

Rutina 0.2580.11410.28410.196|0.131|0.290|0.294|0.0600.048 0.035| 0.171 +0.106 62

Resveratrol |0.502(0.127 (0.209(0.250|0.168|0.316|0.223|0.208|0.231]0.214 | 0.245 + 0.103 42

Morina 04361 - 10.349{0.531,0.4080.7680.4490.457{0.49710.481| 0.486+0.118 243

Quercetina |1.726 |1.647|1.692|1.778 | 1.713|1.838 | 1.69411.754|1.729|1.740 | 1.731 +0.052 3

Tabla 39. Evaluacion de la precision del detector de fotodiodos. Concentraciones obtenidas
al medir el area de los picos del fotodiodo (mg/L).

Los coeficientes obtenidos, estan dentro de los admitidos por la AOAC (1993)
para concentraciones proximas a los limites de cuantificacion de los compuestos en-
sayados. Cuando la medida esta proxima a los limites de deteccion la desviacion es-
tandar relativa aumenta. Si la disolucion ensayada hubiera sido mas concentrada, pro-
bablemente la precision seria mejor. Sin embargo, se han elegido estas concentracio-

nes porque se acercan a los niveles que cabe esperar en las muestras biologicas reales.

También realizamos un estudio de la precision del instrumento al medir las
alturas de los picos cromatografico obtenidos con el detector de fotodiodos. Los datos

recogidos se muestran en la Tabla 40.
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Galico 0.695 | 0.725 | 0.771 | 0.778 | 0.432 | 0.851 | 0.709+0.146 | 20.5

Protocatequico | 0.447 | 0.416 | 0.342 | 0.238 | 0.166 | 0.459 | 0.345+£0.120 34.8

Tirosol 0.541 | 0.557 | 0.660 | 0.686 | 0.540 | 0.644 | 0.605 £ 0.066 10.9
Catequina 0.706 | 0.666 | 0.667 | 0.629 | 0.354 | 0.736 | 0.626+0.138 22.1
Vainillico 0.590 | 0.582 | 0.585 | 0.562 | 0.314 | 0.656 | 0.548+0.119 217
Cafeico 0.400 | 0.377 | 0.321 | 0.264 | 0.209 | 0.436 | 0.335=0.086 25.8

Epicatequina 0.636 | 0.565 | 0.538 | 0.529 | 0.233 | 0.624 | 0.521+0.148 28.4

Cumarico 0.403 | 0.357 | 0.261 | 0.160 | 0.060 | 0.366 | 0.309+0.099 31.9
Ferulico 0.569 | 0.565 | 0.444 | 0.380 - 0.566 | 0.505+0.088 17.4
Rutina 0.258 | 0.196 | 0.060 | 0.035 - 0.131 | 0.136+0.093 68.3
Resveratrol 0.502 | 0.250 | 0.208 | 0.214 - 0.168 | 0.268+0.134 49.8
Morina 0.436 | 0.531 | 0.457 | 0.481 - 0.408 | 0.463 +£0.047 10.1
Quercetina 1.726 | 1.778 | 1.754 | 1.740 - 1.713 1.742 £ 0.025 14

Tabla 43. Concentraciones obtenidas por inyecciones no sucesivas de una disolucion de
patrones al medir ¢l area de los picos del fotodiodo (mg/L).

Como era predecible, las desviaciones son mayores entre diferentes ensayos

que en ensayos sucesivos.
d) Selectividad y resolucion

Selectividad a menudo se usa como sinénimo de especificidad, pero son tér-
minos distintos. En cromatografia, la especificidad es la capacidad del método para
medir con exactitud la respuesta de un analito en presencia de todos los posibles
componentes de la muestra. La selectividad es la capacidad de un método de distin-
guir entre si especies quimicas diferentes dando respuestas distintas para cada una de

ellas.

La selectividad dependera de la matriz y de la presencia de compuestos inter-

ferentes, por lo que se calcula por separado para cada tipo de muestras.
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Para determinar la selectividad del método propuesto se establecié como crite-
rio que los picos cromatografcos correspondientes a cada fenol tuvieran una resolu-
ci6n de al menos 1.5 respecto a los demas picos del cromatograma (analitos y no
analitos). La resolucion de los picos de los compuestos fendlicos con los picos cro-
matograficos que aparecen antes y después se ha calculado con la formula (Schoen-
makers, 1988):

Y =TR2-TR1 /(W2 + W1) /2.

Donde Y es la resolucion entre dos picos, TR es el tiempo de retencion de ca-
da uno de los picos y W la medida de la anchura de la base del pico. Matematica-
mente, W se calcula como la diferencia entre los puntos de interseccion entre las tan-

gentes a ambos lados del pico cromatografico y la linea de base del cromatograma.

Resolucion de los compuestos fendlicos en muestras de plasma

Se ha tomado una muestra de plasma a la que se han afiadido patrones de fe-
noles en concentraciones conocidas mediante la adicion de 0.1 mL/ mL de la Disolu-
cion IL. Se ha realizado el analisis cromatografico de dicha muestra de plasma adi-
cionada de patrones, mediante inyeccion directa tras filtrarla con Anotop segin el
método ya descrito (Roggero et al., 1991).

Se obtuvo el cromatograma correspondiente gracias al detector de fotodiodos.
Para cada compuesto se ha medido la resolucion respecto al pico cromatografico an-
terior (Y1) y al posterior (Y2). Los resultados obtenidos se ofrecen en la siguiente
tabla (Tabla 44), donde Tr y W son los datos correspondientes al fenol en cuestion,
TrO y WO son los del pico cromatografico anterior y Tr2 y W2 son los del pico poste-

rior.

Como se puede comprobar, todos los valores obtenidos son excelentes, salvo
para el tirosol con el pico posterior. No obstante esto no dificulta su identificacion por

comparacion espectral, y la cuantificacion puede hacerse en base a la altura del pico.
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Galico 16320 | 13.733 | 17470 | 60 | 75 15 | 383

Protocatéquico | 24.019 | 23.082 | 26499 | 30 | 45 | 60 250 5.51
Tirosol 33914 | 30436 | 33970 | 45 | 75 | 15 5.80 0.19
Catequina 39436 | 33970 | 41714 | 45 | 15 | 120 | 273 276
Vainillico 48245 | 41622 | 52085 | 75 | 165 | 75 5.52 512
Cafeico 52060 | 48353 | 58943 | 60 | 90 | 75 495 10.18
Epicatequina 67850 | 66487 | 70.195 | 30 | 45 | 60 3.63 521
Cumarico 74390 | 70282 | 81607 | 90 | 60 | 60 5.48 9.62
Feralico 92656 | 74.934 | 104639 | 120 | 135 | 225 | 13.90 6.95
Rutina 109.936 | 108527 | 111825 | 60 | 15 | I5 3.76 5.04
Resveratrol 118832 | 117.960 | 120717 | 45 | 15 | 15 2.91 6.28
Morina 123.109 | 121.028 | 127810 | 60 | 15 | 45 5.55 8.95
Quercetina 130011 | 127810 | 141418 | 60 | 15 | 15 5.87 30.42
Kaempferol 142.806 | 130010 | 144212 | 30 | 195 | 15 | 1137 6.25

Tabla 44. Resoluciones de los fenoles en plasma humano. Tz y W son los datos correspon-
dientes al fenol en cuestion, Tz0 y WO son los del pico cromatografico anterior y T2 y W2 son

los del pico posterior.

Resolucion de los compuestos fendlicos en muestras de orina

Una muestra de orina se adiciona con 0.1 mL la Disolucién patréon IV. La

muestra asi adicionada de patrones se filtra y se inyecta en el cromatografo. El gra-

diente que se emplea con esta finalidad ha sido descrito para la determinacion de res-

veratrol y compuestos relacionados en vinos (Roggero y Archier, 1994) tal como se

refiere en el capitulo de Material y Métodos de la presente Memoria.

Tal como se recoge en la siguiente tabla se consiguen buenas resoluciones pa-

ra los acidos p-cumarico y fertlico, el estilbeno resveratrol y los flavonoides rutina,

morina, quercetina y kaempferol.
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Cumarico 25.5 236 279 075 1 0.75 22 32
Ferulico 289 279 304 075 0.75 0.75 1.3 2.0
Rutina 329 319 337 0.5 0.25 0.25 2.7 2.1
Resveratrol 40.7 394 426 0.5 0.25 0.5 3.5 3.8
Morina 439 426 462 075 0.5 1.5 2.1 2.0
Quercetina 504 485 62.8 1.25 0.75 1 1.9 11.0
Kaempferol 62.8 50.4 - 1 1.75 - 11.0 -

Tabla 45. Resoluciones de los fenoles en orina humana, donde TR y W son los datos correspon-
dientes al fenol en cuestién, TRO y WO son los del pico cromatografico anterior y TR2 y W2 son
los del pico posterior.

Donde TR es el tiempo de retencion del compuesto, siendo TRO y TR2 los
tiempos de retencion de los picos cromatograficos anterior y posterior respectiva-
mente. W es la anchura en la base del compuesto en cuestién, siendo WO y W2 la

anchura en la base de los picos cromatograficos anterior y posterior respectivamente

Como se puede comprobar, los siete compuestos fenolicos tienen buenas re-
soluciones en muestras de orina con el gradiente empleado. La pureza de los picos asi

obtenidos se muestra en la siguiente tabla:
e) Test de pureza de los picos

Para evaluar la pureza espectral de un pico cromatografico tenemos dos valo-

res que son:

Purity angle: es el promedio ponderado de todos los espectros de un pico
comparado con el espectro en el punto de maxima sefial del componente. Es una me-

dida de la homogeneidad espectral.

Purity threshold: es la suma del angulo de pureza debido a el ruido y el angulo
de pureza del solvente. Este es el mayor angulo de pureza que no pude ser atribuido a
diferencias espectrales entre dos componentes.
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En general si el Purity angle es mayor que el Purity threshold, el pico no es
homogéneo. Hemos medido la pureza de los compuestos fendlicos al ser incorpora-
dos a una matriz de suero y realizar la inyeccion directa de la misma, los resultados
para cada parametro se muestran en la siguiente tabla:

Pureza de los compuestos fendlicos en muestras de plasma

Se ha tomado una muestra de plasma a la que se han afiadido patrones de fe-
noles en concentraciones conocidas mediante la adicion de 0.1 mL/ mL de la Disolu-
cion III. Se ha realizado el analisis cromatografico de dicha muestra de plasma adi-
cionada de patrones, mediante inyeccion directa tras filtrarla con Anotop segun el
método ya descrito (Roggero et al., 1991).

Galico | 0.228 0.399
Protocatéquico 0.040 0.244
Tirosol 0.413 0.540
Catequina 0.474 0.673
Vainillico 0.100 0.266
Cafeico 0.297 0.218
Epicatequina 0.362 0.687
p-cumarico 0.028 0.226
Ferulico 0214 0.289
Rutina 0.158 0.305
Resveratrol 0.170 0.234
Morina 2.657 1.154
Quercetina 2.217 0.851

Tabla 46. Test de pureza de los picos en una muestra de
plasma humano.

149



Tesis Doctoral

Pureza de los compuestos fendlicos en muestras de orina

Una muestra de orina se adiciona con 0.1 mL la Disolucioén patron IV. La
muestra asi adicionada de patrones se filtra y se inyecta en el cromatografo. El gra-
diente que se emplea con esta finalidad ha sido descrito para la determinacion de res-
veratrol y compuestos relacionados en vinos (Roggero y Archier, 1994) tal como se

refiere en el capitulo de Material y Métodos de la presente Memoria.

Como se puede comprobar, los siete compuestos fenolicos tienen buenas re-

soluciones en muestras de orina con el gradiente empleado. La pureza de los picos asi

obtenidos se muestra en la siguiente tabla:

p-Cumérico 0.183
Ferulico 0.194
Rutina 0.410
Resveratrol 0.100
Morina 0.471
Quercetina 0.143
Kaempferol 0.332

0.239
0.223
0.252
0.223
0.319
0.225
0.252

Tabla 47, Pureza de los picos en muestra de orina humana.
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f) Recuperacion

La exactitud del método se evalud a partir de los ensayos de recuperacion. La
recuperacion esperada depende de la matriz de la muestra, del proceso de manipula-
cion de la muestra y de la concentracion de analito. El manual para la verificacion de
métodos de la AOAC estima que la recuperacién para concentraciones entre 1y 10

ppm debe encontrarse entre un 80 y un 110 %.

Para evaluar la interaccion de la matriz con los fenoles, las recuperaciones (R)
se han calculado en este caso por comparacion con las ecuaciones de calibrado exter-
no realizadas previamente para cada compuesto fenolico a partir de una disolucion de
patrones en idénticas concentraciones. La recuperacion asi obtenida se expresa:

b ap
R:

b CE X 100

Donde bcg es el valor de la pendiente de la ecuacion de adicion de patron al

plasma y b gc corresponde a la pendiente de la recta de calibrado externo.

Estudios de Recuperacion en Plasma

De una muestra de plasma acondicionada se tomaron cuatro alicuotas. A cada
una se le realizo la adicion de patron con 10 pL de una disolucion concentrada del
conjunto de fenoles en estudio (concentraciones IV.1, IV.2, IV.3 y IV.4). Cada ali-
cuota se analiz6 por duplicado. Con los valores obtenidos se obtuvo para cada fenol la
correspondiente ecuacion de adicion de patron, que fue calculada con cuatro puntos.

Los resultados obtenidos se muestran en la Tabla 48.

Como se puede observar en la Tabla, los flavonoides y el resveratrol muestran
una gran interaccion con la matriz, siendo muy bajos los valores de recuperacion ob-

tenidos para estos compuestos.

Los fenoles que tienen recuperaciones mas altas son los acidos cafeico y feru-

lico.
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Galico 10911 ] 0965 |y=017117x+0.16002]| 798
Protocatéquico | 16.1-1.6 | 0999 |y=0.27449x —0.1029 70.3
Tirosol 324-32 | 0984 |y=0.0669x—0.2516 65.5
Catequina 98-09 | 0980 |y=0.01809x+0.09122 43.7
Vainillico 11.1-1.1 | 0976 |y=0.2387x+0.13306 76.5
Cafeico 128-13 | 0977 |y=0.43239x+ 041 98.4
Epicatequina 16.7-1.7 | 0997 |y=0.0861x-0.13 124
Cumarico 237-24 | 0979 |y=0.62935x +1.592 73.1
Fertlico 140-14 | 0999 |y=0.48645x +0.00835 90.1
Rutina 11.0-1.1 | 0999 |y=0.13078x-0.0109 65.3
Resveratrol 7.8-0.8 0.999 |y=0.66029 + 0.03629 35.8
Morina 128-13 | 0983 |y=0.04536x—0.107 20.1
Quercetina 193-19 | 0999 |y=0.27752x-0.1067 30.0
Kaempferol 10.5-1.1 | 1.000 |y=0.28126x—0.1492 32.9

Tabla 48. Ecuaciones de adicion de patron de los fenoles en plasma humano.
R = Recuperaciones calculdas por la pendiente de la recta

Estudios de Recuperacion en Orina

Se ha realizado la adicion de patron a cuatro niveles de concentracion a sendas
alicuotas de una misma muestra de orina libre de compuestos fendlicos. Se procedio a
la filtracion e inyeccion directa de las mismas en el cromatografo, y con la medida
obtenida con el detector de fotodiodos se calcul6 para cada compuesto la correspon-
diente recta de adicion de patron (MOSA) y la recuperacion respecto a las mismas
concentraciones con el calibrado externo, R = b yosa / b gc, de la misma forma que se

hizo con el plasma. Los resultados obtenidos se muestran en la siguiente tabla:

En general, se puede decir que salvo para la morina, las recuperaciones de
los fenoles son buenas. También es la morina el fenol que aparece menos puro.
Estos resultados se traducen en la posibilidad de cuantificar los fenoles por cali-
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brado externo, a diferencia de las muestras de plasma en las que hay una fuerte

interaccion con la matriz.

No obstante, los tratamientos pueden ser de utilidad para concentrar los

analitos.

‘p-cumérico 23.7-2.4 y = 1.0474x — 0.8624 0.998 120
Fertlico 140-14  y=0.58744x-0.1581 0994  108.8
Rutina 11.0-1.1 y=0.17569x +0.02563  0.997  87.7
Resveratrol | 7.8-08  y=16199x+04738 0999 878
Morina 128-13  y=008147x-0.148  0.995 36

Quercetina 193-1.9 y = 0.8234x + 0.19836 0.997 89.2
Kaempferol | 10.5-1.1 y = 0.8234x + 0.19836 0.996 87.9

Tabla 49. Ecuaciones de adicion de patron de los fenoles en orina.
R = Recuperaciones calculdas por la pendiente de la recta
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5. 3. 3. Estudio de los Factores que Influyen en la Estabilidad de los Fe-

noles en Plasma Humano

Durante la puesta a punto del método de analisis, se ha observado que algunos
compuestos fendlicos presentan problemas de recuperacion, por lo que se ha creido
conveniente realizar un estudio separado de aquellas condiciones que pudieran afectar
a su medida, asi como proponer tratamientos conducentes a mejorar las determina-

ciones.

Por ello, se ha ensayado la posible influencia de una serie de factores como

son:
| a) Estudio de la influencia de la temperatura
b) Estudio de la influencia del pH
¢) Estudio de la influencia del pH y la temperatura fisiologica
d) Adicion de anticoagulantes
e) Empleo de un antioxidante
f) Efecto de las proteinas plasmaticas
g) Inhibicion de la actividad enzimatica del plasma

Todas las medidas cromatograficas del presente capitulo se ha realizado aten-

diendo a las condiciones descritas en Material y Métodos.
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a) Estudio de la influencia de la temperatura

El efecto de la temperatura sobre los compuestos fendlicos se ha probado a
temperatura ambiente (aproximadamente 25°C) y a —20°C. En ambos casos se proce-

de de la misma manera como se detalla a continuacion.

A una muestra de plasma se le afiade un pequefio volumen de una disolucion
muy concentrada (Disolucién patron IIT) de todos los patrones en estudio, con el fin
de que el efecto de aumento de volumen no sea significativo (Tabla 50). Se realiza el
analisis con la técnica de inyeccion directa antes y después de dejar la muestra incu-

bar dos dias a temperatura ambiente.

Galico O§96 - -
Protocatéquico 5.113 3.837 75
Tirosol 4.591 5413 117.9
Catequina 0.771 - -
Vainillico 5.116 5.072 99.1
Cafeico 5232 0.177 34
Epicatequina 1.593 - -
Cumarico 8.528 7.103 83.3
Ferulico 5.943 4.235 71.3
Rutina 5.179 0.139 2.7
Resveratrol 2.035 0.090 4.4
Morina 3.152 - -
Quercetina 2.373 - -

Tabla 50. Concentraciones encontradas (mg/L) y porcentaje encontrado
(%E) de compuestos fendlicos en una muestra de plasma fortificada e
incubada a temperatura ambiente durante 48 horas.
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Se observa que no se pueden detectar una serie de compuestos que son: acido
galico, catequina, epicatequina, morina y quercetina. De otros tres compuestos, acido
cafeico, rutina y resveratrol, tan solo se mide una cantidad inferior al 5% de la con-
centracion inicial. Los valores encontrados son superiores a un 70% para: acido pro-

tocatéquico, tirosol, y los acidos vainillico, cumarico y fertlico.

De forma analoga, se analiz6 otra muestra de plasma con adicion de com-
puestos fendlicos. Transcurridos veinte dias, la muestra, que se habia mantenido a —
20°C, se descongelo y se volvi6 a analizar. Los resultados de ambos analisis se mues-

tran en la siguiente Tabla:

Galico 3 468 o.? 15 14.9
A. Protocatéquico 10.444 9.861 94 4
Tirosol 16.602 11.492 69.2
Catequina 11.833 1.849 15.6
A. Vainillico 10.205 10.256 100.5
A. Cafeico 9932 9.890 99.6
Epicatequina 10.313 1.707 16.6
A. Cumérico 16.801 16.501 98.2
A. Fertlico 11.874 11.017 92.8
Rutina 11.050 6.336 573
Resveratrol 4.231 3.770 89.1
Morina 8.950 5.060 56.5
Quercetina 3.583 3.181 88.8

Tabla 51. Concentraciones (mg/L) y porcentajes encontrados (%E) de
compuestos fendlicos en una muestra de plasma fortificada y congelada durante
20 dias.
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En todos los casos se puede ver que los valores encontrados son superiores
respecto a la incubacion a temperatura ambiente, a pesar de que el tiempo transcurri-

do ha sido mas prolongado (Tablas 50 y 51).

También es de destacar que se obtienen valores similares para compuestos con
estructura quimica relacionada. Asi, los tres derivados hidroxicinamicos, cafeico,
ferGlico y cumarico, presentan valores altos y muy parecidos entre si (99.6, 98.2 y

92.8% respectivamente).

Como se puede observar, los fenoles derivados del acido benzoico (protocaté-
quico y vainillico) son bastante estables excepto en el caso del acido galico, que es el
que tiene mas sustituyentes hidroxilos. Se ha visto que al realizar la adicion de patron
al suero el acido galico da un pico bastante achatado y con un hombro. Sin embargo,
al realizar el test de pureza se comprueba que este pico es puro. Este hecho se podria
explicar porque a pH acido el acido galico no esta ionizado y existe en una unica
forma, mientras que a pH neutro o basico existe un equilibrio entre las formas ioniza-

das y no ionizadas que se traducen en un ensanchamiento del pico.

En general, los flavonoides son los que presentan mayor inestabilidad, sobre
todo los flavan-3-ol (catequina y epicatequina) que sufren un descenso importante en

su concentracion (15.6 y 16.6% respectivamente).

Puesto que se ha descrito una inestabilidad de los fenoles en el plasma, mayor
cuanto mayor es la temperatura, es de suponer que en este medio se produce alguna

reaccion quimica entre los fenoles y alguna sustancia presente en el propio plasma.
b) Estudio de la influencia del pH

El efecto del pH se estudio aisladamente. Para ello, se prepar6 una tnica di-
solucion hidroalcohdlica que contenia todos los patrones a concentraciones conoci-
das, tomando 0.1 mL de la Disolucién IV por cada 3 mL de disolvente. La disolucion
se realiza en tampon de fosfato sddico monopotasico para mantener el pH a 7.4 (Offi-
cial Methods of Analysis, 1970). Se realiza el analisis cromatografico de dicha disolu-
cion recién preparada, a las 24 horas, a las 48 y a las 52 horas. Durante los dias en
que tuvieron lugar los analisis la disolucion se mantuvo a temperatura ambiente. Los

resultados obtenidos se muestran en la siguiente Tabla (Tabla 52):
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Protocatequico

Tirosol 343
Catequina 10.3 4.5
Vainillico 11.7 10.9
Cafeico 13.5 9.2
Epicatequina 17.7 72
Cumarico 25.0 22.0
Ferulico 14.8 14.2
Rutina 11.7 153
Resveratrol 8.3 4.1
Morina 13.2 5.6
Quercetina 20.4 44
kaempferol 11.1 0.9

Tabla 52. Evolucion de una disolucion de patrones a pH 7.4 durante tres dias a T* ambiente.

En primer lugar, se puede observar que las concentraciones de ciertos fenoles
se mantienen superiores a un 87 % después de tres dias; estos son: acido protocate-
quico, tirosol, acido vainillico, 4acido cumarico, acido ferulico y rutina. Todos ellos,
excepto la rutina, presentaban valores por encima del 70 % respecto al valor inicial

cuando eran incubados en plasma a temperatura ambiente durante dos dias (Tabla
50).

Para los demas fenoles, las concentraciones disminuyen conforme aumenta el
tiempo transcurrido. Si comparamos los valores obtenidos a las 48 horas con los que
se obtuvieron en las mismas condiciones para una muestra de plasma con adicion de
patrones (Tabla 50), se puede comprobar que son adecuadas y similares para tirosol,
acido vainillico y acido cumarico (por encima del 80%) y también que en ambos ca-

sos es nula la cantidad encontrada de quercetina.
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Los compuestos que en plasma no se pudieron determinar a las 24 horas: aci-
do galico, catequina, epicatequina, (Tabla 50), presentan la misma tendencia en la
disolucion patron aunque requieran algo mas de tiempo. Podemos destacar de estos
resultados que a las 24 horas el acido galico da un pico achatado y con un hombro,

pero puro. El area de este compuesto disminuye claramente con el tiempo.

Como conclusion se puede afirmar que, independientemente de otros factores,
el pH es un factor a tener en cuenta para la determinacion en plasma de los com-

puestos fenolicos, utilizando el método propuesto.
¢) Estudio de la influencia del pH y la temperatura fisiologica

Cuando una persona ingiere compuestos fendlicos en su dieta o como suple-
mento, en caso de que sean absorbidos, pasan a la circulacion sanguinea donde se
encuentran a pH 7.4 y a una temperatura de 37°C. Si se pretende hacer un segui-
miento de los fenoles, habra que realizar extracciones de sangre al menos a la media
hora de la ingesta para dar tiempo a la absorcion. Se ha descrito que las concentracio-
nes plasmaticas méaximas de estos compuestos se consiguen en menos de dos horas
desde la ingesta (Donovan et al., 1999a; Yang et al., 1998).

En este apartado, se intenta reproducir la influencia conjunta de dos factores:
pH y temperatura fisiologicos, sobre la estabilidad de los compuestos fenolicos. Para
ello, se prepara una disolucion tampoén con todos los patrones de los compuestos fe-
nolicos en concentraciones conocidas. Se incuba a 37°C y se miden las concentracio-
nes de cada fenol a tres tiempos: media hora, una hora y dos horas. Para cada com-
puesto se calcula el porcentaje que se encuentra respecto a la concentracion inicial (%o
E). Los datos se ofrecen en la siguiente Tabla 53.

A la media hora de incubacion, los porcentajes encontrados oscilaron entre un
80 y un 110 % para todos los compuestos, excepto para los flavonoides morina, quer-
cetina y kaempferol que son menores. Esto supone una dificultad para la determina-
cion de estos compuestos en plasma alin cuando la extraccion se realice a la media
hora de la absorcion.
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Galico

A. Protocatéquico
Tirosol
Catequina
A. Vainillico
A. Cafeico
Epicatequina
A. Cumarico
A. Ferulico
Rutina
Resveratrol
Morina
Quercetina

Kaempferol

171.5
17.0
343
103
11.7
13.5
17.7
25.0
14.8
11.7
83

13.2
20.4
11.1

104
83
41
6
62

102
77
27
0.2
10

3.8
115
124
49
114
57
22
105
92
105
71
21
0.1
0

Tabla 53. Evolucion de los compuestos fenélicos a temperatura y pH fisiologicos.

%E: porcentaje encontrado en cada caso respecto a la concentracion inicial

Transcurrida una hora de incubacion hay numerosos compuestos que no al-
canzan los valores del 80%, como se aprecia en la Tabla 36, y al cabo de las dos ho-

ras los resultados empeoran considerablemente.

Por lo cual, habra que considerar la degradacion sufrida debida al efecto de la

temperatura y el pH en los estudios de cinética, distribucion y curva de niveles plas-

maticos.

También se han podido observar la aparicion de nuevos picos con espectros de

absorcion similares al cafeico, y tiempo de retencion coincidente con el cafeato de

etilo.
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Dado que una etapa frecuente en muchos tratamientos de muestra consiste en
una acidificacion para mejorar las condiciones de medida (Morand et al., 1998; Gia-
chetti et al., 1999; Ruiz-Gutiérrez et al., 2000), se ha procedido a acidificar para ver
si asi se pudieran paliar las pérdidas producidas. Un mL de la misma disolucion pa-
tron incubada dos horas, se acidifica con 10 ul. de acido o-fosforico y se agita en
bafio de ultrasonidos durante quince minutos. Los valores asi obtenidos son idénticos
a los anteriores, por lo que este procedimiento no permite revertir la degradacion su-

frida por los compuestos fenolicos.

Como conclusion se debe admitir que al cuantificar los fenoles presentes en el
plasma habré que contar con un cierto porcentaje de pérdida en funcion del tiempo
transcurrido desde su absorcion hasta la extraccion de sangre. Una vez realizada la
toma de muestra y obtenido el plasma este debera mantenerse en frio hasta que se
realice el andlisis lo antes posible.

d) Adicion de los anticoagulantes

Cuando se realiza la extraccion de sangre, ésta se recoge en un vacutainer que
contiene un anticoagulante para evitar la coagulacion. Por ello, se ha considerado
interesante estudiar si el tipo de anticoagulante empleado tras la extraccion de sangre

pudiera afectar a la determinacion de los compuestos fen6licos.

Con este fin, se procede a preparar disoluciones que contienen un Gnico com-
puesto fenolico y se han ensayado aquellos cuyas pérdidas fueron mas acusadas en el
estudio de temperatura: acido galico, catequina y epicatequina. También se estudian
resveratrol y quercetina, por su particular relevancia como antioxidantes en el vino.
Los anticoagulantes que se ensayan son los de uso mas frecuente: etilendiaminotetra-
cético (EDTA)y heparina.

Para cada compuesto se preparan tres disoluciones tamponadas (pH=7.4) de
fosfatosodico monopotasico (Official Methods of Analysis, 1970), las tres tienen
idéntica concentracion de patrdn, pero una no lleva anticoagulante, otra lleva heparina
y la tercera lleva EDTA.
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Acido galico

Acido galico-heparina 9.8
Acido galico-EDTA 9.8
Catequina 11.7
Catequina-heparina 11.7
Catequina-EDTA 11.7
Epicatequina 113
Epicatequina-heparina 113
Epicatequina-EDTA 113
Resveratrol 153
Resveratrol -heparina 153
Resveratrol -EDTA 153
Quercetina 10.0
Quercetina -heparina 10.0
Quercetina -EDTA 10.0

Tabla 54, Concentraciones (mg/L) de los fenoles estudiados en tres disoluciones.
%E. porcentaje encontrado en cada caso respecto a la concentracion inicial

Durante el tiempo que durd el ensayo (48 horas) las disoluciones se mantuvie-
ron a temperatura ambiente. Los resultados de las medidas realizadas a cada com-
puesto a las 24 y a las 48 horas se recogen en la Tabla, donde cada caso se expresa

también como porcentajes encontrados respecto a la concentracion inicial (% E).

7

Acido gélico

La disolucién patron de acido galico (pH 7.4) comienza dando un pico cro-
matografico similar al de la misma concentracion sin tampon. Sin embargo, el area

del pico disminuye en sucesivos analisis y al dia siguiente ha desaparecido. Tampoco
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dan sefial las preparaciones de galico con EDTA y con heparina transcurridas 24 ho-

ras.

Se procede a acidificar la disolucion de galico con HCI hasta pH 1, después de
lo cual no se observa ninguna sefial cromatografica. También acidificamos las prepa-
raciones con EDTA y heparina, pero tampoco se consigue recuperar la sefial del acido

galico.

En conclusion, a pH 7.4 se afecta la medida del acido galico, pues la sefial del
fotodiodo desaparece y no es posible identificarlo. Se observa el mismo efecto con

anticoagulantes y sin ellos.

Catequina

Se observa una disminucion en la concentracion de catequina de un 43%
cuando ésta se incuba a pH 7.4 durante 48 horas. En las primeras 24 horas no se apre-
cia este efecto. Los anticoagulantes parecen mejorar la medida, pues, en ambos casos
solo se pierde un 20 %. Esto hace pensar que el pH es causante de parte de la inesta-
bilidad observada, con independencia de otras variables que puedan influir. Ademas,
como en iguales condiciones de temperatura y tiempo, para una muestra de plasma se
obtuvieron descensos mayores, es de suponer que intervienen otros factores que au-

mentan la inestabilidad de la catequina.

Epicatequina

En ninguno de los casos, ni en la incubacion a pH fisiolégico ni con los anti-
coagulantes se observan variaciones significativas en la concentracion de epicatequi-
na, aunque quizas en el caso de utilizar heparina la estabilidad sea menor. Por esto,
para la epicatequina, ni el pH ni los anticoagulantes pueden explicar los resultados

que se obtuvieron en el plasma en similares condiciones.
Resveratrol

Se puede observar como en los tres casos el resveratrol permanece estable du-
rante 24 horas, aunque sus niveles disminuyen de forma notable al segundo dia. Esta

disminucion es, si cabe, mas marcada cuando el resveratrol se incuba sin anticoagu-
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lante, por lo que se puede decir que tanto el pH como la temperatura ambiente pueden

explicar la pérdida de resveratrol en un 70%.

Tanto para la catequina como para el resveratrol se obtienen mejores resulta-

dos cuando se incuban con un anticoagulante, ya sea EDTA o heparina.

Quercetina

Al igual que ocurri6 con la muestra de plasma se observa una drastica desapa-
ricién de la quercetina, ya que, en los tres casos, en 24 h disminuye en torno a un 80%
respecto la cantidad inicial. Pasadas 48 horas, las cantidades encontradas son ya muy

bajas.

En resumen, el tipo de anticoagulante empleado no afecta a los resultados para
estos compuestos. Para catequina, epicatequina y resveratrol, los valores encontrados
a las 48 horas son superiores a los obtenidos con el plasma en iguales condiciones,

por lo que hay que pensar en otros factores plasmaticos.
¢) Empleo de un antioxidante

Los compuestos fenolicos son conocidos como eficaces antioxidantes (Fran-
kel et al., 1995). Este hecho implica que ellos se oxidan con facilidad, por lo que se
puede pensar que las pérdidas que se han observado en los mismos al ser afiadidos al
plasma pueden deberse también a su papel como antioxidantes bioldgicos. De hecho,
este es el principal mecanismo de accién que puede explicar los efectos beneficiosos
de su aporte en la dieta (Frankel et al., 1998; Teissedre et al., 1996).

Para mejorar la estabilidad de los fenoles en el plasma, una vez extraida la
muestra de sangre, se ha empleado el acido ascorbico (Ruiz-Gutiérrez et al., 2000).
Asi pues, para estudiar como puede beneficiar el empleo del antioxidante se preparan
tres disoluciones de compuestos fenolicos a igual concentracion (Disolucion IV.1)

con las siguientes caracteristicas en cuanto a pH:
a) disolucioén tampén, pH 7.4

b) disolucion tampoén acidificada con 10 ul/ml acido o-fosforico (pH = 1.9)
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¢) disolucion tampén acidificada con 10 ul/ml acido o-fosforico (pH = 1.9) y
con un 1% de acido ascorbico como antioxidante.

Las tres disoluciones se mantuvieron refrigeradas durante cuatro dias entre 0—
4°C. Después de este tiempo de incubacion se procedié al analisis de las mismas. Los

resultados se muestran en la Tabla 55.

Galico

A. Protocatéquico | 17.0 13.3
Tirosol 343
Catequina 103
A. Vainillico 11.7
A. Cafeico 135
[Epicatequina 17.7
A. Cumarico 25.0
A. Ferulico 14.8
Rutina 11.7
Resveratrol 83
Morina 13.2
Quercetina 20.4
rkaempferol 11.1

Tabla 55. Evolucion de tres disoluciones de patrones en cuatro dias de incubacion (0-4°C),
apH 7.4, pH 1.9y pH 1.9 con adicién de 1% de 4cido ascorbico (pH1.9 + AA).
%E: porcentaje medido respecto a la concentracion inicial (Ci).

Tras la realizacion de este ensayo se confirma que a pH acido se obtienen
mejores resultados. También se comprueba que la presencia del antioxidante (acido
ascorbico al 1%), estabiliza a la mayoria de los compuestos, como: acido galico, aci-
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do protocatéquico, tirosol, catequina, acido vainillico, acido cafeico, acido cumarico y

resveratrol.
f) Efecto de las proteinas plasmaticas

Para estudiar el efecto de las proteinas plasmaticas en la determinacion de
compuestos fendlicos se realizan dos experimentos de adicion de patron a una mues-
tra de plasma, efectuando la desproteinizacién contricloroacético en un caso antes y

en el otro después de dicha adicion tal como se indica a continuacion:

La muestra de plasma, acondicionada con 10 uL acido o-fosforico y un 1% de

acido ascorbico segun las condiciones ya establecidas.

e Experimento 1: 1 mL de plasma acondicionado + 10 uL Disolucion IV + despro-

teinizacion = R1

e Experimento 2: 1 mL de plasma acondicionado + desproteinizacion + 10 pL Di-

solucion IV — R2

Una vez realizada la determinacion mediante cromatografia liquida, las con-
centraciones finales de los compuestos fenolicos se expresan como recuperaciones.
Las recuperaciones se calculan para cada fenol en ambos ensayos (R1 y R2) respecto
a la sefial que emite el correspondiente patrén en un disolvente puro a la misma con-
centracion (AOAC, 1993). Podemos comparar las recuperaciones obtenidas, para un
mismo nivel de concentracion, en ambos casos (Tabla 56). Si ambas recuperaciones
son similares podremos decir que ni las proteinas ni el tratamiento de desproteiniza-
cion interfieren en la determinacion de los fenoles en el plasma. Por el contrario, si

son recuperaciones diferentes hay dos casos posibles:

Si R2 > R1, la recuperacion es mayor cuando la adicion de patrones se realiza

después de desproteinizar, ya que se evita la unién de los fenoles a las proteinas.

Si R1 > R2, a estos compuestos no les afecta el tratamiento de desproteiniza-

cion y no precipitan junto con las proteinas.
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::Gahco

Protocatequico
Tirosol
Catequina
Vainillico
Cafeico
Epicatequina
Cumarico
Fertlico
Rutina
Resveratrol
Morina

Quercetina

Kaempferol

10.4
20.9
6.3
7.1
8.2
10.7
15.2
9.0
7.1
5.0
8.0
12.4
6.6

51
6.4
29
1.4
1.2

65
44
21
22
19

Tabla 56. Adicion de patrones a una muestra de plasma antes (R1) y

después (R2) de la desproteinizacion.

La recuperacion de la mayoria de los compuestos fenolicos, desde vainillico a

kaempferol, es superior cuando se desproteiniza el plasma antes de la adicion de pa-

trones (R2). Al eliminar las proteinas plasmaticas se estan evitando importantes inter-

ferencias en la determinacion de estos compuestos.

Sin embargo, el acido galico y el tirosol muestran una tendencia inversa.

Cuando la adicion se hace antes de la desproteinizacion las recuperaciones son supe-

riores (R1). No obstante, en ambos casos para los dos compuestos se obtienen buenas

recuperaciones, superiores al limite del 80% establecido por la AOAC.

Curiosamente, las recuperaciones obtenidas para la catequina son iguales con

ambos procedimientos, lo que supone que no es la interaccioén con proteinas la unica

causa de los bajos valores de recuperacion para este compuesto.
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g) Inhibicion de la actividad enzimaitica del plasma

El plasma contiene enzimas hidrolasas, que reciben diferentes nombres, como
esterasas, amidasas, peptidasas... (Flores et al., 1992). También las globulinas, pro-
teinas plasmaticas relacionadas con los procesos inmunoldgicos, poseen actividad
enzimatica (Guyton y Hall, 1997).

Para comprobar si las enzimas presentes en el plasma ejercen algun efecto so-
bre los compuestos fenolicos se comparan los resultados obtenidos con y sin inhibi-
cién enzimatica, empleandose fluoruro sédico como agente inhibidor (Repetto, 1997).

Con este objetivo, se disefian dos experimentos:

J Experimento 1: 1 mL de plasma acondicionado + 1%
NaF + desproteinizaciéon + 10 pL Disolucion IV/mL sobre-
nadante — R NaF

o Experimento 2: 1 mL de plasma acondicionado +
desproteinizacion + 10 uL Disolucion IV/mL sobrenadante
— R sin NaF

Las recuperaciones para cada fenol en ambos casos (R NaF y R sin NaF) se
calculan respecto a la sefial que emite el correspondiente patron en un disolvente puro
a la misma concentracion (AOAC, 1993). Los resultados de la recuperaciones obteni-

das con ambos ensayos se muestran en la Tabla 57.

Se comprueba que al afiadir NaF las recuperaciones son superiores para: cate-
quina, resveratrol, morina, quercetina y kaempferol, compuestos que eran los que

presentaban mayores dificultades en los apartados anteriores.
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Protocatéquico 10.4 76 84
Tirosol 20.9 73 89
Catequina 6.3 55
Vainillico 7.1 90
Cafeico 8.2 70 96
Epicatequina 10.7 66 78
Cumarico 15.2 80 87
Ferulico 9.0 76 88
Rutina 7.1 65
Resveratrol 5.0 44
Morina 8.0 21
Quercetina 12.4 22
Kaempferol 6.6 19

Tabla 57. Efecto de 1a inhibicion de las enzimas del plasma.
C: concentracién de la Disolucion patrén (mg/L)

R NaF: recuperacién con agente inhibidor enzimatico

R sin NaF: recuperacion sin agente inhibidor enzimatico

En resumen, de todos los ensayos realizados sobre la estabilidad de los com-

puestos fendlicos, se derivan una serie de conclusiones, tal como sigue:

A) Hay una serie de factores que afectan a la medida de estos compuestos en

el plasma, y son:

L.

2.

Temperatura

pH

Tiempo de extraccion sanguinea
Proteinas plasmaticas

Enzimas plasmaticas
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B) Segun esto, hay que admitir ciertos descensos inevitables que se producen

al cuantificar los compuestos fendlicos en plasma. Considerando los resultados obte-

nidos, se puede recomendar:

170

e Mantener la muestra de plasma siempre a temperaturas inferiores a los

—20°C hasta el momento del analisis, que debe ser lo antes posible.

e A la muestra de plasma recién extraida se le afiadira un 1% de acido
ascorbico y 10 uL/mL de acido o-fosforico a fin de mejorar la estabilidad de los

fenoles.

e Si las condiciones del ensayo lo permiten, realizar la extraccion a la

media hora de la ingestion del alimento.

e El tipo de anticoagulante empleado no influye en la estabilidad, pero
para aquellos compuestos que son sensibles a las enzimas plasmaticas, como es el
caso de los flavonoides catequina, morina, quercetina y el estilbeno resveratrol, se
recomienda usar fluoruro sédico que tiene la doble funcién de anticoagulante e
inhibidor enzimatico. Por ello se puede usar un vacutainer con NaF como anti-

coagulante.

» La catequina y la epicatequina no tienen el mismo comportamiento, ya
que para incrementar la recuperacion de la primera es preciso usar NaF, mientras
que con la epicatequina el empleo de NaF no mejora los resultados obtenidos con

la desproteinizacion con tricloroacético.
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5. 3. 4. Tratamientos de la Muestra de Plasma para el Analisis. Compara-

cion de Diversos Tratamientos de Muestra de Plasma

En este apartado se han estudiado diversos tratamientos de muestra de plasma
con los siguientes objetivos. En un primer lugar, ayudar a mejorar la sensibilidad del
método, ya que dado el aporte dietético de compuestos fendlicos estos se hallaran en
niveles demasiado bajos para ser detectados. Con el tratamiento de muestra se puede
conseguir concentrarlos hasta niveles adecuados para su medida. También se pretende
evitar interferencias de las numerosas sustancias presentes en el plasma que pueden
dificultar el analisis de los compuestos de interés. Por otro lado, se persigue facilitar
la manipulacion de la muestra y, ademas, proteger y prolongar la vida de la columna

cromatografica.

La idoneidad de los métodos de tratamiento de muestra se evalua en funcion
de su exactitud, que es la concordancia entre el valor verdadero y el que se obtiene
con la medida. En general, la exactitud se mide como la recuperacion, y para calcu-
larla se pueden seguir diversas estrategias (Huber, 1998). Una forma consiste en
comparar el valor obtenido con el dado por un método de referencia, otra es el anali-
sis de una muestra certificada. Cuando esto no es posible, que es lo mas frecuente, se
calcula la recuperacion como la comparacion de la sefial que emite una determinada
sustancia en una matriz, con la que emite la misma sustancia en la misma concentra-
cion en un disolvente puro, y asi es como la describe la AOAC. En este caso, se eva-
lda la interaccion de la matriz con el analito y los resultados dependen de la naturale-
za de la muestra, de la concentracion del analito y del tratamiento que se aplique. En
funcion de estos tres factores la AOAC da unos valores admisibles de recuperacion
(AOAC, 1993).

Por otra parte, en el caso de la medida de los fenoles en plasma y fluidos bio-
logicos se calcula la recuperacion del tratamiento comparando el resultado de la
muestra fortificada sin tratar con el resultado obtenido de la misma muestra tras el
tratamiento en cuestion. Asi, se expresa la recuperacion del método como un porcen-
taje que toma como 100 el valor obtenido sin tratamiento (Manach et al., 1995; Gia-
chetti et al., 1999). Este procedimiento mide la cantidad de compuesto que se pierde

en el propio tratamiento por la manipulacion a la que se somete la muestra.
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Tanto en uno como en otro caso, la recuperacion se refiere siempre a un nivel
concreto de concentracion y se puede calcular para uno o varios niveles de adicion de
patron. Por ello, se ha estimado oportuno incluir aqui ambos métodos con fines com-
parativos. Asi pues, se han calculado las recuperaciones por los dos procedimientos.
Una comparando la sefial de la muestra fortificada antes y después del tratamiento, a
la que se llama recuperacion del tratamiento (Ry,), y otra, midiendo la sefial de los
fenoles de la muestra después del tratamiento con la que se obtiene con la misma
concentracion de cada fenol en un disolvente puro (Rsoac). De esta manera, se podran
diferenciar las pérdidas debidas al tratamiento y las pérdidas debidas a la interaccion

de la matriz.

Dado que el vino contiene diversos compuestos fenolicos, el proposito de este
apartado consiste en comprobar si se pueden determinar simultdneamente en un mis-
mo analisis y como influyen los diferentes tratamientos en el conjunto de los fenoles

presentes en el vino.

Los distintos métodos que vamos a emplear se propusieron originariamente
para un compuesto Unico. Para el propdsito de nuestro estudio parece conveniente
ensayarlos para un conjunto de compuestos fenolicos, ya que presumiblemente aque-

llos que presenten estructuras parecidas se comportan de forma similar.

Como se ha demostrado en el apartado anterior, para procesar adecuadamente
las muestras de plasma es preciso controlar varios factores: temperatura, tiempo de
manipulacion, pH, asi como evitar la oxidacion de los fenoles. Por ello, todas las
muestras de plasma se han procesado de la misma forma: manteniéndolas en el con-
gelador, a temperaturas del orden de los —20°C, desde su extraccion hasta el momento
del analisis, y afiadiéndoles, como se habia establecido, un 1% de acido ascorbico
como antioxidante y 10 uL/mL de acido o-fosforico. Los tratamientos que se estudian

a continuacion tienen por objeto mejorar las recuperaciones obtenidas, y son:
a) extraccion en fase solida
b) extraccion liquido-liquido

c) desproteinizacion de la muestra de plasma
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c.1. desproteinizacion con tricloroacético
c. 2. desproteinizacion con etanol acidificado
d) desproteinizacion mas inhibicion de las enzimas plasmaticas

d. 1. desproteinizacion con tricloroacético mas inhibicion de las enzi-

mas plasmaticas

d. 2. desproteinizacion con etanol acidificado mas inhibicion de las en-

zimas plasmaticas
a) Extraccion en fase sélida

La extraccion en fase solida se realiza sobre muestras de plasma fortificadas
con diferentes diluciones de una disolucion muy concentrada de todos los fenoles
(Disolucion 1V).

Los resultados obtenidos se recogen en las Tablas 42 (fenoles simples y res-
veratrol) y 43 (flavonoides).

Para los acidos hiroxicinamicos y vainillico, y para las proantocianidinas, ca-
tequina y epicatequina, las recuperaciones obtenidas, ya sean calculadas segin la
AOAC (Ryoac) 0 la recuperacion del tratamiento (Rtto) son muy similares entre si. No
ocurre igual para los flavonoides de tipo flavonol y para el resveratrol, ya que para
estos compuestos hay notables diferencias entre los dos tipos de recuperaciones, de-

bido a la interaccion que tienen con la matriz de plasma.

Es de destacar que el fundamento de este procedimiento esta basado en la di-
ferente polaridad de los componentes de la muestra. Por ello no deben sorprender las
bajas recuperaciones que se obtienen para los compuestos mas polares, que eluyen en
la fase de lavado.

El procedimiento estudiado de extraccion en fase solida presenta resultados
aceptables para los fenoles mas apolares, que son el resveratrol y para los flavonoides

de tipo flavonol.
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Vainillico 1.115 19 33.8+13.9 242 345+109
2.9 26 26
2.859 40 43.6
2.1
1.084 50 44 4
Cafeico 12.800 28 41.8+1438 46 40354
3.7 30 38
3.184 54 43.4
2.4 55
1.281 55 33.9
Cumarico 20.324 49 583+17.7 59.7 592+148
10.2 43 55
5.563 81 78.8
53 90 96
2.426 60 432
Feralico 14.003 47 62.7+18.8 52.8 740 £194
6.6 47 54
3.473 30 93.3
3.0 86 94
14 47 63.6
1.372 69 86.2
Resveratrol 5.187 35 403+82 102 141241343
2611 41
2.4 31 100
2.107 54 176.5
0.725 44 177.9
0.9 45 140
08 32 150.7

Tablas 58. Recuperaciones obtenidas para los fenoles simples y resveratrol en plasma con
extraccion en fase solida.

Roac: Recuperaciones segiin la AOAC MediaR soac. media de las Ryoac

R, . Recuperaciones del tratamiento MediaR,;,. media de las Ry,
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Catequina 8.804 13 24.7+95 208  21.5%105
3.968 31 38.0
1.7 20 14.9
1.256 17 30
0.9 38 14
0.0004 29 11
Epicatequina 14.546 41 4724125 357 579+157
56 34 65
3.930 50 58.7
2.8 67 72
1.798 44
Rutina 10.100 46 58.8+162 71.3 96.3 213
5.1 46 69
2.46 74 119.3
0.99 63 108.4
2.2 81 111
1.1 43 99
Morina 12.798 6 282497 285 793 £53.3
6.4 9
3.6 28 39
3.2 56 1158
43 42 134
Quercetina 17.493 20 238497 72.7 95.5+18.7
9.6
7.7 40 78
4.583 25 108.2
2.000 18 105.8
1.9 15.9 112.8
Kaempferol 10.454 19 17.8 £33 60.8 102.4 +49.4
52 23
1.6 15 89
1.496 17 85.7
1.1 15.1 174

Tablas 59. Recuperaciones obtenidas para los flavonoides en plasma con extraccion en fase
s6lida. Roac. Recuperaciones segin la AOAC MediaRxoac. media de las Ryoac
Ry, . Recuperaciones del tratamiento MediaR,;,. media de las Ry,
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b) Extraccion liquido-liquido

Se ensayaron diversos métodos descritos en la bibliografia que se detallan a
continuacion. En primer lugar, se emple6 acetonitrilo como agente extractante y des-
proteinizante, segin el tratamiento propuesto por Carando et al., 1998. Con este pro-
cedimiento se obtuvieron recuperaciones inferiores a un 35% para protocatéquico,
vainillico, fertlico, p-cumarico y resveratrol, siendo de un 67 % para el tirosol. Un
inconveniente adicional es que el sobrenadante que resulta es dificilmente filtrable, y
esto dificulta el manejo de la muestra y la reproducibilidad del método, por todo lo

expuesto se desecho este método.

El segundo tratamiento ensayado ha sido el propuesto para la determinacion
de ferulico en orina (Bourne y Rice-Evans, 1999) y de flavonoides en plasma (Pa-
ganga y Rice-Evans, 1997). Consiste en una extraccion con metanol. Con este proce-
dimiento, las mejores recuperaciones se obtuvieron para los acidos cumarico, ferulico
y vainillico, las cuales se muestran en la siguiente Tabla. Para el resto de los co-

muestos fenolicos los resultados no son satisfactorios.

Vainillico 12.2 774 1053 +444 944 117.6 £25.2
6.0 82.0 113.9
3.0 156.5 144.4

Cumarico 18.9 59.9 64.1+6.5 71.8 66.9£6.9
95 39.0 41.9
4.7 68.7 62.0

Fertlico 133 59.5 747+ 215 69.7 729145
6.7 48.3 50.6
33 89.9 76.0

Tabla 60. Recuperaciones obtenidas tras la desproteinizacién con metanol.
Raoac: Recuperaciones segin la AOAC MediaR soac. media de las Ryoac
Ry . Recuperaciones del tratamiento MediaR,,. media de las Ry,
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Como estos tres compuestos no presentan grandes interacciones con la matriz,

las recuperaciones obtenidas, como Ryoacy Rtto, son muy similares entre si.

Con este procedimiento los mejores resultados se obtienen para el 4cido vai-

nillico y son aceptables para el acido fertlico.
¢) Desproteinizacion de la muestra de plasma

c¢.1. Desproteinizacion con tricloroacético

Se toman dos alicuotas de una muestra de plasma y se fortifican con sendas
diluciones de la Disolucion IV para obtener dos niveles de adicion de patrones. Tras

esto se realiza la desproteinizacion con tricloroacético.

Como en los casos anteriores se ofrecen las recuperaciones calculadas por los
dos procedimientos (Raoac y Rtto) y las medias de las mismas en la Tabla 61para cada

compuesto.

En general, las recuperaciones conseguidas con este procedimiento no son
buenas para la mayoria de los compuestos, lo que puede significar que los fenoles
precipiten junto a las proteinas plasmaticas por la accion del acido tricloroacético que

es bastante drastica.

Con este procedimiento, se obtienen recuperaciones superiores al 80% res-
pecto a la muestra sin tratar para los acidos galico, protocatéquico y vainillico, y tam-
bién para el tirosol. Para la rutina la recuperacion del tratamiento es del orden del
70%, bastante por encima a la del resto de los flavonoides. Para los demas compues-

tos fendlicos las recuperaciones son peores.
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Galico 5206 9438 :
0.606 824 71.8

Protocatéquico 8.669 794 79.9 £0.7 109.9
4335 804

Tirosol 13.151 992 97 +3.1
0.188 9438 .

Catequina 4234 531 482169 66.7 50.7£22.7
0.130 433 34.6

Vainillico 6.068 79.0 76.1£4.1 95.0
0857 732 82.1

Cafeico 6.892 74.0 6571117 66.8 572+13.6
1.886 574 47.6

Epicatequina 8.006 603 544 +83 56.7 57.7+13
0.215 485 58.6

Cumarico 12.708 57.6 547+4.1 66.6 583+11.7
5591 518 50.0

Ferulico 7471 618 55.0+9.7 70.2 633198
1.825 48.1 56.3

Rutina 5402 507 459+69 79.3
0342 410 66.4

Resveratrol 4.642 6.4 53£16 19.1 159+45
1.569 4.1 12.7

Morina 6.700 29 68+55 12.7 208 £11.5
0.045 10.7 28.9

Quercetina 9.569 1.4 1.5+0.1 53 59+08
1.221 1.5 6.5

Kaempferol 5.784 1.2 4.0
0.664 1.5 1.4+02 6.5 53+18

Tabla 61. Recuperaciones obtenidas tras la desproteinizacion con tricloroacético
Rioac: Recuperaciones segiin la AOAC MediaR yoac. media de las Ryoac
R . Recuperaciones del tratamiento MediaR,,. media de las Ry,
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c. 2. Desproteinizacion con etanol acidificado

Este tratamiento de muestra ha sido descrito para la determinacion de querce-
tina en plasma (Manach et al., 1995). Los autores afirman que el etanol acidificado
con HCl en concentracion de 50 mmol/L tiene la capacidad de romper los enlaces de
hidrogeno que se forman entre los polifenoles y las proteinas en general, y en con-
creto entre la quercetina y la albimina. De este modo, consiguen recuperaciones de

un 95% para la quercetina en plasma.

Se ha realizado la desproteinizaciéon con este procedimiento a dos niveles de
adicion de patron a sendas muestras de plasma fortificadas con todos los fenoles en

estudio. Las recuperaciones medias se muestran en la Tabla 62.

Como se puede apreciar con este método se obtienen recuperaciones superio-
res al 100% respecto a la muestra sin tratar para los flavonoides (morina, quercetina y
kaempferol) y para el tirosol; y recuperaciones por encima del 70% para protocaté-

quico, rutina y resveratrol.

En general podemos afirmar que la desproteinizacion con tricloroacético pre-
senta la ventaja de que se necesita menor volumen de acido para desproteinizar que
con etanol acidificado, tan sdlo 0.2 mL de acido por cada mL de muestra. Esto hace
que después de la centrifugacion se obtiene un volumen de sobrenadante similar al
volumen inicial de muestra. Ademas, el sobrenadante obtenido es transparente y fa-
cilmente manipulable, por lo que se puede optar por filtrar e inyectar. De esta forma
se evita la fase de secado en rotavapor, con el consiguiente ahorro de tiempo y simpli-

ficado del proceso.

La desproteinizacion por ambos métodos ensayados, tricloroacético y con eta-
nol acidificado (Manach et al., 1995), ofrecié en general mejores resultados que las

extracciones liquido-liquido.
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Gallco 474 353+17.1
3.043 232 21.9

Protocatéquico 3573 652 562+12.8 86.4
3939 471 62.6

Tirosol 6.724 558 559+0.1 138.4
7.865 56 74.2

Catequina 13.204 246 208+54 43.7 36.9+£9.7
13.710 17 30

Vainillico 2.869 5509 52£5.6 61.7 57.1+6.6
2.673 48 52.4

Cafeico 3.553 60.4 514+12.8 49 419+ 10.1
3376 423 34.7

Epicatequina 3.859 114 194+112 14.2 2324127
3.557 273 322

Cumarico 5777 554 44 +16.1 551 434+ 16.5
5.543 326 31.7

Ferulico 3910 594 43.6+223 68.8 50.6 £25.7
3.525 278 324

Rutina 2306 514 48.1 £ 4.7 82.8
2.034 447 72.5

Resveratrol 2.130 246 21.8+4.0 79.8
1.417 18.9 653

Morina 2.830 479 47.9 1333
2.830 -

Quercetina 2.805 269 2414140 137.2
2658 213 110.8
1.751 322 2173

aempferol 1.751 28.6 30425 135

Tabla 62. Recuperaciones obtenidas tras la desproteinizacién con tricloroacético
Raoac: Recuperaciones segiin la AOAC MediaR yoac. media de las Raoac
Ry . Recuperaciones del tratamiento MediaR,. media de las Ry,
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d) Inhibicion de la actividad enzimatica del plasma mas desproteinizacion

Puesto que se ha demostrado que la catequina y los flavonoles se ven afecta-
dos por las enzimas plasmaticas, se ha estimado conveniente incluir en el tratamiento
de muestra una etapa para lograr una inhibicién enzimatica junto con la desproteini-
zacion. Como agente inhibidor de las enzimas plasmaticas se emplea NaF en cantidad
aproximada de un 1% en peso (Repetto, 1997). Cuando se afiade NaF al plasma la
viscosidad de la muestra aumenta haciendo dificil su filtracion, por lo que se hace
necesario un tratamiento de desproteinizacion para poder determinar los fenoles. Asi
pues, se combiné la adicion de NaF con los dos métodos de desproteinizacion ya en-

sayados, tanto con écido tricloroacético como con etanol acidificado.

d.1.) Inhibicién de la actividad enzimatica del plasma mas desproteinizacion

con tricloroacético

A una muestra de plasma se le afiade el agente inhibidor enzimatico (NaF) y
se realiza la adicion de patron. Se desproteiniza con tricloroacético. Para cada com-

puesto se ofrecen las recuperaciones obtenidas en la Tabla 47.

Las recuperaciones del tratamiento obtenidas son aceptables para tirosol, pro-

tocatéquico, morina, quercetina y kaempferol.

Resulta de destacar el hecho de que para la rutina los resultados son muy pa-
recidos a los obtenidos con la desproteinizacion con tricloroacético sin emplear inhi-
bidor enzimatico, mientras que para el resto de los flavonoles los resultados mejoran
cuando se afiade el NaF (Tabla 45).

181



Tesis Doctoral

Galico
Protocatéquico
Tirosol
Catequina
Vainillico
Cafeico
Epicatequina
Cumarico
Fertlico
Rutina
Resveratrol
Morina
Quercetina

Kaempferol

2.777
4.455
7.282
16.432
3.566
4.071
5.593
7.091
4.498
2.571
1.787
3.805
2.473
1.790

21.6
60.4
51.5
35.8
47.8
209.6
38.8
41.0
43.4
439
13.2
66.0
17.1
18.5

66.0
54.4
41.4
39.5
42.4
50.0

Tabla 63. Recuperaciones obtenidas tras inhibicion de la actividad enzimatica

y la desproteinizacion con tricloroacético.

d.2.) Inhibicién de la actividad enzimatica del plasma mas desproteinizacion

con etanol acidificado

patrones y se desproteiniza con etanol acidificado. Se ofrecen las recuperaciones asi

obtenidas para cada compuesto en la Tabla 48.

yoria de los compuestos, incluso las recuperaciones obtenidas segun la AOAC se en-
cuentran dentro de los limites establecidos para acido galico, protocatéquico, tirosol,

A la muestra se le adiciona el inhibidor enzimatico, se realiza la adicion de

vainillico y cafeico.
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Galico
Protocatequico
Tirosol
Catequina
Vainillico
Cafeico
Epicatequina
Cumarico
Feralico
Rutina
Resveratrol
Morina
Quercetina

Kaempferol

5.339
7.878
15.73
26.408
5.738
6.752
7.114
11.554
7.82
4612
4.60
6.966
5.61
279

87.1
82.2
87.5
60.0
80.4
80.0
61.6
67.6
65.7
227
280
29.0
36.4

59.2

Tabla 64. Recuperaciones obtenidas tras inhibicién de la actividad enzimatica
y la desproteinizacion con etanol acidificado.

La Tabla 65 ofrece las recuperaciones obtenidas con ambos tratamientos.

Como conclusion, se puede afirmar que cuando se usa NaF se obtienen mejo-

todos los compuestos fenolicos en estudio.

res resultados si la desproteinizacion se efectia con etanol acidificado. Es importante

resaltar que este tratamiento es el mas adecuado para determinar simultaneamente
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184

Galico

Protocatéquico 81.4
Tirosol 96.6
Catequina 66.0
Vainillico 54.4
Cafeico 41.4
Epicatequina 395
Cumarico 424
Ferulico 50.0
Rutina 70.5
Resveratrol 44.0
Morina

Quercetina 92.1
Kaempferol 86.2

Tabla 65. Comparaciones de desproteinizaciones con
inhibicion de la actividad enzimdtica.

Ruo1 Recuperaciones obtenidas tras inhibicion de la actividad enzimatica

y la desproteinizacion con tricloroacético.

Rt02 Recuperaciones obtenidas tras inhibicion de la actividad enzimatica

y la desproteinizacién con etanol acidificado.
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Resumen de tratamientos para determinacion de compuestos fenélicos

por separado en muestras de plasma:

Acido galico: desproteinizacion con tricloroacético (Rrro 85.8) o con eta-
nol acidificado mas inhibicion enzimatica (R0 92.1).

Acido protocatéquico: desproteinizacion con tricloroacético (Riro 109.7),

pero mejor con etanol acidificado mas inhibicion enzimatica (R0 113.5).

Tirosol: desproteinizacion con tricloroacético (Rrro 157.3) o desproteini-

zacion con tricloroacético mas inhibicion enzimatica (Rrro 112.3).

Catequina: es necesario inhibir las enzimas plasmaticas y desproteinizar
con etanol acidificado (R0 118.8).

Acido vainillico: el mejor resultado se obtiene con desproteinizacion con
metanol (Ryro 117.6). También inhibicion enzimatica mas desproteiniza-

cion con etanol acidificado (Ryo 96.1).

Acido cafeico: es necesario inhibir las enzimas plasmaticas y desproteini-

zar con etanol acidificado (Ryro 80) igual que para la catequina.

Epicatequina: es necesario inhibir las enzimas plasmaticas y desproteinizar

con etanol acidificado (Rro 61.6) igual que para la catequina.

Acido p-cumarico: es necesario inhibir las enzimas plasmaticas y despro-

teinizar con etanol acidificado (Ryro 77.1).

Acido fertlico: desproteinizacion con metanol (Ryro 74.7). Se obtienen

similares recuperaciones con la extraccion en fase solida.

Rutina: la mejor recuperacion se obtiene con inhibicion de las enzimas
plasmaticas y desproteinizar con etanol acidificado (Rrro 103.4). También
se puede hacer la extraccion en fase solida con cartuchos (Ryro 96.6).

Resveratrol: la mejor recuperacion se obtiene con la extraccion en fase so-
lida con cartuchos (Rrro 141).
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* Morina: desproteinizacion con etanol acidificado (Rrro 133.3) o con triclo-

roacético cuando se adiciona NaF (Ryro 215.2).

* Quercetina: desproteinizacién con etanol acidificado, ya sea con o sin
inhibicién de inzimas plasmaticas. También se puede hacer la extraccion
en fase solida con cartuchos (Ryr, 95.5).

» Kaempferol: al igual que la quercetina desproteinizacion con etanol acidi-
ficado, ya sea con o sin inhibicion de inzimas plasmaticas. También se
puede hacer la extraccion en fase solida con cartuchos (Rrro 102.2).

Resumen de tratamientos para determinacion de compuestos fenélicos de

forma simultiea en muestras de plasma

* Extraccion en fase solida: acido feralico, resveratrol, rutina, morina, quer-

cetina y kaempferol.

* Desproteinizacion con tricloroacético: acidos galico, protocatéquico, vai-

nillico y tirosol.

* Desproteinizacion con etanol acidificado: acido protocatéquico, tirosol,

rutina, resveratrol, morina, quercetina y kaempferol.

* Inhibir las enzimas plasmaticas y desproteinizar con etanol acidificado:
catequina, epicatequina, acidos vainillico, cafeico y p-cumarico, flavonoi-

des, rutina, morina, quercetina y kaempferol.
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5. 3. 3. Métodos Analiticos para Determinar Compuestos Fenolicos en

Orina. Comparacién de Diversos Tratamientos de Muestra.

La presencia de una sustancia en la orina puede ser considerada como una
evidencia indirecta de que la misma ha sido absorbida, aunque, por otro lado, si las
concentraciones en orina son muy altas el compuesto en cuestion ha pasado por el
organismo sin sufrir ninguna transformacion, lo que podria ser indicativo de que no

ha ejercido ningin efecto.

En el proceso de formacion de la orina se filtran las macromoléculas de radio
menor a 20 °A, como es el caso de la inulina, pero la permeabilidad es nula para sus-
tancias con radio mayor de 40 A (Tresguerres et al., 1999). Por otra parte, la elevada
cantidad de sustancias excretadas por esta via hacen de la muestra de orina una diso-
lucion compleja.

En primera instancia, las muestras se inyectaron directamente, segun las con-
diciones cromatograficas descritas por Roggero et al., 1991. Sin embargo, durante los
primeros 45 minutos se observaron numerosas sustancias que absorben en el UV-
VIS. No es de extrafiar este hecho, porque la orina es el producto final de los procesos
de biotransformacion encaminados a la sintesis de metabolitos muy polares para su
eliminacion del organismo (Flores et al., 1992). La mayoria de los compuestos feno-
licos aparecen impuros y, ademas, ninguno de ellos con tiempo de retenciéon menor de
40 minutos tiene buena resolucion, por lo que su determinacion resulta imposible. Se
ha realizado la comparacion espectral de todos los picos que aparecen y ninguno de

ellos corresponde a ningiin fenol ensayado.

Posteriormente, se probaron desproteinizaciones descritas en Material y Meé-
fodos, usando bien acido tricloroacético, o bien etanol acidificado. Sin embargo, los
resultados obtenidos pusieron de manifiesto que un tratamiento de desproteinizacion
no resuelve el problema analitico debido a que la presencia de proteinas en la orina es
muy inferior a la del plasma. Por ello, una desproteinizacion alarga el proceso de ma-
nipulacion de la muestra innecesariamente y no elimina las interferencias debidas a

los compuestos polares.
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El gradiente que se emplea con esta finalidad ha sido descrito para la determi-
nacion de resveratrol y compuestos relacionados en vinos (Roggero y Archier, 1994)
tal como se refiere en el capitulo de Material y Métodos (pdg.) de la presente Memo-

ria.

Tal como se recoge en la siguiente tabla se consiguen buenas resoluciones pa-
ra los acidos p-cumarico y fertlico, el estilbeno resveratrol y los flavonoides rutina,

morina, quercetina y kaempferol.

Por todo lo expuesto se ha optado por este gradiente y optimizar un método
para la determinacion para la determinacion simultanea en orina de: los é4cidos p-
cumarico y ferulico, resveratrol y los flavonoides rutina, morina, quercetina y kaem-
pferol.

El objetivo del presente capitulo consiste en comparar diversos tratamientos
de muestra de orina para la medida de compuestos fendlicos del vino. Asi pues se han

ensayado dos procedimientos:
a) una extraccion en fase sélida
b) una extraccion liquido-liquido
a) Extraccion en fase solida

La extraccion en fase solida es uno de los métodos de preparacion de muestra
mas empleado en el analisis de farmacos y toxicos en orina. Se ha realizado el mismo

procedimiento descrito para las muestras de plasma con cartuchos C18.

Los resultados obtenidos al hacer la extraccion para tres niveles de adicion de

patron, se muestran a continuacion en la Tabla 66.

Para todos los compuestos fenolicos las recuperaciones de este tratamiento se
encuentran por encima del 80%. Los resultados obtenidos para los acidos cumarico y

ferulico son mejores que los obtenidos en plasma con el mismo procedimiento.
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Cumirico | 12071 933  814+108 1167 90.9+228
9.023 78.5 73.4
2.785 72.3 82.7

Fertlico 7.952 87.6 77.8 £8.6 106.1 84.4+19.1
6.168 74.2 70.5
2.008 71.6 76.5

Rutina 4.176 89.9 763+119 102.2 8131182
3.368 71.7 72.9
1.133 67.4 68.8

Resveratrol 2.327 90.8 55.3+33.7 103.8 82.0+214
2.818 514 61
0.601 23.8 81.3

Quercetina 4.025 123 123 151.3 151.3
5.157 75.5 95.4
0.466 86.9 274.4

Kaempferol 2.790 97.6 97.6 -
3.640 61 96
0.567 100.3 314.8

Tabla 66. Recuperaciones obtenidas para los compuestos fendlicos en muestras de orina
con tratamiento de extraccion en fase solida

b) Extraccion liquido-liquido

El procedimiento empleado ha sido descrito para la determinacion de 4cido fe-
ralico en orina (Bourne y Rice-Evans, 1999) y consiste en una extraccion liquido-
liquido, cuyo procedimiento es el siguiente: a 1mL de orina se le afiaden 100 pL de
HCI (5M) y 2.4 mL de metanol. Se tapa y se mezcla bien dutante 30 segundos. Se
centrifuga a 800 g y 4°C durante 10 minutos. Se toma el sobrenadante y se elimina el
metanol por evaporacion en rotavapor a vacio a 40°C. La fraccion acuosa que resulta

se filtra y se inyecta en el HPLC.
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Los resultados obtenidos al realizar el tratamiento a tres muestras de orina

adicionadas de patron se ofrecen en la Tabla 67.

A diferencia de lo que ocurria con el plasma, al aplicar este tratamiento en
muestras de orina se obtienen recuperaciones aceptables para la mayoria de los feno-

les y no so6lo para los fenoles simples.

Cumarico 8874 1026  749+235 944  73.9+178
4.735 62.3 64.4
4631 60.5 62.8
Ferulico 6.371 979 87.8 £18.9 96.0 91.2+193
3.413 66.0 69.6
2.86 99.5 107.6
Rutina 3.681 98.1 7621+ 19.6 108.8 83.1 £229
1.927 60.3 65.1
1.699 70.3 753
Resveratrol 2.261 50.5 575+78 49.6 65.8+199
1.02 56.1 59.9
0.357 65.9 88.0
Quercetina 2.538 195.7 128.4 £ 583 140.5
0.792 92.9 170.8
0.046 96.6 357.6
Kaempferol 2.315 137.7 140.9
1.025 77.5 -
0.81 59.8 -

Tabla 67. Recuperaciones obtenidas para los compuestos fendlicos en muestras de orina

con tratamiento de extraccion liquido-liquido
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Como conclusiones de los ensayos de orina se puede decir que, en general,
ambos procedimientos son adecuados para los siete compuestos fenolicos con las

siguientes excepciones:

Para el acido p-cumarico y el resveratrol se obtienen mejores recuperacio-

nes con la extraccion en fase solida.

Para el acido ferulico se obtienen mejores recuperaciones con la extrac-

cion liquido-liquido.

Para la determinacion en orina de fenoles y sus posibles metabolitos, se hace
necesario plantear un proceso de extraccion previo al analisis HPLC. Esto se debe a
los niveles de concentracion tan bajos que cabe esperar en este tipo de muestras y al
alto contenido en orina de compuestos complejos y diversos, que dan un alto nimero
de picos no identificados.

5. 3. 6. Estudios con voluntarios humanos. Medidas en orina.

Para probar los métodos analiticos puestos a punto se disefiaron diversos ex-

perimentos con voluntarios humanos.

Se administr6 a dos voluntarios una dosis oral de 300 mL de un mosto tinto
comercial. Los voluntarios habian hecho una dieta con ausencia de compuestos feno-
licos durante las 24 horas anteriores al experimento. La ingesta se realiz6 a media
mafiana y la toma de muestra de orina se hizo a las dos horas aproximadas. Las
muestras de orina se analizaron inmediatamente mediante inyeccion directa de la
muestra. Se pudieron detectar en ambas muestras trans-resveratrol y su glucosido,

siendo sus niveles inferiores a los limites de cuantificacion.

Por otro lado, otro voluntario realizé una dieta rica en frutas, verduras y aceite
de oliva pero exenta de vino o mosto. La toma de muestra se realizo a las dos horas
de la ingesta. Se realizd un tratamiento de desproteinizacion de la muestra con triclo-

roacético seguida de evaporacion en rotavapor.

Por altimo, dos voluntarios tomaron una dieta consistente en dos vasos de

mosto tinto, una copa de rioja, gazpacho, zumo de naranja y se completo con un
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suplemento multivitaminico. Las muestras se congelaron para realizar el analisis
al dia siguiente. Se realizé una extraccion con cartuchos. En los cromatogramas
del fotodiodos se puedieron detectar picos con espectro de absorcion similar a los
acidos cafeico, cumarico y fertlico. También espectros coincidentes con el gluco-
sido del trans-resveratrol. De forma contraria a lo que se esperaba no se consi-
guieron mejores picos con el sumistro de un suplemento vitaminico. Esto se po-
dria explicar con la presencia de 10 mg de sulfato ferroso en dichos suplementos,

el cual puede actuar como prooxidante.
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6. CONCLUSIONES

Primera

En todos los vinos tintos analizados se ha encontrado trans- o cis-
resveratrol o/y alguno de sus glucésidos. En las muestras de vinos blancos jovenes
se han encontrado alguno de estos compuestos en mas de un 60% de las mismas.
Ninguno de ellos han sido detectados en los vinos generosos analizados.

Segunda

Se ha constatado una correlacion directa entre el aumento de presion ejer-
cida y los niveles de resveratrol total en el mosto resultante. También se ha corro-
borado que el factor ambiental influye en los niveles de resveratrol, porque los
vinos elaborados en la etapa de sequia tenian niveles de resveratrol mas bajos que
otros elaborados en igualdad de condiciones pero con niveles de lluvia normales.

Tercera

El cis-resveratrol y su glucédsido se encuentran en pocas muestras, pero en
las que estdn presentes la proporcion de cis- sobre trans- es con frecuencia supe-
rior a la unidad.

Cuarta

Al someter una disolucién patrén hidroalcohélica de compuestos fenolicos
a ensayos de digestion, los flavonoides se ven afectados en una extensiéon mayor
que los acidos fenolicos simples, excepto para el acido galico que disminuy6 cer-
ca de un 50% tras el tratamiento intestinal debido al pH del medio.

Quinta

En general, los compuestos fendlicos presentes en el vino parecen ser
mas estables a las condiciones gastrointestinales en el mismo que cuando se ensa-
ya una disolucion patrén. En las muestras de vino los niveles de acido gilico au-
mentan en la mayoria de los casos, como también ocurre con catequina y querce-
tina.

El resveratrol y los compuestos relacionados, demostraron ser bastante
resistentes a las condiciones gastrointestinales.
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Sexta

El detector de fluorescencia permite la corroboracion de los compuetos
identificados por el fotodiodos como tirosol, catequina, acido vainillico, epicate-
quina y resveratrol en muestras de plasma.

En muestras de orina, el detector de fluorescencia permite detectar trans-
resveratrol y su glucosido en concentraciones muy bajas.

Séptima

La determinacion de los compuestos fenolicos en plasma esta afectada por
una serie de factores, que son: temperatura, pH, proteinas plasmaticas y enzimas
plasmaticas.

Octava

Los tratamientos que ofrecen mejores resultados para determinacion de
compuestos fendlicos de forma simultdea en muestras de plasma son:

» Extraccion en fase solida: 4cido fertlico, resveratrol, rutina, morina, querceti-
na y kaempferol.

= Desproteinizacion con tricloroacético: acidos galico, protocatéquico, vainillico
y tirosol.

= Desproteinizacion con etanol acidificado: acido protocatéquico, tirosol, rutina,
resveratrol, morina, quercetina y kaempferol.

* Inhibir las enzimas plasmaticas y desproteinizar con etanol acidificado: cate-
quina, epicatequina, acidos vainillico, cafeico y p-cumarico, flavonoides, ruti-
na, morina, quercetina y kaempferol.

Novena

Para la determinacion en orina de fenoles y sus posibles metabolitos, se
hace necesario plantear un proceso de extraccion previo al analisis HPLC. Esto se
debe a los niveles de concentracion tan bajos que cabe esperar en este tipo de
muestras y al alto contenido en orina de compuestos complejos y diversos, que
dan un alto niimero de picos no identificados.
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Anexo

ANEXO 1. ABREVIATURAS EMPLEADAS

AINES = antiinflamatorios no esteroideos

AOAC = Association of Official Analytical Chemists

CLAE = cromatografia liquida de alta eficacia

COX = ciclooxigenasa

DMPC = disolucién de patrones muy concentrada

FDA = Food and Drud Administration

gl-t-Resv = glucosido de trans-resveratrol

gl-c-Resv = glucoésido de cis-resveratrol

HDL = high density lipoprotein lipoproteinas de alta densidad
LDD = limite de deteccion

LDC = limite de cuantificacion

LDL = low density lipoproptein, lipoproteinas de baja densidad
NO = 6xido nitrico

OMS = Organizacion Mundial de la Salud

PCA = analisis de componentes principales

Resv = resveratrol

TL: = tiempo de latencia

USP = United States Pharmacopoeia Farmacopea Americana

VLDL = very low density lipoproptein, lipoproteinas de muy baja

densidad
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