ARCHIVOS LATINOAMERICANOS DE NUTRICION
Organo Oficial de la Sociedad Latinoamericana de Nutricién

Vol. 56 N°2, 2006

Revision de los métodos de evaluacion de la actividad
antioxidante in vitro del vino y valoracion de sus efectos in vivo

M* Soledad Ferndndez-Pachodn, Débora Villafio, Ana M* Troncoso y M® Carmen Garcia-Parrilla

Facultad de Farmacia, Universidad de Sevilla. Sevilla. Espafia

RESUMEN. El objetivo de estarevisidn es el estudio de la actividad
antioxidante del vino, analizando los distintos métodos que se han
empleado en su evaluacion. Esta actividad se relacionar4, tanto desde
el punto de vista cualitativo como cuantitativo, con el perfil de
compuestos polifendlicos presentes en el vino. Los vinos tintos
presentan actividades superiores a los blancos y la magnitud de dichos
valores varfa en funcion del método de anélisis empleado. No existe
un Unico compuesto polifendlico responsable mayoritariamente de
la actividad antioxidante del vino, sino que ésta se explica por el
conjunto de todos ellos. Para evaluar la influencia del consumo de
vino tinto en el organismo humano se ha utilizado como biomarcador
mas frecuente la capacidad antioxidante del plasma, que incrementa
su valor tras la ingesta del vino. Se expone que la evaluacién de la
actividad antioxidante in vitro del vino requiere el uso de diversos
métodos que proporcionen una informacién diferente y
complementaria. Los métodos in vivo tienen la ventaja de valorar las
transformaciones metabdlicas que sufren los fenoles en el organismo
y que modifican su actividad. De los estudios realizados hasta la
fecha se concluye que el vino interviene en la capacidad antioxidante
del plasma de forma directa a través de sus compuestos polifendlicos
e indirecta al aumentar la concentracién plasmatica de 4cido trico.

Palabras clave: Compuesto fendlico, vino, método de medida de
actividad antioxidante, capacidad antioxidante del plasma, humano,
acido urico.

INTRODUCCION

Las Especies Reactivas de Oxigeno (ROS) son especies
quimicas radicales y no radicales que debido a su inestabilidad
se comportan como agentes oxidantes. Las ROS pueden tener
en nuestro organismo un origen enddégeno relacionado con el
metabolismo del oxigeno y con distintas reacciones de defensa
de nuestro sistema inmunol6gico. También pueden provenir
de fuentes externas: el tabaco, la contaminacién del aire, la
radiacién ultravioleta y la de alta energfa, el ozono o ciertos
medicamentos. El organismo dispone de mecanismos de
defensa antioxidante frente a las especies reactivas de oxigeno,
que comprenden sistemas enziméaticos y no enzimadticos (1).
Ciertas enzimas como superéxido dismutasa, catalasa,
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glutatiéon peroxidasa o glutatién reductasa, neutralizan las
especies reactivas. Los sistemas defensivos no enzimaéticos
abarcan una serie de compuestos antioxidantes como
albimina, ceruloplasmina, transferrina, glutatién, bilirrubina,
acido trico, ubiquinona o melatonina. En ciertas situaciones
extremas, estas defensas no son suficientes y las especies
reactivas producen dafio oxidativo, tanto en biomoléculas
como en componentes celulares (2,3).

El dafio oxidativo se relaciona con el origen y desarrollo de
ciertas enfermedades multifactoriales de carécter crénico, como
la oxidacién de las LDL y la enfermedad cardiovascular (4), el
dafio oxidativo al ADN Yy el céncer (5,6) y la oxidacién de las
proteinas de las lentes oculares y la alteracién de la visién (7,8).

La ingesta de alimentos ricos en sustancias antioxidantes
como vitaminas C y E, carotenoides o compuestos fenélicos,
previene o disminuye el desarrollo de estas enfermedades (9-
12). Se cree que la dieta aumenta la defensa antioxidante del
organismo evitando el dafio oxidativo.
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Los compuestos fenélicos son sustancias orgénicas am-
pliamente distribuidas en el reino vegetal. Se sintetizan como
metabolitos secundarios con funciones de defensa, y son en
gran medida responsables de las propiedades del color, la as-
tringencia y el flavor (sabor y aroma) de los vegetales. Se en-
cuentran en las verduras y frutas, y en productos derivados
como el vino o la cerveza. Todos tienen en su estructura uno o
miés anillos aromiticos con al menos un sustituyente hidroxi
(13). Su estructura quimica es propicia para secuestrar radica-
les libres, debido a la facilidad con la que el 4tomo de hidré-
geno desde el grupo hidroxilo aromético puede ser donado a
la especie radical, y a la estabilidad de la estructura quinona
resultante que soporta un electrén desapareado (14).

SONERN 9
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La actividad antioxidante de los polifenoles depende del

+ RO*
niimero y la localizacién de los grupos hidroxilo que contiene
en su estructura (15,16). :

Ademds de su actividad antioxidante, se han atribuido otras
propiedades biolGgicas a los compuestos fenélicos: inhiben la
agregacién plaquetaria (17) y ejercen como agentes
vasorrelajantes (18), antiinflamatorios (19) y anticancerigenos
(11,20,21).

Uvas y vinos presentan una gran variedad de compuestos
fendlicos de muy diversas estructuras quimicas y pesos
moleculares, cuya cantidad total y la proporcién en que apa-
recen dependen de una serie de factores, como la variedad de
la uva, el 4rea de produccién, la afiada, la climatologfa, las
técnicas agricolas, los métodos de vinificacién, el procedimien-
to de prensado de la uvay el tiempo de fermentacién del mos-
to con la piel y las semillas.

Los compuestos fenélicos de la uva se localizan en las
partes sélidas: piel, semilla y tejido vascular. En la pulpa des-
taca la presencia de 4cidos fendlicos y sus derivados. Los
flavonoles y antocianos se encuentran localizados en las célu-
las del hollejo de la uva, siendo éstos dltimos responsables del
color rojo de los vinos tintos. Las procianidinas y flavan3-
oles se localizan en las semillas de las uvas. En los vinos blan-
cos los fenoles mayoritarios son aquellos procedentes de la
pulpa, mientras que en los tintos, la maceracién alcohélica de
los hollejos y las semillas permite la liberacién y solubilizacién
de los flavonoides.

La “Paradoja Francesa” constituy6 un interesante punto
de partida, al mostrar c6émo en Francia existe un riesgo bajo
de padecer enfermedades cardiovasculares en la poblacién a

pesar del elevado consumo de grasas saturadas de origen ani-
mal. Se descubrié que la dieta de los franceses difiere de la de
otros paises desarrollados por el consumo de vino tinto (22).
Numerosos estudios epidemiolégicos que relacionan el consu-
mo moderado y regular de vino con una disminucién del riesgo
de padecer enfermedades cardiovasculares, crénicas y
degenerativas se realizaron a raiz de esta observacion (23-25).

El objetivo de esta revisién es el estudio de la actividad
antioxidante del vino, analizando los distintos métodos que
se han empleado en su evaluacién. Esta actividad se
correlacionard, tanto desde el punto de vista cualitativo como
cuantitativo, con el perfil de compuestos polifendlicos pre-
sentes en el vino.

Actividad antioxidante

Comparacion de los métodos de medida de la actividad
antioxidante del vino: ventajas e inconvenientes

Los métodos de determinacién de la actividad
antioxidantes se basan en comprobar cémo un agente oxidante
induce dafio oxidativo a un sustrato oxidable, dafio que es
inhibido o reducido en presencia de un antioxidante. Esta in-
hibicidn es proporcional a la actividad antioxidante del com-
puesto o la muestra. Por otra parte, hay ensayos que se basan
en la cuantificacién de los productos formados tras el proce-
so oxidativo.

Los distintos métodos difieren en el agente oxidante, en
el sustrato empleado, en la medida del punto final, en la téc-
nica instrumental utilizada y en las posibles interacciones de
la muestra con el medio de reaccién. Ademds, los objetivos
de los diferentes métodos de medida son diversos. Entre ellos
seflalamos la medida de la resistencia de un alimento a la
oxidacidn, la evaluacién cuantitativa del aporte en sustancias
antioxidantes o la evaluacién de la actividad antioxidante del
plasma una vez ingerido el alimento (26-30).

Los métodos in vitro son \tiles para comparar la actividad
antioxidante de diferentes muestras de alimentos. Los resul-
tados son limitados desde un punto de vista nutricional, ya
que no reproducen la situacién fisiol6gica. Para alcanzar una
mayor aproximacién algunos ensayos incluyen radicales re-
levantes en los sistemas biolégicos (O,, H,0,, ROO, OH) (31).

Por otra parte, la actividad antioxidante de un alimento in
vitro difiere de su efecto antioxidante in vivo, ya que las trans-
formaciones metabdlicas que sufren los compuestos
antioxidantes en el organismo modifican su actividad. Cier-
tos compuestos fenélicos poliméricos que presentan una baja
actividad in vitro pueden, sin embargo, contribuir a la capaci-
dad antioxidante del plasma después de su transformacién
metabdlica en compuestos més simples. Asi, dos muestras de
té verde y negro, que daban resultados muy diferentes en ex-
periencias in vitro, produjeron, tras su consumo, un incre-
mento similar en la capacidad antioxidante del plasma (32).
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Por ello es importante tener en consideracién aspectos como
el grado de absorcién de los compuestos, los productos del
metabolismo que generan y la actividad de los mismos.

Las medidas in vivo pueden reflejar las posibles
interacciones entre los distintos componentes de la dieta. Sin
embargo, existen numerosos aspectos ain desconocidos en
las medidas in vivo, como el modo de accién de los radicales
dentro de los compartimentos celulares y si los compuestos
antioxidantes se transportan al interior de los mismos (33).

En la Tabla 1 se resumen las caracteristicas mas relevantes
de los métodos de medida de actividad antioxidante del vino

" que han sido usados con mayor frecuencia (28, 31,32,34-50).
{
Especies reactivas

La mayoria de los métodos de medida de la actividad
" antioxidante no emplean especies radicales de significado bio-
16gico. Son radicales ajenos al organismo el DPPHe o el
ABTS™. En el caso del ensayo FRAP el Fe? producido en la
reacci6n redox del ensayo FRAP puede reaccionar con H,0,
para producir OH, que se considera el radical libre més dafii-
no encontrado in vivo. Por otra parte, hay antioxidantes que
pueden inhibir la oxidacién lipidica a través de la quelacién
de metales de transicién que intervienen en la produccidn de
radicales libres (51). El empleo de radicales peroxilo o
hidroxilo en ensayos como ORAC, TRAP, TOSC, DCFH-DA
les afiade un mayor significado biolégico, ya que estas ROS
son las més importantes a nivel fisiolégico (33).

Sustrato diana

Los primeros métodos disefiados para medir la actividad
antioxidante se centraron en la proteccion frente a la oxidacién
de lipidos (52), con el inconveniente de que sélo detectan un
estado avanzado del dafio oxidativo. El ensayo ORAC usa como
diana a una proteina (ficoeritrina) que, por su sensibilidad, per-
mite evaluar los pasos iniciales del proceso de oxidacién.

Posibilidad de interferencias

Se pueden producir interacciones entre la especie que
genera los radicales y los compuestos antioxidantes de la
muestra. Se pueden evitar estas interferencias si existe una
elevada raz6n molar entre la especie radical y la muestra, como
ocurre en los ensayos que emplean AAPH 0 ABAP. Asi, estos
métodos muestran mayor sensibilidad y especificidad.

También se pueden producir interacciones entre el sustrato
de la reaccién de oxidacién y la muestra alterando los resulta-
dos. La oxidacién de luminol produce radicales que emiten luz.
Los compuestos antioxidantes no s6lo reducen los radicales pro-
ducidos por AAPH, sino también los radicales luminol.

Los métodos espectrofotométricos basados en la
absorbancia a una longitud de onda pueden presentar
interferencias debidas a compuestos coloreados presentes en
los alimentos. Este es un factor importante a considerar cuan-

do se analiza la actividad antioxidante del vino tinto (53).
Los métodos fluorimétricos no presentan este problema.

Sensibilidad del método

El método quimioluminiscente (Ensayo basado en
luminol) tiene un limite de deteccién inferior al de los ensa-
yos espectrofotométricos (ABTS, DPPH, FRAP, Ensayo ba-
sado en crocina) (54). Las medidas de voltametria ciclica tam-
bién presentan una sensibilidad relativamente baja.

Medio de reaccion hidrosoluble/liposoluble

La mayor parte de los métodos de medida de la actividad
antioxidante miden solamente compuestos solubles en agua
debido a las naturalezas hidrofilicas de las especies reactivas
y de los sustratos oxidables que emplean. Algunos ensayos
pueden adaptarse para medir antioxidantes lipofilicos: ORAC
(55,56), ABTS (57) y el ensayo TRAP (58).

Tipo de determinacion

Hay métodos (TRAP, ABTS, FRAP) que cuantifican la ac-
tividad antioxidante el porcentaje de inhibici6n a un tiempo fijo,
con el handicap de que distintos antioxidantes pueden tener un
mismo porcentaje a un tiempo dado pero distinto a otro tiempo
determinado. Otros métodos miden la extensién del tiempo de
inhibicién a un porcentaje de inhibicién fijo (30). En cambio, el
ensayo ORAC desarrolla la reaccién de la especie reactiva con
el sustrato oxidable hasta el final y usa la técnica del drea bajo la
curvade descenso (AUC) para la cuantificacién, que integra los
porcentajes de inhibicién sobre el periodo de tiempo completo
que dura la inhibicién (Figura 1).

FIGURA 1
Fluorescencia relativa de B-Ficoeritrina incubada con
AAPH frente al tiempo en presencia de tampén fosfato

(blanco), trolox (20 uM) o una muestra
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El valor ORAC se obtiene calculando la diferencia de areas bajo las
curvas de descenso de fluorescencia de B-Ficoeritrina a lo largo del
tiempo entre el blanco y una muestra. Los resultados finales se ex-
presan usando Equivalentes de Trolox



TABLA 1

Descripcién de las caracteristicas mas importantes de los distintos métodos de medida de actividad antioxidante

Ensayos de transferencia de dtomos de hidrégeno

Ensayos de transferencia de electrones

Otros ensayos

TRAP ORAC DCFH-DA Ensayo DPPH ABTS FRAP Voltametria Ensayo T0SC
Caracteristicas ) Crocina ciclica Luminol
Especie AAPH AAPH/ AAPH ABAP Ferrilmioglo- AAPH/H,0,/ ABAP
iniciadora (radicales | H,0,-Cu**/ (radicales (radicales Radical bina/H,0-/ Potencial perborato (radicales
peroxilo) CuSO, peroxilo) peroxilo) DPPH’ K>S.04 eléctrico | — luminol’ peroxilo)
— ABTS™"
Medida Inhibicion de | Inhibicién de j Inhibicion de Reduccion: Inhibicién de | Inhibicién de
Oxigeno la caida de | oxidacion de | la oxidacién | Descenso de | Descenso de | TPTZ-Fe’* a | Capacidad | quimiolumi- | oxidacién de
consumido | fluorescencia| DCFH-DA de crocina DPPH’ ABTS™ TPTZ-Fe** | reductora niscencia o-ceto-y-
de PE/FL ' m-butirico
Técnica Espectrofoto-
Electrodo de | Fluorimetria metria / Espectrofoto- | Espectrofoto- | Espectrofoto- | Espectrofoto- | Voltametria | Quimiolumi- | Cromatografa
oxigeno Fluorimetria metria metria metria metria ciclica niscente de gas
Cuantificacién Abs: 504 nm/ Absorbancia AUCy
Longitud de | Fla A 540 | Fl: A 504 | Abs: 443 nm/| Absorbancia | Absorbancia | a593 nmy | Curvade | Tiempoque | comparacién
fase de ¥ Aem 565 nm | Aem 329 nm- | competieion as3515nm a 414 nm calibrado | potencial de dura la con reaccion
retraso técnica AUC Fase de cinética FeSO4e7H,O | corriente inhibicion basal
retraso
Expresién de EC50 Ein: Relativo a
resultados Equivalentes | Equivalentes | Equivalentes | Equivalentes | muestra que | Equivalentes Potencial de | Equivalentes | concentracion
de Trolox de Trolox de Trolox de Trolox disminuye de Trolox | pmol Fe™* /L | oxidacién | de Trolox 1 uM de
50% DPPH’ [a: corriente antioxidante
anodica
Muestras Fenoles, Fenoles, Alimentos, | Compuestos
Alimentos, | alimentos, Muestras Muestras Fenoles, alimentos, bebidas, puros, Fluidos Compuestos
muestras bebidas, biologicas biologicas alimentos, bebidas, muestras muestras biolégicos | puros, tejidos
bioldgicas muestras bebidas muestras biologicas | bioldgicas
biologicas bioldgicas
Referencias 31-32 34-38 39 40-41 42-43 44-45 46 47 48-49 50
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En conclusion, a la hora de abordar el estudio de la activi-
dad antioxidante del vino es aconsejable emplear varios mé-
todos, ya que cada uno ofrece informacién diferente. Hay com-
puestos antioxidantes que no reaccionan con determinadas
especies oxidantes y sf con otras, pudiéndose obtener asi va-
lores dispares entre los distintos métodos.

Siendo el vino un alimento de sustrato hidroalcéholico,
los métodos de medida de actividad antioxidante basados en
especies hidrosolubles son de eleccién. En el caso de méto-
dos in vitro, si el objetivo es realizar un screening de activida-
des antioxidantes de diferentes tipos de vinos, los métodos
ABTS y DPPH son buenas elecciones, debido a su facilidad
de uso y accesibilidad. El estudio de la actividad in vivo deri-
vada de una ingesta de vino requiere el empleo de un método
que mimetice las condiciones del organismo, como es el mé-
todo ORAC, ya que utiliza una diana con significado biol6gi-
co (protefna) y un tipo de especie oxidante presente en el or-
ganismo (radicales peroxilo).

Actividad antioxidante del vino

En general, los valores de actividad antioxidante de los
vinos tintos obtenidos con diferentes métodos son
significativamente superiores a los de los vinos blancos, rosa-
dos o generosos (59-60). La magnitud de la diferencia obser-
vada entre los vinos tintos y blancos varia en funcién del mé-
todo empleado (Tablas 2 y 3). Si se comparan vinos blancos y
generosos, de elaboracién similar, no existen diferencias sig-
nificativas entre los valores de actividad antioxidante medi-
dos con los métodos ORAC-PE, ABTS y DPPH (59).

TABLA?2
Valores de actividad antioxidante (AA) de los vinos
obtenidos con distintos métodos de medida

Métodos Tipos de vinos
: Tintos Blancos  Generosos Rosados
TRAP (mM Trolox) 14,22 (61) 2,09 (61) 2,47 (61)
29,16 (104) 4,2 (104) 5,00(104)
ORAC (uM) 7180 (59) 1173 (59) 1297 (59)
7800 (63)
ABTS (mM Trolox) 10,84 (61) 1,81(61) 0,26 (59) 2,04 (61)
: 14,83 (69) 0,92 (69)
14,55 (106) 1,6 (60)
8,73 (60) 0,46 (59)
5,01(59) 1,2(109)
7.5 (45)
DPPH (mM Trolox) 3,95 (105) 0,48 (105) 0,78 (59)
11,49 (69) 0,61 (69)
9,44 (59) 0,52 (107)
0,83 (59)
FRAP (mM Fe*) 28,65 (61) 4,20 (61) 6,74 (61)

Crocina (mM Trolox) 17,38 (108)
Luminol (mM Trolox) 2,18 (108)

(): Referencias bibliograficas

TABLA 3
Relacién encontrada entre la actividad antioxidante (AA)
de los vinos tintos y los vinos blancos con distintos
métodos de medida

Métodos de medida AA vino tinto / AA vino blanco

ORAC-PE 6,1 (59)
4,3 (110)
ABTS 11 (59)
7,7 (68)
6,2 (61)
DPPH 11 (59)
TRAP 7,2 (104)
6,8 (61)

(): Referencias bibliograficas

El vino tinto presenta mayor actividad antioxidante (métodos
TRAP, FRAPy ABTS) que cofiac, grapa, ron, cerveza y whiskey
(61). Los valores TRAP y ABTS de vinos blancos fueron
inferiores al del whiskey para algunas muestras y similar para
otras. Con respecto al método TRAP, que utilizaR-PE y ABAP,
laactividad antioxidante del vino tinto (14,22 mM) fue superior
que la del vinagre (4,80 mM), té verde (7,63 mM) y té negro
(4,87 mM). El vino tinto ademds presenté mayor valor TRAP
que todas las bebidas no alcohdlicas, los extractos de frutas y
las verduras. En cambio, la actividad antioxidante del vino blanco
(2,09 mM) fue menor que la del vinagre y el té (61).

Relacion entre la actividad antioxidante del vino y su com-
posicion fenélica

Se ha determinado el contenido y la composicién fenélica
de los vinos mediante distintos procedimientos, con el fin de
encontrar posibles relaciones entre los valores de actividad
antioxidante obtenidos en las muestras y su perfil fenélico
(62-64). La primera aproximacién ha consistido en determi-
nar la concentracién de fenoles totales de los vinos. El méto-
do ampliamente usado para tal efecto ha sido el Indice de
Polifenoles Totales (IPT) o Indice de Folin-Ciocalteau. En
general, se ha encontrado una correlacién lineal elevada en-
tre los valores de actividad antioxidante y el IPT de los vinos
(60, 62, 65,66) (Tabla 4).

La técnica de Extraccién en Fase Sélida (SPE), que se
basa en la diferencia de polaridad de los compuestos, se ha
empleado para separar las principales fracciones de compues-
tos fendlicos de los vinos tintos (67). En concordancia con el
proceso de elaboracidn de los vinos tintos, la fraccién corres-
pondiente a flavan-3-oles y antocianos es la méds abundante,
los 4cidos fendlicos les siguen en orden cuantitativo y los
flavonoles presentan la concentracién més pequeiia (59). Va-
rios autores han encontrado correlacién lineal elevada entre
la concentracion de flavan-3-oles y la actividad antioxidante
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del vino tinto medida por el método ABTS (68,69), FRAP
(70), DPPH (71) y voltametria ciclica (72). Los flavonoles no
presentan una relacién significativa con la actividad
antioxidante de los vinos (59,73). Los 4cidos fenélicos pre-
sentan una correlacién lineal significativa entre su concentra-
cién y la actividad antioxidante de los vinos tintos (59,70).

TABLA 4
Coeficientes de correlacién lineal obtenidos entre
la actividad antioxidante medida con distintos métodos
y el IPT de vinos tintos, blancos, generosos o el conjunto

de ellos

Tipos de vinos

Métodos Tintos Blancos Generosos Conjunto
ORAC-PE  0,7519 (59) 0,7186 (59) 0,9474 (59)  0,9125 (59)
0,8456 (110) 0,7377 (110)
ABTS 0,7219 (59) 0,9012 (59)
0,9902 (68)
DPPH 0,8237 (59) 0,5547 (59)  0,6755 (59)  0,9769 (59)
0,7082 (71)
0,935 (69)
DMPD 0,6588 (59) "0,6656 (59) 0,7771 (59)
Electro- .
quimica 0,83 (72)

(): Referencias bibliograficas

Se ha medido la actividad antioxidante de cada familia de
compuestos con el fin de determinar su contribucién al valor
total de los vinos tintos. La fraccién correspondiente a flavan-
3-oles y antocianos present la actividad antioxidante mayor
medida por los métodos ORAC-PE, ABTS, DPPH e inhibi-
cién de la oxidacién de las LDL y es la que més contribuye a
la actividad antioxidante de los vinos tintos (representa de
33,3% a 40,2% del! total) (59,63,74). La fraccién de los 4ci-
dos fen6licos sigue en orden de actividad (de 6,41% a 20,8%
del total del vino). La fraccién correspondiente a los flavonoles
es la que menor contribucién presenta. A pesar de que en es-
tudios in vitro los flavonoles presenten elevada actividad
antioxidante (75), estos compuestos no se presentan en sufi-
cientes cantidades en el vino para ser considerados determi-
nantes de su actividad antioxidante (76).

La composicién fenélica de los vinos blancos se ha anali-
zado ampliamente mediante Cromatografia Liquida de Alta
Eficacia (CLAE). Se ha intentado relacionar la concentracién
de los compuestos fen6licos con la actividad antioxidante de
estos vinos, obteniendo coeficientes de correlacién lineal ele-
vados (r > 0,7000) en el caso de algunos compuestos (Tabla
5). Sin embargo, la actividad antioxidante de los vinos estd
més relacionada con el conjunto de fenoles que con algtn
compuesto de forma singular, a pesar de que ciertos compues-
tos contribuyan més que otros a la actividad antioxidante del
vino (68,70,72,77).

AA

TABLAS
Coeficientes de correlacién lineal (r > 0,7000) obtenidos
entre la actividad antioxidante medida con distintos
métodos y la concentracién de compuestos fenélicos
en vinos blancos

Métodos de medida
Compuestos ABTS DPPH ORAC-PE Peroxidacién
fenblicos lipidica
Acido gdlico  0,8300 (111) 0,8942 (38) 0,9200 (62)
Acido cutdrico  0,7598 (77) 0,7218 (38)
Cafeato de etilo  0,7765 (38) 0,7566 (38)  0,9309 (38)
5-Hidroximetil-
furfural 0,7295 (38) 0,8938 (38)

(): Referencias bibliogréficas

Nosotros hemos intentado construir ecuaciones que pre-
digan la actividad antioxidante de los vinos a partir de sus
constituyentes fendlicos (38). Hemos buscado una combina-
cién lineal a partir de los valores de actividad antioxidante
tedricos de los compuestos fendlicos a las concentraciones
que se encuentran en los vinos. Con el andlisis estadistico de
regresién miltiple se obtuvo la siguiente ecuacién (r = 0,9028):

vino blam:o= -1270,28 + 0’587*ORACgélico + 0’431*ORACprotocaléquico -
0,18*ORAC g + 0,359*ORAC, ., + 0.456*ORAC ;oo +
0,324*ORAC —0,68*ORAC

galato de epigalocatequina cumérico

De modo que para poder explicar la actividad antioxidante
de un vino hay que acudir a la concentracién de un amplio
niimero de compuestos fendlicos.

Evaluacion de la capacidad antioxidante del plasma tras
la ingesta de vino

La capacidad antioxidante del plasma representa el ba-
lance antioxidante del organismo y valora tanto los
antioxidantes endégenos como exdégenos. Se ha usado como
marcador indirecto de la biodisponibilidad de los antioxidantes
presentes en los alimentos en estudios de intervencion, tanto
para evaluar el efecto aislado de un alimento a corto plazo
como su influencia mediante su suplementacién en la dieta a
largo plazo (32).

En concreto se ha estudiado el efecto de la ingesta de es-
pinacas, fresas (78), ardndanos (79), chocolate negro (80),
café (81), té negro y verde (82,83), proantocinidinas de la
uva (84), chocolate rico en procianidinas (85), y bebidas al-
cohdlicas como cerveza (86), vino blanco y vino tinto
(78,83,87,88), entre otros.
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Idoneidad de los métodos de medida de la capacidad
antioxidante del plasma

~ Actualmente, la determinacién de la capacidad
antioxidante del plasma tras la ingesta de vino se realiza con
métodos diversos (89). No existe consenso cientifico sobre el
mads idéneo, pues difieren en el objeto de medida y su posible
significacién biolégica, asi como en la interferencia que pue-
dan presentar con los componentes del plasma. Se podria es-
coger cualquiera de los métodos de medida de actividad
antioxidante adaptados para muestras bioldgicas siempre que
el método esté analiticamente validado.

Plasma versus suero

Hay autores que utilizan el plasma en el estudio de la ca-
pacidad antioxidante (86), y otros emplean suero sanguineo
(79,90). Algunos trabajos no muestran diferencias significati-
vas entre los valores de capacidad antioxidante de plasma y
suero (31), en cambio, otros muestran valores mas altos en el
plasma que en el suero (38), o al contrario (91). En otro estu-
dio realizado por Ghiselli y colaboradores (32), los valores de
capacidad antioxidante del plasma’'y del suero fueron
significativamente distintos en sujetos fumadores, pero no
presentaban diferencias significativas en los no fumadores.

" El suero se obtiene después de la eliminacién del codgulo
de fibrina de la sangre a temperatura ambiente. La muestra se
somete asi a una mayor exposicién a la luz, por lo que posi-
blemente se pierden antioxidantes que son inestables en tales
condiciones. Por otra parte, durante la agregacion, las plaquetas
liberan especies radicalarias que pueden disminuir la capaci-
dad antioxidante de la muestra de suero. Esto hace aconseja-
ble trabajar con muestras de plasma en lugar de suero para
evitar pérdidas de compuestos (32). La determinacién clinica
de compuestos endégenos que influyen potencialmente en la
capacidad antioxidante (albimina, bilirrubina, 4cido irico)
se realiza con mayor frecuencia en muestras de plasma.

Incremento medio de la capacidad antioxidante del plas-
ma tras el consumo de vino

Los ensayos con voluntarios humanos muestran un incre-
mento en el valor de la capacidad antioxidante tras el consu-
mo de vino tinto, a pesar de existir diferencias
interindividuales. Esta variabilidad en los resultados puede
ser debida a diferencias en la absorcién de los compuestos
fendlicos del vino, relacionadas con la velocidad de absor-
cién y la magnitud de la misma.

Estudios realizados con el método ORAC-PE e igual can-
tidad de vino tinto ingerida (300 mL), muestran valores de
incremento medio maximo de la capacidad antioxidante del
plasma similares y se alcanzan en tiempos parecidos: 16,4%
a los 55 minutos de la ingesta de vino (38), 16,9% a los 60
minutos (78) o 14,4% a los 50 minutos (87). Las ligeras va-
riaciones encontradas entre los valores pueden atribuirse a que

los grupos presentan distinta edad y sexo en cada estudio. En
cambio en el método FRAP, se encuentran porcentajes de in-
cremento més dispares: 28,6% a los 55 minutos de la ingesta
de vino (38) 0 5,5% a los 60 minutos (78).

En relacién con otros alimentos, el vino tinto induce un in-
cremento medio superior en los valores de capacidad
antioxidante. Se ha obtenido un aumento méximo del 9%
(ORAC-PE) tras el consumo de 294 g de espinacas, del 14%
después del consumo de 240 g de fresas (78) y del 15% tras la
ingesta de un suplemento de 100 gramos de ardndanos en polvo
seco (equivale a 500-650 gramos de ardndanos enteros) (79). El
consumo de 500 mL de cerveza ocasiond un incremento méxi-
mo en la capacidad antioxidante del plasma muy similar al ana-
lizado para el vino tinto, aunque también hay que considerar
que el volumen ingerido fue bastante superior (86).

La capacidad antioxidante del plasma medida con el mé-
todo FRAP aument6 un 12,2% tras la ingesta de 294 g de
espinacas, un 4,8% después del consumo de 240 g de fresas
(78), un 3,5% después de ingerir 100 g de chocolate negro
(80) y un 4% tras consumir 400 mL de té verde (20 g de hojas
de té seco) (83).

Contribucién de los compuestos antioxidantes a la capa-
cidad antioxidante del plasma: compuestos fenélicos del
vino y antioxidantes endégenos

Los compuestos antioxidantes del plasma relacionados con
el consumo de vino son los compuestos fenélicos que se ab-
sorben y los metabolitos originados por la flora colénica, que
se reabsorben posteriormente. El organismo absorbe un por-
centaje minimo de la concentracién inicial de estos compues-
tos y, por otra parte, una vez que alcanzan el torrente sangui-
neo, sufren una dilucién considerable. Tras administrar dosis
considerablemente elevadas de trans-resveratrol (25 mg/70
kg peso), (+)-catequina (25 mg/70 kg peso) y quercetina (10
mg/70 kg peso), los porcentajes de absorcién de estos com-
puestos fueron 16-17%, 1,2-3% y 2,9-7% de las dosis admi-
nistradas respectivamente (92). Ningiin compuesto fenélico
excede una concentracién de 1 pM en el plasma tras el con-
sumo de 10-100 mg del mismo (93).

Estos niveles tan bajos en el plasma humano constituyen
una dificultad para su identificacién y cuantificacién, ya que
la mayoria estan por debajo de los limites de deteccién de las
técnicas cromatograficas actuales. Sin embargo, el incremento
observado en la capacidad antioxidante del plasma en los es-
tudios indica que la proporcién absorbida de estos compues-
tos si es suficiente para desempeiiar su papel antioxidante y
presentar actividad en el organismo.

Hay autores que ofrecen las concentraciones que resultan
efectivas para algunos compuestos: 0,75 uM para (-)-
epigalocatequina, 1,2 pM para acido gilico, 0,25-0,38 uM
para (-)-epicatequina, (+)-catequina, (-)-galato de epicatequina
y (-)-galato de epigalocatequina, con respecto a la inhibicién



REVISION DE LOS METODOS DE EVALUACION DE LA ACTIVIDAD ANTIOXIDANTE 117

de la oxidacién de LDL al 50% (94). La ingesta diaria de 375
mL de vino tinto durante 2 semanas produjo un aumento signi-
ficativo de la capacidad antioxidante del plasma medida con el
método TBARS y en la concentracién plasmatica de compues-
tos fendlicos y sus metabolitos glucuronidado y metilados (95).

Por otra parte, los compuestos antioxidantes endégenos
(albiimina, bilirrubina, 4cido drico, glutatién) podrian influir
en la capacidad antioxidante del plasma, si modifican su con-
centraci6n tras el consumo de vino (84,96).

Los métodos ORAC-PE, FRAP, TRAP, ABTS y DPPH
miden la capacidad antioxidante del compartimento hidrofilico
o acuoso del plasma donde se localizan los compuestos
antioxidantes solubles en agua (acido ascérbico, 4cido trico
y proteinas). La actividad antioxidante de los compuestos
liposolubles que se encuentran en las lipoproteinas del plas-
ma, tales como carotenoides y tocoferoles, no influyen en las
medidas realizadas con estos métodos, y han de estimarse
mediante otros ensayos.

Se ha estudiado el porcentaje de contribucién de los dis-
tintos compuestos endégenos a la capacidad antioxidante to-
tal del plasma determinada por los métodos de uso mis fre-
cuente en la bibliografia (97). Asi, el acido drico (60,0% y
57,8% de contribucién para FRAP y TRAP respectivamente)
y la albiimina (27,8% y 28,0% de contribucién para ORAC-
PE y ABTS respectivamente), son los compuestos que més
contribuyen a la capacidad antioxidante del plasma (Tabla 6).

TABLA6
Porcentajes de contribucién de los compuestos
antioxidantes endégenos a la capacidad antioxidante del
plasma medida por los métodos ORAC-PE, FRAP,
ABTS y TRAP

% Contribucién  —SH Acido
(albimina) frico

Acido Carotenoi-
ascérbico Tocoferoles des

ORAC-PE 27.8 7.1 1,3 0,7 0
FRAP 10,0 60,0 15,0 50 ]
ABTS 28,0 19,3 3,1 1,7 0
TRAP 24,2 57,8 8,9 9,1 0

En otro trabajo (46), se estudi6 la contribucién de 4cido
trico, bilirrubina y albimina a la capacidad antioxidante del
plasma (FRAP), obteniendo valores de contribucién del 60,5%
y 10% respectivamente. La contribucién de albimina y
bilirrubina es escasa y despreciable y no ha de ser tenida en
cuenta en las medidas realizadas con este ensayo. Ademis, a
nivel basal existe una relacién lineal si gnificativa entre la ca-
pacidad antioxidante del plasma (FRAP) y la concentracién
de 4cido drico (r = 0,81 889) (38) y entre los valores ORAC-
PE del plasma y las concentraciones de albimina (r = 0,81509).

Por otra parte, Ghiselli et al. (32) estimaron que las protei-

nas contribuyen en un 86% a la capacidad antioxidante del
plasma (ORAC-PE).Los grupos —SH de la proteina albtimina
son responsables de parte de esta capacidad antioxidante por-
que reaccionan con radicales peroxilo durante los primeros
pasos de la reaccién de oxidacién, y contribuyen a la dura-
cién de la fase de retraso.

En un estudio realizado con 51 sujetos maduros pertene-
cientes al grupo “Antioxidant Supplementation in
Atherosclerosis Prevention”, el andlisis de regresién miiltiple
puso de manifiesto una correlacién lineal significativa entre
la capacidad antioxidante estudiada mediante el método TRAP
y las concentraciones de urato y dcido ascérbico. El urato fue
la contribucién mas alta del TRAP medido en el plasma (98).
Se sefial6 la existencia de un porcentaje de contribucién al
valor TRAP no identificado, que segiin Metsi-Keteld (48)
podria deberse a la albimina.

El consumo de 375 mL de vino tinto provocé un aumento
significativo de la concentracién de urato en suero (83). De la
misma forma se observé un aumento significativo en los ni-
veles de urato del plasma después del consumo de una dieta
rica en grasas acompafiada de 400 mL de vino tinto, y un
aumento no significativo en los niveles de grupos -SH y .-
tocoferol. La ingesta de 200 mL de café (60 gramos de café
tostado y molido por litro de agua) produjo un incremento
estadisticamente significativo de dcido drico en el plasma. En
cambio, otros compuestos como 4cido ascérbico o ?-tocoferol
no se modificaron, y los grupos —SH tampoco mostraron un
incremento significativo (81). La ingesta de una comida rica
en grasas acompaiiada de 300 mg de un extracto de
proantocianidinas del grano de la uva provocé también un
aumento significativo de grupos —SH y urato (84).

En otros trabajos se describe, por el contrario, cémo los
antioxidantes endégenos no se modifican tras la ingesta de
alimentos. Los niveles plasméticos de 4cido drico no sufren
cambios significativos después del consumo de té negro y
verde (82), 500 mL de cerveza (86) u 80 gramos de chocolate
rico en procianidinas (557 mg) (85). Tampoco se observaron
cambios en los niveles de bilirrubina tras el consumo de fre-
sas, espinacas o vino tinto (78).

En nuestros estudios, tras el consumo de 300 mL de vino
tinto, se obtuvo una correlacién lineal positiva muy elevada
entre los valores de capacidad antioxidante medidos con el
método FRAP y las concentraciones de 4cido trico. En la
Figura 2 se observa que el incremento medio del valor FRAP
y el incremento de la concentracién de 4cido drico siguen
una evolucién similar (38).

La contribucién del &cido drico al valor FRAP implica
que su concentracién debe ser determinada y tenida en cuen-
ta cuando se estudian los efectos del consumo de alimentos
en la capacidad antioxidante del plasma medida mediante este
ensayo. Si se considera que el 60% del valor FRAP del plas-
ma se debe a la actividad antioxidante del dcido urico, como
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apuntan algunos autores (46,97), se podria considerar que el
40% del valor FRAP restante se debe a los compuestos
fendlicos del vino y sus metabolitos.

FIGURA 2
Cambios medios (%) en el valor FRAP y la concentracién
de acido drico después del consumo de 300 mL
de vino tinto

El efecto del vino sobre este aumento del &cido Urico pue-
de deberse a la accion del alcohol o de los compuestos
fendlicos que contiene. El efecto del consumo de alcohol en
la concentracion de acido Urico sérica ha sido objeto de dis-
cusion recientemente debido a que el mecanismo implicado
en tal efecto no se conoce totalmente (99). EIl etanol induce
un aumento en la concentracion plasmatica de uridina y
purinas. La uridina es atribuible a un incremento en la degra-
dacién de bases de pirimidina y purina (100). En otros estu-
dios, la relacién entre el etanol y la concentracion de acido
Urico no es tan evidente. La administracion oral de etanol en
sujetos sanos no increment6 la actividad de la enzima xantina-
oxidasa, responsable de la ruta catabdlica de sintesis del aci-
do Urico (101). La administracién intravenosa de etanol (0,25-
0,35 g/kg/h) durante dos horas, no produjo cambios signifi-
cativos en los niveles de urato en suero, ni tampoco en la
excreccion urinaria del 4cido Grico (102). Una ingesta de 0,5
g etanol/kg incrementa la concentracion de acido Urico alre-
dedor de 6,7 mg/L en bebedores habituales (>60 g etanol/
dia), pero no en bebedores ocasionales o no bebedores. Ade-
mas, los niveles de hipoxantina y xantina en plasma
incrementaron sus niveles en mayor medida en el grupo de
los bebedores habituales. Parece que en estos Gltimos ocurre
una degradacion acelerada de adenina provocada por el au-
mento en la oxidacién del etanol (103).

Por otra parte, el consumo de vino tinto produjo un au-
mento significativo en el nivel de acido Urico plasmatico
(5,6%), sin embargo, la ingesta del mismo vino previamente
dealcoholizado no produjo este incremento (83). Parece ser
que el metabolismo de la molécula de etanol en el hepatocito
produce un incremento en la degradacion de ATP hacia los
precursores de acido Urico (nucleétido de adenina) y, por con-
siguiente, un aumento en la formacién de acido drico a partir
de la degradacion de los nucle6tidos de las purinas (83).

Ademaés del efecto del alcohol, se ha estudiado la influen-
cia de los polifenoles en los niveles de 4cido Grico. Extractos
de manzana, que contienen polifenoles de esta fruta, retrasan
significativamente la oxidacién in vitro del urato del plasma
mediada porradicales peroxilo; el mecanismo propuesto para
lainhibicion de dicha oxidacion puede ser la reduccion de la
especie radical de urato por ciertos polifenoles, como
quercetina o (+)-catequina, regenerando, por consiguiente,
urato en el plasma. Esta reaccién es termodindmicamente
posible (96). Por otra parte, parece que los compuestos
fendlicos son capaces de interaccionar con los mecanismos
de secrecién y reabsorcidn del 4cido Grico aumentando el ni-
vel de éste en el plasma (88).

A pesar de la influencia manifiesta de los compuestos
antioxidantes end6genos, la capacidad antioxidante del plas-
ma tras el consumo de vino no puede ser simplemente debida
a éstos y, en particular, al &cido drico. El 4cido Urico no afecta
los valores ORAC, y ademas su actividad es muy baja (ORAC-
FL) (1,38 pM) dando una contribucién despreciable a los va-
lores ORAC-FL del plasma. Por tanto otras moléculas, los
compuestos fendélicos, ademas del acido Urico son responsa-
bles del incremento observado en la capacidad antioxidante
después del consumo de vino (38). Dietas que contienen ali-
mentos con cantidades significativas de polifenoles influyen
en el incremento de la capacidad antioxidante del plasma,
ademés del efecto de los antioxidantes endégenos. En un tra-
bajo realizado con 8 hombres sanos yjévenes, que ingirieron
una comida rica en grasas acompafiada de 300 mg de extrac-
to de proantocianidinas del grano de la uva, se constaté un
aumento significativo de la capacidad antioxidante del plas-
ma medido por TRAP. El valor TRAP te6rico, que se calculd
a partir de las concentraciones de los antioxidantes anteriores
fue menor que el valor TRAP medido en el plasma. Por ello,
otros antioxidantes contribuyeron en la capacidad antioxidante
del plasma después del suplemento de proantocianidinas.
Cuando los sujetos consumieron la comida rica en grasas sin
extracto de uva, el valor TRAP tedrico coincidio6 con el valor
TRAP medido (84).

Se podria concluir asi que el vino interviene en la capaci-
dad antioxidante del plasma pudiendo actuar de forma direc-
ta (per se), por su contenido en compuestos fenélicos, e indi-
recta, ya que puede inducir un aumento en los niveles

plasmaticos de otros antioxidantes enddgenos.
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