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Resumen

El objetivo de esta revision es el estudio de la actividad antioxidante del vino, analizando
los distintos métodos que se han empleado en su evaluacion. Esta actividad se
relacionara, 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 varia en funcion del método de
anadlisis 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 evaluacidon de la actividad antioxidante in vitro del vino requiere el uso de diversos
métodos que proporcionen una informacion 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 concentracion
plasmatica de acido Urico.

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

Review of the different methods for the evaluation of the in vitro antioxidant
activity of wine and study of in vivo effects

Summary

There are many methods to evaluate the antioxidant activity of wine, both in vitro and in
vivo. The aim of this paper is to evaluate the significance of these methods, as well as to
correlate the antioxidant activity of wines with their phenolic profile, both in qualitative
and quantitative terms. Red wines show higher antioxidant capacities than white ones
and the magnitude of these differences depends on the method used. The antioxidant
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activity of wine can not be mainly ascribed to a particular phenolic compound, instead it
is explained by the global interaction of all of them. To evaluate the influence of red wine
consumption in the human organism, plasma antioxidant capacity has been frequently
used as biomarker, and studies have shown that it increases after wine ingestion. We
can conclude that it is necessary to use a battery of methods that provide different and
complementary information to properly interpret the results. Phenolic compounds
undergo metabolic transformations in the organism which modify their activities. In vivo
assays do consider these changes. From the studies performed up to date we can
conclude that acute ingestion of wine directly acts on plasma antioxidant capacity due to
phenolic compounds and indirectly influences by means of changes on plasmatic
concentration of endogenous antioxidants.

Keywords: Phenolic compound, wine, measurement method of antioxidant activity,
plasma antioxidant capacity, human, uric acid.

Recibido: 17-01-2006
Aceptado: 27-04-2006
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 enddgeno relacionado con el metabolismo del
oxigeno y con distintas reacciones de defensa de nuestro sistema inmunoldgico.
También pueden provenir de fuentes externas: el tabaco, la contaminacion del aire, la
radiacion ultravioleta y la de alta energia, el ozono o ciertos medicamentos. El
organismo dispone de mecanismos de defensa antioxidante frente a las especies
reactivas de oxigeno, que comprenden sistemas enzimaticos y no enzimaticos (1).
Ciertas enzimas como superodxido dismutasa, catalasa, glutation peroxidasa o glutation
reductasa, neutralizan las especies reactivas. Los sistemas defensivos no enzimaticos
abarcan una serie de compuestos antioxidantes como albUmina, ceruloplasmina,
transferrina, glutation, bilirrubina, acido Urico, 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 caracter crénico, como la oxidacion de las LDL y la enfermedad
cardiovascular (4), el dano oxidativo al ADN y el cancer (5-6) y la oxidacidon de las
proteinas de las lentes oculares y la alteracién de la vision (7-8).

La ingesta de alimentos ricos en sustancias antioxidantes como vitaminas C y E,
carotenoides o compuestos fendlicos, 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.

Los compuestos fendlicos son sustancias organicas ampliamente 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 astringencia y el flavor (sabor
y aroma) de los vegetales. Se encuentran en las verduras y frutas, y en productos
derivados como el vino o la cerveza. Todos tienen en su estructura uno o mas anillos
aromaticos con al menos un sustituyente hidroxi (13). Su estructura quimica es propicia
para secuestrar radicales libres, debido a la facilidad con la que el dtomo de hidrégeno
desde el grupo hidroxilo aromatico puede ser donado a la especie radical, y a la
estabilidad de la estructura quinona resultante que soporta un electron desapareado
(14).
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La actividad antioxidante de los polifenoles depende del nimero y la localizacién de los
grupos hidroxilo que contiene en su estructura (15-16).

Ademas de su actividad antioxidante, se han atribuido otras propiedades bioldgicas a los
compuestos fendlicos: 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 proporcion en que
aparecen dependen de una serie de factores, como la variedad de la uva, el area de
produccion, la afiada, la climatologia, las técnicas agricolas, los métodos de vinificacion,
el procedimiento de prensado de la uva y el tiempo de fermentacién del mosto con la
piel y las semillas.

Los compuestos fendlicos de la uva se localizan en las partes soélidas: piel, semilla y
tejido vascular. En la pulpa destaca la presencia de acidos fendlicos y sus derivados. Los
flavonoles y antocianos se encuentran localizados en las células del hollejo de la uva,
siendo éstos Ultimos responsables del color rojo de los vinos tintos. Las procianidinas y
flavan3-oles se localizan en las semillas de las uvas. En los vinos blancos los fenoles
mayoritarios son aquellos procedentes de la pulpa, mientras que en los tintos, la
maceracion alcohdlica de los hollejos y las semillas permite la liberacion y solubilizacién
de los flavonoides.

La "Paradoja Francesa" constituyd un interesante punto de partida, al mostrar cdmo en
Francia existe un riesgo bajo de padecer enfermedades cardiovasculares en la poblacion
a pesar del elevado consumo de grasas saturadas de origen animal. Se descubrié que la
dieta de los franceses difiere de la de otros paises desarrollados por el consumo de vino
tinto (22). Numerosos estudios epidemioldgicos que relacionan el consumo moderado vy
regular de vino con una disminucidon del riesgo de padecer enfermedades
cardiovasculares, crénicas y degenerativas se realizaron a raiz de esta observacion (23-
25).

El objetivo de esta revision es el estudio de la actividad antioxidante del vino, analizando
los distintos métodos que se han empleado en su evaluacion. Esta actividad se
correlacionara, tanto desde el punto de vista cualitativo como cuantitativo, con el perfil
de compuestos polifendlicos presentes en el vino.

Actividad Antioxidante

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

Los métodos de determinacion de la actividad antioxidantes se basan en comprobar
como un agente oxidante induce dafio oxidativo a un sustrato oxidable, dano que es
inhibido o reducido en presencia de un antioxidante. Esta inhibicidon es proporcional a la
actividad antioxidante del compuesto o la muestra. Por otra parte, hay ensayos que se
basan en la cuantificacion de los productos formados tras el proceso oxidativo.

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

Los métodos in vitro son Utiles para comparar la actividad antioxidante de diferentes
muestras de alimentos. Los resultados son limitados desde un punto de vista nutricional,
ya que no reproducen la situacion fisioldgica. Para alcanzar una mayor aproximacion
algunos ensayos incluyen radicales relevantes en los sistemas bioldgicos (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 transformaciones metabdlicas que sufren los compuestos
antioxidantes en el organismo modifican su actividad. Ciertos compuestos fendlicos
poliméricos que presentan una baja actividad in vitro pueden, sin embargo, contribuir a
la capacidad antioxidante del plasma después de su transformacién metabdlica en
compuestos mas simples. Asi, dos muestras de té verde y negro, que daban resultados
muy diferentes en experiencias in vitro, produjeron, tras su consumo, un incremento
similar en la capacidad antioxidante del plasma (32). Por ello es importante tener en
consideracion aspectos como el grado de absorcidén 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 aun desconocidos
en las medidas in vivo, como el modo de accion 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 bioldgico. Son radicales ajenos al organismo el DPPH® o el
ABTS®*. En el caso del ensayo FRAP el Fe2* producido en la reaccién redox del ensayo
FRAP puede reaccionar con H,O, para producir OH, que se considera el radical libre mas
dafiino encontrado in vivo. f’or otra parte, hay antioxidantes que pueden inhibir la
oxidacion lipidica a través de la quelaciéon de metales de transicidon que intervienen en la
produccion de radicales libres (51). El empleo de radicales peroxilo o hidroxilo en
ensayos como ORAC, TRAP, TOSC, DCFH-DA les afiade un mayor significado bioldgico,
ya que estas ROS son las mas importantes a nivel fisioldgico (33).

Sustrato diana

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

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

http://www.scielo.org.ve/scielo.php?script=sci_ext&pid=S000--062220060002(... 03/02/201!



Archivos Latinoamericanos de Nutidn - <b>Revison de los rétodos de evaluad...Pagina5 di 25

una elevada razon molar entre la especie radical y la muestra, como ocurre en los
ensayos que emplean AAPH o ABAP. Asi, estos métodos muestran mayor sensibilidad y
especificidad.

También se pueden producir interacciones entre el sustrato de la reaccion de oxidacion y
la muestra alterando los resultados. La oxidacion de luminol produce radicales que
emiten luz. Los compuestos antioxidantes no sélo reducen los radicales producidos 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 cuando 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 deteccion
inferior al de los ensayos espectrofotométricos (ABTS, DPPH, FRAP, Ensayo basado en
crocina) (54). Las medidas de voltametria ciclica también 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 actividad antioxidante el porcentaje
de inhibicién 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 extensidén del tiempo de inhibicién a un porcentaje de inhibicidn
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 area bajo la curva de descenso (AUC)
para la cuantificacién, que integra los porcentajes de inhibicion sobre el periodo de
tiempo completo que dura la inhibicion (Figura 1).
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TABLA1

Descripcion de |as caracteristicas mas importantes de los
distintos métodos de medida de actividad antioxidante

Caracteristicas

Ensayos de transferencia dedtomos de hidedgeno

TRAF ORAC DCFH. DA Ensayo
Crocina
Especie AAFH A&PH! AAFH ABAFP
indciadora (radicales H, O, -Cut (radicales (tadicales
petoxila) Cuald, petoxila) peroxila)
Mledida Inhikicidn de | Inhitdeidn de [Todubdcidn de
Dixigeno lacaida de | oxidacidn de |la oxidacidn
consunido | flucrescencia | DOFH-DA de crocita
de PE/FL
Técrica Espectrofot o
Electrodo de | Fluorimetria metria § Espectrofoto-
i geno Fluotimettia m etria
Cuantificacion Aha 304 rums
Longitud de | Fl ad, 540 | Fli 4,504 |Abs 443 nm/
fase da ¥y 565 om | A 520 nm- | competicion
tetraso | téenipa ATUUC | Fase de cifiética
tetraso
Expresion de
resultados Equivalentes| Equivalentes | Equivalentes [Equivalentes
de Trolox de Trolox de Traolox de Trolox
hluest az Feninles,
Alimentos, alith etitos, MMuestras Iuestras
thuestras betidas, bioldgicas kHioldgicas
bioldgicas thuestras
bioldgicas
Referencias 31-32 3438 39 40-41
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Ensayos de transferencia de electrones

Caracteristicas DFFH AETE FRAF
Especie
iniciadora Radical Fernilmiogdo
DFPH" hinaH0.f
KESEOE
— ARTHM
Mecida
Descenso de Descenso de | Feduccidn:
DPREH? ABT S TPTZ-Fe* a
TETZ-Fat
Téctica Espectrofato- Espectrofoto | Espectrofoto
fr etria th etria th etria
Cuantificacidn | Absorbaticia  Absorbancia | Absorbancia
a 515 rim a 414 rin a 593 rim y
calitwado
Feld0,e7H, O
Expresidnde |ECS0 musstra Equivalentes | pmol Fe2t L
tesdtados e de Trolox
dismitnrre
50% DPPH"
Muestras Feninles, Fetinles, Alim entos,
alitn entos, alim entos, bebidas,
hetidas betidas, i uestt as
muestras bicldgicas
hioldgicas
Referencias 42-43 4445 46
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Otros ensayos
Caracteristicas | Folfamefria Ensayo rosc
cichic Lumivol
Especie AAPHMH O ABAT
irdciadora FPotencial pethotato (tadicales
eléctrico — luminol? peroxilo)
Iiedida Capacidad | Inhikicidn de | Inhdbdcidn
recductora guimichani- | de cxidacidn
tiacencia de ct-ceto-1-
m-butirico
Técnica Voltatrettia | Quimiclwmi- | Cromatogaf
ciclica i scente a de gas
Cusntificacidn Crrva de Tiempo gue AUC w
potericial de durala coth patacicn
cottiente irhibici dn oty
teaccidn
ha gal
Expresidn de E Equivalentes | Relativoa
tesultados Foteticial de de Traolox coticentracid
ceidacidn il phd de
Ta: carriente anti oxidante
atiddica
hluestras Compuestos Fluidos Campuestos
puaros, hicldgicos P os,
muestras tejicdos
holdgicas
Referencias 47 48-49 a0

En conclusion, a la hora de abordar el estudio de la actividad antioxidante del vino es
aconsejable emplear varios métodos, ya que cada uno ofrece informacién diferente. Hay
compuestos antioxidantes que no reaccionan con determinadas especies oxidantes y si
con otras, pudiéndose obtener asi valores 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 eleccion. En el caso de
métodos in vitro, si el objetivo es realizar un screening de actividades 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 derivada de una ingesta
de vino requiere el empleo de un método que mimetice las condiciones del organismo,
como es el método ORAC, ya que utiliza una diana con significado bioldgico (proteina) y
un tipo de especie oxidante presente en el organismo (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, rosados
0 generosos (59-60). La magnitud de la diferencia observada entre los vinos tintos y
blancos varia en funcion del método empleado (Tablas 2 y 3). Si se comparan vinos
blancos y generosos, de elaboracion similar, no existen diferencias significativas entre
los valores de actividad antioxidante medidos con los métodos ORAC-PE, ABTS y DPPH
(59).
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TABLA 2

chtenidos oon dstintos metodos de medda

Tipos de vinos
Métodos
fintos Beameos Zenerosos Fosadbs
14220613 | 2.09¢61) 247 (61)
TRAP (MM TroIcs) | 99 160104y | 421043 5.00(104)
ORAC (294) 71800503 | 1173(50) | 1297 (50}
7300 (63)
ABTS fd Frodor) | 1034 (613 | L2161y | 026(30) 2,04(61)
1483¢60) | 092(69)
1455108 | 16060}
873(60) | DA6(59)
500¢50y | 1.2¢100)
7.5(45)
DPPH b Trolox) | 3.05(105) | 0481057 | 0,78 (50}
11,40(60) | 0,61(69)
044(59) | 052¢107)
083(59)
FRAP fudd Fe™) | 28,65(61) | 4,20(61) 674 (61)
Crocing il 17,35 (108
Tralox)
Lol (bt 3.18(108)
Tralox)

{ yreferencias bibliograficas

http://www.scielo.org.ve/scielo.php?script=sci_ext&pid=S000--062220060002C...

PaginalC di 25

03/02/2011



Archivos Latinoamericanos de Nutidn - <b>Revison de los rétodos de evall... Paginall di 25

TABLA 3
Eelacidn encontrada entre la actividad
antioxidante (A4} de los vinos tintos v bs
vinos blancos con distintos métodos de

rnedida
AAvino tinto / AAvino blanco
Metodos de medida
GRACPE 6,1 (59)
4,3 (110}
ABTS 11 (59}
7,7 (68)
6,2 (61
DPPH 11 (59)
TRAP 7,2 (104)
6,5 (61)

(7 teferencias Wibliogrdficas

El vino tinto presenta mayor actividad antioxidante (métodos TRAP, FRAP y 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 utiliza R-PE y ABAP, la actividad 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 ademas 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).

Relacién entre la actividad antioxidante del vino y su composicion fendlica

Se ha determinado el contenido y la composicion fendlica 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 fendlico (62-64). La primera
aproximacion ha consistido en determinar la concentracién de fenoles totales de los
vinos. El métod,o ampliamente usado para tal efecto ha sido el Indice de Polifenoles
Totales (IPT) o Indice de Folin-Ciocalteau. En general, se ha encontrado una correlacion
lineal elevada entre los valores de actividad antioxidante y el IPT de los vinos (60, 62,
65-66) (Tabla 4).

La técnica de Extraccion en Fase Sdlida (SPE), que se basa en la diferencia de polaridad
de los compuestos, se ha empleado para separar las principales fracciones de
compuestos fendlicos de los vinos tintos (67). En concordancia con el proceso de
elaboracion de los vinos tintos, la fraccion correspondiente a flavan-3-oles y antocianos
es la mas abundante, los acidos fendlicos les siguen en orden cuantitativo y los
flavonoles presentan la concentraciéon mas pequefia (59). Varios autores han encontrado
correlacién lineal elevada entre la concentracién de flavan-3-oles y la actividad
antioxidante 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 acidos fendlicos presentan una
correlacién lineal significativa entre su concentracién y la actividad antioxidante de los
vinos tintos (59, 70).
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Tipos de vinos
Meétodos Fitios Biancos Genarosos Con jnto
GRACFE 0,7519 (59% | 0,7186 (593 | 0,9474 (593 | 0,9125 (59)
0,8456 {110y | 0,7377 (1103

ABTE 0,7219 {5973 0,9012 (39)

0,2902 (68)

DPDH 0,58237 (59) | 0,5547 (59) | 0,6755 (59) | 0,9769 (59)
0,7082 (71}
0,935 (59)

DMEL 0,6585 (59) | 0,6656 (59) 0,7771 (59)
Elactroquimmica 0,83 (72

[ referencias bibliogrdficas

Se ha medido la actividad antioxidante de cada familia de compuestos con el fin de
determinar su contribucion al valor total de los vinos tintos. La fraccidon correspondiente
a flavan-3-oles y antocianos presentd la actividad antioxidante mayor medida por los
métodos ORAC-PE, ABTS, DPPH e inhibicion de la oxidacién de las LDL y es la que mas
contribuye a la actividad antioxidante de los vinos tintos (representa de 33,3 a 40,2 %
del total) (59, 63, 74). La fraccion de los acidos fendlicos sigue en orden de actividad
(de 6,41 a 20,8 % del total del vino). La fraccidn correspondiente a los flavonoles es la
gue menor contribucién presenta. A pesar de que en estudios in vitro los flavonoles
presenten elevada actividad antioxidante (75), estos compuestos no se presentan en
suficientes cantidades en el vino para ser considerados determinantes de su actividad
antioxidante (76).

La composicion fendlica de los vinos blancos se ha analizado ampliamente mediante
Cromatografia Liquida de Alta Eficacia (CLAE). Se ha intentado relacionar la
concentracion de los compuestos fendlicos con la actividad antioxidante de estos vinos,
obteniendo coeficientes de correlacion lineal elevados (r > 0,7000) en el caso de algunos
compuestos (Tabla 5). Sin embargo, la actividad antioxidante de los vinos esta mas
relacionada con el conjunto de fenoles que con algun compuesto de forma singular, a
pesar de que ciertos compuestos contribuyan mas que otros a la actividad antioxidante
del vino (68, 70, 72, 77).
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TABLA S
Coeficientes de correlacion lineal §r » 0,7000% obtenidos entre la
actividad antioxidante medida con distintos metodos v |a concentracion

de compuestos fendlicos en vinos blancos
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Métodosde medida
Compuestos fendlicos ARTE DFFH DRAC-FE | Peroxidacion
lipidica
Acido Gdlico 0E300(111) 0,2942 (38 0,7200 (6
Arido Cutdrico 073598 (77 07218 (35
Cafeato de efilo 07765 (3%) | 0,7586 (38) | 09309 (38)
S-Hidr oximetilfirfurd 07295 (38) | 08938 (38
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([ ):referencias hibliograficas

Nosotros hemos intentado construir ecuaciones que predigan la actividad antioxidante
de los vinos a partir de sus constituyentes fendlicos (38). Hemos buscado una
combinacién 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
analisis estadistico de regresiéon multiple se obtuvo la siguiente ecuacidén (r = 0,9028):

Ab v = 127028 +  O587*ORAC.q, + 0431%*0RAC ppakqie

018*ORACs o + 0359%CRAC, ., + O0456*0RAC. .. +

0,324*0FA C, o de epigalocatequina — 0 08 FORAC ) sion

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

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

La capacidad antioxidante del plasma representa el balance antioxidante del organismo y
valora tanto los antioxidantes enddgenos como exogenos. 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 espinacas, fresas (78), arandanos
(79), chocolate negro (80), café (81), té negro y verde (82-83), proantocinidinas de la
uva (84), chocolate rico en procianidinas (85), y bebidas alcohdlicas como cerveza (86),
vino blanco y vino tinto (78,83,87-88), entre otros.

Idoneidad de los métodos de medida de la capacidad antioxidante del plasma

Actualmente, la determinacion de la capacidad antioxidante del plasma tras la ingesta de
vino se realiza con métodos diversos (89). No existe consenso cientifico sobre el mas
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idoneo, pues difieren en el objeto de medida y su posible significacion bioldgica, asi
como en la interferencia que puedan presentar con los componentes del plasma. Se
podria escoger 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 capacidad antioxidante (86), y
otros emplean suero sanguineo (79 90). Algunos trabajos no muestran diferencias
significativas 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 estudio realizado por Ghiselli y colaboradores (2000) (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 eliminacion del coagulo de fibrina de la sangre a
temperatura ambiente. La muestra se somete asi a una mayor exposicion a la luz, por lo
que posiblemente se pierden antioxidantes que son inestables en tales condiciones. Por
otra parte, durante la agregacion, las plaquetas liberan especies radicalarias que pueden
disminuir la capacidad antioxidante de la muestra de suero. Esto hace aconsejable
trabajar con muestras de plasma en lugar de suero para evitar pérdidas de compuestos
(32). La determinacidn clinica de compuestos enddgenos que influyen potencialmente en
la capacidad antioxidante (albumina, bilirrubina, acido Urico) se realiza con mayor
frecuencia en muestras de plasma.

Incremento medio de la capacidad antioxidante del plasma tras el consumo de
vino

Los ensayos con voluntarios humanos muestran un incremento en el valor de Ia
capacidad antioxidante tras el consumo de vino tinto, a pesar de existir diferencias
interindividuales. Esta variabilidad en los resultados puede ser debida a diferencias en la
absorcion de los compuestos fendlicos del vino, relacionadas con la velocidad de
absorcion y la magnitud de la misma.

Estudios realizados con el método ORAC-PE e igual cantidad 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 variaciones 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 incremento mas dispares: 28,6 % a los 55 minutos de la
ingesta de vino (38) 0 5,5 % a los 60 minutos (78).

En relacion con otros alimentos, el vino tinto induce un incremento medio superior en los
valores de capacidad antioxidante. Se ha obtenido un aumento maximo 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 arandanos en
polvo seco (equivale a 500-650 gramos de arandanos enteros) (79). El consumo de 500
mL de cerveza ocasion6 un incremento maximo en la capacidad antioxidante del plasma
muy similar al analizado 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 método FRAP aumentd 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).

http://www.scielo.org.ve/scielo.php?script=sci_ext&pid=S000--062220060002(... 03/02/201!



Archivos Latinoamericanos de Nutidn - <b>Revison de los rétodos de evall... Paginals di 25

Contribucion de los compuestos antioxidantes a la capacidad antioxidante del
plasma: compuestos fenodlicos del vino y antioxidantes endogenos

Los compuestos antioxidantes del plasma relacionados con el consumo de vino son los
compuestos fendlicos que se absorben y los metabolitos originados por la flora coldnica,
que se reabsorben posteriormente. El organismo absorbe un porcentaje minimo de la
concentracion inicial de estos compuestos y, por otra parte, una vez que alcanzan el
torrente sanguineo, sufren wuna dilucion 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 absorcion de
estos compuestos fueron 16-17 %, 1,2-3 % y 2,9-7 % de las dosis administradas
respectivamente (92). Ningln compuesto fendlico excede una concentracion de 1 mM en
el plasma tras el consumo de 10-100 mg del mismo (93).

Estos niveles tan bajos en el plasma humano constituyen una dificultad para su
identificacion y cuantificaciéon, 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 estudios indica que la
proporcion absorbida de estos compuestos si es suficiente para desempefiar su papel
antioxidante y presentar actividad en el organismo.

Hay autores que ofrecen las concentraciones que resultan efectivas para algunos
compuestos: 0,75 mM para (-)-epigalocatequina, 1,2 mM para acido galico, 0,25-0,38
mM para (-)-epicatequina, (+)-catequina, (-)-galato de epicatequina y (-)-galato de
epigalocatequina, con respecto a la inhibicion de la oxidacion de LDL al 50 % (94). La
ingesta diaria de 375 mL de vino tinto durante 2 semanas produjo un aumento
significativo de la capacidad antioxidante del plasma medida con el método TBARS y en
la concentracion plasmatica de compuestos fendlicos y sus metabolitos glucuronidado y
metilados (95).

Por otra parte, los compuestos antioxidantes enddgenos (albamina, bilirrubina, acido
rico, glutation) podrian influir en la capacidad antioxidante del plasma, si modifican su
concentracion 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 ascorbico, acido Urico y proteinas). La actividad
antioxidante de los compuestos liposolubles que se encuentran en las lipoproteinas del
plasma, 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 contribucion de los distintos compuestos enddgenos a
la capacidad antioxidante total del plasma determinada por los métodos de uso mas
frecuente en la bibliografia (97). Asi, el acido urico (60,0 y 57,8 % de contribucién para
FRAP y TRAP respectivamente) y la albumina (27,8 y 28,0 % de contribuciéon para
ORAC-PE y ABTS respectivamente), son los compuestos que mas contribuyen a la
capacidad antioxidante del plasma (Tabla 6).
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Porcentajes de contribucidn de los compuestos antioeidantes
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métodos ORAC-FPE, FRAP, ABTS v TRAF
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% —5H Acido Aido
Comtribucidn | Calbodmina) nrico ascirbico | Tocoferoles | Carctencides
ORAC-PE 27,8 7.1 1.3 0.7 0
FEAF 10,0 60,0 15,0 5.0
ABTE 280 19,3 31 1.7 1
TRAF 24,2 ST.E 8.9 2.1 0
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En otro trabajo (46), se estudié la contribucidn de acido Urico, bilirrubina y albimina a la
capacidad antioxidante del plasma (FRAP), obteniendo valores de contribucion del 60, 5
y 10 % respectivamente. La contribucion de albumina y bilirrubina es escasa vy
despreciable y no ha de ser tenida en cuenta en las medidas realizadas con este ensayo.
Ademas, a nivel basal existe una relacion lineal significativa entre la capacidad
antioxidante del plasma (FRAP) y la concentracidon de acido urico (r = 0,81889) (38) y
entre los valores ORAC-PE del plasma y las concentraciones de albumina (r = 0,81509).

Por otra parte, Ghiselli et al. (2000) (32) estimaron que las proteinas contribuyen en un
86 % a la capacidad antioxidante del plasma (ORAC-PE).Los grupos —-SH de la proteina
albumina son responsables de parte de esta capacidad antioxidante porque reaccionan
con radicales peroxilo durante los primeros pasos de la reacciéon de oxidacion, y
contribuyen a la duracion de la fase de retraso.

En un estudio realizado con 51 sujetos maduros pertenecientes al grupo "Antioxidant
Supplementation in Atherosclerosis Prevention", el analisis de regresiéon multiple puso de
manifiesto una correlacién lineal significativa entre la capacidad antioxidante estudiada
mediante el método TRAP y las concentraciones de urato y acido ascorbico. El urato fue
la contribucién mas alta del TRAP medido en el plasma (98). Se sefiald la existencia de
un porcentaje de contribucidn al valor TRAP no identificado, que segun Metsa-Ketela
(1991) (48) podria deberse a la albumina.

El consumo de 375 mL de vino tinto provocé un aumento significativo de Ia
concentracion de urato en suero (83). De la misma forma se observé un aumento
significativo en los niveles 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 a-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 acido urico en el plasma. En cambio, otros compuestos como acido ascorbico o a-
tocoferol no se modificaron, y los grupos -SH tampoco mostraron un incremento
significativo (81). La ingesta de una comida rica en grasas acompafiada de 300 mg de
un extracto de proantocianidinas del grano de la uva provocdé también un aumento
significativo de grupos -SH y urato (84).

En otros trabajos se describe, por el contrario, como los antioxidantes endégenos no se
modifican tras la ingesta de alimentos. Los niveles plasmaticos de acido Urico 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 fresas, espinacas o
vino tinto (78).

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

La contribucion del acido urico al valor FRAP implica que su concentracion debe ser
determinada y tenida en cuenta 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 plasma se debe a la actividad antioxidante del
acido Urico, como 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 (99 e el valor FRAP v la concentracidn de dcidodrico
despaés del consumo de 300 mL de ~ino tinto

Comelacion entre concentracion de acido Grico y FRAP total
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El efecto del vino sobre este aumento del acido Urico puede deberse a la acciéon del
alcohol o de los compuestos fendlicos que contiene. El efecto del consumo de alcohol en
la concentracién de acido Urico sérica ha sido objeto de discusion recientemente debido
a que el mecanismo implicado en tal efecto no se conoce totalmente (99). El etanol
induce un aumento en la concentracion plasmatica de uridina y purinas. La uridina es
atribuible a un incremento en la degradacion de bases de pirimidina y purina (100). En
otros estudios, la relacién entre el etanol y la concentracion de acido Urico no es tan
evidente. La administracion oral de etanol en sujetos sanos no incrementé la actividad
de la enzima xantina-oxidasa, responsable de la ruta catabdlica de sintesis del acido
Urico (101). La administracion intravenosa de etanol (0,25-0,35 g/kg/h) durante dos
horas, no produjo cambios significativos en los niveles de urato en suero, ni tampoco en
la excreciéon urinaria del acido Urico (102). Una ingesta de 0,5 g etanol/kg incrementa la
concentracion de acido Urico alrededor de 6,7 mg/L en bebedores habituales (> 60 g
etanol/dia), pero no en bebedores ocasionales o no bebedores. Ademas, 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 ultimos ocurre una degradacién
acelerada de adenina provocada por el aumento en la oxidacién del etanol (103).

Por otra parte, el consumo de vino tinto produjo un aumento 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 degradaciéon de ATP
hacia los precursores de acido Urico (nucledtido de adenina) y, por consiguiente, un
aumento en la formacion de acido Urico a partir de la degradacion de los nucleétidos de
las purinas (83).
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Ademas del efecto del alcohol, se ha estudiado la influencia de los polifenoles en los
niveles de acido Urico. Extractos de manzana, que contienen polifenoles de esta fruta,
retrasan significativamente la oxidacion in vitro del urato del plasma mediada por
radicales peroxilo; el mecanismo propuesto para la inhibiciéon de dicha oxidacién puede
ser la reduccidn de la especie radical de urato por ciertos polifenoles, como quercetina o
(+)-catequina, regenerando, por consiguiente, urato en el plasma. Esta reaccion es
termodindmicamente posible (96). Por otra parte, parece que los compuestos fendlicos
son capaces de interaccionar con los mecanismos de secrecion y reabsorcion del acido
Urico aumentando el nivel de éste en el plasma (88).

A pesar de la influencia manifiesta de los compuestos antioxidantes enddgenos, la
capacidad antioxidante del plasma tras el consumo de vino no puede ser simplemente
debida a éstos y, en particular, al acido Urico. El acido Urico no afecta los valores ORAC,
y ademas su actividad es muy baja (ORAC-FL) (1,38 mM) dando una contribuciéon
despreciable a los valores ORAC-FL del plasma. Por tanto otras moléculas, los
compuestos fendlicos, ademas del acido U(rico son responsables del incremento
observado en la capacidad antioxidante después del consumo de vino (38). Dietas que
contienen alimentos con cantidades significativas de polifenoles influyen en el
incremento de la capacidad antioxidante del plasma, ademas del efecto de los
antioxidantes enddgenos. En un trabajo realizado con 8 hombres sanos y jovenes, que
ingirieron una comida rica en grasas acompafiada de 300 mg de extracto de
proantocianidinas del grano de la uva, se constatd un aumento significativo de la
capacidad antioxidante del plasma medido por TRAP. El valor TRAP tedrico, que se
calculé 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 teodrico coincidié con el valor TRAP medido (84).

Se podria concluir asi que el vino interviene en la capacidad antioxidante del plasma
pudiendo actuar de forma directa (per se), por su contenido en compuestos fendlicos, e
indirecta, ya que puede inducir un aumento en los niveles plasmaticos de otros
antioxidantes enddgenos.
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