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1. ALIMENTACION Y SALUD

En los ultimos afios las investigaciones sobre la relacion entre la nutricién y
las distintas enfermedades se han dirigido a buscar el patrén de alimentacion mas
adecuado para el mantenimiento de un estado dptimo de salud. De todos los
patrones de alimentacidén propuestos, el que tiene mayor interés y aceptacion es el
denominado como “Dieta Mediterrdnea” (Altomare y col., 2013; Sofi y col., 2013).
Este concepto fue acufiado por Ancel Keys después de realizar un estudio
epidemioldgico, demostrando que las poblaciones pertenecientes a la cuenca
mediterrdnea tienen una menor incidencia de enfermedades cardiovasculares y

cancer, en comparacion con otras poblaciones no limitrofes (Keys y col., 1986).

De hecho, las patologias cardiovasculares y la Diabetes mellitus tipo II
podrian reducirse hasta en un 80% y un 90% respectivamente con cambios en la
alimentacion y el estilo de vida (Martinez-Gonzalez & Bes-Rastrollo, 2014) (Singh
y col, 2014). Las enfermedades neurodegenerativas relacionadas con el
envejecimiento y el deterioro cognitivo, también puede verse mejoradas mediante
la dieta y el consumo de productos caracteristicos de la dieta mediterranea como
el vino tinto (Stockley, 2009). Otro gran ejemplo de enfermedad relacionada con la
alimentacion es el cancer y sus diversos tipos, que podrian reducirse hasta casi un
40% con las adecuadas pautas dietéticas y la ingesta de compuestos antioxidantes
naturales (Dilis y col., 2012; Giacosa y col., 2013; Key y col., 2004; Tandon y col.,
2008).

El vino, especialmente el tinto, es uno de los exponentes principales de la
Dieta Mediterrdnea, siendo responsable de la denominada “Paradoja Francesa”.
Hace 30 afios, Leger St y col. (1979) encontraron que la poblacion francesa, con
una dieta rica en grasas, presentaba una menor tasa de mortalidad asociada a
accidente cardiovascular comparada con otros paises en los que la ingesta de
grasa era menor. Encontraron una relacion inversa entre la mortalidad por
enfermedad cardiovascular y el consumo de vino tinto, atribuyéndole de ésta

manera efectos cardioprotectores.
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Es evidente que, cada vez mas, existe un gran interés por una alimentacion
equilibrada y sana. En este sentido, la Dieta Mediterrdnea es una fuente de
antioxidantes naturales y juega un papel esencial en la prevencion de gran parte
de las enfermedades, las cuales tienen en la alimentacidon un factor primordial en

su etiologia.

2. EL VINO

2.1. DEFINICION E HISTORIA

El vino es una bebida alcoholica fermentada procedente del mosto, el zumo
de la uva (vitis vinifera), y contiene una cantidad de alcohol moderada con
respecto a otras bebidas espirituosas (14° alcoholicos aproximadamente) (Chrzan,
2013). La historia del vino se enlaza con otras actividades humanas intimamente
relacionadas, como la agricultura y la gastronomia. La mayoria de los pueblos
han estado necesitados de vino, y esto ha hecho que sea una mercancia de valor
en diferentes culturas a lo largo de los afios (Toussaint-Samat, 2009). Diversas

TR AR W IHLIREM wean que las primeras producciones de vino
proceden de una extensa area geografica, datando desde el afo 6.000 al 5.000 a.C.
Los primeros hallazgos de la vitis vinifera ocurrieron en la edad del bronce, en
lugares cercanos a Oriente Proximo, Sumeria y el Antiguo Egipto, alrededor del
ano 3.000 a.C. (Chrzan, 2013; Toussaint-Samat, 2009).

La vid posee una gran capacidad adaptativa, ya que requiere pocos cambios
genéticos para acomodarse a su nuevo cultivo en las diferentes zonas, lo que le ha
permitido extenderse ampliamente. Posee unos bajos requerimientos de agua y
minerales, ademas de crecer en tierras donde otros frutales no crecerian. Por
ultimo, permite una recoleccion intensiva anual gracias a su capacidad
regenerativa (Jackson, 2008). Esta adaptabilidad ha sido esencial en la expansion a
lo largo de Europa, asi como en la mayoria de los climas templados. Asi pues, la
calidad final del vino depende de numerosos factores (sobre todo agronomicos),
pero también de factores ambientales como el clima, la latitud, la altura o las
horas de luz (Jackson, 2008; Toussaint-Samat, 2009).
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Los diversos productores de vino del mediterraneo y de Oriente Proximo
reclaman la autoria del proceso de vinificacion. Sin embargo, el comercio y la
expansion de algunas culturas e imperios han hecho que el vino y su cultivo se
fuesen extendiendo por diversas regiones de todos los paises, adoptando nuevos
sabores y aromas propios de cada zona (Toussaint-Samat, 2009). Esto es debido a
la mencionada capacidad adaptativa de la uva y su alto rendimiento, ademas de
la gran concentracion de acido tartarico de sus frutos, lo que favorece la accion de

las levaduras.

=,
N
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Figura 1. Produccion de vino a nivel mundial en 2014 (OIV, 2015). Predominan los
tres tradicionales productores de vino (17% Francia, 16% Italia v 15% Espafia).

Actualmente, la uva es una de las frutas mas recolectadas a nivel mundial,
siendo el 70% de la misma dedicada a la produccién de vino (Chrzan, 2013;
Jackson, 2008; Toussaint-Samat, 2009). Espafia es uno de los paises mas
importantes en cuanto a extension cultivada de uva y la producciéon de vino,
siendo la mayor superficie cultivada y el tercer mayor productor de vino del
mundo (Figura 1) (OIV, 2015). Sin embargo, mientras que los productores
tradicionales de vino como Espafia, Francia o Italia no han crecido durante los
ultimos anos, otros paises emergentes (EEUU, China, Sudafrica, Chile o Nueva

Zelanda) han visto como su produccion de vino crecié exponencialmente durante
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los ultimos 5 afios (OIV, 2015) (Figura 2). Asi pues, el mercado mundial del vino
es cada vez mas competitivo y cualquier factor diferencial puede decantar la

balanza en favor de un tipo de vino u otro.

n
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Mayores vifiedos
1. Espaia 1038 kha
2. China 799 kha
3. Francia 792 kha “
4, ltalia 690 kha v
5. Turquia 502
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Figura 2. Cultivo de uva a nivel mundial en 2014 (OIV, 2015).

2.2. PROCESOS DE VINIFICACION

La calidad y caracteristicas organolépticas de wun vino vienen
proporcionadas, en gran medida, por el proceso de vinificacion. Asi pues,
dependiendo de la uva empleada y del tipo de vino deseado las condiciones de
vinificacion pueden variar. Hay tres procesos claves en el proceso de vinificacion:

la fermentacion, la maceracion y el proceso de envejecimiento o crianza.

2.2.1.Maceracion carbdnica

La vinificacion por maceracion carbonica se ve favorecida por la
adaptabilidad de los granos de uva intactos a un medio sin oxigeno, enriquecido
daptabilidad de 1 d tact d d

con didéxido de carbono. Esta adaptacion se refleja inmediatamente dentro de cada
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grano de uva, por la transicion de una fermentacion aerobia a un metabolismo

fermentativo anaerobico (Tesniere & Flanzy, 2011).

El proceso de elaboracion de un vino con maceracion carbdnica es diferente
de los demas procesos de vinificacion, debido al papel desempeniado por la
fermentacion propia del grano de uva. Dichos granos, siendo activos
bioldgicamente, pueden gestionar su propia fermentacion antes de la accion de
los microorganismos exdgenos. De este modo, es imprescindible que la integridad
anatomica de los granos de uva se preserve en la medida de lo posible. En esto, la
maceracion carbdnica también se diferencia de otras tecnologias, y es que el
mecanismo de recoleccion es un aspecto crucial en el proceso, donde debe
evitarse una manipulacion brusca. La maceracion carbdnica puede ser utilizada
no solo en la produccidén de vinos tintos y vinos jovenes, sino también en la

elaboracion de vinos fortificados y vinos espumosos (Tesniere & Flanzy, 2011).

La técnica de elaboracién del vino mediante maceracion carbdnica, se puede

dividir en cuatro pasos (Tesniere & Flanzy, 2011):

1. El encubado de racimos de uvas intactos en un tanque cuya atmosfera ya

estd compuesta principalmente de diéxido de carbono (COz).

2. El paso maceracion-fermentacion, donde una proporcion de las uvas se

sumergen en la fase acuosa.
3. Elescape libre o bombeo del mosto y prensado de las uvas.

4. Lasegunda etapa de fermentacion alcohdlica.

2.2.2.Procesos de fermentacion

Los diferentes procesos de fermentacion producidos en los vinos se llevan a
cabo gracias a la accion del metabolismo de las levaduras. Estos organismos vivos
se caracterizan por llevar a cabo el proceso de la glicdlisis (via EMBDEN-
MEYERHOFF) (Martinez, 2010). La degradacion de azucares por las levaduras,
via glicolitica, comprende todo un conjunto de reacciones que permiten a las
células transformar la glucosa en acido pirtvico, gracias a un importante

contenido enzimatico celular (Martinez, 2010).
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El primer paso es la formacion de ésteres de los azticares glucosa o fructosa,

mientras que la tltima fase de la glicdlisis es la formacion de piruvato, a partir de

3-fosfoglicerato. En esta fase es donde se producen las diferentes etapas de

fermentacion del proceso de vinificacion (Martinez, 2010):

La fermentaciéon maloldctica, producida por la accion de bacterias
lacticas. Durante este proceso, el dcido malico se transforma debido
a la accion de las levaduras, lo que deriva en la pérdida de acidez de
los vinos y su consecuente mejora en la estabilizacion y la sensacion
gustativa.

La fermentacion alcohdlica, que proporciona etanol y CO: a partir de
las moléculas de azucar presentes en el mosto. Es importante
destacar que dentro de la fermentacion alcoholica se puede englobar
la llamada fermentaciéon malo-alcoholica. En esta fermentacion, el
acido malico se degrada entre un 10% y un 25%, debido a la accion
de la levadura (sacharomyces cerevisiae).

La fermentacion gliceropirivica, que permite la obtencion de
glicerol. Durante la fermentacién del mosto, aproximadamente el 8%
de las moléculas de azucar sufren esta fermentacion, en lugar de la
fermentacion alcohdlica.

Finalmente, durante la respiracion de la uva, se puede observar un
aumento del empleo de azucar por via aerdbica. Esto provoca que el
acido piravico generado en la glicdlisis aerobia sufra una
descarboxilacion oxidativa, generando principalmente dioxido de

carbono.

Tras finalizar la fermentacién, después del trasiego, la clarificacion y la

estabilizacion del vino, se puede embotellar para un consumo temprano o

someterlo a crianza en barrica.

2.2.3.Tipos de crianza. Crianza en barrica

La definicién de crianza se aplica a los vinos sometidos a un proceso de

envejecimiento de cierta duracion, dependiendo del producto deseado, lo que

modifica las caracteristicas organolépticas del vino. Dependiendo de las
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condiciones del ambiente y el tipo de recipiente en el que se realiza la crianza, se

pueden diferenciar varios tipos de fermentacion:

e (rianza oxidativa. Los vinos envejecen durante un periodo de
tiempo determinado en condiciones de oxidacién, generalmente
dentro de envases de madera. Esta crianza corresponde a los vinos
meridionales y de caracter mediterraneo.

e Crianza reductora. Los vinos evolucionan en ausencia casi total de
aire, aplicando técnicas que impiden la oxidaciéon de los mismos,
siendo conservados en depdsitos herméticos y mas tarde en botellas
bien cerradas, donde se desarrollan en un ambiente reductor. Este
tipo de crianza responde mads bien a vinos septentrionales, y
especialmente elaborados a partir de variedades blancas aromaticas.

e C(Crianza mixta. Se trata de un sistema de envejecimiento que
participa de los dos anteriores. Generalmente, primero se realiza un
envejecimiento oxidativo en barrica de madera y posteriormente un
“terminado” del vino en botella donde los vinos alcanzan su

plenitud en condiciones anaerobias.

El proceso de la crianza no es solamente un proceso oxidativo y de
disolucioén, sino algo mucho mds complejo, sin olvidar que el objetivo final es
obtener un producto con las caracteristicas organolépticas deseadas. En la crianza
en barrica, la composicion de la madera de roble juega un papel importante en la
crianza del vino, puesto que contiene compuestos extraibles que le comunican

aromas y sabores caracteristicos (Vivas, 2005).

Este estudio, pone claramente de manifiesto que la crianza del vino en
barrica es muy compleja, y que en ella intervienen diversos procesos

concurrentes, siendo los mas importantes (Palomar, 2009):
1. Extraccién de compuestos de la madera.
2. Accion microbioldgica.
3. Oxidacion.
4. Condensacion con fenoles.

5. Adsorcion en la madera y en los sedimentos.



42 JAVIER MARHUENDA HERNANDEZ

Estos procesos estan directamente ligados a la madera, y tienen lugar de
forma mucho mas intensa que en el acero inoxidable (Palomar, 2009; Vivas, 2005).
La barrica de madera es capaz de ceder al vino no solamente algunos compuestos
especificos de la madera, sino también otros que son caracteristicos del proceso
fermentativo, asi como determinados aromas generados a partir de compuestos

precursores (Palomar, 2009).

Otra caracteristica muy importante relacionada con la barrica, es su
capacidad de inducir la oxidacién de algunos componentes del vino, lo que
modifica su perfil sensorial (Oliveira y col.,, 2011). Esta modificacién puede
deberse a la aparicion de compuestos, tales como feniletanol y aldehidos, y/o a la
desaparicion o reduccion de ciertos alcoholes. La absorcion de cantidades
significativas de compuestos aromaticos no polares es otra caracteristica muy
importante e interesante de la barrica. Por tltimo la disminucion del contenido de
etanol en el vino mantenido en barrica, corrobora que el color del vino se
estabiliza por union de distintos compuestos fenolicos, generalmente antocianinas

y taninos (Oliveira y col., 2011).

2.3. EL ALCOHOL Y LA SALUD

Hasta el momento, los efectos cardioprotectores del consumo moderado de
vino o alcohol han sido documentados en numerosos estudios realizados en
poblaciones tan dispares como Francia, Dinamarca, Yugoslavia, Estados Unidos,
China, Nueva Zelanda o Alemania entre otros (Djoussé y col., 2009; Hoffmeister y
col.,, 1999; Schnohr y col., 2002; Veenstra, 1991). En este sentido, la propia
Asociacion Americana de Cardiologia ha llegado a afirmar que los bebedores
moderados tienen un riesgo entre un 40% y 50% menor de sufrir cardiopatia
isquémica, comparado con sujetos abstemios. Por tanto, existe un notable
consenso entre la comunidad cientifica mundial en cuanto a los efectos
beneficiosos del consumo moderado de bebidas alcohdlicas sobre la mortalidad
global y aquella asociada a accidente cardiovascular en particular (Abramson y
col., 2001; Walsh y col., 2002).

Aunque los mecanismos bioldgicos de esta relacion no estan claramente
dilucidados, una serie de posibles mecanismos apoyan el aparente efecto

protector del etanol sobre las enfermedades cardiovasculares. El etanol puede
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disminuir la agregacion plaquetaria, las tasas de proliferacion y migracion del
musculo liso vascular, ademdas de la inflamaciéon y la participacion de los
monocitos y los linfocitos T (Abramson y col., 2001; Albert y col., 1999). Otros
posibles mecanismos que contribuyen al efecto cardioprotector del consumo
moderado de alcohol incluyen los cambios en la funcién plaquetaria, la
coagulacién y los mecanismos fibrinoliticos produciendo un descenso en la
trombogenicidad (De Gaetano y col., 2003; Renaud y col., 1992; Wang y col., 1999).

El etanol parece afectar a varios factores que intervienen en el
mantenimiento del equilibrio entre la formacién y la disoluciéon del coagulo
sanguineo. De esta manera, protege contra procesos hemorrdgicos y contra la
formacién de codgulos sanguineos en las arterias, implicados como factores de
riesgo de infarto de miocardio (Rimm y col., 1999). Ademas de las cualidades ya
mencionadas, el consumo de etanol se ha asociado con la reduccion de la
agregacion plaquetaria (Klatsky, 1996; Klatsky, 1996; Renaud & Ruf, 1996), un
aumento de los niveles de activador tisular del plasminogeno (tPA) y niveles mas
bajos de fibrindgeno y antitrombina III (Ridker y col., 1994). Se ha demostrado
que el alcohol aumenta la secrecion del activador del t-PA por las células
endoteliales, y que existe una relacion directa entre el consumo de alcohol y la
concentracion plasmatica del t-PA antigénico, aiin después de controlar otros
factores de riesgo cardiovascular, incluyendo el colesterol HDL (Laug, 1983). Esto
apoya la hipdtesis de que la alteracion de la actividad fibrinolitica podria
contribuir a la proteccién contra la enfermedad coronaria, mediada por el efecto

sistémico del etanol (Rayo Llerena & Marin Huerta, 1998).

Por otro lado, la disminucion de la agregacion plaquetaria retrasaria la
coagulacidon sanguinea y en definitiva la formacion del trombo que obstruiria la
arteria. Asi pues, los efectos favorables del consumo moderado y regular de
etanol podrian residir en estas dos acciones, dado que ambos procesos
(formacién de la placa de ateroma y del codgulo sanguineo) son los que, en
definitiva, conducen a la manifestacién clinica de la enfermedad cardiovascular
(Rayo Llerena & Marin Huerta, 1998).

El consumo de alcohol también modifica la distribucion de lipoproteinas de
forma multifactorial. La ingesta de alcohol esta asociada a una menor actividad de

la proteina transferidora de colesterol esterificado (CETP) (Hannuksela y col.,
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1996; Serdyuk y col., 2000) y a la estimulacion de la actividad de la lipoprotein
lipasa (LPL) en los seres humanos (Belfrage y col., 1977; Taskinen y col., 1987). El
alcohol puede actuar también indirectamente a través del aumento de
adiponectina tras una ingesta moderada, y que a su vez puede aumentar la
actividad de la LPL (Ferndndez-Mar y col., 2012; Toth, 2005; Von Eynatten y col.,
2004).

El efecto mas conocido del alcohol sobre las lipoproteinas plasmaticas es el
aumento de los niveles circulantes de lipoproteinas de alta densidad (HDL
colesterol) (Gaziano y col, 1993; Linn y col, 1993). En los estudios
epidemioldgicos que valoran el consumo total de alcohol y las tasas mas bajas de
enfermedad coronaria en los que se dispone de medidas del colesterol HDL, se
estima que al menos la mitad del efecto beneficioso del alcohol es debido a su
efecto sobre el colesterol HDL (Langer y col., 1992; Suh y col,, 1992). Algunos
estudios muestran un incremento de HDL del 5%, asociado al consumo de una
bebida alcohdlica diaria; y de un 10% con un consumo de entre dos y tres bebidas
al dia (Greenfield y col., 2005; Mukamal y col., 2005; Mukamal y col., 2007).

Finalmente, Boban & Modun (2010) describieron un incremento de acido
urico tras el consumo de etanol y glicerol, lo cual coincide con resultados previos
(Thieden, 1969), indicando que los nucledtidos de adenina se metabolizan hasta
acido turico. El urato es un potente antioxidante, y ha sido encontrado tras la
ingesta de vino tinto y de etanol y relacionado con un incremento en la actividad
antioxidante en plasma (De La Torre y col., 2006; Miro-Casas y col., 2003). Por
tanto el incremento en la actividad antioxidante del plasma debido al 4cido trico
podria ser una parte importante de los efectos beneficiosos que se atribuyen a la

ingesta de etanol.

2.4. ELVINOY LA SALUD

Como se acaba de mencionar, existen efectos beneficiosos sobre el sistema
cardiovascular derivados del consumo de alcohol de forma moderada. Sin
embargo, otros estudios demuestran que los bebedores de vino, y mads
concretamente de vino tinto, obtienen un beneficio adicional atribuido a la
presencia de compuestos bioactivos (Klatsky y col., 2003; Pearson, 1996; Pearson,
1997).
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Se han propuesto tres mecanismos para explicar la menor incidencia de
enfermedad cardiovascular en los consumidores regulares de vino. Dos de ellos
se deben principalmente al etanol (anteriormente comentados), mientras que el
tercer mecanismo estaria mediado por la capacidad de los componentes
antioxidantes del vino de proteger de la oxidacion las particulas de lipoproteinas
de baja densidad, de acuerdo con la hipotesis oxidativa de la aterogénesis
(Leigton F, 1999).

Ademas, el vino participa en el mantenimiento de la funciéon endotelial,
desempefiando un papel clave en la regulacion del tono vascular y la reactividad.
La preservacion de la funcion endotelial es un requisito indispensable para
mantener la salud cardiovascular, y mds en particular para evitar la aterosclerosis.
El 6xido nitrico (NO) es el principal mediador de la relajacién vascular, en un
proceso muy sensible a la presencia de radicales libres. Estudios recientes
muestran que los polifenoles del vino mejoran la respuesta endotelial mediada
por NO (Andriambeloson y col., 1997; Leighton y col., 2006).

Otros estudios, indican que el vino tinto mejora la funcién y la expresion de
la 6xido nitrico sintetasa endotelial (eNOS) en un proceso dependiente de los
compuestos antioxidantes, con marcadas diferencias de actividad entre ellos. Los
antioxidantes son necesarios no so6lo para la proteccion del NO, sino también
porque protegen de la oxidacion a la tetrahidrobiopterina (BH4), un cofactor de
eNOS cuya oxidacidon conduce a su disociacién y a la producciéon del anién
superdxido (Martin y col., 2002; Wallerath y col., 2002; Wallerath y col., 2005).
Ademas, los compuestos fenolicos del vino tinto mejoran la funcidon endotelial a
través de la inhibicion de la secrecion de endotelina 1, un agente vasoconstrictor
(Agewall y col., 2000). De hecho, estudios recientes relacionan el consumo de vino

con la vasodilatacion y el aumento de flujo sanguineo (Agewall y col., 2000).

La adhesion de las plaquetas al endotelio danado y la posterior agregacion
plaquetaria son las principales medidas en los procesos trombdticos y
aterogénicos. Los compuestos fendlicos interfieren con el metabolismo del acido
araquidonico, produciendo una inhibiciéon de la agregacion plaquetaria y
reduciendo la sintesis de mediadores trombéticos y proinflamatorios (Freedman y
col., 2001; Pace-Asciak y col., 1996; Polette y col., 1996). Los polifenoles también

pueden regular la expresion de moléculas adhesivas y del factor de actividad
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tisular resultando en la modulacion funcional de las interacciones procoagulantes

y actividades entre células (Rotondo y col., 1998).

Varios estudios han evaluado la posibilidad de que el consumo de etanol en
forma de vino podria tener un efecto afiadido sobre la funcion plaquetaria
respecto a la ejercida por el etanol. Estudios previos han demostrado un efecto
inhibidor del vino tinto sobre la agregacion plaquetaria, tanto en ensayos in vivo
como en ensayos in vitro. Sin embargo, otros estudios sobre la actividad
antiplaquetaria de los polifenoles del vino (Kawashima, 2004; Pace-Asciak y col.,
1995), no parecen conferir un beneficio significativo por encima del ofrecido por

el alcohol en si.

Rimm y col. (1999) demostraron la relacion dosis-dependiente entre el
consumo de etanol y los niveles plasmaticos de HDL. El colesterol HDL activa la
eNOS (Gong y col, 2003) y, tal como se ha comentado anteriormente, es
estrictamente dependiente de la presencia de antioxidantes, que impiden la
inactivacion de NO (Mineo y col.,, 2006). Aunque el etanol puede contribuir al
efecto cardioprotector por el incremento de las HDL y el descenso de los niveles
de fibrinogeno y de la reactividad plaquetaria (Pellegrini y col., 1996; Wollny y
col,, 1999), varios estudios recientes sugieren también un papel clave de los
componentes fendlicos del vino. De hecho, el consumo de alcohol en forma de
vino tinto potenciaria la funciéon protectora de las HDL, por su contenido en
compuestos fendlicos (Avellone y col., 2006; Dell'Agli y col., 2004; Estruch y col.,
2004; Stoclet y col., 2004).

De la misma manera, en un estudio realizado por Estruch y col. (2004), se ha
comprobado que tras el consumo de vino o de ginebra se reducian los niveles
sanguineos de marcadores sanguineos de inflamacién, como la proteina C
reactiva, el fibrindgeno y la interleuquinala, indicando que este efecto es debido
al contenido de etanol en ambas bebidas. No obstante, sOlo tras el consumo de
vino apreciaron una reduccidn significativa de las moléculas de adhesion
monocitarias y endoteliales, por lo que este mayor efecto anti-inflamatorio del

vino deberia atribuirse a los componentes no alcoholicos del vino.

En este mismo sentido, un estudio realizado por Badia y col. (2004) analizd
la capacidad de adhesion al endotelio de monocitos en humanos tras el consumo

de 30 g de alcohol al dia en forma de vino o de ginebra durante un mes. El
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consumo de vino redujo significativamente la adhesion de los monocitos en
comparacion con el consumo de ginebra, lo que retrasa de manera mucho mas

significativa el inicio y la progresion de la arteriosclerosis.

Por lo tanto, queda patente el efecto beneficioso de la ingesta de vino de
tinto. La capacidad antioxidante demostrada por el vino, amén de sus efectos
vasodilatadores y anticancerogénicos, destaca su ingesta como un factor clave
dentro de un estilo de vida saludable, sobre todo enmarcada dentro de la Dieta

Mediterranea.

3. COMPUESTOS BIOACTIVOS DEL VINO

3.1. POLIFENOLES

Los polifenoles se caracterizan por tener un fenol (anillo bencénico con, al
menos, un sustituyente hidroxilo) en su composicion. Aunque los polifenoles se
encuentran en todos los drganos de las plantas, cada especie tiene una
composicion fendlica determinada, la cual puede estar condicionada por factores
agronomicos y ambientales (Smoliga y col., 2011). En la uva, los polifenoles se
encuentran principalmente en las partes solidas de la uva (hollejos, pepitas o
raspones), mientras que la pulpa es menos rica en estos compuestos (Basli y col.,
2012).

Los polifenoles varian desde compuestos relativamente sencillos,
producidos por las vides, hasta compuestos complejos formados por interacciones
fisico-quimicas durante la elaboracion y crianza del vino tinto. La naturaleza
quimica de los compuestos fendlicos es muy heterogénea, englobando desde
estructuras libres de unidades monomeéricas a estructuras conjugadas, derivadas
de la unién con otros compuestos de similar o distinta naturaleza (Gris y col.,
2011). Los polifenoles pueden ser clasificados siguiendo varios criterios, la
clasificacion mdas comun y empleada se basa en la estructura de su esqueleto
carbonado, dividiéndose en flavonoides y no-flavonoides, ambos grupos de gran
importancia enologica (Dell'Agli y col., 2004). Los flavonoides de importancia

enoldgica comprenden principalmente: flavonoles, antocianos y taninos, mientras
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que en el segundo grupo de estructura fendlica no-flavonoidea se incluyen acidos
hidroxicinamicos, acidos benzoicos y estilbenos (Murtaza y col., 2013). Sin
embargo, otros polifenoles también se pueden encontrar en la matriz del vino, los

cuales se muestran en la Figura 3.
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Figura 3. Principales familias de polifenoles. Adaptado de Crozier y col. (2009)

Durante los ultimos anos, se los relaciona con los efectos beneficiosos sobre
la salud humana, vinculados al consumo moderado de vino tinto (Basli y col.,
2012; Murtaza y col., 2013; Pérez-Mana y col., 2015; Renaud & De Lorgeril, 1992;
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Visioli & Davalos, 2011). Entre otras, se les han atribuido propiedades
antioxidantes (Mulero y col,, 2011), antiinflamatorias (Bertelli & Das, 2009),
anticancerigenas (Artero y col., 2015; Damianaki y col., 2000; Kampa y col., 2000),
neuroprotectoras (Basli y col., 2012) (debido a la capacidad de los antocianos de
traspasar la barrera hematoencefdlica (Schaffer & Halliwell, 2012)) vy
cardioprotectoras (Bertelli & Das, 2009; Dudley y col, 2008), gracias a su

capacidad antiinflamatoria, vasodilatadora y para reducir la aterogénesis.

El vino tinto contiene mayor cantidad y variedad de compuestos fendlicos
que el mosto del que proviene, llegando a contener entre 1.000 y 4.000 mg L de
los distintos tipos de polifenoles (Basli y col., 2012). Esta caracteristica se ha
relacionado con el aumento de la actividad antioxidante, debido al aumento del
contenido fendlico producido tras el proceso de maceracion y envejecimiento de
los vinos (Marin, 2003). De manera que a mayor concentracion de fenoles totales,

mayor es la capacidad antioxidante de los vinos tintos (Mulero y col., 2011).

Principalmente, la capacidad antioxidante de los vinos tintos ha sido
tradicionalmente relacionada con su contenido en flavanoles (Teissedre y col.,
1996), antocianos (Ghiselli y col., 1998) y 4cido tartarico (Larrauri y col., 1999). Sin
embargo, la concentracion de polifenoles totales es mas importante a la hora de
valorar la actividad antioxidante de un vino (Frankel y col.,, 1995). La capacidad
antioxidante in vitro de los polifenoles es incluso mas alta que algunas vitaminas
antioxidantes ampliamente estudiadas, como la vitamina E y la vitamina C
(Muino y col.,, 2014). Finalmente, los polifenoles tienen incluso la capacidad de
reducir la catalizacién por metales, en la formacion de radicales libres, siendo

capaces de quelar metales como el hierro y el cobre (Yang y col., 2001).

Sin embargo, la literatura muestra una biodisponibilidad muy baja en
relaciéon al consumo de polifenoles (Bouayed y col., 2012; Bouayed y col., 2011;
Tagliazucchi y col., 2010). Por tanto, pese a la capacidad antioxidante de los
polifenoles y la importancia de estos compuestos en la matriz del vino, su escasa
absorcion parece ser un factor limitante a la hora de considerar la ingesta de
polifenoles como el factor clave en los efectos beneficiosos derivados de la ingesta

de vino tinto.
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3.2. HIDROXITIROSOL Y SUS METABOLITOS

El hidroxitirosol (OHTyr) es también conocido como 2-(3,4-dihidroxifenil)-
etanol (3,4-DHPEA) y como DOPET (Figura 4). Se encuentra principalmente en el
aceite de oliva, como derivados secoiridoides o como acetato y en forma libre
(Mateos y col, 2001). Tanto el OHTyr como sus derivados surgen de la
oleuropeina (éster de OHTyr y acido elenolico), presente en la olivas durante la

extraccion del aceite de oliva (Fernandez-Mar y col., 2012).

Sin embargo, el vino ha demostrado ser otra importante fuente de OHTyr
en nuestra dieta. El OHTyr fue hallado por primera vez en vinos italianos por Di
Tommaso y col. (1998), y posteriormente en otros vinos griegos e italianos (Boselli
y col., 2006; Dudley y col., 2008; Proestos y col., 2005). Algunos autores describen
una mayor concentracion en los vinos tintos (3.66-4.20 mg L) que en los blancos
(1.72-1.92 mg L) (Fernandez-Mar y col., 2012; Minuti y col., 2006). Finalmente,
Minuti y col. (2006) obtuvieron concentraciones de OHTyr entre 1.8 y 3.1 mg L
en vino tinto. Se estima que la formacion de OHTyr en la matriz del vino se
produce a partir de tirosol, durante la fermentacién alcohdlica. Asi pues, la
literatura cientifica evidencia que el vino es una fuente importante de OHTyr en

la dieta, junto al aceite de oliva (Fernandez-Mar y col., 2012).

Diversos estudios han profundizado en los efectos beneficiosos del OHTyr,
principalmente en la matriz de aceite de oliva (ya que es la mayor fuente de
OHTyr en la dieta), incluyendo: capacidad antioxidante, efecto cardioprotector,
actividad anticancerigena, antimicrobiana, neuroprotectora y antidiabética
(Fernandez-Mar y col., 2012). Numerosos autores han probado su capacidad tanto
para quelar compuestos oxidantes (Cornwell & Ma, 2008; Goya y col., 2007), como
para aumentar la concentraciéon de enzimas antioxidantes (Goya y col., 2007;
Martin y col., 2010; Oliveras-Lopez y col., 2008).

Las enfermedades neurodegenerativas, como la enfermedad de Alzheimer o
la enfermedad de Parkinson, también podrian mejorar mediante la ingesta de
OHTyr (Bazoti y col., 2006; Gonzalez-Correa y col., 2008). El OHTyr tiene la
capacidad de traspasar la barrera hematoencefalica, de manera que puede acceder
al encéfalo y ser rapidamente metabolizado, actuando donde los radicales se

formen (Fernandez-Mar y col., 2012).
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Figura 4. Vias de formacion de hidroxitirosol y sus metabolitos.

En cuanto a la biodisponibilidad de OHTyr en la matriz del vino, estudios

recientes compararon su farmacocinética, después de la ingesta de dosis

moderadas de vino y aceite de oliva en voluntarios sanos (De La Torre y col,,

2006; Pérez-Mana y col., 2015). Se observé que la ingestion diaria de 250 mL de

vino, conduce a concentraciones en plasma de alrededor de 8 ng mL-* de OHTyr.

Del mismo modo, los resultados mostraron una mayor recuperacion urinaria de

OHTyr después de la administracion de vino tinto, a pesar de las diferencias de

las dosis administradas (0.35 mg en vino tinto y 1.7 mg en aceite de oliva). Estos

autores plantearon la hipdtesis de la interaccion entre el etanol y la dopamina,
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después de la ingestion de vino tinto, que se traduce en un aumento en la
formacion endégena de OHTyr, hecho que fue corroborado posteriormente
(Schroder y col., 2009).

3.3. MELATONINA

La melatonina (MEL) es una neurohormona (N-acetil-5-metoxitiramina)
propia de la glandula pineal, también producida como metabolito secundario en
plantas (Figura 5). Se ha demostrado que la sintesis de MEL se produce a partir de
triptéfano, 5-hidroxitriptéfano, serotonina y N-acetilserotonina en dultima
instancia. Por otra parte, la molécula de MEL también puede ser formada por O-
metilacion de la serotonina seguido por N-acetilacion de la 5-metoxitriptamina en
levaduras (Hardeland & Pandi-Perumal, 2005; Sprenger y col., 1999).

La MEL ha sido descrita en semillas tales como el arroz y el maiz dulce,
raices, hojas y frutos de una considerable variedad de plantas. De hecho, esta
presente en fresas, kiwis, pifas, platanos y manzanas (Fernandez-Mar y col.,
2012). Asimismo se ha descrito la presencia de MEL en el aceite de oliva,
especialmente en el aceite de oliva virgen extra, y en el aceite girasol (De la Puerta
y col., 2007). Ademas, se ha descrito recientemente la presencia de MEL en uvas y
vinos. Iriti y col. (2004) detectaron diversas cantidades de MEL en diferentes
variedades de uvas, como: Nebbiolo, Croatina, Sangiovese, Merlot, Marzemino,
Cabernet Franc, Cabernet Sauvignon y Barbera. Estos autores, describieron
concentraciones desde 0.005 ng g hasta 0.9 ng g'. Igualmente, Mercolini y col.
(2008) también observaron la presencia de MEL en vino (0.4-0.5 ng mL™").
Recientemente, la MEL se ha encontrado en concentraciones atin mayores (245-
423 ng mL"), en diez vinos monovarietales: Cabernet Sauvignon, Petit Verdot,
Prieto Picudo, Syrah, Tempranillo (Rodriguez-Naranjo y col., 2011). La MEL y sus
isomeros, a pesar de no estar presentes en mostos de uva, si se detectaron en
diferentes vinos terminados. Finalmente, algunos procesos de vinificacion
experimentales revelaron que la MEL se forma después de la inoculaciéon con
levaduras, siendo crucial el papel de Saccharomyces cerevisiae (Rodriguez-Naranjo

y col., 2011; Rodriguez-Naranjo y col., 2011).

La MEL puede ejercer diversos efectos beneficiosos para la salud,

demostrando accidon antioxidante, anticancerigena, inmunomoduladora y
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neuroprotectora (Ferndndez-Mar y col.,, 2012). Por otra parte, las actividades
bioldgicas de los metabolitos de MEL mas importantes, N-1-acetil-N-2-formil-5-
metoxikynuramina (AFMK) y N-1-acetil-5-metoxikynuramina (AMK), también
han sido estudiadas. AFMK es un potente antioxidante, que proporciona
proteccion al ADN y a los lipidos a través de distintas rutas metabolicas. Por otro
lado, AMK es también un potente antioxidante y es capaz de inhibir la biosintesis
de prostaglandinas uniéndose a los receptores de diazepan (Guenther y col., 2005;
Schaefer & Hardeland, 2009; Than y col., 2006).
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Figura 5. Vias de formacion de la melatonina y sus metabolitos.
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Al igual que otros metabolitos secundarios, la MEL puede estimular
enzimas antioxidantes enddgenas y/o captar radicales libres (actividad
antioxidante in vitro e in vivo) (Hardeland & Pandi-Perumal, 2005; Reiter, 2003;
Reiter y col., 2005). Esta neurohormona es capaz de captar especies de oxigeno
reactivo, tales como peroxinitrito (Hardeland & Pandi-Perumal, 2005); e incluso
peroxido de hidrogeno de forma dosis-dependiente (Than y col., 2006), ademas de
demostrar capacidad antioxidante in vitro mediante el método ABTS* (Herraiz &
Galisteo, 2004).

Estudios in vivo, también han demostrado su efecto antioxidante. Cuando se
administré en ratones, se observd que la MEL fue capaz de reducir el estrés
oxidativo crénico relacionado con el envejecimiento (Nogués y col., 2006), y que
incluso podria reducir la presion arterial en hombres con hipertension crénica
(Scheer y col., 2004).

El papel de la MEL como agente neuroprotector también es relevante. Ha
sido probada con éxito en trastornos del suefio, ayudando a restaurar el ritmo
circadiano, y es especialmente eficaz en pacientes con enfermedades
neurodegenerativas (Srinivasan y col., 2005). Se han realizado diversos ensayos
con el objetivo de mitigar las consecuencias de enfermedades como el Alzheimer,
el Parkinson, la enfermedad de Huntington o la esclerosis lateral amiotrofica,
obteniendo resultados satisfactorios (Fernandez-Mar y col., 2012). Finalmente, la
MEL también ha conseguido inhibir el proceso de fibrinogénesis de forma

significativa (Hardeland y col., 2006; Srinivasan y col., 2005).

El cardcter anfipatico de la molécula le permite traspasar barreras
fisiologicas, de ahi que se describa su presencia en el nucleo del citosol, en las
mitocondrias y en distintas membranas bioldgicas (Karbownik y col., 2001). La
importancia de este hecho reside en que la molécula puede actuar en los lugares
donde se forman los radicales libres, proporcionando las defensas antioxidantes

alli donde se necesitan, al igual que anteriormente se describid para el OHTyr.



INTRODUCCION 55

4. MARCADORES VASCULARES Y DE INFLAMACION EN EL SER
HUMANO

Los eicosanoides constituyen una familia de metabolitos lipidicos,
derivados de los acidos grasos de 20 carbonos. Los prostanoides son quizas la
clase mas conocida de eicosanoides (Figura 6), incluyendo compuestos como las
prostaglandinas (PGs) o los tromboxanos (TXs) (Funk, 2001; Smith, 1989). Las PGs
pueden ser formadas por la mayoria de las células del organismo, actuando como
mediadores lipidicos autocrinos y paracrinos. No se almacenan, sino que se
sintetizan de novo a partir del acido araquidonico (AA) de las membranas
celulares, liberado cuando las células se activan por trauma mecanico, por alguna
citoquina especifica o por factor de crecimiento, entre otros (Zhou y col., 2007). El
AA se encuentra regulado enzimaticamente, manteniéndose esterificado hasta
que es movilizado por las fosfolipasas (PLA2, principalmente). Si bien, durante los
ultimos afios se han descubierto numerosos nuevos receptores de PLA: (Six &
Dennis, 2000). A pesar de esto, la fosfolipasa citosdlica PLA: tipo IV (cPLA2) sigue

considerandose clave en la produccion de eicosanoides (Evans y col., 2001).

La elevacion intracelular de AA mediante la accion de la cPLA2 permite la
biosintesis de eicosanoides en el reticulo endoplasmatico y en la membrana
nuclear. Este AA liberado por la cPLA: es captado por las ciclooxigenasas COX-1
y COX-2. Estas enzimas actian primero como ciclooxigenasas, dando como
resultado la sintesis de PGG: y luego como peroxidasas para reducir el perdxido
de PGG:z a un alcohol, resultando la formacion de PGH: (Smith, 1989; Smith y col.,
. 2000; Smith y col., 2011).

Tanto PGG:2 como PGH: estan consideradas moléculas transitorias, y su
produccién constituye un paso crucial en la biosintesis de PGs (Figura 6). La
prostaciclina sintasa transforma PGH: hasta PGI> hematopoyético, mientras que la
enzima PGD: sintasa convierte PGH: a PGD:. Las sintasa de membrana y la
sintasa citosdlica son capaces de convertir PGH: hasta PGE:. A su vez, la PGFza se
puede sintetizar a través de un nimero de diferentes vias (Basu, 2010; Smith y
col., 2011).

A diferencia de las PGs, los leucotrienos se forman predominantemente en

las células inflamatorias, como los leucocitos polimorfonucleares, macréfagos o
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mastocitos. La activacion celular provoca la accién de diversas enzimas, como la
cPLA:y la 5-lipoxigenasa (5-LO). La 5-LO es la enzima clave para la formacién de
TXs, situdndose en el ntcleo y el citosol de las células (Peters-Golden & Brock,
2001). La 5-LO tiene capacidad para unir iones calcio y hierro, similar al
funcionamiento de otras enzimas como cPLA:y la proteina quinasa C (Chen &
Funk, 2001, Hammarberg y col.,, 2000). La formacién de TXs también puede
provenir de la ruta de formacion de las PGs, de este modo la enzima TXA: sintasa
(TXAs) convierte PGH: en TXA2 (Basu, 2010; Smith y col., 2011) (Figura 6).

Los avances en el campo de las PGs, se deben en gran parte a los trabajos
realizados en ratones a finales del siglo pasado, y principios de este (Austin &
Funk, 1999; Green & Pavord, 2001; Narumiya & FitzGerald, 2001). Las 4reas en las
que los eicosanoides han demostrado tener mas importancia son: el dolor, la
fiebre y la inflamacion, actuando principalmente sobre el sistema nervioso central

(SNC), el sistema cardiovascular, el respiratorio, el reproductivo o el renal.

Una de las funciones primordiales de la PGs es su relacion con el sistema
cardiovascular. El papel de los prostanoides en la disfuncién cardiaca sigue
siendo controvertido; sin embargo, los prostanoides parecen ser terapéuticamente
utiles en diversas enfermedades cardiovasculares, como arritmias, infartos de
miocardio, ciertos tipos de anginas de pecho y aterosclerosis, entre otras. A su
vez, la prostaciclina (PGL) y las PGs, Ei, E2 y D2 estan consideradas beneficiosas,
jugando un papel relevante en la inhibicién de la progresion del trombo y en la
vasodilatacion coronaria. Por otro lado, el TXA: y la PGFz« se consideran nocivos
por su actividad vasoconstrictora, por lo que su inhibiciéon puede resultar
beneficiosa (Beamish y col., 1985; Chan & Cervoni, 1986).

En este sentido, ciertas PGs actiian en el musculo liso vascular. De hecho,
PGE: y PGL, son moléculas vasodilatadoras, mientras que TXAz y PGFza actian
produciendo vasoconstriccion, principalmente en el musculo liso vascular. De
igual manera, las PGs afectan al sistema respiratorio relajando el musculo liso de
las vias aéreas por accion de la PGE: y PGIL, y contrayéndolo por la accién de
TXA:2 y de PGFza (Miller, 2006).
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Asi pues, 11-dehidro-TXB2, derivado del TXA:; produce liberacién
plaquetaria y es un potente vasoconstrictor (Catella y col., 1986). En este sentido,
el tetranor PGEM, es el metabolito de sintesis de la PGE: y la PGEz, PGs con
acciones vasodilatadoras, activadoras de procesos inflamatorios y moduladoras
de la respuesta inmune (Honda y col., 1980). Igualmente, la PG, sintetizada en el
endotelio vascular y en el cortex renal, posee efecto vasodilatador y antiagregante

plaquetario, efectos muy similares a los de la PGD: (Funk, 2001).

Por otra parte, las PGs primarias tienen una vida media corta,
metabolizdndose y excretdndose rdpidamente. Asi pues, la tetranor PGFM puede

ser cuantificado en orina como metabolito mayoritario de PGFz, que ejerce



58 JAVIER MARHUENDA HERNANDEZ

acciones vasoconstrictoras en los bronquios, ttero, venas y tracto gastrointestinal,
entre otros (Funk, 2001; Medina y col., 2012).

Otro de los aspectos clave de los prostanoides es su accion en la agregacion
plaquetaria, condicionada por la concentracion de PGs. La PGl es antiagregante y
vasodilatadora, mientras que el TXA:2 es un potente agregante plaquetario y

vasoconstrictor (Demers, 1984).

Los efectos de las PGs en el sistema nervioso central (SNC) son todavia poco
conocidos. Sin embargo, diversos estudios demuestran la presencia de
prostanoides en ciertas enfermedades relacionadas con el SNC. La PG mas comun
en el SNC es la PGEz, producida a nivel neuronal y con un papel relevante en la
generacion de fiebre e hiperalgesia y coadyuvante en la adquisicién de la
memoria (Rall y col, 2003). Ademas, estd relacionada con el transcurso de
enfermedades neurodegenerativas como la enfermedad de Parkinson y la

enfermedad de Alzheimer (Bazan y col., 2002; Teismann & Ferger, 2001).

Finalmente, ciertas PGs también tienen funciones descritas dentro del
sistema reproductivo, especificamente en el dutero. Procesos como la
menstruacion, luteolisis o el inicio del parto, estdn condicionados por la
participacion de la PGFz, y en menor medida por la PGE2 y la PGL (Sales &
Jabbour, 2003). En el hombre también se encuentran funciones para las PGs. Por
ejemplo, la PGE: tiene un papel importante en la ereccién, eyaculacion y
transporte del esperma. Otro punto de interés es el sistema renal. Tanto la PGE:
como la PGI: regulan el flujo sanguineo renal, produciendo diuresis y natriuresis
(Spector y col., 1974).

En resumen, las funciones de las PGs se pueden agrupar en cinco puntos
(Bazan y col., 2002; Beamish y col., 1985; Catella y col., 1986; Chan & Cervoni,
1986; Demers, 1984; Honda y col., 1980; Miller, 2006; Rall y col., 2003; Sales &
Jabbour, 2003; Spector y col., 1974; Teismann & Ferger, 2001):

1. Intervienen en la respuesta inflamatoria: produciendo
vasodilatacion, y el aumento de la permeabilidad de los tejidos
permitiendo el paso de los leucocitos, tienen efecto antiagregante

plaquetario o estimulador de las terminaciones nerviosas del dolor.
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2. Aumentan la secrecién de mucus gastrico, y disminuyen la secrecion

de acido gastrico.

3. Provocan la contraccion de la musculatura lisa, especialmente
importante en el ttero. Del mismo modo, son liberadas durante la

menstruacion, para favorecer el desprendimiento del endometrio.
4. Intervienen en la regulacion de la temperatura corporal.

5. Controlan el descenso de la presion arterial.

5. MARCADORES DE ESTRES OXIDATIVO

5.1.CONCEPTO DE ESTRES OXIDATIVO

El estrés oxidativo se define como una alteraciéon del equilibrio entre
antioxidantes y prooxidantes (radicales libres y otras especies reactivas), con
aumento de los niveles de prooxidantes que conducen a un dafio oxidativo
potencial (Halliwell B, 2007). Este desequilibrio puede ser consecuencia del
agotamiento de antioxidantes endogenos, de una escasa ingesta de antioxidantes

exogenos, o por aumento de la formacion de radicales libres (Scalbert y col., 2005).

El dafio oxidativo al ADN, a las proteinas y a los lipidos en tltima instancia,
puede conducir a disfuncién o destruccion de membranas, enzimas y proteinas
(Leopoldini y col., 2011). Especificamente, la peroxidacion lipidica de los lipidos
de membrana puede provocar un deterioro de la funcién de la misma, la
disminucion de su fluidez, la inactivacion de receptores y enzimas de membrana,
aumento de la permeabilidad a los iones y su posible ruptura (Kadiiska y col.,
2005).

Los dobles enlaces son mas facilmente oxidables que los enlaces simples; de
este modo, los acidos grasos poliinsaturados (PUFAs) son particularmente
susceptibles a la peroxidacion (Funk, 2001; Kadiiska y col., 2005; Medina y col.,
2012; Medina y col.,, 2012; Morrow y col.). Una vez que se inicia el proceso de
peroxidacion, se desencadena una reaccion en cadena, seguida de las fases de

propagacion y de terminacién (Morrow y col., 1994).
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La iniciacion de la peroxidacion lipidica es causada por el ataque de
cualquier especie que tenga suficiente reactividad para abstraer un atomo de
hidrégeno de un grupo metileno (Gutteridge & Halliwell, 1990). Un atomo de
hidrdgeno es, en principio, un radical libre con un solo electrén no apareado, y su
eliminacion deja un electron no apareado en el dtomo de carbono al que estaba
asociado originalmente. El radical formado se estabiliza mediante un
reordenamiento molecular, reaccionando con oxigeno para dar lugar a un radical
peroxilo. Estos radicales son capaces de captar un atomo de hidrogeno a partir de
otro acido graso adyacente, para formar un hidroperdxido lipidico. Incluso se
pueden combinar entre si o atacar proteinas de membrana. Cuando los radicales
peroxilo reaccionan con un atomo de hidrédgeno de un acido graso, el nuevo
radical puede reaccionar con el oxigeno para formar otro radical peroxilo. De este
modo se produce la propagacion del dano oxidativo, generando nuevos
hidroperdxidos y aumentando la intensidad de la lesion (Gutteridge & Halliwell,
1990).

5.2.MARCADORES DE PEROXIDACION LIPIDICA EN HUMANOS A
NIVEL SISTEMICO. ISOPROSTANOS

Los Isoprostanos (IsoPs) son estereoisdmeros de las PGs (Figura 7). Se
generan mediante la oxidacion no enzimatica del acido araquidonico, siendo
descubiertos hace veinte afios por Morrow y col. (1992). Se forman a partir del AA
esterificado en los fosfolipidos, liberdndose en forma libre en la circulacion,
presumiblemente gracias a la accion de las fosfolipasas (Morrow y col., 1992). La
forma libre representa sdlo una pequefia parte del total de Fz-IsoPs in vivo, por
ello es necesario una hidrolisis antes de su analisis, liberando los compuestos
esterificados (Medina y col,, 2012). Mediante la cuantificacion de F:-IsoPs es
posible averiguar la localizaciéon de la lesion oxidativa ocasionada por las
diferentes enfermedades; ademas de determinar si algunos tejidos son mas
propensos a la oxidacién que otros bajo ciertas condiciones patoldgicas especificas
(Morrow y col., 1994).

Los F2-IsoPs son metabolizados y excretados en orina rapidamente (Medina
y col,, 2012). Su cuantificacion resulta un pardmetro de mucha utilidad para

comprobar el estado oxidativo en un periodo de tiempo concreto (Medina y col.,
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2012; Morrow y col.,, 1992; Morrow y col,, 1990; Morrow y col.,, 1994). Otras
formas de IsoPs también se pueden formar en el organismo, y pueden ser
interesantes desde el punto de visto fisioldgico. Por ejemplo, los Fs-IsoPs
derivados del 4acido eicosapentaenoico o los Fi-IsoPs derivados del acido

docosahexaenoico, que se expondradn mas adelante.

Los F2-IsoPs circulan libres en sangre (Awad y col.,, 1993; Li y col.,, 1999) y
son filtrados en el rindn, dando como resultado multitud de metabolitos urinarios
(Figura 7). Yan y col. (2010) observaron que los F2-IsoPs se excretan en orina como
glucurdnidos, y que los niveles urinarios de F2-IsoPs aumentan significativamente
tras procesar las muestras de orina con B-glucuronidasa (0.43+0.02 vs. 0.61+0.03
nmol creatinina’). Este hecho también ha sido descrito en otras publicaciones
(Medina y col., 2015; Medina y col., 2012), incluso llegando a un porcentaje de
glucuronizaciéon del 100%. Generalmente, los conjugados glucurénidos se forman
por reaccion con grupos hidroxilo libres o grupos carboxilo (Medina y col., 2012).
Debido a la similitud en la estructura entre 15-F2-IsoPs y los metabolitos 2,3-
dinor-IsoPs y 2,3-dinor-5,6-dihidro-IsoPs, es posible que los conjugados
glucurénidos de 2,3-dinor-15-Far-IsoPs y  2,3-dinor-5,6-dihidro-15-Fz-IsoPs
pudieran existir, pero estos compuestos no se han estudiado hasta la fecha. Por lo
tanto, la glucuronidacion representa la principal ruta del metabolismo de los
IsoPs y necesita ser considerada a la hora de medirlos en orina, evitando la

subestimacion de su formacidn a nivel sistémico o local en el organismo.

La generacion de IsoPs se ha relacionado con numerosas enfermedades
(Milne y col., 2014). En conjunto, los estudios indican que la formacion de Fz-IsoPs
se incrementa en poblaciones obesas, a la vez que con un mayor indice de masa
corporal (IMC). Algunos estudios indican que el papel de los agentes oxidantes en
el desarrollo de cancer de mama es diferente segin el IMC. De hecho, las
poblaciones con un alto IMC tienen una produccion excesiva de agentes oxidantes
y, por tanto, tienen un alto riesgo sufrir un mayor grado de estrés oxidativo (Dai y
col., 2009; Morrow y col., 1999).

El aumento de F:-IsoPs ha sido asociado con diversos tipos de cancer.
Rossner Jr y col. (2006) observaron un aumento de F:-IsoPs en pacientes con
cancer de mama. La misma tendencia fue referida por Wu y col. (2008) en

pacientes con cancer hepatico.
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Otros canceres como el de prostata y el cancer gastrico también fueron
relacionados con un incremento en la concentracion urinaria de Fz-IsoPs
(Asombang y col., 2013; Barocas y col., 2011; Brys y col., 2013). Ademas, Epplein y
col. (2009) descubrieron que en pacientes con cancer pulmonar existia un aumento

en la concentracidon urinaria de F2-IsoPs en hombres pero no se vio reflejada en las
mujeres, demostrando variacion entre sexos.
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Figura 7. Esquema de la formacién y relaciéon metabdlica de isoprostanos y

sus metabolitos.

Un incremento en los niveles de IsoPs se ha asociado con el incremento del
riesgo de cancer, incluyendo el cancer de mama, préstata, estémago, asi como el
adenoma colorectal. Sin embargo, los resultados observados son inconsistentes al
no poder concretar si este aumento de IsoPs conduce a un mayor riesgo de cancer;

o el incremento en la tasa de células cancerigenas, aumenta la produccion de Fo-

IsoPs por un incremento del estrés oxidativo (Milne y col., 2014).
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Diversas enfermedades neurodegenerativas también han demostrado
relaciéon con los Fo-IsoPs. La enfermedad de Parkinson, el Alzheimer, la
enfermedad de Huntington o la esclerosis lateral amiotréfica han mostrado un
aumento del estado oxidativo del organismo, marcado por elevadas
concentraciones de F2-IsoPs (Fessel y col., 2003; Montine y col., 1999; Montine y
col., 1998; Pratico y col., 2000; Seet y col., 2010).

Los estudios hasta la fecha, evidencian que los hébitos alimentarios pueden
afectar los niveles de peroxidacion lipidica. Es importante observar que, incluso
mediante la tinica restriccidén de las calorias totales, se ha demostrado un descenso
en los niveles de Fz-IsoPs (Milne y col., 2014). La sintesis de Fz-IsoPs especificos
por varios investigadores de todo el mundo, ha permitido la exploracion de la
actividad bioldgica de estos metabolitos. La mayoria de los estudios se han
centrado en el analisis de IsoPs en forma de acido graso libre. El 8-iso-PGFza es
quizas el IsoP mas estudiado, centrdndose gran parte del trabajo que rodea la
actividad biologica de esta molécula en sus efectos en el sistema cardiovascular
(Milne y col., 2014).

Recientemente, Bauer y col. (2014) publicaron una revision de los efectos de
los IsoPs en el sistema cardiovascular. En resumen, el 15-Fz-IsoP puede actuar
como un potente vasoconstrictor. Ademds, puede modular la actividad
plaquetaria, inhibir la angiogénesis, y promover la aterosclerosis mediante la
estimulacion de la adhesidon de los monocitos y neutrofilos endoteliales. Estas
actividades biologicas de 15-F2-IsoP se definen por la interaccién con el receptor
de tromboxano (TP).

Del mismo modo, el 15-Ex-IsoPs (igualmente referido como 8-iso-PGE: o
IPE2m) también media sus funciones a través del receptor TP. El 15-Far-IsoP y el
15-E2+-IsoP han demostrado ejercer actividad bioldgica a través de otros receptores
de PG (receptor de PGE: (EP) y de PGFz« (FP)) (Bauer y col., 2014; Clarke y col.,
2005; Clarke y col., 2004; Elmhurst y col., 1997; Janssen & Tazzeo, 2002; Joy &
Cowley, 2008; Paredes y col., 2007; Sametz y col., 2000; Seto y col., 2008; Weber &
Markillie, 2003; Zhao y col., 2009).

Es destacable que la actividad de las moléculas puede variar en funcion del
receptor al que se une. Por ejemplo, mientras que el 15-F2-IsoP y el 15-Ea-IsoP son

vasoconstrictores a través de los receptores TP, ambas moléculas pueden inducir
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vasodilatacion a través del receptor EP. Estos efectos opuestos han sido
particularmente estudiados en el pulmén (Janssen & Tazzeo, 2002). Ademas,
Chen y col. (2012) han informado de ambos efectos, vasoconstrictor y
vasodilatador, del 15-Fz-IsoP y del 15-Ez-IsoP en el conducto arterial de Botalli,
una derivacidon vascular central que se constrifie poco después del nacimiento
(Janssen & Tazzeo, 2002). Estos autores mostraron que, el conducto arterioso de
Botalli, se contrae en respuesta tanto al 15-Fa-IsoP como al 15-Ea-IsoP, de una
manera concentracion-dependiente. Ademads, este efecto podria invertirse

mediante la administracion de un antagonista del receptor TP.

Curiosamente, cuando los receptores TP se bloquean antes de la
administracion de los IsoPs, tanto el 15-Fa-IsoP como el 15 Ez-IsoP producen un
incremento de la vasodilatacidon; presumiblemente, debido a la activacion del
receptor EPs  Ambos, 15-Fa-IsoP y 15-Ex-IsoP, acttan como potentes
vasoconstrictores dosis-dependiente en embriones de pollo; de nuevo, actuando a
través del receptor TP, modificandose con la presencia de H20: (Van Der Sterren
y col, 2014; van der Sterren & Villamor, 2011). Finalmente, otros trabajos
relacionados observaron que los niveles de IsoPs son mas altos en recién nacidos

que en los lactantes de mas edad (Comporti y col., 2004).

5.3.MARCADORES DE PEROXIDACION LIPIDICA EN EL SISTEMA
NERVIOSO CENTRAL

El AA no es el inico PUFA que puede ser oxidado para formar analogos de
IsoPs. Mediante la peroxidaciéon de los acidos grasos w-3, eicosapentaenoico
(EPA) y docosahexaenoico (DHA), se pueden formar IsoPs de la serie 3 e IsoPs de
la serie 4 respectivamente. Estos compuestos andlogos de los IsoPs se han
denominado neuroprostanos (NeuroPs) (Roberts Ii & Milne, 2009) (Figura 8). Los
Fs-IsoPs se forman en abundancia tanto in vitro como in vivo a partir de la
oxidacién no enzimatica de EPA (Barden y col., 2012; Brooks y col., 2008;
Comporti y col., 2008), mientras que el DHA puede oxidarse hasta formar las
series Fis-, Ds-, E4, A4 y Js-NeuroPs (Barden y col, 2012; Brooks y col., 2008;
Comporti y col., 2008).

El AA se encuentra uniformemente distribuido en el cerebro, con

concentraciones similares tanto en materia gris como en la blanca, asi como
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dentro de las glias y las neuronas. A diferencia del AA, el DHA esta en
concentraciones considerablemente altas en las membranas neuronales y la vaina
de mielina, mientras que no se encuentra en otros tipos de tejidos celulares. De
este modo, los Fs-NeuroPs son, con mucho, el producto mas abundante
procedente de la oxidacién no enzimatica del DHA en el cerebro (Reich y col.,
2001).

Por tanto, el andlisis de los NeuroPs proporciona una via muy especifica
para cuantificar el dano oxidativo in vivo, que pueda ocurrir en regiones
cerebrales y del SNC. Roberts Ii & Milne (2009) observaron valores de Fs-NeuroPs
mucho mayores que los encontrados para F2-IsoPs, debido al mayor ntimero de
dobles enlaces que existen en el EPA, siendo mads facilmente oxidable. Dichos
autores, también han observado que el mecanismo, por el cual EPA puede ser
beneficioso en ciertas enfermedades, es su capacidad para disminuir la

generacion de Fz-IsoPs.

Del mismo modo que los Fz-IsoPs son el resultado de la peroxidacién del
AA, y que los Fs-NeuroPs y FsNeuroPs lo son del EPA y el DHA,
respectivamente. Los F2-dihomo-isoprostanos (F2-Dihomo-IsoPs) son el resultado
de la peroxidacién del acido adrénico (AdA) (Figura 8), el cual se encuentra en
grandes cantidades en cerebro, principalmente en la materia blanca y asociado a

la mielina.

La materia blanca se dana con facilidad en casos de accidente
cerebrovascular y se degrada de manera uniforme en varias enfermedades, por
ejemplo durante el transcurso de la esclerosis multiple. Los F2-Dihomo-IsoPs se
generan cuando existen grandes cantidades de AdA y sus niveles son mucho
mayores en condiciones de estrés oxidativo, como ocurre en la porcion de la
sustancia blanca del cerebro humano. De la misma manera que se ha comentado
anteriormente, Roberts Ii & Milne (2009) demostraron que los niveles de Fo-
Dihomo-IsoPs en la materia blanca son proporcionalmente superiores a los IsoPs
y los NeuroPs cuando existian condiciones oxidativas. De este modo, sus estudios
sugieren que la cuantificacion de F:-Dihomo-IsoPs podria ser un marcador
selectivo de lesion in vivo de la materia blanca. También estan presentes en el
rifién, glandulas y tejidos adrenales. Ademas, podria considerarse como uno de

los primeros marcadores de la peroxidacion lipidica en el sindrome de Rett, un
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trastorno del sistema nervioso que conduce al retraso en el desarrollo de las areas

de lenguaje expresivo (De Felice y col., 2011)

Por lo tanto, la cuantificacion de los NeuroPs proporciona datos para
conocer el papel del estrés oxidativo en las enfermedades neurodegenerativas
principalmente. De hecho, los productos relativos a la peroxidacion lipidica han
demostrado tener acciones bioldgicas mas alld de ser marcadores fiables de estrés
oxidativo (Roberts Ii y col., 2005).
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Figura 8. Neuroprostanos y F2-dihomo-isoprostanos divididos por familias,
seglin su procedencia.

La investigacidon sobre productos de la peroxidacion lipidica derivados del
dafio oxidativo en las regiones cerebrales y del sistema nervioso central ha
comenzado hace s6lo unos afios. Sin embargo, existen pruebas convincentes sobre
la utilidad de estos marcadores para comprender el papel del dafio oxidativo en el
sistema nervioso central en distintas enfermedades (Milatovic & Aschner, 2009).
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De hecho, se ha establecido el papel del dano oxidativo inducido por radicales
libres en la patogénesis de diversos trastornos neurodegenerativos (Ayala-Pefia,
2013; Melo y col., 2011; Ortiz y col., 2014; Sultana & Butterfield, 2010). Numerosas
enfermedades neurodegenerativas estan relacionadas con un incremento en la
formacién de prostanoides en tejidos del SNC y fluidos corporales, incluyendo: la
enfermedad de Alzheimer (Reich y col, 2001), la enfermedad de Parkinson
(Farooqui & Farooqui, 2011), la enfermedad de Huntington (Greco y col., 2000), la
enfermedad de Creutzfeldt-Jakob (Greco y col., 2000), esclerosis multiple (Miller y
col., 2011), epilepsia (Medina y col., 2015), y la esclerosis lateral amiotrofica
(D'Amico y col., 2013).

5.4 MARCADORES DE OXIDACION Y MUTAGENICOS DE ADN

El dafio oxidativo deriva en un cambio estructural del compuesto afectado y
puede ser especialmente grave si se produce en la cadena de ADN o de ARN
(Figura 9), derivando en una amplia variedad de compuestos de terminacion
(Cooke, 2012). La reparacion del ADN y ARN dafnado implica la eliminacion de
las bases y/o nucledtidos defectuosos, asi como la liberacion de los nucledtidos y

nucledsidos que circulan en plasma (Mateos & Bravo, 2007).

Es bien sabido que existen cuatro tipos de bases nitrogenadas las cuales
forman el ADN. Estas son: citosina, timina, adenosina y guanina. Esta ultima base
nitrogenada, presenta el potencial de reduccién mas bajo de todas; por tanto, el
dafio oxidativo se producird predominantemente en la base guanina antes que en
las demas bases (siendo un donante de electrones mas eficaz). Algunos catabolitos
de oxidacion de ADN, tales como 8-nitroguanina (8-NO:-Gua) y su nucledsido 8-
nitroguanosina (8-NO2>-Guo), se forman bajo condiciones inflamatorias (Cooke,
2012). Sin embargo, los catabolitos mas estudiados de la oxidacion de DNA y que
se establecen comtiinmente como marcadores de dafo oxidativo son 8-hidroxi-2’-
desoxiguanosina (8-OH-dGuo) y 8-hidroxyguanosina (8-OH-Guo) (Dizdaroglu &
Jaruga, 2012).

Otros catabolitos del ADN, como la guanosina-3'-5'-monofosfato ciclica
(cGMP), ejercen una funcidon tremendamente relevante en la respuesta celular al
estrés. NO actua ejerciendo la transduccién de senales celulares, ademas de

activar la ¢cGMP. Lo que deriva en la activaciéon de las proteina-quinasas
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dependientes, que juegan un papel importante en el mantenimiento de los
sistemas vasculares y neuronales (Nunomura y col, 2012). Por ultimo, el
metabolito nitrogenado de la cGMP, la 8-nitroguanosina-3'-5-monofosfato ciclica
(8-NO2-cGMP), se ha encontrado en las células después del ataque de ROS/NOS
actuando como molécula de sehalizacion, mediante la activacion del grupo
sulfhidrico en respuesta a un desequilibrio en el sistema redox celular (Halliwell

B, 2007; Ihara y col., 2011).
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Figura 9. Formacién de los catabolitos de oxidacion de la base guanina, y sus

nucledsidos: guanosina y desoxiguanosina.

Las consecuencias genéticas de la oxidacion de las bases nitrogenadas, los
nucledtidos y nucledésidos de ADN son principalmente dos: los efectos
genotdxicos y los mutagénicos. El factor clave es la replicacién de ADN, si una
malformacion en la cadena de ADN susceptible de ser transcrita por las DNA
polimerasas se bloquea de forma parcial o completa, la lesiéon se denomina
genotodxica. Sin embargo, si la replicacion se produce y ademas la base alterada es

incorporada mediante las ADN polimerasas frente su réplica de ARN, entonces la
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lesion se considera mutagénica (Delaney y col., 2012). Los distintos catabolitos de
la oxidacion de la base guanina se emparejan con la base citosina, pero una base
oxidada puede conllevar a la unién con otra cadena de bases. De este modo, si la
replicacion de la base guanina se produce con adenina o timina, conllevara a un

error en la transcripcion de la informacién genética (Cooke y col., 2003).

Por tanto, parece evidente que dependiendo de la lesién en cuestion y del
lugar donde se produzca, esta puede conllevar un proceso mutagénico. Asi pues,
el organismo ha desarrollado diversos sistemas de prevenciéon y de eliminacién
de errores, en la cadena de ADN. La mutacion del ADN es un factor de riesgo en
la promocion de la carcinogénesis. Asimismo, la literatura cientifica ha descrito
elevadas concentraciones de catabolitos oxidados de ADN durante el desarrollo
de diversos tumores, sefialando que tales dafios en la cadena de ADN pueden ser
considerados como factor de riesgo importante en la etiologia del cancer (Cooke y
col., 2003).

5.5.MARCADORES DE PEROXIDACION LIPIDICA EN PLANTAS
SUPERIORES. FITOPROSTANOS

El 4cido linolénico (ALA; C18: 3w3) se encuentra ampliamente distribuido
en el reino vegetal y puede convertirse en acido jasmonico mediante reacciones
enzimaticas (Durand y col., 2011). Sin embargo, un estudio de Imbusch & Mueller
(2000) revelé una nueva serie de dinor-isoprostanos en plantas resultante de la
oxidacién no enzimdtica de ALA, los cuales fueron nombrados fitoprostanos
(FitoPs) (Figura 10).

Los efectos de los FitoPs estan condicionados por el esterecisomero en
cuestion (Karg y col.,, 2007). La oxidacién no enzimatica de ALA conduce a dos
series de FitoPs incluyendo 16 isémeros cada una, tedricamente sintetizados a
partir de los lipidos de membrana de las células vegetales (Durand y col., 2011).
La peroxidacion de ALA conlleva a la formacion de los isomeros Hi-FitoP, que a
su vez pueden resultar en Di, Ei, y Fi-FitoP. A su vez, Di-FitoP puede
transformarse en Ji-FitoP y deoxi-]i-FitoP; mientras que Ei-FitoP derivara en Ai-
FitoP y Bi-FitoP. Los FitoPs se encuentran esterificados mayoritariamente, de

hecho el 90% de Fi-FitoPs se encuentran en esta forma (Imbusch & Mueller, 2000).
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Las actividades bioldgicas de los FitoPs han sido descritas en plantas,
pudiendo estar relacionadas con posibles efectos en la salud humana. De hecho,
Bi-FitoP y Ai-FitoP han demostrado que regulan la expresion de genes en
Arabidopsis thaliana y en la planta del tabaco. Diversos autores encontraron que el
28% de esos genes estaban relacionados con la desintoxicacion, la respuesta al
estrés y la secrecion de metabolitos secundarios (Gilles y col., 2009; Loeffler y col.,
2005; Thoma y col., 2003).

Figura 10. Formacion de las distintas series de fitoprostanos, a
partir del precursor Hi-FitoP. Adaptado de Durand y col. (2009)

En modelos animales, los FitoPs también han demostrado efectos
bioactivos. En efecto, Ai-FitoP y d-Ji-FitoP mostraron un efecto antiinflamatorio
similar a PGA1 y dPGJ2 en rifion embrionario, células humanas y en macréfagos
RAW: (Karg y col.,, 2007). Ademas, Ei-FitoP inhibe la sintesis in vitro de la
interleuquina-12 en células dendriticas y aumenta la polarizaciéon de las células
Th: (Mariani y col., 2007; Traidl-Hoffmann y col., 2005). Al mismo tiempo, Ei-
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FitoP y Fi-FitoP fueron capaces de reducir la produccion in vivo de citoquinas Thi
y Thz (Gutermuth y col., 2007).

Las plantas tienen una gran cantidad de prostanoides. De hecho, Imbusch &
Mueller (2000) encontraron el doble de concentracion de FitoPs en plantas,
comparado con la concentracion de IsoPs observada en seres humanos. Ademas,
diversos extractos de plantas secas han demostrado una mayor concentracion de
FitoPs que las plantas frescas. En particular, los niveles de FitoPs mas altos se
encontraron en el polen de abedul (Traidl-Hoffmann y col., 2005). El porqué de
estos niveles tan elevados de FitoPs en plantas podria ser debido tanto a un
incremento en la formacién, como a una reduccién en su catabolismo (Thoma y
col,, 2004). Por su parte, Durand y col. (2009) encontraron concentraciones de
FitoPs aproximadamente 10 veces menores en las raices de las plantas que en las
hojas, y comparable a los niveles de isoprostanos que se detectan en los
mamiferos. Se ha propuesto que el responsable de este incremento puede ser el
oxigeno singlete formado en los cloroplastos durante la fotosintesis, lo cual podria

conducir a un aumento en la peroxidacion del ALA (Triantaphylides y col., 2008).

Los estudios de identificacion y cuantificacion de los FitoPs se limitan so6lo a
la planta de tabaco, algunos tipos de hojas y al tomate (Durand et al., 2011),
ademads de diversos tipos de aceite (Collado-Gonzdlez y col.,, 2015; Collado-
Gonzaélez y col., 2015). Segtn la literatura, no hay estudios sobre el contenido de
FitoPs en uva o en vino. Por lo tanto, la existencia de FitoPs en uva y el efecto del
procedimiento de vinificacion en relacion a los cambios en el contenido de FitoPs
en el vino terminado, abre un amplio campo de investigacion. Atin mas, teniendo
en cuenta que la literatura cientifica ha definido los FitoPs como una herramienta
representativa y util para medir el estrés in vivo en plantas (Imbusch & Mueller,
2000).
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El objetivo principal de la presente Tesis Doctoral es:

Dura

Estudiar la capacidad de proteccion contra el estrés oxidativo, y
marcadores enzimaticos de mutagénesis, y los ligados al sistema
vascular, inflamatorio, y del sistema nervioso central, in vivo de tres
vinos con diferentes procesos de vinificacién, compardndolo con sus

respectivos mostos de origen (placebo).

nte la realizacion de la presente Tesis Doctoral, se abordaron los

siguientes objetivos particulares:

Caracterizar los mostos y los vinos en base a su contenido, cualitativo
y cuantitativo, en nuevos compuestos bioactivos de interés para la

salud humana.

Relacionar la actividad bioldgica de los nuevos compuestos descritos
en mosto y vino con los marcadores de estrés oxidativo, funcion
vascular, inflamatoria, mutagénesis y de neurodegeneracion tras la
ingesta de 3 tipos de vinos y sus correspondientes mostos por

voluntarios sanos a través de:

La medida del estado oxidativo a nivel general, mediante el

analisis de isoprostanos.

e La medida el estado oxidativo del sistema nervioso central,
mediante el andlisis de neuroprostanos y Fa-dihomo-

isoprostanos.

¢ La determinacidon de la excreciéon de prostaglandinas para la

evaluacién del estado inflamatorio y vascular a nivel sistémico.

¢ Lamedida del dafio al ADN (mutagénesis) mediante el analisis

plasmatico de catabolitos de oxidacion del ADN oxidado.
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1. MUESTRAS EMPLEADAS DURANTE EL ENSAYO CLINICO

1.1.VINOS TINTOS

Los vinos tintos se obtuvieron de “Bodegas Baigorri” (Bodegas Baigorri
SAU, Samaniego, Alava). Se seleccionaron tres vinos diferentes con el fin de elegir
diferentes procedimientos de vinificacion y crianza. La vendimia de las uvas se
llevé cabo manualmente en pequefas cajas plasticas de 10 kgs de capacidad
debidamente aireadas, impidiendo la ruptura de las bayas y el inicio de la
fermentacion antes de la llegada a la bodega. Para su correcto mantenimiento los

vinos fueron almacenados entre 12 °C y 14 °C, desde el embotellado.

1.1.1."Baigorri Maceracion Carboénica 2010" (MCW)

D.O. calificada Rioja. Elaborado con 100% wuva “Tempranillo”. La
maceracion carbdnica tiene lugar en tinos de madera. El mosto procedente de las
uvas rotas inicia su fermentacion desprendiendo CO:, que satura la atmosfera del
deposito que lo contiene. Las uvas enteras absorben el gas carbdnico, inicidandose
asi la fermentacion intracelular de la uva. Este proceso es posible gracias a la
presencia de enzimas endogenas de la uva. Cuando el mosto exterior de la uva
estd a punto de terminar su fermentacion, el tino se sangra y la pasta se descuba.
A continuacién se prensan las uvas enteras, que aun tienen mosto rico en
azucares, los dos mostos se mezclan para asi finalizar la fermentacion alcohdlica
la cual se realiza a 28 °C en tanques de acero inoxidable con levadura
seleccionada. Se practican todos los controles diarios de acidez, densidad,
temperatura y posteriormente la fermentacion maloldctica igualmente en
depositos de acero inoxidable. Como procesos especiales, solo se emplea la
clarificacion con albimina de huevo. La botella empleada es de tipo “Ellite” y el

corcho es de 49/24 mm de origen natural.
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1.1.2.”Baigorri crianza 2007” (AW)

D.O. calificada Rioja. Elaborado con 90% “Tempranillo”, 5% “Garnacha” y
un 5% de otras variedades. Una vez en bodega, la mecanizacién se inicia con el
despalillado y el estrujado. La fermentacion alcoholica se realiza a 28 °C en tinos
de madera con levadura seleccionada. Se practican todos los controles diarios de
acidez, densidad y temperatura. Se realiza el prensado con prensa horizontal
durante una hora y; posteriormente, la fermentacion malolactica en barricas de
roble francés “Alier”. La crianza se lleva a cabo tinicamente en barricas de roble
francés, durante 18 meses. Durante la clarificacion se emplea albimina de huevo.
La botella empleada es de tipo “Ellite” y el corcho es de 49/24 mm de origen

natural.

1.1.3."Baigorri Garaje 2010" Vino de autor (HEW)

D.O. calificada Rioja. Elaborado con 100% uva “Tempranillo” de cepas
viejas (mas de 50 anos). Una vez en bodega, la mecanizacion se inicia con el
despalillado y el estrujado de la uva. La fermentacion alcohdlica se realiza a 28 °C
en tinos de madera con levadura seleccionada. Se practican todos los controles
diarios de acidez, densidad y temperatura. Se realiza el prensado con prensa
horizontal durante una hora y; posteriormente, la fermentacion malolactica en
barricas de roble francés Alier. La crianza se lleva a cabo sdlo en barricas de roble
francés durante 22 meses. El agente clarificante es albiumina de huevo. La botella

empleada es de tipo “Byblos” y el corcho es de 49/24 mm de origen natural.

1.2. MUESTRAS DE MOSTO

Los mostos empleados durante el ensayo se almacenaron a -20 °C desde la
vendimia de las uvas, con el fin de que la fermentaciéon no pudiera producirse.
Cada mosto corresponde con el zumo de uva original utilizado para el
procedimiento de elaboracion de cada vino. Esta procedencia permite conocer las
diferencias entre los vinos, con el fin de evitar las posibles diferencias en las
variedades de uva o procedimiento de vinificacion de mosto a vino. Las muestras
de mosto se refieren en el texto en base a sus siglas en inglés, de la siguiente

manera:
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Mosto origen del vino “Baigorri maceracion carbénica”: CMM
Mosto origen del vino “Baigorri crianza”: AM

Mosto origen del vino “Baigorri Garaje” Vino de autor: HEM

1.3. MUESTRA DE ALCOHOL ETILICO

El alcohol ha demostrado su capacidad antioxidante in vivo (De La Torre y
col,, 2006; Renaud & De Lorgeril, 1992; Schroder y col., 2009). De este modo, el
etanol podria ser parcialmente responsable de los efectos del vino tinto, tras su
ingestion por voluntarios sanos. En consecuencia, creimos conveniente evaluar
los efectos de la ingesta de etanol, y su efecto en el cuerpo humano. Para ello, se
incluy6 un volumen especifico de ron blanco (en adelante WR) (Ron Bacardi SA,
Santiago de Cuba), equivalente al etanol ingerido con la ingesta de un servicio de
vino tinto (2.07 g de etanol por ingesta) utilizado en los diferentes ensayos de la

presente tesis doctoral.

2. DISENO DEL ESTUDIO

El presente estudio incluy6 un total de 18 mujeres voluntarias sanas (N=18),
con edades comprendidas entre 18 y 27 afios (las caracteristicas se muestran en la
Tabla 1). Se obtuvo el consentimiento informado y firmado de cada voluntaria

participante del estudio.

El desarrollo del estudio fue doble ciego, cruzado y controlado mediante
placebo. El estudio se llevo a cabo en cuatro etapas. Al comienzo de cada una de
las etapas, las voluntarias (N=18) se dividieron de forma aleatoria en dos grupos
iguales (N1=9 y N2=9), con el fin de poder desarrollar el cruzado del estudio. La
representacion grafica de las diferentes etapas desarrolladas en el presente

estudio, se muestra en la Figura 11.
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Tabla 1. Caracteristicas de las voluntarias al inicio del estudio (N=18)

PARAMETROS MEDIA SD PARAMETROS MEDIA SD
Edad (anos) 225 6.3 | HDL-Colesterol (mg dL'l) 70.9 18.8
Peso (Kg) 64.3 16.4 | LDL-Colesterol (mg dL'l) 101.1 24.7
Talla (cm) 164.1 17.7 | GOT (U L‘l) 21.1 9.9
IMC 23.5 1.1 | GTP (U L'l) 18.4 12.6
Glucosa (mg dL™) 87.2 7.7 | Fosfatasa Alcalina (U L™) 53.9 14.5
Urea (mg dL™) 28.7 6.6 | Gamma GT (UL") 11.3 35
Creatinina (mg dL") 0.7 0.1 | LDH(UL" 178.7 251
Ac. Urico (mg dL™) 3.8 0.8 | Creatinina quinasa (U L") 90.7  49.6
Proteinas totales (g dL™) 74 0.3 | Amilasa pancreética (UL") 335 119
Albtimina (g dL") 4.6 0.3 | Lipasa (UL") 411 224
Calcio (mg dL™) 9.6 0.3 | Sodio (mEq L") 1410 17
Fésforo (mg dL™) 3.9 0.5 | Potasio (mEq L") 4.5 0.2
Bilirrubina total (mg dL™) 0.5 0.2 | Cloro (mEqL™) 1026 15
Colesterol (mg dL™) 190.1 317 | Hierro (mcg dL") 1032 375
Triglicéridos (mg dL") 875  39.3 | Ferritina (ng mL™") 398 227

2.1. PERIODO DE CONTROL EN CONDICIONES INICIALES Y CONTROL
DE ETANOL

Durante la primera etapa se establecieron los parametros iniciales, los cuales
se tomaron como referencia, ademads de los efectos in vivo de la ingesta de etanol
derivados de la ingesta de ron blanco (lo que se establecié6 como un control de
etanol). A las 0 horas y durante las siguientes 48 horas, las voluntarias del grupo 1
(N1=9) siguieron su estilo de vida habitual, excluyendo de su dieta vino, mosto,
uva y bebidas alcohdlicas. A su vez, las voluntarias del Grupo 2 (N2=9) realizaron
la ingesta de dos dosis (una cada 24 horas) de 37 mL de ron blanco (el volumen
proporcional que aporta la misma cantidad de etanol incluida en una dosis de
vino (2.07 g de etanol 24 horas')). Después de 72 horas de lavado se realiz6 el
cruzado de los grupos, con el fin de poder desestimar cualquier solapamiento
entre etapas. Por lo tanto, a las 0 horas y durante las siguientes 48 horas, las
voluntarias del Grupo 1 (N1=9) realizaron la ingesta de dos dosis diarias de 37 mL

de ron blanco (2.07 g de etanol 24 horas'). Mientras tanto, las voluntarias del
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Grupo 2 (N2=9) siguieron las recomendaciones nutricionales descritas

anteriormente.
Grupo 1 Grupo 2
(N:=9) Alimentacién y estilo de vida habitugl M LAVADD 1 (N2=9) *~37 mL 24H* de ronblanco
0-48H \ / 0-48H
3, - X -
w ¥
BASELINE/ Extraccidn de plasma Recoleccién orina 48h Extraccion de plasma Recoleccion orina 48h
12 granoL
Etapa  contROL
Grupo 2 Grupo 1
(N.=9) ~37 mL 24H* de ron blanco l’ THHLAVADO 1 (N:=9)  Alimentaciény estilo de vida habitual
0-48H . ! 0-43H
w* ¥
‘ | ‘ |
Extracdionde plasma  Recolecddn orina 48h Extraccion de plasma Recoleccién orina 48h
72H LAVADO
Grupo 1 Grupo 2
(N:=9) ' (N:=9) '
100 mL 24H* de vino ( 72HLAVADO 1 "' 100mlL 24H* de mosto
L J
0-48H 0-48H
23 VINO: CMW
Etapa MOSTO: CMM
',‘ - 1 [ )
ff .
72H LAVADO X l 5 , ‘ ‘_ l
Extraccion de plasma  Recoleccion orina 48h Extraccionde plasma  Recoleccin orina 48h
33 VINO: AW Grupo 2
MOSTO: AM Grupo 1
Etapa [N;=9) ' (N,=9)
-
100 mL 24H* de mosto [ 291 LAVADO 1 100 mL 24H* de vino
72H LAVADO L J
0-48H 0-48H
42 WINO: HEW 2
. o Ty q_‘
Etapa MOSTO: HEM (fq'- ‘ ' ff‘* ﬁ
Extraccion de plasma Recoleccion orina 48h Extraccion de plasma Remleodb;\orina-mh

Figura 11. Representacion grafica de las distintas etapas del estudio in vivo.

Al finalizar el cruzado de los grupos se volvio a realizar un periodo de

limpieza de 72 horas, previo al desarrollo de la segunda etapa.

2.2.INGESTA DE VINO Y MOSTO

La ingesta de vino y mosto se realiz6 a lo largo de la segunda, tercera y

cuarta etapa. Estas etapas se desarrollaron de forma similar, con la Unica de
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diferencia de las bebidas a estudio empleadas. Asi pues, la segunda etapa sirvid
para comprobar los efectos in vivo del vino de maceracion carbdnica (CMW) y su
mosto de origen (CMM). Del mismo modo, durante la tercera etapa, las bebidas a
estudio fueron el vino de crianza (AW) y su mosto de origen (AM). Finalmente, el
estudio del vino de autor (HEW) y su mosto de origen (HEM) se desarrolld

durante la cuarta etapa.

Al igual que durante la primera etapa, las voluntarias (N=19) se dividieron
en dos grupos iguales (Ni=9 y N2=9). Cada una de las voluntarias, realizd la
ingesta de dos dosis (una cada 24 horas) de 100 mL de vino (2.07 g de etanol 24
horas?), en el caso de las voluntarias del primer grupo (Ni=9), 0 100 mL mosto en
el caso de las voluntarias del grupo 2 (N2=9). La primera toma coincide con el
inicio de la etapa (a las 0 horas), mientras que la segunda toma se realiz6 a las 24
horas. Después de 72 horas de lavado, se realiz6 el cruzado de los grupos, con el
fin de poder desestimar cualquier solapamiento entre etapas. De este modo, las
voluntarias que ingirieron vino al principio de la etapa (N1=9), intercambiaron la
bebida con las voluntarias que ingirieron mosto (N2=9). El desarrollo del cruzado
se realizé de la misma manera que durante las primeras 48 horas. Asi pues, las
voluntarias de grupo 1 (N1=9) ingirieron dos dosis diarias de 100 mL de mosto
durante 48 horas, mientras que las voluntarias del grupo 2 (N2=9) realizaron una
ingesta diaria de 100 mL de vino (2.07 g de etanol 24 horas™), durante las mismas
48 horas.

2.3.TOMA DE MUESTRAS DE ORINA Y PLASMA SANGUINEO

La toma de muestras de orina se realiz6 de las misma manera en cada etapa.
En primer lugar y antes de cualquier ingesta, a las 0 horas se recogid la primera
orina de la manana. Para poder determinar el efecto de cada etapa, se recogio la
orina excretada por las voluntarias, desde las 0 horas hasta las 48, abarcando la
duracion completa del tratamiento. Tras las 72 horas de lavado y tras el cruzado
de los grupos, la toma de muestras de orina se realiz6 de nuevo, exactamente de

la misma manera.

La toma de muestras de plasma se realiz6 siempre en ayunas, a primera
hora de la mafiana. Cada toma se realizé coincidiendo con el principio y el final

de cada etapa, de modo que se pudiera abarcar todo el tratamiento. Asi pues, la
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primera extraccién de sangre se realizé a las 0 horas y, una vez finalizado el
tratamiento, se realizé otra extraccion de sangre en ayunas a las 48 horas. Al igual
que para la recoleccion de muestras de orina, la extraccion de sangre tras las 72
horas de lavado se realizd de la misma manera, para comprobar los efectos del

cruzado de los grupos.

3. EXTRACCION DE MUESTRAS DE ORINA PARA EL ANALISIS DE
ISOPROSTANOS, PROSTAGLANDINAS, NEUROPROSTANOS Y
F-DIHOMO-ISOPROSTANOS

La extraccion de IsoPs, PGs, TXs, NeuroPs y F:-Dihomo-IsoPs en orina, se
llevo a cabo siguiendo métodos desarrollados anteriormente (Medina y col., 2015;
Medina y col., 2012). Para la hidrdlisis enzimatica, se afiadié 1 mL de orina en 250
mL de tampén 0.1 M de acetato (pH 4.9), ademas de 55 uL de la enzima (-
glucuronidasa de Helix pomatia. La mezcla, se incub6 a 37 °C en un bloque térmico
durante dos horas. Posteriormente, se llevo a cabo la precipitacién de proteinas
con 500 pL de metanol:acido cloridrico 200 mM. Finalmente, las muestras se

centrifugaron a 10.000 g durante 5 minutos.

Para la extraccion en fase sélida (SPE), se usaron 1000uL de muestra y un
cartucho Strata X-AW (Phenomenex, 100 mg, 3 mL?; California, EE.UU),
previamente acondicionado. Los analitos se eluyeron con 1 mL de metanol, y se
secaron en condiciones de vacio usando un concentrador SpeedVac (Savant
SPD121P, Thermo Scientific, MA, EE.UU). Los extractos secos se reconstituyeron
con mezcla de fases A:B (90:10, v:v), y se pasaron a través de un filtro de 0.45 um
(Millipore, MA, EE.UU). Las muestras se inyectaron y se analizaron por UHPLC-
QqQ-MS/MS.
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4. ANALISIS DE ISOPROSTANOS Y PROSTAGLANDINAS EN
ORINA MEDIANTE UHPLC-QqQ-MS/MS

La detecciéon e identificacion de los eicosanoides presentes en orina se
realizo mediante un UHPLC Agilent-1290, acoplado a un espectrometro de masas
con tecnologia de triple cuadrupolo modelo 6460 y electrospray como fuente de
ionizacion (Agilent Technologies, Waldbronn, Alemania). La columna usada fue
una ZORBAX Eclipse Plus Cis (2.1 x 50 mm, 1.8 pum de tamano de particula) y su
temperatura fue 5 °C, en ambos extremos. Las fases mdviles constaron de una fase
A (agua al 0.01% de acido acético (v:v)) y una fase B (metanol al 0.01% de acido
acético (v:v)). El volumen de inyeccion de la muestra fue de 20 uL. El flujo se fijé
en 0.3 mL min, siguiendo un gradiente lineal que comenzd en 60% de fase B
entre 0-7 minutos, se incrementd a 73% de fase B entre 7.01-10 minutos y alcanzd
el 100% de fase B en el minuto 10.01, para mantenerse en ese porcentaje hasta el
minuto 13.50 (Medina y col., 2012).

Los 0.3 mL min" de flujo, fueron nebulizados con flujo de nitrégeno de 480
y 560 L h? para la impulsion de la muestra e ionizacién en modo negativo. La
temperatura del nitrégeno, como gas secante, fue de 325 °C. El flujo de nitrogeno
del dispositivo “jetstream” fue de 12 L min? (350 °C). El voltaje del capilar y el de
la boquilla de “jetstream” (nozzle) fueron 2.750 y 1.500 V, respectivamente, para
conseguir una mayor eficacia en la desolvataciéon y generacion ionica a través de

un mayor enfoque térmico.

La fragmentacion se realizd en la celda de colision ubicada en el segundo
cuadrupolo, mediante el uso de nitrégeno en fase gas y con la ayuda del voltaje
de colision. De la misma manera, el voltaje a la salida del capilar (“fragmentor”),
fue también optimizado con el objetivo de conseguir la mayor concentracion de
ion precursor y, por tanto, mayor sensibilidad. Los analitos obtenidos de la
fragmentacion se detectaron en modo de monitorizacion por reacciéon multiple
(MRM) (Tabla 2). La adquisicion y procesamiento de datos para el analisis
cualitativo y cuantitativo de los IsoPs y PGs, se realizd6 con el programa

MassHunter (Agilent Technologies, Waldbronn, Alemania).
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Tabla 2. Caracteristicas MRM para la determinacién de eicosanoides en UHPLC-MS/MS

Nombre del compuesto Prelc(::'sor Ion Resultante frf;rizgrf?a(j;n Ercl(e)flgs l;j,):e Polaridad
11-B-PGF2a 353 309.1 150 17 Negativa
11-dehidro-TXB: 367 161.1 120 13 Negativa
15(R)-PGF2a 353 193 135 21 Negativa
15-epi-15F2 351.2 315.1 90 0 Negativa
15-keto-PGFaa 351.1 314.9 100 0 Negativa
17-trans-PGFs« 350.9 307 100 15 Negativa
19(R)-OH-PGFza 369.2 325.1 75 17 Negativa
2,3-dinor-11-3-PGFa« 325.2 237.1 100 5 Negativa
2,3-dinor-15-epi-15-Fa 324.9 237.1 80 0 Negativa
2,3-dinor-15-F 325.1 137.1 80 0 Negativa
2,3-dinor-6-keto-PGFia 341 134.9 160 24 Negativa
2,3-dinor-8-is0-PGFaa 325.2 237.1 100 5 Negativa
20-OH-PGE2 367.1 349.2 120 0 Negativa
20-OH-PGFza 369.2 325.1 80 0 Negativa
5-epi-5-F2t 353.2 334.8 80 0 Negativa
5-Fa 353.1 335.2 90 0 Negativa
6-keto-PGF1a 369 245.1 160 24 Negativa
8-epi-8-Fat 350.6 127.2 90 0 Negativa
8-Fat 351.2 126.8 90 15 Negativa
8-is0-15-keto-PGE:2 349 234.9 100 5 Negativa
8-is0-15-keto-PGFza 351.1 315.1 100 0 Negativa
8-iso-PGE1 352.9 234.8 80 15 Negativa
8-is0-PGF1a 355.1 311.1 90 15 Negativa
8-is0-PGF2a 353.2 193.1 125 21 Negativa
8-150-PGF2p 353.2 193.1 80 20 Negativa
ent-8-is0-15(5)-PGFax 353.1 309.1 100 0 Negativa
ent-PGFax 353.1 309 90 0 Negativa
PGA: 333.2 271.2 80 5 Negativa
PGD2 350.9 315 80 5 Negativa
PGDM 327.1 309.1 90 0 Negativa
PGE1 353.2 317.2 80 5 Negativa




88 JAVIER MARHUENDA HERNANDEZ

Tabla 2 (continuacidn). Caracteristicas MRM para la determinacién de eicosanoides en
UHPLC-MS/MS

Nombre del compuesto PreIc?Esor Ion Resultante frfgrlrizgri:a(jieén E:Ef E I;Z:e Polaridad
PGE2 351.2 333.1 100 0 Negativa
PGFia 355.2 311 90 15 Negativa
PGH:2 351.2 271.2 100 0 Negativa
Tetranor-PGAM 309 290.9 70 0 Negativa
Tetranor-PGDM 327.1 108.9 80 20 Negativa
Tetranor-PGDM-lactona 309.1 142.9 90 10 Negativa
Tetranor-PGEM 327 308.8 50 0 Negativa
Tetranor-PGFM 329.4 311.1 89 8 Negativa
Tetranor-PGJM 309 155 100 15 Negativa
U-44069 349.2 219.1 145 22 Negativa
U-46619 349.2 219.1 145 22 Negativa

5. ANALISIS DE NEUROPROSTANOS Y F--DIHOMO-
ISOPROSTANOS EN ORINA MEDIANTE UHPLC-QqQ-MS/MS

La cromatografia liquida acoplada a espectréometro de masas ha
demostrado ser el método mads especifico y versatil para determinar
biomarcadores provenientes de peroxidacion lipidica (Vigor y col., 2014). Para
analizarlos, tanto los NeuroPs como los F2-Dihomo-IsoPs se separaron usando un
sistema UHPLC acoplado a un espectréometro de masas de triple cuadrupolo 6460
(Agilent Technologies, Waldbronn, Alemania).

La separacion cromatografica se llevo a cabo en una columna ACQUITY
BEH Cis (2.1 x 50 mm, 1.7um) (Waters, MA, EE.UU.). Las temperaturas de la
columna fueron 6 °C (izquierda) y 6 °C (derecha). El andlisis de las muestras se
llevd a cabo siguiendo el método descrito por Medina y col. (2015). El modo de
monitorizacion de reaccion multiple (MRM) se realizé utilizando la ionizacién en
el modo negativo (ESI). Las fases moéviles A (agua) y B (metanol) contenian ambas
un 0.01% de 4cido acético (v:v). El flujo fue de 0.2 mL min™ usando un esquema de
gradiente lineal (t;% fase B): (0.0; 60), (7; 70), (7.01; 90), (10; 90), (10; 60).
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El volumen de inyeccion fue de 20 pL. Las condiciones para los parametros
de MS fueron las siguientes: flujo de gas 8 pL min", nebulizador 30 psi, voltaje
capilar 4.000 V, voltaje de boquilla de 1.000 V, temperatura del gas de 325 °C;
finalmente, el flujo de corriente en chorro de gas fue 12 puL min™. El tiempo para
un solo analisis fue de 10.01 min. El voltaje a la salida del capilar y la energia de
colision fueron optimizados para cada compuesto para generar los iones de
productos mas abundantes (Tabla 3). La adquisicion y procesamiento de datos se
realiz6 mediante el software MassHunter B.04.00 (Agilent Technologies,
Walbronn, Alemania). La concentraciéon se calculdo mediante la relacion del area
de los iones de los compuestos con los correspondientes estdndares comerciales
(Medina y col., 2015).

Tabla 3. Caracteristicas MRM para la determinaciéon de neuroprostanos y Fa-dihomo-
isoprostanos en UHPLC-MS/MS

Ton Energia de Energia de

Nombre del compuesto Precursor Ion Resultante fragmentacion colision Polaridad
10-epi-10-Fa-NeuroP 377 152.8 80 0 Negativa
10-Fa-NeuroP 377.1 152.9 90 15 Negativa
17-epi-17-Fa-DihomolsoP 381.1 319.1 80 0 Negativa
17-Fa-DihomolsoP 381.1 337.1 80 5 Negativa
4(RS)Fa-NeuroP 377.1 271.2 80 0 Negativa
4-epi-4-Fs-NeuroP 379 219 90 0 Negativa
4-Fs-NeuroP 379.1 101 80 0 Negativa
4-Fy-NeuroP 377.1 333.1 80 0 Negativa
ent-7(RS)-7-F2-DihomolsoP 381.1 363.2 80 0 Negativa
ent-7-epi-7-Fa-DihomolsoP 381.1 362.9 80 0 Negativa

6. EXTRACCION Y DETERMINACION DE FITOPROSTANOS EN
MUESTRAS DE VINO Y MOSTO MEDIANTE UHPLC-QqQ-
MS/MS

Para el andlisis de FitoPs, se realizo una extraccion a los vinos y mostos
siguiendo el método de extraccion de fase solida para aceite desarrollado por

Collado-Gonzalez y col. (2015). Los cartuchos empleados para la extraccidon en
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fase solida fueron Strata X-AW Strata X-AW (Phenomenex, 100 mg, 3 mL";
California, EE.UU), acondicionados con 2 mL de metanol seguido de 2 mL de
agua. Se empled 1 mL de muestra, la cual también se pasé a través de los
cartuchos. Posteriormente, se lavaron con metanol:agua (1:3, v:v) seguido de 2 mL
de acetonitrilo. Por ultimo, la elucién se realizé con 1 mL de metanol. Las
muestras se desecaron al vacio y se reconstituyeron con 200 pL de mezcla de fases
de elucion A:B (90:10, v:v) y se pasaron a través de un filtro de 0.45 um (Millipore,
MA, EE.UU).

La separacion cromatografica de los FitoPs se realizd6 mediante una
columna BEH Cis (2.1 x 50 mm, 1.7 um) (Waters, Milford, M. A., EE.UU.), y un
UHPLC acoplado a espectrometro de masas con triple cuadrupolo con interfase
“electrospray” (modelo 6460, Agilent Technologies, Waldbronn, Alemania). La
determinacion de los FitoPs se realizd por triplicado, siguiendo el método de
Collado-Gonzélez y col. (2015). Las fases modviles A (agua) y B (metanol)
contenian ambas 0,01% de acido acético (v:v). La elucidn se llevé a cabo bajo flujo
de 0.2 mL min?. El analisis se hizo mediante MRM, con ionizaciéon en modo
negativo (Tabla 4). La cuantificacion de los FitoPs en vinos y mostos se realizé
mediante comparacion con patrones auténticos de 9-Fu-FitoP, 9-epi-9-Fi-FitoP, 16-
Bi-FitoP, ent-16-Bi-FitoP, 9-Li-FitoP y ent-9-Li-FitoP (Collado-Gonzalez y col.,
2015).

Tabla 4. Caracteristicas MRM para la determinacién de fitoprostanos en UHPLC-MS/MS

Nombre del compuesto Prelcourlsor Ion Resultante fraEgn;regxifacclii')n Erclgigsizge Polaridad
16-B1-FitoP 307.2 235.2 70 0 Negativa
9-Eu-FitoP 325.2 307.2 80 0 Negativa
9-epi-9-Fi-FitoP 327.2 171.2 80 0 Negativa
9-Li-FitoP 307.1 185.2 70 0 Negativa
ent-16-Bi-FitoP 307.2 289.2 70 0 Negativa
ent-16-epi-16-F1t-FitoP 327.2 251.2 80 0 Negativa
ent-16-Fi-FitoP 327.2 251.2 80 0 Negativa
ent-9-Li-FitoP 307.1 185.2 70 0 Negativa
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7. IDENTIFICACION Y CUANTIFICACION DE COMPUESTOS
FENOLICOS MEDIANTE HPLC-DAD

Las muestras de vino y mosto tinicamente se procesaron para extraer los
estilbenos, mientras que los demds compuestos fenolicos se midieron sin hacer
ninguna extraccion previa. Para la extraccion de estilbenos, se emplearon 5 mL de
acetato de etilo y 5 mL de hidrogenocarbonato de sodio (5% en agua) a un
volumen de muestra de 3 mL. La mezcla se dejé decantar hasta a separacion de
las fases, momento en el que se desechd la fase fenolica previa cuantificacion de
su volumen. La fase que quedo arriba se desecd en rotavapor a 40 °C y se

reconstituyd con 2 mL de metanol.

Antes de su anadlisis, las muestras de vino y de mosto se filtraron a través un
filtro de 0.45 um Millex- HV13 (Millipore, EE.UU.). Tras el filtrado, se inyectaron
20 pL de muestra, usando una columna de fase reversa Lichrocart RP-18 (Merck,
Darmstadt, Alemania) (25 x 0.4 cm, 5 pm). Para su analisis mediante HPLC-DAD,
se emple6 una bomba Merck-Hitachi L-6200 (Merck-Hitachi, Darmstadt,
Alemania) y un detector de diodos Shimadzu SPD-M6A UV (Shimadzu, Kyoto,
Japon). Las fases moviles fueron, agua:acido férmico (95:5, v:v) como fase A, y
metanol de grado HPLC como fase B; mientras que el flujo utilizado fue de 1 mL
min’. La elucién se realizd con un gradiente partiendo de un 2% de fase B,
llegando a 32% de fase B a los 30 min, 40% de fase B a los 40 min, y 95% de fase B

a los 50 min.

Los diferentes compuestos fendlicos detectados en las muestras de vinos y
mostos, fueron identificados mediante sus espectros UV-Vis y la comparacion
cromatografica con sus patrones originales. Los antocianos se cuantificaron
mediante comparacion cromatografica con cianidina-3-rutinésido a 510 nm,
mientras que los flavonoles fueron cuantificados mediante comparacion
cromatografica con rutina a 360 nm. Por otra parte, los estilbenos y los derivados
del &cido hidroxicindmico se cuantificaron mediante comparacién cromatografica
con resveratrol y 4acido clorogénico a 320 nm respectivamente. Todos los analisis
se realizaron por triplicado. Por dultimo, la identificacion de los restantes
compuestos fenolicos se realiz6 mediante comparacion de los tiempos de

retencion con la literatura anterior usando el mismo método y equipo de analisis
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(Guerrero y col.,, 2009; Mulero y col., 2010; Mulero y col.,, 2011; Zafrilla y col.,
2003).

8. EXTRACCION Y DETERMINACION DE HIDROXITIROSOL Y SUS
METABOLITOS EN MUESTRAS DE VINO Y MOSTO MEDIANTE
UHPLC-QqQ-MS/MS

Para la extraccion de OHTyr y sus metabolitos, las muestras de vinos y
mostos se diluyeron en proporcion 1:4 (500 pL de cada muestra en 2 mL de
agua:acido formico (98:2, wvw)). Se emplearon cartuchos Strata X-AW
(Phenomenex, California, EE.UU) para la SPE, y se acondicionaron con 4 mL de
agua:acido férmico (98:2, v:v). Después de la adiciéon de 1 mL de muestra, los
cartuchos se lavaron con 2 mL de agua:acido féormico (98:2, v:v). Finalmente, se
empled 1 mL de metanol:acido férmico (98:2, v:w) para la extraccion de los
compuestos de interés, el volumen resultante se llevd a sequedad en condiciones
de vacio. Las muestras se reconstituyeron en 150 uL de mezcla agua:acido
féormico (99.9:0.1, v:v) y metanol, en proporcion (90:10, v:v). Después de un
tratamiento suave con ultrasonidos, durante 10 min a temperatura ambiente, las
muestras se pasaron a través de un filtro de 0.45 um Millex- HV13 (Millipore,
EE.UU.) (Dominguez-Perles R, 2015).

La determinacién de OHTyr y sus metabolitos se consiguié6 mediante un
UHPLC, acoplado a espectrémetria de masas con triple cuadrupolo con fuente de
ionizacion “electrospray” (modelo 6460, Agilent Technologies, Waldbronn,
Alemania). Para la separacion cromatografica se emple6 una columna Waters
Acquity UPLC BEH Cis (1.7 pm 2.1x50mm). Como fases moviles se emplearon
agua:acido formico (99.9:0.1, v:v) como fase A, y metanol como fase B. El perfil de
elucion fue: 20% de fase B (0 min), 95% de fase B (6 min), 100% de de fase B (7
min) y 20% B de fase (10 min). El flujo fue de 10 pL min?, mientras que el
volumen de inyeccion fue de 3 pL. Las condiciones ESI-MS/MS fueron:
temperatura de gas: 225, voltaje de la boquilla: 1000, capilares de tensién (+): 3000,
flujo de gas: 11, flujo de nebulizador: 10/40 (Dominguez-Perles R, 2015). Las

transiciones MRM para cada uno de los compuestos se muestran en la Tabla 5.
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Tabla 5. Caracteristicas MRM para la determinacion de melatonina y derivados, triptdfano,
e hidroxitirosol y metabolitos en UHPLC-MS/MS

Nombre del compuesto Prelcourlsor Ion Resultante frfgrfliffaiieén E:Zfiiz:e Polaridad
OH-melatonina glucurénido 423 232.1 115 5 Negativa
OH-melatonina 247 232.1 115 5 Negativa
Melatonina 233 174.1 90 0 Positiva

Serotonina 177 159.9 90 0 Positiva

Hidroxitirosol acetato 195 135 75 0 Negativa
Acido homovanilico 181 136.8 75 5 Negativa
Alcohol homovanilico 167 122.6 80 0 Negativa
Hidroxitirosol 153.1 123 80 0 Negativa
Tirosol 137 92.9 80 0 Negativa
Triptéfano 375.2 171 120 0 Positiva

9. EXTRACCION Y DETERMINACION DE MELATONINA Y
SEROTONINA EN MUESTRAS DE VINO Y MOSTO MEDIANTE
UHPLC-QqQ-MS/MS

Para el andlisis de melatonina y serotonina, la extraccion de los vinos y
mostos, se realizd siguiendo el método desarrollado por Mena y col. (2012);
(Rodriguez-Naranjo y col., 2011; Rodriguez-Naranjo y col., 2011). Se emplearon
cartuchos Oasis Cis los cuales se acondicionaron previamente con 2 mL de
metanol, seguidos de 2 mL de agua MiliQ (Millipore, MA, EEUU). Acto seguido,
500 pL de cada muestra se pasaron a través de los cartuchos, y se lavaron con 2
mL de metanol:agua (10:90, v:v). Posteriormente, se eluy6 con 1 mL de metanol y
se evapord hasta sequedad, bajo condiciones de vacio. Los sedimentos se
suspendieron en metanol:agua (1:1, v:v) hasta una concentracion de 3:1 (v:v). Tras
un tratamiento suave con ultrasonidos, durante 10 minutos a temperatura
ambiente, las muestras se pasaron a través de un filtro de 0.45 um Millex- HV13
(Millipore, MA, EE.UU.).

La determinacion y cuantificaciéon de melatonina y de serotonina, se llevo a
cabo el método publicado por Rodriguez-Naranjo y col. (2011). La separacion de

melatonina y serotonina, se realizo mediante un UHPLC, acoplado a un
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espectrometro de masas con tecnologia de triple cuadrupolo equipado con fuente
de ionizacién “electrospray” (modelo 6460 Agilent Technologies, Waldbronn,
Alemania), empleando una columna Waters Acquity UPLC BEH Cis 1.7 pum
2.1x50mm (Tabla 5). El gradiente consistid en agua como fase A y metanol como
fase B, ambos con acido férmico al 0.1% (v:v). El perfil de elucién fue: 40% de fase
B a los 2 min, 85% de fase B a los 6 min y 90% de fase B a los 10 min. Finalmente,

el flujo fue de 10 uL min! y el volumen de inyeccion fue de 3 pL.

10. EXTRACCION Y DETERMINACION DE TRIPTOFANO EN
MUESTRAS DE VINO Y MOSTO MEDIANTE UHPLC-QqQ-
MS/MS

El contenido en triptéfano se determind utilizando el método descrito
anteriormente por Salazar y col. (2012), con las modificaciones de Collado-
Gonzaélez (2014). Para el procesado, 500 uL de cada muestra se diluy6 en ImL de
tampon metanol:agua (1:1, v:v). Posteriormente, se incubaron en hielo seco
durante 5 minutos, se introdujeron en un bafo de ultrasonidos durante 1 minuto,
y se centrifugaron durante 10 minutos a 10.000 rpm (centrifuga 5804 R,
Hamburgo, Alemania). Los sobrenadantes se transfirieron a un vial, mientras que
los precipitados se volvieron a extraer con 500 uL de tampdn. El estdndar original
de triptéfano fue preparado en Bis-Tris (pH=6.5). El protocolo experimental fue el
siguiente: en un vial de 2 mL se afiadieron 350 uL de tampon de borato (0.2 M de
sodio, pH=8.8), 5 mM EDTA disddico de calcio, y 50 puL de muestra diluida. Esta
solucién se incubdé durante 1 minuto a temperatura ambiente, seguida de una
incubacion en bloque térmico a 55 °C durante 10 minutos. Los sobrenadantes se
desecharon, mientras que el precipitado se volvid a extraer con 500 uL de tampdn
de extraccion, se homogeneizaron, se incubaron en hielo, y se centrifugaron de
nuevo. Finalmente, todos los sobrenadantes se combinaron, y los extractos se
derivatizaron inmediatamente. Para la derivatizacién se siguidé el protocolo de
(Collado-Gonzalez, 2014). Se realiz6 una mezcla de 350 pL de tampdn borato
(borato sédico 0.2 M, pH 8.8, con 5 mM de EDTA), 50 pL del patrén de triptdfano
y 100 pL de 6-aminoquinolil-N-hidroxisuccinimidil carbamato (AQC)

reconstituido (polvo seco de AQC, llevado a 10 mM en acetonitrilo). Finalmente,
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la mezcla se agitd y se calent6 en placa calefactora a 55 °C durante 10 minutos.
Antes de su analisis en UHPLC, mediante el método desarrollado por Collado-
Gonzaélez (2014), las muestras se pasaron a través de un filtro de 0.45 pum Millex-
HV13 (Millipore, EE.UU.).

Para la separacion cromatogréfica, se empled una columna AccQ BEH Ultra
Tag (2.1x100 mm, 1.7 um) (Waters, Irlanda). Se utilizaron dos tipos de eluyentes
para la separaciéon por gradiente, la fase mévil A consistié en 50 mL de solucion
acuosa (acetonitrilo, dcido formico y de amonio en acetato de agua 5 mM; 10:6:84,
v:v:v) y 950 mL de agua; mientras que, la fase movil B consistio en una mezcla de
acetonitrilo y acido férmico (99.9:0.1, v:v). El volumen de inyeccion fue de 20 uL y
el flujo de 0.5 mL min-'. La evolucién del gradiente fue la siguiente: 99.9% de fase
A hasta los 0.5 min, 90.9% de fase A hasta los 5.7 min, 78.8% de fase A hasta los
7.7 min, 40.4% de fase A hasta los 8-10 min, 10% de fase A hasta los 10.01 a 12 min
y 99.9% de fase A hasta los 12.01-14 min. Las condiciones de MRM se muestran en
la Tabla 5.

11. EXTRACCION Y DETERMINACION DE CATABOLITOS DE ADN
EN MUESTRAS DE PLASMA MEDIANTE UHPLC-QqQ-MS/MS

Como paso previo al andlisis de las muestras de plasma, éstas se procesaron
mediante SPE. La extraccion de los catabolitos de ADN se realizé con cartuchos
ISOLUTE (Env, 1 mL, 50 mg), siguiendo el protocolo de Lam y col. (2012) para 8-
OH-2’-desoxiguanosina con algunas modificaciones para aumentar el numero de
compuestos a estudio. El plasma fue desproteinizado con sulfato de Zinc 495.2
mM vy diluido en agua (1:1, v:v), los cartuchos se acondicionaron con 1 mL de
metanol y se equilibraron con 1 mL de agua. Tras introducir las muestras en los
cartuchos, se lavaron dos veces con 300 mL de agua. Finalmente, se extrajeron con
300 mL de acetonitrilo:metanol (20:80, v:v). Las muestras se llevaron hasta
sequedad total bajo presion positiva y se reconstituyeron en 50 mL de fase B (2.5
nM 4cido acético:acetato de amonio pH=3.9), para analizarlas en el UHPLC-QqQ-
MS/MS.



96 JAVIER MARHUENDA HERNANDEZ

El andlisis cromatografico se llevd a cabo mediante UHPLC acoplado a
espectrometro de masas con triple cuadrupolo con fuente de ionizacién
“electrospray” (modelo 6460, Agilent Technologies, Waldbronn, Alemania). La
separacion cromatografica se realizo mediante una columna Kinetex HILIC
(100x2.1 mm, 1.7 um). La temperatura de la columna se ajusté a 27 °C para ambos
extremos. El método utilizado fue el desarrollado por Villafio y col. (2015). Las
fases moviles empleadas fueron acetonitrilo como fase A y acido acético:acetato
de amonio 2.5 nM (pH=3.9), como fase B. El gradiente empezd con un 30% de fase
B y a los dos minutos se increment6 hasta un 95% hasta los 6 minutos, con un
post-run de 2 minutos. El flujo y el volumen de inyeccién fueron 0.2 mL min-! y 20
uL, respectivamente. El analisis se realizé mediante UHPLC-QqQ-MS/MS con
fuente de ionizacion “electrospray” en modo negativo y positivo, dependiendo
del analito y usando MRM (Tabla 6).

Tabla 6. Caracteristicas MRM para la determinacion de catabolitos de DNA en UHPLC-
MS/MS

Nombre del compuesto PreIcct)lr;sor Ion Resultante frfgrizgri?a(jieén Elcl(e)fi‘?:,):e Polaridad
8-NO2-cGMP 389 194.7 110 0 Negativa
cGMP 346 151.9 110 0 Positiva
8- NOz-guanosina 327.1 194.8 110 10 Negativa
8-OH-guanosina 298 207.7 80 0 Negativa
8-OH-2"-desoxiguanosina 284.3 167.8 110 0 Positiva
8- NO2-guanina 195.1 178 80 5 Negativa
8-OH-guanina 168.1 140.3 80 15 Positiva
8-feniltioadenosina 376.1 244 100 0 Positiva

12. PRUEBAS ESTADISTICAS REALIZADAS PARA COMPROBAR LA
RELACION ENTRE LA INGESTA DE LOS DIFERENTES
COMPUESTOS PRESENTES EN EL VINO Y LOS DIFERENTES
MARCADORES ESTUDIADOS

Las diferentes pruebas estadisticas realizadas para el desarrollo de la

presente Tesis Doctoral se han ejecutado con el programa IMB statistics SPSS 21.
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Con el fin de comprobar la variabilidad dentro de las diferencias
observadas tras el desarrollo del estudio, se realizé6 un andlisis de varianza
(ANOVA) con todos los datos obtenidos.

Para determinar la implicacion individual de los distintos compuestos
bioactivos y el TPC en la excrecion urinaria de los distintos marcadores, se realizo
un analisis de regresion simple (R?). Este método estadistico, permite conocer la
relaciéon individual de cada uno de los compuestos bioactivos y el total de

compuestos fendlicos (TPC) con los marcadores a estudio.

Sin embargo, y puesto que tanto los vinos como los mostos son matrices
compuestas por diversos compuestos de interés, es imprescindible estudiar todas
las relaciones de forma simultanea. Para ello, los resultados obtenidos tras la
determinacion de la regresion simple se contrastaron con un analisis de regresiéon
multiple por pasos sucesivos (stepwise). Esta prueba estadistica, se basa en la
inclusion de las distintas variables a estudio dentro de un modelo de regresion,
condicionado por el valor de significancia (p). En cada paso se introduce la
variable independiente (MEL, OHTyr, HV-Acid, HV-Alc y TPC), que no se
encuentre ya en la ecuacion y que tenga la probabilidad para p mas pequefia, si
esa probabilidad es suficientemente pequena (p<0.05). Las variables ya
introducidas en la ecuacion de regresion, se eliminan de ella si su probabilidad
para p es mayor que las nuevas variables introducidas en la ecuacién. El método

termina cuando ya no hay mas variables candidatas a ser incluidas o eliminadas.

Asi pues, mediante la correlacion multiple por pasos sucesivos se pueden
tratar todas las variables independientes de forma simultdnea. De este modo se
puede conocer el peso estadistico de cada una dentro la misma matriz mediante,
el coeficiente de determinacidn (R? para las variables dependientes seleccionadas).
Este coeficiente de determinacion indica la cantidad de cambio en puntuaciones
tipicas, que se producira en la variable dependiente (los distintos marcadores a
estudio) por cada cambio de una unidad en la variable independiente (MEL,
OHTyr, HV-Acid, HV-Alcy TPC).

De forma practica, el coeficiente de determinacién indicara el porcentaje de
cambio de los marcadores que se explica mediante la ingesta de los diferentes

compuestos bioactivos y/o el TPC.
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1. CARACTERIZACION DE LOS MOSTOS Y VINOS EN BASE A SU
CONTENIDO EN POLIFENOLES, MELATONINA E
HIDROXITIROSOL Y SUS METABOLITOS

1.1. ANALISIS CUALITATIVO Y CUANTITATIVO DE COMPUESTOS
FENOLICOS EN EL MOSTO Y DE VINO

El andlisis de los compuestos fendlicos presentes en los vinos y mostos
analizados mostr6 cinco antocianinas (delfinidina-3-O-glucdsido, cianidina-3-O-
glucodsido, petunidina-3-O-glucdsido, peonidin-3-O-glucdsido y malvidina-3-O-
glucosido), cuatro derivados del acido hidroxicinamico (dcido caftéarico, acido p-
cumadrico, acido fertarico y &cido cutdrico), seis flavonoles (miricetina-3-O-
glucdsido, quercetina-3-O-glucosido, quercetina-3-O-rutindsido, kaempferol-3-O-
glucdsido, miricetina y quercetina) y dos estilbenos (trans-piceido y trans-
resveratrol). Las concentraciones encontradas de cada compuesto fendlico se

muestran en la Tabla 7.

Las antocianinas (glucdsidos de antocianos) son los compuestos fenolicos
mayoritarios que se pueden encontrar en vinos y mostos. En conjunto, el mayor
contenido total de antocianinas (TAC) se hallé6 en CMW (p>0.05) seguido por AW,
alcanzando 361.7+11.2 ug mL"'y 174.5+5.9 ug mL", respectivamente. Sin embargo,
el TAC encontrado en HEW fue significativamente menor, tinicamente 58.6+0.7
ug mL1. En cuanto a los mostos, CMM y AM fueron los que mostraron el menor
TAC, 68.443.7 ug mL' y 71.6+3.2 ug mL, respectivamente. A su vez, HEM
mostré un TAC casi dos veces mayor (p<0.05) (124.5+4.5 ug mL"') que los dos
mostos anteriores. HEM proviene de las uvas de cepas muy viejas (mas de 50
anos), que se encuentran expuestas a un estrés mayor que las cepas mas jovenes
(Soleas y col., 1997), lo que puede explicar el mayor TAC en comparacion con
CMM y AM. Como puede apreciarse, el TAC encontrado en CMM y AM fue
significativamente menor que el de sus dos vinos terminados (CMW y AW). Esto
indica un incremento en el contenido de antocianinas durante el proceso de
elaboracion del vino, demostrando un cambio en el perfil de antocianinas durante

la crianza de larga de duracién (Boido y col., 2011; Flanzy, 2000).



102 JAVIER MARHUENDA HERNANDEZ

Tabla 7. Contenido de polifenoles de las distintas muestras estudiadas

CMW CMM AW AM HEW HEM

Delfinidina-3-O-glucésido ~ 55.9¢2.1° 12,1205 39.8204°  129+1.1%  11.3:07'  14.6:14°
Cianidina-3-O-glucésido ~ 2.4#0.05°°  4.0:0.1° 342009  3.6:0.08°  0.6+0.04° 7.2+0.8°
Petunidina-3-O-glucésido ~ 54.7+1.2° 9.1x0.5" 30.240.2° 9.1x0.9° 8.1x0.0° 13.8+0.5°
Peonidina-3-O-glucésido ~ 11.7+1.0° 7.3%1.5° 10.9£0.3" 7.30.7° 332004 14.6+1.9°
Malvidina-3-O-glucésido  236.8+10°  35.8+23°  90.15.1°  385:20.0°  35.140.1°  74.1339°

TOTAL antocianinas 361.7+11.2°  684£37°  1745:59°  71.6:32"  58.6:04°  124.5+4.6"
Acido caftarico 45145 05:0.02°  48.8:0.03"°  03:0.02"  55.7+4.7° 2.3+0.2°
Acido p-coumérico 1.3+0.07° - 10.5:0.7° - 14.4+1.04° -
Acido fertarico 0.7+0.04° - 2.40.08" - 5.240.3" -
Acido cuotérico 40.8+1.7°  0.3x0.06° 13.6:0.3°  0.240.02"  20.5:0.7° 1.120.0°
TOTAL derivados acido

a c b c a c
hidroxicinamico 87.9+6.3 0.9+0.08 75.5+1.1 0.5+0.04 95.8+6.7 3.4+0.2

Miricetina-3-O-glucdsido 3.9+0.06 1.0+0.04° 4.240.2° 1.0£0.04° 2.840.2" 1.240.05°

Quercetina-3-O-glucésido ~ 2.3+0.2° 0.6+0.1° 3.30.1° 0.6+0.09" 6.840.2° 0.7+0.1¢

Quercetina-3-O-rutinésido ~ 33.3x1.8" 2.1:0.1° 24.9+3.3° 2.0+0.1° 49.7+5.2° 2.4+0.1°

Kaempferol-3-O-glucésido  10.1+1.2° 25:0.1° 6.4+0.3° 2.30.1° 18.8+1.2° 2.90.1°

Miricetina 5.1+0.1° 1.8+0.1° 2.3+0.1° 1.7+0.1° 3.7+0.1° 2.1+0.1°
Quercetina 3.2+0.1° 1.7+0.2°¢ 1.2+0.03" 1.6£0.2° 4.8+0.1° 2.06+0.2°
TOTAL flavonoles 58.1+1.3" 10.0+0.3° 42.5+4.1° 9.4+0.3° 86.8+4.2° 11.5+0.6°
Trans-piceido 02:0.02°  012001°  02¢0.01°  0.08£0.01°  05:0.04  0.2:0.03"
Trans-resveratrol 4.8+1.0° 0.8+0.06" 2.1:0.1° 0.7+0.1° 3.3:0.2" 0.8+0.06"
TOTAL estilbenos 5.1+1.0° 0.9+0.1° 2.3+0.1° 0.8+0.1° 3.9+0.2° 1.1£0.1°
Total fenoles (TPC) 513.0420.0° 80.3+4.1°" 2948+11.4° 825:3.6°  2453+12.0° 140.7452°

Los resultados se expresan en pg mL+SD. WR: Ron blanco; CMW/CMM: vino/mosto de

maceracion carbonica; AW/AM: vino/mosto crianza; HEW/HEM: vino/mosto de autor.

De los cinco glucosidos de antocianos, la principal antocianina tanto en
vinos como en mostos, fue la malvidina-3-O-glucoésido (p<0.05). El contenido de
malvidina-3-O-glucésido en CMW fue especialmente notable (236.8+10.0 pg mL-
1), lo que influye en el TAC mostrado por CMW en gran medida. Por otra parte, la

delfinidina-3-O-glucodsido y la petunidina-3-O-glucdsido también destacaron con
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respecto a las demads antocianinas, viéndose reflejado en los similares valores

encontrados (565.9+2.1 ug mL!y 54.7+1.2 ug mL-, respectivamente).

El contenido total de los derivados del acido hidroxicinamico (THC) mostro
unas diferencias muy marcadas entre las muestras, dando lugar a dos grupos
diferenciados (Tabla 7). Los tres vinos contenian un THC muy elevado,
destacando (p<0.05) CMW (87.9+6.3 ug mL"') y HEW (95.8+6.7 ug mL"') mas que
AW (75.5£1.1 pg mL?). Sin embargo, ninguno de los tres mostos mostrd
cantidades significativas de THC, mostrando valores comprendidos entre 0.5+0.04
ug mL"' y 3.4+0.2 pg mL-. El contenido individual de los derivados del acido
hidroxicindmico, también se puede dividir en dos grupos diferenciados. El acido
caftarico y el acido cutarico fueron los principales representantes de esta familia
de polifenoles, y se encontraron principalmente en los vinos terminados. Sobre
todo, el contenido de 4cido caftarico fue mayor (p<0.05) en HEW (55.7+4.7 ug mL-
1), mientras que el mayor contenido de dacido cutéarico (p<0.05) pertenecio
principalmente a CMW (40.8+1.7 ug mL™"). Por el contrario, el acido p-cumaérico y
acido fertdrico, fueron compuestos con una importancia relativa en los vinos

tintos, siendo indetectables en los mostos.

El contenido total de flavonoles (TFC), presentd una distribucion similar a la
observada previamente para el THC. Los tres vinos mostraron un mayor TFC en
comparacion con los mostos (p<0.05). El TFC mas alto se encontr6 en HEW
(40.8+1.7 ug mL1) (p<0.05), seguido de CMW (58.1+1.3 ug mL") y AW (42.5+4.1 ug
mL7). A su vez, el TFC de los mostos, comprendid valores entre 9.4+0.3 ug mL'y
11.5+0.3 pg mL-. Tras el analisis de los diferentes flavonoles identificados en las
muestras de vino y mosto, se comprobd que la quercetina-3-O-rutinésido y el
kaempferol-3-O-glucdsido eran los flavonoles mayoritarios. Ambos compuestos
se encontraron principalmente en HEW (49.7£5.2 ug mL? de quercetina-3-O-
rutindsido y 18.8+1.2 ug mL-! de kaempferol-3-O-glucdsido).

Por ultimo, el contenido total de estilbenos (TEC) fue mayor (p<0.05) en
CMW y en HEW, con 5.1#1.0 ug mL' y 3.9+0.2 ug mL?, respectivamente.
Mientras tanto el TEC de AW fue 2.3+0.1 ug mL", muy similar al obtenido tras
analizar HEM (1.1+0.1 ug mL"). Finalmente, los menores valores de TEC se
observaron en CMM (0.9£0.07 ug mL') y AM (0.8+0.1 pug mL"). El principal
estilbeno, encontrado tanto en vinos como en mostos, fue el trans-resveratrol. El

mayor contenido de trans-resveratrol se encontro tras el analisis de CMW (4.8+1.0
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ug mL7). A pesar de que AW y HEW presentaron concentraciones de trans-
resveratrol superiores a las encontradas en los mostos (p<0.05) (2.1+0.1 pg mL" en
AW y 3.3+0.2 pg mL?! en HEW), estos valores fueron menores que los que
present6 CMW (p<0.05). Finalmente, los valores de trans-resveratrol encontrados
en los distintos mostos estuvieron comprendidos entre 0.7+0.1 ug mL" y 0.8+0.06

pug mL1.

1.2. ANALISIS CUALITATIVO Y CUANTITATIVO DE MELATONINA Y
SEROTONINA EN VINOS Y MOSTOS

El analisis por UHPLC-MS/MS, ha demostrado ser un método fiable y til
en la identificaciéon de melatonina (MEL), en muestras de vino (Rodriguez-
Naranjo y col., 2011; Rodriguez-Naranjo y col., 2011). Por ello fue utilizado
durante el desarrollo de los andlisis. El contenido de MEL fluctué mucho de una
muestra a otra, sin embargo ninguna muestra de vino o mosto presenté una

concentracion significativa de serotonina.

Tras el analisis de las muestras, la concentracién de MEL se dividid
claramente en dos grupos diferentes en base a su concentracion en las muestras
(Tabla 8). El andlisis de los mostos, mostré una concentraciéon de MEL muy
similar entre ellos (p>0.05), ademds de resultar significativamente inferior a la
encontrada en los vinos (p<0.05). La cantidad de MEL encontrada en CMM fue de
0.4+0.03 ng mL"' y de 1.2+0.1 ng mL"' en AM. Finalmente, se detecté 0.03+0.004 ng
mL! en HEM. Los resultados contrastan con los obtenidos en los vinos, debido a
la formacion de MEL durante el proceso de fermentacion del mosto a través del

metabolismo de las levaduras (Rodriguez-Naranjo y col., 2011).

Asi pues, la mayor cantidad de MEL (p<0.05) se observé en CMW (161.8+7.1
ng mL"), mientras que los restantes dos vinos presentaron una concentracion de
MEL significativamente menor (p<0.05). En AW se encontraron 26.3+1.3 ng mL"
de MEL, asi como 19.6+1.1 ng mL' en HEW.
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1.3. ANALISIS CUALITATIVO Y CUANTITATIVO DE HIDROXITIROSOL Y
SUS METABOLITOS EN VINOS Y MOSTOS

Una de las mayores fuentes de hidroxitirosol (OHTyr) en la dieta es el vino
tinto (Fernandez-Mar y col., 2012). El andlisis de OHTyr y sus metabolitos, mostrd
cantidades significativas tanto de OHTyr como de sus dos metabolitos
principales, el dcido homovanilico (HV-Acid) y el alcohol homovanilico (HV-Alc)
(Tabla 8).

Los mostos aportaron una gran concentracion de HV-Acid, aunque menor
concentracion de HV-Alc y una cantidad muy pequefia de OHTyr. La cantidad
mas alta de HV-Acid se encontré en CMM (130.7+1.3 pg mL"), seguido de AM y
de HEM (112.4+3.1 ug mL"y 101.0+#2.2 ug mL-, respectivamente). La cantidad de
HV-Alc en mostos varié con respecto a la de HV-Acid. Asi pues, la mayor
concentracion de HV-Alc se detect6 en HEM (60.5+1.3 ug mL"); mientras que
para CMM y AM se observé una cantidad inferior de HV-Alc (14.6+0.1 pug mL"' y
16.2+1.0 ug mL! respectivamente).

Los vinos presentaron menor cantidad de HV-Acid que los mostos (p<0.05).
La cantidad encontrada para cada vino fue de 83.4+13.5 pug mL?' para CMW,
74.3+0.6 pg mL! para AW y de 75.9£7.2 ug mL"' para HEW. El analisis de HV-Alc
en vinos parecio seguir la tendencia contraria, aumentando su concentracion tras
la vinificacion en el caso de CMW (189.2+8.7 ug mL") y de AW (65.5+1.3 pg mL1).
Sin embargo, la cantidad de HC-Alc en HEW no fue superior (51.5+6.2 pg mL") a
la de su mosto (HEM). El aumento de HV-Alc producido tras la vinificacion en
caso de CMW y AM, contrasta con la ligera bajada que se produjo tras la

vinificacion en caso de HEW.

La diferencia mas importante en cuanto a las consecuencias de la
vinificacion estd marcada por el incremento de OHTyr (p<0.05). Como resultado,
HEW mostré la mayor cantidad de OHTyr de todas las muestras del estudio
(35.1£2.5 pg mL"), seguido de AW (29.6+0.4 pg mL") y CMW (16.1+2.9 ug mL").
Las diferencias entre los distintos vinos fueron estadisticamente significativas
(p<0.05). Finalmente, ninguno de los mostos analizados mostraron

concentraciones mayores a 1ug mL-.
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1.4. CUANTIFICACION DE TRIPTOFANO EN MOSTO Y VINO

El proceso de vinificacion es clave en el contenido de triptéfano (TRP) de
los vinos terminados. De hecho, los mostos presentaron una cantidad de este
compuesto significativamente superior a la observada para sus vinos terminados
(p<0.05) (Tabla 8). Las concentraciones mas altas de TRP se encontraron en HEM
(573.1£38.0 ng mL), seguido de CMM (155.7+14.6 ng mL") y de AM (144.2+11.0
ng mL"). Puede observarse que la duracion del proceso de crianza también parece
ser un factor clave en el contenido total de TRP. En efecto, CMW (el cual no tiene
proceso de crianza) mostrd una cantidad superior de TRP (79.1+2.2 ng mL") que
los otros dos vinos, que si incluian periodos de envejecimiento (2.7+0.3 ng mL-! en
AW y 17.7+1.7 ng mL' en HEW).

Tabla 8. Caracterizacion de los vinos y los mostos en base a su contenido de compuestos
bioactivos y triptéfano

Hidroxitirosol y metabolitos

(ug mL")
TRP MEL — Etanol(gr ny x4 HV-Ale  OHTyr
(ng mL") (ng mL1) dosis®)

WR - - 4.14 - - -
CMW 79.142.2¢ 161.8+7.12 4.14 83.4+135¢  189.248.7¢  16.1+2.9°
CMM  155.7+14.6>  0.4+0.03¢ - 130.741.32  14.620.1c  0.5+0.05¢
AW 2.740.3¢ 26.3+1.3 4.14 74.3+0.6c  65.5+1.3>  29.6+0.4
AM 144.2411.00  1.240.1¢¢ - 112.443.12>  162+1.0c  0.9+0.09
HEW 17.7+1.74 19.6+1.1 4.14 75.9+7.2c  51.5#62> 351425
HEM  573.1438.0°  0.03+0.004¢ - 101.042.20>  60.5+1.3>  0.5+0.03¢

TRP: Triptéfano; MEL: Melatonina; HV-Acid: Acido homovanilico; HV-Alc: Alcohol
homovanilico, OHTyr: Hidroxitirosol; WR: Ron blanco; CMW/CMM: vino/mosto de
maceracion carbonica; AW/AM: vino/mosto crianza; HEW/HEM: vino/mosto de autor. *
Se considera como la dosis total ingerida durante 48 horas: 74 mL de ron blanco y 200 mL
de vino y mosto.
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1.5. EVOLUCION DE COMPUESTOS BIOACTIVOS DURANTE LA
VINIFICACION

La evolucion de los compuestos fenolicos, durante la elaboracién del vino y
los procesos de envejecimiento en barrica, se ve influida principalmente por dos
tipos de mecanismos (Marin, 2003). El primero comprende una serie de reacciones
bioquimicas, catalizadas por enzimas (polifenol oxidasa y beta-glucosidasas),
producidas principalmente en las primeras etapas del proceso de elaboracion del
vino tinto. Mientras tanto, el segundo se refiere a las reacciones quimicas (como
reacciones de copigmentacion o condensacion) que tienen lugar durante la
vinificacidn, y que se mantienen durante el proceso de crianza de los vinos. Estas
reacciones conducen a la formacién de nuevas moléculas por la ruptura de
enlaces covalentes, e interacciones moleculares establecidas por enlaces débiles
(Flanzy, 2000; Marin, 2003).

El estudio de la composicién fendlica de los mostos analizados mostro
valores de TPC comprendidos entre 80.3+4.1 ug mL"' y 140.7+5.2 ug mL-. Dichos
valores aumentaron después del proceso de vinificacion, como se puede apreciar
tras el andlisis de su vino finalizado, CMW. De hecho, CMW (513.0+20.0 pug mL™)
fue el vino que mostré mayores valores de TPC. Sin embargo, el proceso de
envejecimiento al que se someten los vinos de crianza, deriva en una disminuciéon
muy acusada del TPC. Esto se puede apreciar al observar los valores de TPC de
AW (294.8+11.4 ug mL?) y HEW (245.3+12.0 ug mL"), los cuales fueron muy

reducidos en comparacion con los de CMW (sin proceso de crianza).

Por lo tanto, el proceso de vinificacion deriva en el aumento de los valores
de TPC de los tres vinos, comparados con sus mostos de origen (Mulero y col.,
2010; Mulero y col., 2011; Zafrilla y col., 2003). Sin embargo, los periodos de
envejecimiento empleados para la elaboracion de AW y HEW, causan la
disminuciéon del TPC de estos vinos en comparacion con CMW. No obstante,
ambos vinos presentan un TPC mas alto que sus mostos de origen AM y HEM.
Como se menciono anteriormente, durante la vinificacion y el envejecimiento de
los vinos de crianza se producen reacciones nucledfilas, ademas de interacciones
electrostaticas entre los flavonoides (antocianinas y proantocianidinas) y otros
componentes del vino (Flanzy, 2000; Marin, 2003). Por otra parte, la escisién

enzimatica del enlace glucosidico de algunos flavonoles y antocianinas produce la
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liberacion de compuestos mas inestables y facilmente degradables que sus
compuestos de origen. Estos factores, conducen a un aumento inicial de la
composicion fenolica de vinos, seguido por los cambios en el perfil fenolico a lo
largo del periodo de envejecimiento (Marin, 2003). Finalmente, en el proceso de
envejecimiento con barricas de roble el vino esta continuamente en contacto con el
oxigeno ambiental. Esto deriva en la formacion de especies pro-oxidantes, como
radicales libres, lo que podria dar lugar a la degradacion de los diferentes

polifenoles (Garcia-Falcon y col., 2007; Oliveira y col., 2011).

El TPC observado tras el analisis de los vinos y mostos de la presente Tesis
Doctoral no fue relevante en comparacion con otras variedades de uva (Cantos y
col.,, 2000; Garcia-Falcon y col.,, 2007; Zafrilla y col., 2003). De hecho un estudio
llevado a cabo en uvas de la variedad “Tempranillo”, demostré que esta variedad
tenia un TPC menor que otras variedades de uva (Guerrero y col., 2009). Otros
estudios, también han demostrado una mayor concentracion de polifenoles
totales en vinos de uva “Tempranillo” que la encontrada en las 3 muestras de
vino analizadas (Cantos y col., 2003; Diago y col., 2012; Guerrero y col., 2009). Sin
embargo, el perfil de polifenoles de los vinos y mostos fue similar al obtenido en
los vinos de uvas de distintas variedades, entre las que se incluye “Tempranillo”
(Cantos y col., 2000; Garcia-Falcdn y col., 2007; Zafrilla y col., 2003).

Como se ha comentado en apartados anteriores de esta Tesis, los efectos
beneficiosos derivados del consumo moderado de vino tinto se han atribuido
principalmente a los polifenoles (Renaud & De Lorgeril, 1992). Ademas de su
capacidad antioxidante, los polifenoles son capaces de ejercer efectos
vasodilatadores, anticancerigenos y neuroprotectores (gracias a la capacidad de
los antocianos y del trans-resveratrol de atravesar la barrera hematoencefalica)
(Artero y col.,, 2015; Schaffer & Halliwell, 2012). Aun teniendo en cuenta los
efectos en la salud de los polifenoles en el organismo humano, la literatura
cientifica demuestra una biodisponibilidad muy baja (Bouayed y col., 2012;
Bouayed y col., 2011; Tagliazucchi y col.,, 2010). Por lo tanto, a pesar de la
capacidad antioxidante de los polifenoles y su importancia en las matrices de vino
y de la uva, su limitada absorciéon parece ser un factor limitante a la hora de
considerar la ingesta de polifenoles como el factor clave en los efectos beneficiosos

derivados de la ingesta de vino tinto. De este modo, queda pendiente de
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demostrar si el contenido de MEL, OHTyr u otros compuestos bioactivos pudiera

ser parcialmente responsable de dichos efectos.

A juzgar por los resultados, una mayor duraciéon del proceso de
envejecimiento produce un descenso del contenido de MEL. De hecho, el tiempo
de crianza junto al tipo de levadura o la temperatura, puede condicionar el
contenido total de MEL (Rodriguez-Naranjo y col., 2011; Rodriguez-Naranjo y
col., 2011). En este sentido, HEW con una crianza de 22 meses de duracion,
presenté un menor contenido de MEL (19.6+1.1 ng mL"!) que AW (26.3+1.3 ng mL-
1), con 14 meses de crianza. Mientras que CMW, sin ningun proceso de
envejecimiento en barrica, mostré un contenido de MEL (161.8+7.1 ug mL™")
superior a los dos vinos envejecidos (AW y HEW). Estos resultados estan en
concordancia con investigaciones previas. En un estudio previo, Rodriguez-
Naranjo y col. (2011) encontraron variaciones similares en vinos de la variedad
“Tempranillo” tras la crianza. De este modo, los vinos sin tratamiento de crianza
parecen ser mas ricos en MEL que los vinos envejecidos en barricas de roble. Es
importante comentar que éste hecho puede deberse a los compuestos pro-
oxidantes generados por la madera de roble y a los que se producen durante la
crianza del vino (al igual que ocurre con los polifenoles) (Jackson, 2008), los cuales
podrian conllevar a una degradacién o pérdida de la MEL. Ademas, la pre-
fermentacion que se produce en la produccion de vinos de maceracion carbdnica
como CMW, puede dar lugar a la formaciéon de compuestos nitrogenados,
susceptibles de ser usados por las levaduras (Rodriguez-Naranjo y col., 2011). De
este modo, se podria potenciar la sintesis de MEL en CMW por procesos que no

tienen lugar en la vinificacion de AW o HEW.

Otros estudios, como el de Vitalini y col. (2013), muestran una
concentracion de MEL menor de 1 ng mL. Esto representa un contenido de MEL
mucho menor que el encontrado para los vinos estudiados en la presente Tesis.
Ademas, otras matrices alcohdlicas procedentes de la fermentacion de granada
(Mena y col., 2012), zumo de naranja fermentado (Ferndndez-Pachén y col., 2014)
o cerveza (Maldonado y col., 2009), también han demostrado menor contenido de

MEL que los vinos tintos.

La disminucién del contenido de MEL coincide con otros autores,

Rodriguez-Naranjo y col. (2011) publicaron una disminucién en el contenido de
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MEL en vinos procedentes de uvas de la variedad “Tempranillo”, tras la
estabilizacion de los mismos. En vino de granada, también se vio una
disminucion del contenido en MEL tras el almacenamiento del vino resultante
(Mena y col., 2012). Atendiendo a la literatura cientifica se describen dos métodos
por los cuales puede ocurrir este proceso. Por un lado, el metabolismo de la
microbiota puede degradar MEL hasta otros compuestos. Por otro lado, los
procesos oxidativos mencionados anteriormente pueden oxidar la molécula de
MEL hasta Nl-acetil-N2-formil-5-metoxikynuramina (AFMK) y N1l-acetyl-5-
metoxikynuramina (AMK) en tltima instancia, dos metabolitos de importancia en

la salud humana.

La MEL, también podria formarse a través de la fermentacion alcohdlica del
TRP, via 5-hidroxitriptofano (Ferndndez-Pachon y col., 2014; Rodriguez-Naranjo y
col.,, 2011; Sprenger y col,, 1999). No obstante, los tres mostos presentaron un
mayor contenido en TRP (155.7+14.6 ng mL"! para CMM, 144.2+11.0 ng mL! para
AM y 573.1+38.0 ng mL"' para HEM), comparado con sus tres vinos terminados
(79.14£2.2 ng mL?! para CMW 2.7+0.3 ng mL" para AW y 17.7+1.7 ng mL"! para
HEW). Sin embargo, el rol del TRP en la producciéon de MEL por las levaduras es
todavia incierto. De hecho, los datos de este estudio no sustentan la teoria de la
produccion de MEL mediante TRP, aun teniendo en cuenta la disminucion en el
contenido de TRP tras la vinificacion de los tres vinos. Para comprobarlo se
realizé6 una correlacion de Pearson, la cual resultdé no ser estadisticamente

significativa (p>0.05).

Se ha publicado un aumento en la sintesis de MEL tras la fortificacion de
diferentes zumos con TRP durante de la fermentacion (Mena y col.,, 2012;
Rodriguez-Naranjo y col.,, 2011). Sin embargo, este incremento no se ha visto
reflejado en la concentracion final de MEL en el zumo fermentado
alcohdlicamente. En otro estudio se midié el contenido de MEL durante la
fermentacion de zumo de naranja, detectdindose una disminucion de TRP durante
la fermentacién alcohdlica, inversamente proporcional al incremento de MEL
(Fernandez-Pachén y col., 2014).

En cuanto al contenido de OHTyr, los resultados muestran gran disparidad
entre vinos y mostos. El contenido de OHTyr en vinos es muy superior al de los

mostos de origen (p<0.05). De hecho, la formaciéon de OHTyr a partir de tirosol en
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mostos ha sido propuesto como el principal mecanismo para la producciéon de
OHTyr en vinos (Di Tommaso y col., 1998). El contenido de OHTyr en vinos
descrito en la mayoria de la literatura es menor (1.5-3.89 ug mL"') que el rango
obtenido en esta Tesis (Boselli y col., 2006; Di Tommaso y col., 1998; Dudley y col.,
2008; Minuti y col., 2006). Sin embargo, los resultados son similares a los descritos
por Proestos y col. (2005) en vinos griegos. Ellos publicaron un contenido de
OHTyr cercano a 25 pg mL?, que se encuentra dentro del rango de las

concentraciones detectadas en este estudio.

Como se ha comentado previamente, tanto la MEL como el OHTyr son
compuestos antioxidantes. Ademads, ambos compuestos han demostrado ser
capaces de traspasar la barrera hematoencefdlica (Fernandez-Mar y col.,, 2012;
Karbownik y col.,, 2001; Wu y col., 2009). Este hecho les capacita para actuar
directamente donde se forman los radicales libres. De este modo, diversas
enfermedades como la enfermedad de Parkinson o Alzheimer podrian verse
beneficiadas por la accién fisiologica de OHTyr y MEL. Otro compuesto derivado
de OHTyr, el HV-Alc, también ha demostrado caracter protector frente a estrés
oxidativo. En un estudio, el tratamiento con OHTyr y HV-Alc redujo la
peroxidacion lipidica producida por perdxido de hidrdgeno, a la vez que
incrementd la capacidad antioxidante medida por la técnica del malondialdehido
(MDA) (Deiana y col., 2008). Todas estas afirmaciones podran ser evaluadas
mediante los estudios planteados mas adelante, a partir de los objetivos

propuestos en esta Tesis.

1.6. BIODISPONIBILIDAD DE MELATONINA E HIDROXITIROSOL. ROL
DEL ETANOL

La biodisponibilidad de MEL ha sido descrita por la comunidad cientifica,
demostrando un porcentaje de absorcion que llega hasta el 33%, tras su
administracion oral (Di y col.,, 1997; Fourtillan y col., 2000; Waldhauser y col.,
1984). No obstante la eficacia de MEL es todavia incierta, y son necesarios mas

estudios que demuestran esta presunta buena disponibilidad.

Estudios recientes han demostrado que el vino es una fuente importante de
OHTyr (De La Torre y col., 2006; Fernandez-Mar y col.,, 2012; Schroder y col.,
2009). Mediante estudios in vivo, De La Torre y col. (2006) y Schréder y col. (2009)
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investigaron la biodisponibilidad del OHTyr comparando la ingesta de vino tinto
y aceite de oliva. Ellos descubrieron que, la ingesta de 250 mL de vino tinto
incremento la concentracion de OHTyr en plasma por encima de 8 ng mL-, lo que
supone un incremento mayor que la ingesta de aceite oliva (0.35 mg de OHTyr
con la ingesta de vino tinto y 1.7 mg con la ingesta de aceite de oliva). Estos
autores propusieron la produccion endogena de OHTyr a partir de etanol y
dopamina, como respuesta a ese incremento. La tiramina ha sido propuesta como
otra via de formacion de OHTyr, y podria ser en parte responsable del incremento

de la concentracion de OHTyr en el organismo tras la ingesta de vino tinto.

Por tanto, un contenido considerable de tiramina en vino tinto, podria
derivar en un incremento de la formaciéon endogena de OHTyr. Sin embargo, la
cantidad de tiramina que contiene el vino tinto no es suficientemente grande
como para explicar tal aumento de OHTyr enddgeno (De La Torre y col., 2006).
Por tanto, aunque el contenido de OHTyr en vino es menor que en aceite de oliva,
la ingesta de vino tinto podria derivar en una concentracién de OHTyr mayor que
la ingesta de aceite de oliva, gracias a la formaciéon enddgena de OHTyr por el

sistema dopaminérgico.

El impacto bioldgico de la ingesta de alcohol, sobrepasa a la tedrica
contribucién en la formacion de OHTyr. El urato puede actuar como antioxidante,
incrementandose tras la ingesta de vino tinto y de etanol. La concentracion de
urato plasmatico esta relacionada con un incremento en la actividad antioxidante
en plasma (De La Torre y col., 2006; Miro-Casas y col., 2003). La concentraciéon de
urato plasmatico tras la ingesta de las distintas muestras durante el ensayo de la

presente Tesis Doctoral se muestra en la Figura 12.

Como era de esperar, la ingesta de vino y de ron blanco ocasiond un
incremento de urato plasmatico con respecto al periodo de control y la ingesta de
mostos (p<0.05). Tras un andlisis de regresion simple, la concentracion plasmatica
de urato ha mostrado una relacion inversa con la cantidad de IsoPs en orina,
aunque no de forma significativa (p>0.05). Boban & Modun (2010) destacaron un
incremento de &cido urico, tras el consumo de etanol y glicerol, lo cual coincide
con resultados previos (Thieden, 1969), indicando que los nucleétidos de adenina

se metabolizan hasta acido turico.
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Figura 12. Contenido de acido trico plasmatico. WR: Ron blanco
CMW/CMM: vino/mosto con maceracion carbdénica; AW/AM:
vino/mosto crianza; HEW/HEM: vino/mosto de autor.

Tal como se ha mencionado previamente, la biodisponibilidad de los
polifenoles es muy baja (Guerrero y col., 2009; Mulero y col., 2011; Mushtaq &
Wani, 2013). De modo que, otros compuestos bioactivos con mejor
biodisponibilidad como MEL, y el compuesto fenolico OHTyr u otros compuestos
derivados, pueden ser responsables de la capacidad antioxidante y de los efectos

beneficiosos del vino tinto, en mayor medida que los polifenoles.
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2. EVALUACION DEL ESTRES OXIDATIVO, FUNCION VASCULAR
E INFLAMACION MEDIANTE EL ANALISIS DE ISOPROSTANOS
Y PROSTAGLANDINAS EN ORINA

2.1.ANALISIS CUALITATIVO DE ISOPROSTANOS EN ORINA

El andlisis de isoprostanos (IsoPs) mostr6 una variacion notable durante las
etapas de las que se compone el estudio. Los resultados se representan en la Tabla
9. La concentracién urinaria de IsoPs ha sido establecida como el “gold standard”
para la medida del estado redox del organismo (Kadiiska y col., 2005; Medina y
col., 2012). Igualmente, ha sido incluida en las alegaciones de salud (“health
claims”) de la Autoridad Europea de Seguridad Alimentaria (EFSA).

Tabla 9. Concentracion individual de isoprostanos encontrados en orina

CONTROL WR MCW MCM AW AM HEW HEM
8-1s0-PGF,, 0.7+0.1 0.7¢0.2  0.3+0.1 0.5+0.1 0.2+0.0 0.6+0.1 0.3+0.9 0.6x0.0
8-i50-15(R) -PGF,, 4.8+1.7 4.3+1.1 2.3+0.6 4.7+1.0 2.4+0.6 5.3+0.8 2.1+0.4 4.3+0.9
8-i50-PGF,, 2.9+0.5 2.6+0.3 1.6+0.4 2.2+0.5 1.7+0.2 3.4+0.5 1.5+0.2 2.8+0.3
8-150-PGF, 6.9+1.5 59+1.8  4.0+1.1 6.3+0.8 2.0+0.3 4.1+0.7 2.2+0.4 3.4+0.5
5-F,, 14.843.1 13.1+£3.8  9.6+2.5 137432  15.6x21 15.1+2.6  93+2.6  14.6x2.2
5-epi-5-F,, 33.0£7.8 32.549.5 229456 27.846.5 23.6+5.6 323+6.4 20.4+4.4 26.7+4.4

ent-8-iso-15s-
21.9+5.2 17.7¢5.2  10.6+2.8 17.3£3.3 7.8+1.7  14.3+2.2 7.5+1.6 14.5+2.7

PGF,,

ent-PGF,, 1.9+04 1.7+0.3 1.2+0.3 1.6+0.4 0.620.1 1.1+0.1 0.5+0.1 1.0+0.1

8-150-PGy;, 11.2+1.5 9.3+1.4 8.3+1.9 9.1+1.3 74+15 124417 7.1+1.1 12.6+1.5

15-epi-15F,, 0.6+0.1 0.8+0.2 0.7+0.1 0.5+0.1 0.7+0.2 1.2+0.2 0.8+0.1 1.2+0.1

8-Fy, 2.6+0.5 2.4+0.3 1.3£0.3 2.2+0.4 1.4+0.3 2.8+0.3 1.1+0.1 2.2+0.3

2,3-dinor-8-iso-

PGF 27.4+6.2 17.3+4.3  8.2+2.1 122434  145+1.2 14.5+1.8 14.5+1.4 14522
20

2-3-dinor-15-F,, 61.4+14.5 41.949.8 275+6.8 52.3+134 37.7#5.5 37.7+6.4 37.7+3.1 37.7+5.7

2,3-dinor-15-epi-
15F,,

Los resultados se expresan en ng 24h"'+5D. WR: Ron blanco; CMW/CMM: vino/mosto de
maceracion carbénica; AW/AM: vino/mosto crianza; HEW/HEM: vino/mosto de autor.

7.7+1.8 73+2.1  3.4+0.8 6.4+1.5 51+0.7  5.1+0.8 5.1+0.4 5.1+0.7
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De los 16 IsoPs analizados, 14 fueron identificados en todas las muestras de
orina tanto tras el consumo de mosto como de vino: 8-iso-PGFia; 8-iso-15(R)-
PGFzy; 8-is0-PGFzo; 8-is0-PGF2g; 5-Fa, 5-epi-5-Fay; ent-8-is0-15s-PGFza; ent-PGFaa; 8-
iso-PGE1; 15-epi-15-Fa; 8-Fs; 2,3-dinor-8-iso-PGFz; 2,3-dinor-15-Fz; 2,3-dinor-15-
epi-15-Fzt. Estos marcadores permitirdn comprender los efectos en el estado redox

del organismo tras la ingesta de las distintas bebidas sometidas a estudio.

2.2. ANALISIS CUANTITATIVO DE ISOPROSTANOS EN ORINA

La concentracion urinaria de IsoPs totales a lo largo de todas las etapas del
estudio se representa en la Figura 13. Como se puede apreciar, en el periodo de
control se encontrd la mayor cantidad de IsoPs en orina en comparacion con todas
las etapas del estudio (198.4+45.4 ng 24).

TOTAL ISOPS

300 . M9 24h
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200

150
1 * | I
I I |
0 I
cMM AW AM HEW

CONTROL WR cMwW HEM

8

3]
o

Figura 13. Isoprostanos encontrados en orina. Los resultados se
expresan en ng 24h’. WR: Ron blanco; CMW/CMM: vino/mosto de
maceracion carbénica; AW/AM: vino/mosto crianza;, HEW/HEM:

vino/mosto de autor. Los asteriscos indican diferencias significativas.

La administracion oral de etanol queda marcada por la ingesta de ron
blanco (WR). Dicha ingesta ocasioné una disminucion del contenido de IsoPs

totales en orina, aunque de forma poco pronunciada. La disminucion de la
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excrecion urinaria de IsoPs totales tras la ingesta de WR comparada con el
periodo de control fue de un 21%, quedando en 158.2+40.7 ng 24! en orina. De
este modo, aunque la ingesta de WR logré disminuir el contenido total de IsoPs

en orina, esta disminucion no fue estadisticamente significativa (p<0.05).

Es destacable que tras la ingesta de los tres tipos de vino se produjo una
importante disminucion en la cantidad total de IsoPs en orina (p<0.05). De este
modo, la ingesta del vino de maceracion carbénica (CMW) ocasiond un descenso
en el contenido final del total de IsoPs de casi un 50%, bajando hasta los
102.4+25.7 ng 24h’. La ingesta del vino de crianza (AW) también redujo el
contenido urinario del total de IsoPs. De hecho, la bajada fue ligeramente mas
pronunciada que tras la ingesta de CMW, originando una excrecion de 98.3+20.7
ng 24hl. Finalmente, el tltimo vino que se utilizé durante el estudio fue el vino de
autor (HEW). La ingesta de este vino ocasiond una disminucion del 58% del total
de IsoPs urinarios, ain mayor que la observada tras la ingesta de CMW y AW.
Asi pues, el contenido total de IsoPs en orina tras la ingesta de HEW fue de
85.2+16.4 ng 24h.

La ingesta de mosto mostré una tendencia similar a la de WR en cuanto a la
excrecion urinaria de IsoPs. El consumo de cada mosto ocasion6 una disminucién
en la cantidad de IsoPs totales en orina. Sin embargo, en ningin caso esta
disminucion fue estadisticamente significativa (p>0.05). Tras la ingesta del mosto
de origen del vino de maceracion carbénica (CMM), la cantidad total de IsoPs
urinarios fue de 157.3+36.6 ng 24h -1, un 21% inferior. Ademas, la ingesta del
mosto de origen del vino de crianza (AM) gener6é una excrecion urinaria de
150.81+25.36 ng 24 del total de IsoPs, un 24% menor que tras la etapa de control.
Finalmente, la ingesta del mosto de origen del vino de autor (HEM) dio lugar a
una excrecion urinaria de 141.8+22.4 ng 24! de IsoPs totales, que resultd ser un

28% menor que la encontrada tras la etapa de control.

Por tanto, la administraciéon de WR y de los tres tipos de mosto, resulté en
una disminucién de la cantidad total de IsoPs en orina. Sin embargo, esta
disminucion tras la administracion de los mostos y etanol fue menos acusada que

la observada tras la ingesta de los tres tipos de vino.

El contenido de IsoPs individuales tras la ingesta de las distintas bebidas

también fue objeto de estudio. Como se ha comentado anteriormente, se
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identificaron un total de 14 IsoPs distintos en orina (Tabla 9). Los compuestos
mayoritarios que se encontraron fueron: 5-epi-5-Fa, ent-8-iso-15-PGFzq, 2,3-dinor-
8-i50-PGF2a y 2,3-dinor-15-F2.. Como era de esperar, la excrecidon de los distintos
IsoPs que se encontraron siguid la misma tendencia que la marcada con la

excrecion total de IsoPs, previamente descrita.

El contenido de los distintos IsoPs encontrados fue claramente superior en
la etapa de control, con respecto a las demads etapas del estudio. Sin embargo, hay
diferentes tendencias que se han apreciado con respecto a ciertos IsoPs. Dos IsoPs,
mantuvieron una concentracion similar a lo largo de todas las etapas del estudio;
tanto 5-F2t como 5-epi-5-F2;, no mostraron diferencias significativas tras la ingesta
de ninguna de las bebidas a estudio (p>0.05). Otro compuesto, el 2,3-dinor-8-iso-
PGF2q, del cual se detectaron 27.4+6.2 ng 24" durante la etapa de control, se vio
afectado de una manera similar tras cada uno de los tratamientos, detectandose
una cantidad en orina significativamente inferior (p<0.05) tanto tras la ingesta de

los vinos como de los mostos o el ron blanco.

Varios compuestos presentaron una excrecion inferior tras la ingesta de los
tres tipos de vino. Asi pues, tras el periodo de control, la concentracién urinaria
de estos compuestos fue de: 8-iso-PGFi« (0.7+0.1 ng 24h-); ent-8-is0-15s-PGFza
(21.9+5.9 ng 24h); 2,3-dinor-15-Fz (61.4+14.5 ng 24h) y, por ultimo, 2,3-dinor-15-
epi-15-Fa (7.7+1.8 ng 24h). Sin embargo, tras la ingesta de CMW, AW y HEW, la
disminucion del contenido de estos IsoPs en orina fue muy significativa (p<0.01)
(Tabla 9). Otro IsoP, el 8-iso-PGFz (6.9+1.5 ng 24h* durante el periodo de control)
también se vio afectado por la ingesta de vino. Concretamente, la ingesta de AW y
HEW provocé una disminuciéon en la excrecion de este IsoPs de manera
contrastada (p<0.05).

La ingesta de los vinos provoco la disminucién en la excrecion urinaria de
multitud de IsoPs. De hecho, la ingesta de mostos unicamente provoco la
disminucion significativa de la excrecion urinaria de uno de los IsoPs. Asi pues, el
contenido en orina de 15-epi-15-Fz: tras el periodo de control se vio afectado de
manera significativa tras la ingesta de AM y HEM, disminuyendo

ostensiblemente su presencia en la orina (p<0.05).

Las diferencias entre la ingesta de cada vino y su mosto de origen fueron

evidentes. De este modo, la ingesta de AW provocd una disminucién mucho mas
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acusada (p<0.05) de la excrecion de algunos IsoPs que su mosto de origen (AM).
Estos IsoPs fueron: 8-iso-PGFiq, 8-is0-15(R)-PGFz, 8-iso-PGEs, 8-Fat y 8-iso-PGFza.
La ingesta de otro vino, el HEW, también evidencia una disminuciéon mayor del
contenido urinario de otros IsoPs comparado con su mosto de origen (HEM). De
hecho, tanto 8-iso-PGE1, como 8-Fst y 8-iso-PGFzs, se detectaron en menor medida

tras la ingesta de HEW comparado con la ingesta de HEM (p<0.05).

La administracion de etanol, marcado por la ingesta de WR, derivé en una
disminuciéon en la excrecion de un IsoP, concretamente el 2,3-dinor-8-iso-PGFaa.
La ingesta de WR no provocé una disminucion muy acusada de la excrecion de
IsoPs. De hecho, los resultados obtenidos tras la ingesta de vinos sobrepasan a los
resultados obtenidos tras la ingesta de WR. Efectivamente, la ingesta de AW y
HEW provocé una disminucion superior del contenido de cuatro IsoPs en orina:
8-is0-PGF2s,  ent-8-is0-15-PGFzo, ent-PGFaza y  2,3-dinor-8-iso-PGFz..  Otro
compuesto, el 8-iso-PGFia, también se vio afectado tras la ingesta de vinos, esta
vez por CMW y AW. La tendencia fue similar, de modo que la excrecién urinaria
de este IsoPs fue menor tras la ingesta de CMW y de AW que de WR. Finalmente,
el consumo de CMW y de HEW provoco una diminucién en el contenido urinario

de 8-Fst mayor que la observada tras la ingesta de WR.

2.3. ANALISIS CUALITATIVO DE PROSTAGLANDINAS EN ORINA

Con el fin de comprender mejor el efecto de las prostaglandinas (PGs) en la salud,
éstas fueron divididas en distintas familias dependiendo de la accién fisiologica
que ejercen en el cuerpo humano; de acuerdo con las investigaciones llevadas a
cabo hasta la fecha y en base a los precursores de cada una de las series y sus
correspondientes metabolitos. Las PGs quedaron finalmente divididas como se
muestra en la Tabla 10. Las PGs individuales que se identificaron en las muestras
de orina tanto tras el consumo de mosto como de vino fueron: 9,11-dideoxy-
9a,11a-methanoepoxy-PGFa  (U-46619), 9,11-dideoxy-9a,11a-epoxymethano-
PGF2 (U-44069), 11-B-PGF,,, PGDM, tetranor PGDM, 2,3-dinor-11-3-PGF,,
tetranor-PGDM lactona, tetranor PGJM, tetranor PGAM, tetranor PGEM, 20-OH-
PGE,, PGE,, PGF,,, PGE, y 17-trans-PGF,,.
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Tabla 10. Prostaglandinas en orina después de los diferentes tratamientos

CONTROL WR CMW CMM AW AM  HEW HEM
PGs SERIE H
U-44619 15141 131231  8.6:17 122:21 87+14 109+14 89:21 14.9+43
U-44069 107:33 82424  69:1.6 9119 6416 10124 6215 97425
T
11-B-PGE,, 24406 1805 2104  18:04 26:05 1703 22404
PGDM 7.842.1 8323 8624  66£17  83:l7 10716 61+15 84423
TETRANORPGDM  40.1:9.4  41.8:9.6 35.0+7.3 34.8458 34.1:7.1 342+7.5 245:62 232+43
23-dinor-11-3-PGF,  100.9:22.1 564+102 32.9467 37.1457 39.647.2 44.2+8.6 26.5:3.8 29.247.0
lT:Cttf‘:l‘;r'PGDM 461118 451125 33.6:8.5 25.8:7.0 39.6£7.4 39.4+68 352:65 47.8+10.1
Tetranor PGJM 0.8£0.1 1403  08:01  09:0.1  06£01 1102 07:01 0.80.1
i
Tetranor PGAM 5.6+1.1 50£07  46:12  68t1.6  45:09  7.0:14 44:08  67+0.7
Tetranor PGEM 9.0:25  85:21 10.1+1.8 8824 16.1:33 23.1:41 77:18 10.2+0.1
20-OH-PGE, 105£17 142436 145:38 111226 11223 124+40 115:25 13.3:3.6
PGE, 0802  11:02  09:02  08:0.1  05:0.1  09:02 07:01 0.80.1
T
20-OH-PGF,, 36.9:10.1  264+3.6 442+16.6 52.9+154 27.1+7.8 41.1+155 27.4:8.6 40.2+11.2
19(R)-OH-PGF,, 54.6:11.8  457+7.6 57.9+132 48.1322 55.4:10.8 68.0:16.8 45.1:8.6 44.5:7.4
Tetranor PGFM 9.0£2.3  82:21  7.6:20 7.3:1.8  85:21 92415 77:20 7.8:2.0
e
PGF,, 23105  27:06 2.0:04 17:03  19:04  29:05 2.8:06 1804
PGE, 0.240.1 07402 2105  07+01  19+04  07:01 1405 0.7%0.1
17-trans-PGF,, 32608  25:07  1.6:04  24:03 14303 21103 13:03 1302

Los resultados se expresan en ng 24h'+5D. WR: Ron blanco; CMW/CMM: vino/mosto de maceracion carbonica;
AW/AM: vino/mosto crianza; HEW/HEM: vino/mosto de autor.
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2.4. ANALISIS CUANTITATIVO DE PROSTAGLANDINAS EN ORINA

Los resultados globales tras el analisis de las distintas familias de PGs a lo

largo del estudio se representan en la Figura 14 (a, b, c).

EXCRECION TOTAL DE PGS LA SERIE H

40 ng 24h*!
35
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25
20
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10 I I I
5
0
CONTROL WR cMw CMM AW AM HEW HEM
EXCRECION TOTAL DE PGS LA SERIE D
250 ng 24h-
200
150 * . _ *
*
100
50 I
0
CONTROL WR cMw CMM AW AM HEW HEM

Figura 14a. Prostaglandinas totales de la serie H y D encontradas en orina.
WR: Ron blanco, CMW/CMM: vino/mosto de maceracion carbonica;
AW/AM: vino/mosto crianza; HEW/HEM: vino/mosto de autor. Los
resultados se expresan en ng mL'. Los asteriscos indican diferencias

sionificativas.
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EXCRECION TOTAL DE PGS LA SERIE E
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Figura 14b. Prostaglandinas totales de la serie E y F encontradas en orina.
WR: Ron blanco, CMW/CMM: vino/mosto de maceracion carbdnica;
AW/AM: vino/mosto crianza; HEW/HEM: vino/mosto de autor. Los
resultados se expresan en ng mL-".

El contenido total de PGs de las series PG-H y PG-D presenté un marcado
descenso tras el tratamiento con cada una de las bebidas, en comparacién con el
periodo de control. Sin embargo, este descenso en la excrecién urinaria de las
series -H y -D no se generaliz6 a las demas series de PGs. Puede observarse que el
contenido total de las series PG-E y PG-F no vari¢ de forma uniforme a lo largo de
las distintas etapas en las que se dividi6 el estudio (Figura 14a). Al contrario que
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lo observado para las series PG-H y PG-D, el contenido en orina de las series PG-
E y PG-F fue menor tras el periodo de control, que tras la ingesta de todas las
bebidas a estudio, excepto tras la ingesta de HEW (Figura 14b). Por ultimo, la
serie PG-Q3/6 present6 un patrén estandarizado a lo largo de todas las etapas del
estudio, sin que se observaran diferencias significativas en ningun caso excepto
tras la ingesta de HEM (p<0.05) (Figura 14c).

EXCRECION TOTAL DE PGS LAS SERIES Q3/6

9 ng 24h”
8
7 .
6 -
5 '
4 *
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2
1
0
CONTROL WR cmMmw CMM AW AM HEW HEM

Figura 14c. Prostaglandinas totales de la serie omega 3 y 6 encontradas en
orina. WR: Ron blanco; CMW/CMM: vino/mosto de maceracion carbénica;
AW/AM: vino/mosto crianza, HEW/HEM: vino/mosto de autor. Los
resultados se expresan en ng mL'. Los asteriscos indican diferencias
significativas.

La mayoria de las distintas series, presentaron diferencias entre las etapas
del estudio; sin embargo, solo las diferencias observadas para la serie PG-D
fueron estadisticamente significativas. De modo que tras la ingesta de los vinos
CMW y HEW, ademads de la ingesta de los mostos CMM y HEM, el contenido
total en orina de la serie PG-D fue marcadamente inferior que el observado tras el

periodo de control (p<0.05).

El contenido de las PGs individuales en orina también fue objeto de estudio
(Tabla 10). Sin embargo, la excrecion urinaria de PGs no vari6 de forma

generalizada a lo largo de las distintas etapas del estudio. De hecho, solo se
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apreciaron diferencias significativas (p>0.05) en la excrecion de cuatro de las PGs:
2,3-dinor-11-B-PGFzq, tetranor PGEM, PGE1 y 17-trans-PGFsa.

Uno de estos compuestos, la 2,3-dinor-11-3-PGFz, mostr6 un contenido muy
alto en orina tras el periodo de control (100.9+22.1 ng 24h'). Sin embargo,
disminuy6 su excrecién (p<0.05) tras la ingesta de los tres mostos (CMM, AM y
HEM), al igual que tras ingerir los tres vinos (CMW, AW y HEW).

La administracion de CMM, derivo en un descenso de la excrecion urinaria
de 2,3-dinor-11-B-PGF2, hasta 37.1£5.7 ng 24h'. Asimismo, la ingesta de AM

redujo su contenido en orina hasta 44.2+8.6 ng 24h-".

Por ultimo, la ingesta de HEM ocasiond que el contenido de 2,3-dinor-11-f3-
PGF: se redujera hasta 29.2+7.0 ng 24h! en orina. El efecto derivado de la ingesta
de los vinos siguio una tendencia similar, reduciendo la excrecién de 2,3-dinor-11-
-PGF2 hasta 32.9+6.7 ng 24h! tras la ingesta de CMW; llegando a 35.6+7.2 ng 24h-
! tras ingerir AW. Finalmente, tras la administracion de HEW el contenido de 2,3-
dinor-11-B-PGF2 en orina se redujo hasta 2.5+3.8 ng 24h-!.

La tetranor PGEM, una PG representante de la serie PG-E, también se vio
afectada con respecto a la excrecidon urinaria tras la etapa de control (9.0+2.5 ng
24h ). La ingesta de AM aument6 de manera significativa el contenido en orina

de tetranor PGEM, incrementando su excrecion hasta los (23.1+4.1 ng 24h™).

Finalmente, hubo dos PGs procedentes de la serie PG-03/6 (PGE: y 17-trans-
PGFsa), que también se vieron afectadas por diversos tratamientos, variando su
excrecion de forma significativa. Tras la etapa de control, el contenido en orina de
PGE: fue 0.2+0.1 ng 24h!; sin embargo, los tratamientos con los tres tipos de vino
aumentaron de manera drastica esta concentracion (p<0.05). Asi pues, el
contenido urinario de PGE: aument6 hasta 2.1+0.5 ng 24h! una vez se produjo la
administracion de CMW. La ingesta de AW también produjo un incremento en la
excrecion de PGE;, consiguiendo alcanzar los 1.2+0.2 ng 24h!. La ingesta de HEW
resultd en un incremento similar a los observados tras la administracion oral de
CMW y AW, observandose un contenido urinario de 1.4+0.5 ng 24h' de PGE:. La
otra PG de la serie PG-Q3/6, la 17-trans-PGFzs, mostro un contenido urinario de
3.2+0.8 ng 24h! tras la etapa de control. Sin embargo, la ingesta de HEW y su
mosto de origen (HEM), disminuyeron su contenido en orina (p<0.05). De modo
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que se encontraron 1.3+0.2 ng 24h?! en orina tras la ingesta de HEW, y un

contenido urinario similar tras la ingesta de HEM (1.3+0.3 ng 24h).

La administracion oral de etanol, marcada por la ingesta de WR, derivo en
variaciones en el contenido urinario de algunas PGs. Sin embargo, no mostrd
variaciones significativas en la excreciéon urinaria de ninguna de las PGs

estudiadas.

2.5.RELACION DE LOS COMPUESTOS BIOACTIVOS DEL VINO CON LA
EXCRECION DE ISOPROSTANOS Y PROSTAGLANDINAS EN ORINA

Como ya se ha indicado previamente, tanto el TPC, la MEL, el OHTyr o sus
metabolitos son capaces de actuar como agentes antioxidantes a nivel sistémico.
Mediante la caracterizacion de las muestras, se establecid la relacion de los
distintos compuestos y la responsabilidad que pudieran tener en los cambios
producidos en la excrecion de marcadores de estrés y funciéon vascular e
inflamacién. La excrecion total de IsoPs, se relacioné de forma individual con los
distintos compuestos bioactivos de las muestras, tal como se muestra en la Tabla
11. El OHTyr ha demostrado su capacidad antioxidante, también en estudios in
vivo (Ferndndez-Mar y col, 2012; Vilaplana-Pérez y col.,, 2014). De hecho, el
analisis de regresion simple, mostré una relacion inversa entre el contenido de
OHTyr de los vinos y mostos, y la excrecion urinaria de IsoPs. Asi pues, fue
responsable del 33.4% del cambio observado en la excrecion de IsoPs. Al igual
que con la ingesta de OHTyr, la administracion de HV-Alc derivo en una relacién
significativamente inversa con la excrecion urinaria de IsoPs (25.4% del efecto).
Aunque de forma menos marcada, la ingesta del total de compuestos fendlicos
(TPC) también mostrd estar relacionado de forma inversa con la excrecién de
IsoPs, siendo responsable del 10.1% del cambio producido. Por tultimo, la
administracion oral de MEL y de HV-Acid, también se relacioné de forma inversa
con la excrecion urinaria de IsoPs totales, siendo responsables del 6% y el 2.9% del

cambio observado en la excrecion de IsoPs, respectivamente.

Finalmente, el andlisis de regresion multiple mostré que un 42.4% del
cambio producido en la excrecion urinaria de IsoPs, se puede explicar mediante la
ingesta conjunta de los distintos compuestos presentes en el vino y el mosto. Sin

embargo (tal como puede observarse en la Tabla 11), al analizar los datos
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simultdneamente, el contenido de OHTyr parece ser el mas determinante a la
hora de producir los cambios observados en la excreciéon de IsoPs; siendo
responsable del 40.5% del cambio observado, cuando se compara

simultdneamente con los demas compuestos.

El contenido urinario de IsoPs disminuyo tras la ingesta de los tres tipos
de vino. No obstante, el vino tinto ha demostrado su capacidad antioxidante in
vivo, atribuidos principalmente a su contenido en compuestos bioactivos y sus
propiedades antioxidantes (Basli y col.,, 2012; Gémez-Serranillos y col., 2009;
Rodriguez-Naranjo y col.,, 2011). No solo los vinos, sino también la ingesta de
mostos, demostré ser capaz de reducir la excrecién de IsoPs. De hecho, la
cantidad de compuestos bioactivos de los mostos también resulté ser abundante.
Finalmente, la administracion oral de etanol -marcada por la ingesta de WR-
también redujo la excrecion urinaria de IsoPs, poniendo de manifiesto la

capacidad antioxidante del etanol.

Sin embargo, la cantidad de compuestos bioactivos presentes en el vino es
superior y mas variada que la observada en sus mostos de origen.
Conjuntamente, la ingesta de vino, acarrea una ingesta subyacente, de la misma
cantidad de etanol que mediante la ingesta de WR. Los vinos tintos aportan una
cantidad variada de compuestos bioactivos, de modo que la ingesta de CMW
aporta una mayor cantidad de MEL, mientras que la ingesta de AW y HEW
proporciona un mayor contenido de OHTyr. Dada la capacidad antioxidante de
ambos compuestos, la ingesta de cualquiera de los vinos tintos conlleva un
incremento en la capacidad antioxidante por la acumulacién de compuestos
antioxidantes. Dada la mayor cantidad de compuestos bioactivos y el contenido
en etanol, la ingesta de vino tinto consigue disminuir la excrecion de IsoPs en
mayor medida que la ingesta de sus mostos de origen (sin etanol) y que la ingesta

de WR (sin compuestos bioactivos).

En cuanto a las PGs, sus funciones se han estudiado extensamente y
comprenden una amplia variedad, dependiendo de la familia estudiada (Ricciotti
& Fitzgerald, 2011). Las funciones de una PG especifica dependen de la familia a
la que pertenezca. Asi pues, la serie PG-H ejerce una potente vasoconstriccion
(Hamberg y «col, 1974). La serie PG-D puede ejercer tanto efectos
vasoconstrictores, como vasodilatadores (Funk, 2001; Gilroy y col., 1999; Lewis y
col,, 1982; Ricciotti & Fitzgerald, 2011; Smith y col.,, 2011; Urade y col., 1989). La
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serie PG-I no pudo ser cuantificada en orina, al no ser detectada durante el
presente estudio; sin embargo, es capaz de ejercer accion vasodilatadora y
antiagregante plaquetario, con la consecuente prevencion de accidentes
cardiovasculares (Libby y col., 1988; Noda y col., 2007). Otra familia de PGs, la
serie PG-E, ha demostrado capacidad neuroprotectora, amén de su efecto tanto
antiinflamatorio como proinflamatorio (Moriyama y col., 2005 Thorén &
Jakobsson, 2000; Trebino y col., 2003). Finalmente, la serie PG-F podria ser
parcialmente responsable de los efectos proinflamatorios descritos para las PGs
(Ricciotti & Fitzgerald, 2011).

Los efectos de las distintas familias de prostaglandinas pueden variar
ampliamente, al igual que varia su excrecion tras la ingesta de las distintas
bebidas. La excrecion urinaria de la familia PG-H disminuyé de forma
significativa tras la ingesta de los tres tipos de vino (Figura 14a), derivado a su
vez de la reduccion en el contenido de U-44619 y U-44069. La accion bioldgica de
U-44619 y U-44069 es similar a la del tromboxano Az, por lo que incrementan la
agregacion plaquetaria y ejercen efectos vasoconstrictores (Coleman y col., 1981;
Pollock y col., 1984).

La excrecién urinaria de la familia PG-D se vio afectada en mayor medida
que la familia PG-H. Tanto la ingesta de los tres vinos como la ingesta de los tres
mostos, ocasiond un descenso en la excrecion de las PGs de la serie D (Figura
14a). Sin embargo, una PG en particular, 2,3-dinor-11-3-PGFz, mostré un
descenso mucho mas pronunciado (p<0.01) dentro de la familia PG-D (Tabla 10).
La actividad bioldgica de 2,3-dinor-11-3-PGFz« es muy similar a la de 11-3-PGFza,
aumenta la bronconstriccion e inhibe la diferenciacion adiposa (Coleman &
Sheldrick, 1989; Lepak & Serrero, 1993).

Los niveles en orina de la familia PG-E se mantuvieron estables a lo largo
de todo el estudio, excepto tras la ingesta de AM (Figura 14b). La ingesta de este
mosto derivd en un importante incremento de la excrecion de la serie-E, siendo
especialmente significativo en el caso de tetranor PGEM (Tabla 10). La accién
bioldégica de tetranor PGEM no es muy conocida, pero es un marcador
representativo de la sintesis de PGE:1 y PGE.. La PGE: tiene efectos
vasodilatadores en el organismo, mientras que los efectos de la PGE: son
variables. Dependiendo del receptor al que se una puede ejercer efectos

vasoconstrictores o vasodilatadores, ademas de efectos broncoconstrictores o
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broncodilatadores (Greenhough y col., 2009). De este modo, el incremento en la
excrecion de tetranor PGEM puede ser significativo de un efecto vasodilatador
ejercido por PGE: y PGE..

De las dos familias de PG restantes, PG-F mantuvo constantes (p>0.05) sus
niveles en orina a lo largo de todo el estudio (Figura 14b). Sin embargo, la
excrecion de la serie PG-Q3/6 si presentd diferencias. Tras la ingesta de HEM, los
niveles en orina de PGFia y los de 17-trans-PGFs« disminuyeron
considerablemente. Sin embargo, no hay estudios que describan la accién
bioldgica de estos dos compuestos, de modo que este incremento no puede ser
valorado en detalle. Ain mas llamativa es la variacion en la excrecion urinaria de
PGE:, aumentado considerablemente tras la ingesta de los tres tipos de vino
(Tabla 10). La actividad bioldgica de PGE: es clara, siendo importante como

compuesto cardioprotector, debido a su ya mencionado efecto vasodilatador.

Los efectos de las PG como compuestos individuales pueden ser ain mas
diversos. Las distintas PG pueden actuar como anti- o pro-inflamatorias
dependiendo del compuesto y del receptor al que se unan, ademas del tejido

donde se produzca la accion (Ricciotti & Fitzgerald, 2011).

Asi pues, la ingesta de los vinos tintos fue capaz de disminuir la excrecion
urinaria de prostaglandinas pro-inflamatorias (actuando como pro-agregantes
plaquetarios y vasoconstrictores) tales como 2,3-dinor-11-3-PGFz, U-44619 y U-
44069. Mientras que, a su vez, incrementd la excrecion de la PGEi. Estos
resultados refuerzan las investigaciones sobre los efectos cardioprotectores de la

ingesta de vino tinto en particular, y de la Dieta Mediterrdnea en general.

Atendiendo a estos resultados, se realizaron las comprobaciones
estadisticas del mismo modo que el empleado para estudiar la relacién de los
distintos compuestos bioactivos, y el TPC con los IsoPs. De esta manera, se
comprobd que la relacion de las PG con los compuestos bioactivos es muy dispar,
y no existe un patron para definirla. Sin embargo, la relacidon estadistica de la
PGE: la cual, como se ha descrito anteriormente, posee efectos vasodilatadores y
puede ejercer actividad cardioprotectora (Cole y col., 1981; Olley & Coceani, 1981;
Rabbani y col.,, 2010), con los diferentes compuestos presentes en los vinos y

mostos, si que result6 llamativa (Tabla 11).
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Al realizar el estudio de regresion simple, la excrecion urinaria de PGE:
resultd estar condicionada en un 53.8% por la ingesta de MEL, en un 13.9% por la
de OHTyr, en un 6.2% por la de HV-Acid, en un 39% por la de HV-Alc y en un
40.7% por el ingesta de TPC. A su vez, el estudio de regresién multiple demostro
que las variaciones observadas en la excrecion de PGE: estan condicionadas en un
60.9% por el contenido total de los compuestos a estudio, abarcados de forma
conjunta. Sin embargo, la ingesta de MEL y OHTyr result6 la mds determinante
en dicha excrecién, siendo ambas responsables del 59.9% del incremento

observado en la excrecion de PGE..

Tabla 11. Coeficientes de determinacion derivados del estudio de regresion simple y de
regresion multiple.

Total IsoPs PGEx
Regresion simple (R?)
MEL 0.060 0.538
OHTyr 0.334 0.139
HV-Acid 0.029 0.062
HV-Alc 0.254 0.390
TPC 0.101 0.407
Regresion multiple
R2 Tot. 0.424 0.609
R2 Sel. 0.405 (OHTyr) 0.599 (MEL, OHTyr)

MEL: Melatonina; HV-Acid: Acido homovanilico; HV-Alc: Alcohol homovanilico; OHTyr:
Hidroxitirosol; TPC: Compuestos fenodlicos totales. R2? Tot.: coeficiente de regresion
multiple que expresa la importancia estadistica de todos los compuestos estudiados con
respecto a cada marcador. R? Sel.: coeficiente de regresiéon multiple de los compuestos
seleccionados por su robustez estadistica con el modelo.

La relacion directa, encontrada entre la ingesta de compuestos bioactivos
y la excrecidon de PGE: en orina, y teniendo en cuenta los efectos cardioprotectores
de esta PG, puede ser un factor clave en la comprension de los efectos
cardioprotectores del vino tinto. Por otra parte, la ingesta de mostos y ron blanco
(aun aportando compuestos bioactivos y etanol respectivamente) no son capaces
de ejercer la misma accidén cardioprotectora que la ingesta de vinos tintos (que

aportan compuestos bioactivos y etanol).
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Estos resultados refuerzan las publicaciones previas y exaltan el papel del
vino tinto como uno de los pilares de la Dieta Mediterranea. Finalmente, es
evidente que el contenido de OHTyr y MEL es un factor clave en la capacidad
antioxidante de los vinos tintos; y que la capacidad cardioprotectora del vino tinto

puede estar relacionada con el aumento de la PGE:.
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3. EVALUACION DEL ESTRES OXIDATIVO EN EL SISTEMA
NERVIOSO CENTRAL MEDIANTE EL ANALISIS DE
NEUROPROSTANOS Y F:-DIHOMO-ISOPROSTANOS

3.1.ANALISIS CUALITATIVO DE NEUROPROSTANOS Y F>-DIHOMO-
ISOPROSTANOS

Se seleccionaron las series Fs4 y Fs de los NeuroPs para ser los marcadores
oxidativos de referencia, debido a su gran abundancia in vivo y a que ya ha sido
propuesta recientemente como marcador de patologias del sistema nervioso
central, como Alzheimer y epilepsia (Medina y col., 2015; Yin y col., 2005). En
relacion a los F:-dihomo-isoprostanos, fueron las series 7 y 17 las que se
seleccionaron como marcadores de estrés oxidativo, atendiendo a los mismos
parametros mencionados anteriormente (Medina y col., 2015; Vanrollins y col.,
2008).

Los NeuroPs y F.-Dihomo-IsoPs analizados se muestran en la Tabla 12. En
cuanto a los NeuroPs, de los 9 compuestos analizados, se detectaron siete en
orina: 4(R)-Fa-NeuroP; 10-epi-10-Fs-NeuroP; 10-Fa-NeuroP; 4-epi-4-Fs-NeuroP y
4-Fa-NeuroP. Los cuatro F>-Dihomo-IsoPs analizados fueron detectados en orina:
ent-7(R)-7-Fa-Dihomo-IsoP; ent-7-epi-7-F2-Dihomo-IsoP; 17-Fa-Dihomo-IsoP y 17-
epi-17-Fa-Dihomo-IsoP.

3.2. ANALISIS CUANTITATIVO DE NEUROPROSTANOS Y Fo-DIHOMO-
ISOPROSTANOS TOTALES ENCONTRADOS EN ORINA

La concentracion urinaria de NeuroPs y F2-Dihomo-IsoPs totales en las
distintas etapas del estudio se muestran en la Figura 15. Durante el periodo de
control la concentracion total de F.-Dihomo-IsoPs fue de 6.1+0.5 ug 24h'. Sin
embargo, la excrecion disminuyd de forma significativa tras la ingesta de los tres
tipos de mosto (p<0.01). De este modo, tras la ingesta de los diferentes mostos, la
concentracion urinaria mas alta del total de F>-Dihomo-IsoPs fue alcanzada tras la
ingesta de AM, resultando en 4.2+0.5 pg 24h'. Las concentraciones urinarias de
F2-Dihomo-IsoPs totales tras la ingesta de los dos mostos restantes, fueron
similares a las encontradas tras la ingesta de AM (p>0.05). Asi pues, la excrecion

urinaria tras la ingesta de CMM fue de 3.6+0.7 ug 24h''. La menor concentracion
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de F2-Dihomo-IsoPs totales fue alcanzada tras la ingesta de HEM, dando como
resultado 3.6+0.7 ug 24h! de F>-Dihomo-IsoPs totales en orina.

g 24h?
7,5
7.0
M Total-NeuroPs
6,5
W Total-F2-Dihomo-IsoPs
6,0
5,5
5,0
4,5 I .
4,0
3,5 i
3,0 [
2,5
2,0
1,5
1,0
0,5
0,0 : )
CONTROL WR cmw cMM AW AM HEW HEM

Figura 15. Andlisis cuantitativo del contenido total de NeuroPs y F2-Dihomo-IsoPs
encontrados en orina. WR: Ron blanco; CMW/CMM: vino/mosto con maceracion
carbénica; AW/AM: vino/mosto crianza, HEW/HEM: vino/mosto de autor. Los
resultados se expresan como pg 24h!

El efecto sobre los F2-Dihomo-IsoPs totales tras la ingesta de los vinos tintos
presento diferencias significativas. Mientras que durante el periodo de control la
cantidad de F>-Dihomo-IsoPs totales fue de 6.1+0.5 ug 24h", la concentracion de
F2-Dihomo-IsoPs totales en orina fue significativamente inferior tras la ingesta de
cada uno de los tres tipos de vinos (p<0.01). La ingesta de CMW dio lugar a una
concentracion de F:-Dihomo-IsoPs totales de 2.5+0.6 ug 24h. El proceso de
crianza del vino tinto no influyé de forma significativa sobre la concentracion
urinaria de F2-Dihomo-IsoPs totales (p>0.05). De hecho, tras la ingesta de AW y
HEW, se encontraron unas concentraciones de F2-Dihomo-IsoPs totales de 2.9+0.4
ug 24h'y 3.0+0.5 ug 24h! respectivamente.
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Al igual que tras la ingesta de los vinos y los mostos, la ingesta de etanol
(marcada por la ingesta de WR) también produjo un descenso en los niveles de F-
Dihomo-IsoPs totales (p<0.05). Recordemos que durante el periodo de control la
concentracion urinaria de F:-Dihomo-IsoPs totales fue de 6.1+0.5 pg 24h7;
mientras que la ingesta de WR disminuy0 la excrecion, situdndola en 4.9+0.8 ug
24h1,

El estudio de la excrecion total de NeuroPs aportd mas disparidad que la
observada para F2-Dihomo-IsoPs. Durante el periodo de control la excrecion total
de NeuroPs fue de 4.7+0.7 ug 24h"'. Es destacable que tras las ingesta de HEM y
HEW, los niveles de NeuroPs totales en orina (2.8+0.8 ug 24h? y 3.1+0.5 pug 24h",
respectivamente) se redujeron de manera muy significativa (p<0.01). Esta
reduccion de la excrecion en orina del total de NeuroPs también fue observada
tras la ingesta de CMM y AM. La tendencia tras la ingesta de CMW y AW fue
similar a la de sus mostos de origen, reduciendo la excrecion de NeuroPs totales
en orina. Sin embargo, ninguno de estos otros dos mostos y vinos consiguieron
reducir la concentracion de NeuroPs totales de manera significativa tras su
ingesta (p>0.05). La concentracion del total de NeuroPs tras ingesta de los mostos
fue similar, por tanto las diferencias de concentracion en orina fueron similares
tras la ingesta de los tres mostos. En el mismo sentido, la ingesta de los tres vinos
tintos tampoco aportd diferencias en la concentracion final de NeuroPs totales
(p>0.05).

Los efectos del etanol, marcados por la ingesta de WR, fueron diferentes a
los observados tras ingesta de mosto y vino. De hecho, la concentracién en orina
de NeuroPs totales tras la ingesta de WR resulté muy similar (p>0.05) (4.6+0.5 ug
24h) a la observada durante el periodo de control (4.8+0.2 ug 24h™).

Finalmente, ninguno de los vinos empleado, ejerci6 mayor proteccion
antioxidante sobre el DHA que sus respectivos mostos de origen (p>0.05). Sin
embargo, tanto HEW como HEM ejercieron el mayor efecto antioxidante. Esto
revela la importancia de los factores agrondmicos en la actividad neuroprotectora,
observada mediante la medicion de NeuroPs urinarios. El proceso de vinificacion,
no parece influir en la actividad protectora de los vinos tintos a nivel de los

NeuroPs urinarios.
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3.3. ANALISIS CUANTITATIVO DE NEUROPROSTANOS Y Fo-DIHOMO-
ISOPROSTANOS INDIVIDUALES

Las variaciones en la concentracion de los distintos NeuroPs y F2-Dihomo-
IsoPs, tras la ingesta de las distintas bebidas, también ha sido estudiada (Tabla
12).

Abordando los F>-Dihomo-IsoPs, las variaciones fueron bastante amplias,
concerniente a la ingesta de los mostos. 17-epi-17-Fa-Dihomo-IsoP y 17-Fa-
Dihomo-IsoP presentaron unas concentraciones bajas, durante el periodo de
control (0.08+0.02 ug 24h' y 0.70£0.10 pg 24h’, respectivamente). Aun siendo
bajas, algunas bebidas lograron disminuir significativamente (p<0.05) aiin mas sus
concentraciones. De hecho, la ingesta de CMM consiguid reducir la concentracion
de 17-epi-17-F2a-Dihomo-IsoP hasta (0.04+0.01 pg 24h), al igual que la de 17-Fa-
Dihomo-IsoP (0.44+0.09 pg 24h7). La ingesta de HEM también disminuyo la
concentracion en orina de ambos compuestos (0.04+0.012 ug 24h" para 17-epi-17-
Fa-Dihomo-IsoP y 0.25+0.09 ug 24h' en el caso de 17-Fa-Dihomo-IsoP).
Finalmente, la ingesta de AM fue capaz de disminuir la concentracion urinaria de
17-F2-Dihomo-IsoP hasta 0.05+0.02 pg 24h-1.

Las concentraciones de F2-Dihomo-IsoPs mas altas correspondieron a ent-
7(R)-7-F2-Dihomo-IsoP (3.1+0.3 pg 24h") y a ent-7-epi-7-F2-Dihomo-IsoP (2.2+0.3
ug 24h1), durante el periodo de control. La ingesta de cada mosto ocasion6 una
disminucion similar y significativa (p<0.05) de ambos compuestos, en los tres
casos. De hecho, la ingesta de CMM derivo en la excrecion de 1.8+0.3 ug 24h-!
para ent-7(R)-7-F2-Dihomo-IsoP, y una excrecion de 1.6+0.2 ug 24h' para ent-7-epi-
7-F2-Dihomo-IsoP. Tanto AM (1.9+0.1 ug 24h! para ent-7(R)-7-Fa-Dihomo-IsoP y
1.740.2 ug 24h! para ent-7-epi-7-F2-Dihomo-IsoP), como HEM (2.0£0.4 ug 24h™
para ent-7(R)-7-Fz-Dihomo-IsoP y 1.3+0.2 ug 24h' para ent-7-epi-7-Fz-Dihomo-

IsoP), siguieron la misma tendencia.

Al igual que se observo con los mostos, los vinos también disminuyeron de
manera significativa (p<0.05) la excrecion de ent-7(R)-7-Fa-Dihomo-IsoP y de ent-
7epi-7-Fa-Dihomo-IsoP tras su ingesta. Los valores de ent-7(RS)-7-F2-Dihomo-IsoP
fueron 1.3+0.3 ug 24! para CMW, 1.6+0.2 pg 24h! para AW y 1.4+0.2 ug 24h! para

HEW. A su vez, los valores obtenidos de ent-7-epi-7-F2-Dihomo-IsoP en orina
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fueron 0.8+0.1 ug 24h?, 1.0+0.1 ug 24h' y 1.2+0.1 ug 24h'; como consecuencia de
la ingesta de CMW, AW y HEW, respectivamente.

La ingesta de etanol, marcada por WR, fue capaz de disminuir la
concentracion urinaria de ent-7(R)-7-F2-Dihomo-IsoP comparada con el periodo
de control (p<0.05). Sin embargo, no se encontré ninguna otra variacion

significativa de cualquier otro F2-Dihomo-IsoPs tras dicha ingesta (p>0.05).

Tabla 12. Analisis cuantitativo del contenido en orina de NeuroPs y F>-Dihomo-IsoPs

CONTROL WR CMW CMM AW AM HEW HEM
NeuroPs
4(R)-Fy 2.440.1 1.9+0.2 12£0.2  1.9+02 12404 1.6£0.3 1.0£0.1 1.2¢0.2
4-epi-4-Fy 0.67+0.13 051011 041:0.07 0.52+0.19 048:0.13 0.62+021 0.37:0.09 0.46+0.08
4-Fy, 0.26:0.06 021+0.05 0.18:0.04 0.18£0.04 0.19:0.07 020+0.07 0.19:0.04 0.19+0.06
10-¢pi-10-Fy, 0.95:024 1.12+0.25 0.89+0.18 0.73x0.16 0.64:028 0.86x0.19 0.60:0.17 0.560.21
10-Fy 0.51£0.11 0.85:0.32 0.42+0.09 0.3620.10 0.36:0.20 0.39+0.17 0.41:0.17 0.37+0.24

F,-Dihomo-IsoPs

17-epi-17-Fy, 0.08£0.02 0.05:0.01 0.04:0.02 0.04:0.01 0.03:0.01 0.05:0.02 0.04:0.04 0.04+0.02
17-Fy 070£0.10 0.39:0.09 0.31+0.13 0.44:0.09 0.25:0.10 0.46:0.08 0.28+0.12 0.25:0.09
ent-7(R)-7-Fy, 31:03  25:03  13:03  1.8#03  1.6:02  19:01 14102  2.03:04
ent-7-epi-7-Fy, 22403 19403  08:0.1  1.6:02  1.0:01  17:03  12:01 1302

Los resultados se expresan en g 24" +SD. WR: Ron blanco; CMW/CMM: vino/mosto con

maceracion carbénica; AW/AM: vino/mosto crianza; HEW/HEM: vino/mosto de autor

Como se puede apreciar, la excreciéon de la mayoria de los NeuroPs
individuales no vari6é de forma significativa (p>0.05). Efectivamente, 4-epi-4-Fs:-
NeuroP, 4-Fs-NeuroP, 10-epi-10-Fsa-NeuroP y 10-Fa-NeuroP, no demostraron
diferente excrecion urinaria tras la ingesta de ningtin vino o mosto (p>0.05). No

obstante, hay algunos puntos destacables.

El NeuroP mas abundante en orina fue 4(R)-Fs-NeuroP (2.4+0.1 ug 24h).
Tras la ingesta de los mostos, la concentracion urinaria de 4(R)-Fs#-NeuroP fue

menor que la observada en el grupo control (1.9+0.2 pg 24h,1.6+0.3 y 1.2+0.2 g
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24h' para CMM, AM y HEM respectivamente). Como puede observarse, esa
concentracion fue significativamente inferior tras la ingesta de AM y HEM
(p<0.05). Tras la ingesta de los vinos, la concentracion de 4(R)-Fs-NeuroP fue
significativamente inferior en los tres casos. Los valores mas bajos fueron los
encontrados tras la ingesta de HEW (1.0+0.1 ug 24h"). Curiosamente, tras la
ingesta de AW y CMW se encontraron concentraciones muy similares en orina

(1.2+0.4 ug 24h' y 1.2+0.2 ug 24h! respectivamente tras ambos tratamientos).

Al analizar los efectos de la ingesta de WR se detectaron concentraciones
mas altas de dos NeuroPs. Concretamente, 4(R)-Fs-NeuroP y 10-Fsa-NeuroP
presentaron superiores concentraciones en orina, comparado con la ingesta de
vinos y mostos respectivamente. De este modo, tras la ingesta de los tres vinos se
encontro una excrecion de 4(R)-Fa-NeuroP significativamente menor (p<0.05) que
tras la ingesta de WR. Finalmente, la concentracion urinaria de 10-Fs-NeuroP

también disminuyd tras la ingesta de los tres mostos de origen.

A juzgar por la similitud de los resultados obtenidos tras la ingesta de vinos
y sus correspondientes mostos, los procesos de vinificacion no parecen afectar la
capacidad neuroprotectora de los vinos cuando se mide mediante la excrecién
urinaria de NeuroPs. Contrariamente, la excrecion de F2-Dihomo-IsoPs, si parece
variar tras la ingesta de un mosto y su correspondiente vino terminado. Tanto ent-
7(R)-7-F2-Dihomo-IsoPs como ent-7-epi-7-F2-Dihomo-IsoPs variaron su excrecion
en algunos casos. De hecho, ent-7(R)-7-Fa-Dihomo-IsoPs presentd mayor
concentracion (p<0.05) tras la ingesta de MCM (1.8+0.3 ug 24h) que tras la ingesta
de MCW (1.3+0.3 pg 24h'). La ingesta de AW también puso de manifiesto la
importancia del proceso de vinificacidn, ya que tras su ingesta se vio reducida la
excrecion de ent-7-epi-7-Fa-Dihomo-IsoPs (1.0+0.1 ug 24h') en mayor medida que
tras la ingesta de AM (1.7+0.3 ug 24h), su mosto de origen.

3.4.RELACION ENTRE LOS COMPUESTOS BIOACTIVOS DEL VINO Y LOS
MARCADORES DE ESTRES DEL SNC

El vino tinto ha demostrado ejercer neuroproteccion in wvivo, atribuido
principalmente a su contenido en compuestos bioactivos y sus propiedades
antioxidantes (Basli y col., 2012; Gdémez-Serranillos y col., 2009; Rodriguez-
Naranjo y col., 2011). Como ya se ha indicado previamente, tanto MEL como
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OHTyr son capaces de actuar como agentes antioxidantes a nivel local, gracias a
su capacidad para traspasar la barrera hematoencefalica (Fernandez-Mar y col.,
2012; Rodriguez-Naranjo y col., 2011). Los resultados del estudio de regresion
realizado para la excrecion urinaria de NeuroPs y F>-Dihomo-IsoPs se reflejan en
la Tabla 13.

Tabla 13. Coeficientes de determinacion derivados del estudio de regresion simple y de
regresion multiple de la excrecién urinaria de NeuroPs y F>-Dihomo-Isops.

Total NeuroPs Total F-Dihomo-IsoPs
Regresion simple (R?)
MEL 0.135 0.439
OHTyr 0.155 0.207
HV-Acid 0.003 0.080
HV-Alc 0.072 0.331
TPC 0.044 0.327
Regresion multiple
R2 Tot. 0.236 0.441
R2 Sel. 0.165 (OHTyr) 0.439 (MEL)

MEL: Melatonina; HV-Acid: Acido homovanilico; HV-Alc: Alcohol homovanilico; OHTyr:
Hidroxitirosol; TPC: Compuestos fendlicos totales. R? Tot.: coeficiente de regresion
multiple que expresa la importancia estadistica de todos los compuestos estudiados con
respecto a cada marcador. R? Sel.: coeficiente de regresiéon multiple de los compuestos
seleccionados por su robustez estadistica con el modelo.

Como puede observarse, el estudio de regresion simple muestra que la
excrecion de NeuroPs esta condicionada principalmente por la ingesta de OHTyr
(en un 15.5%). Mientras tanto, la ingesta de MEL, HV-Acid, HV-Alc y del TPC
fueron responsables del 13.5%, 0.3%, 7.2% y 4.4% del cambio observado en la
excrecion de NeuroPs en orina, respectivamente. Finalmente, el analisis de
regresion multiple siguid la misma tendencia que se observo tras la regresion
simple, mostrando un escaso peso estadistico para el conjunto de compuestos
presentes en los mostros y vinos. Unicamente el 23.6% del cambio observado en la
excrecion de NeuroPs se puedo explicar mediante el modelo estadistico. Este

mismo modelo, mostré que la ingesta de OHTyr explica el 16.5% del cambio



138 JAVIER MARHUENDA HERNANDEZ

observado en la variacion de NeuroPs, teniendo en cuenta todos los compuestos

incluidos en las bebidas del estudio.

Es evidente pues, que la excreciéon de NeuroPs debe estar influida por
diversos factores que no pueden ser determinados en este estudio. Sin embargo,
la ingesta de los diversos compuestos (especialmente OHTyr), podria ser
parcialmente responsable de la disminucion en la excrecion de NeuroPs

observada en orina.

El estudio de regresion en relacién a la excrecion de F:-Dihomo-IsoPs,
mostré una mayor influencia de los distintos compuestos contenidos en las
bebidas que la comentada anteriormente para la excrecidon urinaria de NeuroPs.
Al realizar el estudio de regresion simple, la excrecion urinaria de F2-Dihomo-
IsoPs resultd estar condicionada en un 43.9% por la ingesta de MEL, en un 20.7%
por la de OHTyr, en un 8% por la de HV-Acid, en un 33.1% por la de HV-Alcy en
un 32.7% por la ingesta del TPC. Por otra parte, el estudio de regresion multiple
demostrd que las variaciones observadas en la excrecion de F:-Dihomo-IsoPs
estdn condicionadas en un 44.1% por el contenido total de los compuestos a
estudio simultdneamente. Sin embargo, la ingesta de MEL resulté la mas
determinante en dicha excrecién, siendo responsable del 43.9% del descenso

observado en la excrecion de F2-Dihomo-IsoPs.

Por tanto, todos los compuestos bioactivos anteriores, junto al TPC parecen
ejercer neuroproteccion. Por un lado, MEL parece ejercer su efecto neuroprotector
mediante la proteccion oxidativa del AdA, medida por la formacién F2-Dihomo-
IsoPs urinarios. Mientras que OHTyr ha demostrado ser responsable de la
proteccion del DHA y EPA contra especies oxidativas, medida por la produccion

total de NeuroPs en orina.

Las diferencias observadas, entre los tratamientos de los distintos vinos y
mostos, podrian estar relacionadas con su contenido en MEL. De hecho, la ingesta
de CMW, que contiene la cantidad mas alta de este compuesto (161.8+7.1 ng mL-
1), ejercioé una disminucién significativamente mayor en la excrecion urinaria de
F2-Dihomo-IsoPs totales en comparacion con la ingesta de CMM, su mosto de

origen (p=0.015).
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Teniendo en cuenta estos resultados y el hecho de que MEL puede actuar
como un compuesto antioxidante, ademas de su capacidad para traspasar la
barrera hematoencefalica, es evidente que este compuesto en la matriz de vinos
terminados debe reflejarse como un activo neuroprotector frente a la oxidaciéon de
AdA (Ferndndez-Mar y col, 2012). Especialmente, la disminucién en Ila
concentracion de F2-Dihomo-IsoPs totales en orina en comparacion con el periodo
de control, es representativo de la proteccion oxidativa del tejido blanco neuronal
(Durand y col., 2013).

Los efectos del vino en la peroxidacion de lipidos ya se han descrito
anteriormente. La ingesta de vino conduce a una disminucién en la produccion de
compuestos resultantes de la oxidacion lipidica (Pignatelli y col., 2006; Schrieks y
col., 2013). No obstante, hasta donde nosotros sabemos no se han encontrado
informes previos sobre la relacién entre MEL u OHTyr y NeuroPs o F>-Dihomo-
IsoPs. Por tanto, ésta es la primera vez que se describe la relacion in vivo de estas
moléculas bioactivas en la matriz de vino tinto, ligadas a la proteccion oxidativa
de AdA, EPA y DHA.

Como era de esperar, los procesos de vinificacion, refuerzan el efecto
neuroprotector de los mostos, relacionados con la formacion de F2-Dihomo-IsoPs
totales (Rodriguez-Naranjo y col, 2011). En general, aunque no de forma
estadisticamente significativa (p<0,05), el consumo de vino tinto ocasion6 una
disminuciéon mayor en la concentracion urinaria de F.-Dihomo-IsoPs totales que

la ingesta de mostos.

Es evidente la estrecha correlacion entre la ingesta de OHTyr y la excrecion
urinaria de NeuroPs totales. Esta correlacion inversa también se puede apreciar
entre la ingesta de MEL con la excrecion urinaria de F2-Dihomo-IsoPs totales. Los
mostos han demostrado cantidades consistentes tanto de HV-Acid como de HV-
Alc, sin embargo no contienen cantidades apreciables de MEL ni de OHTyr. Por
el contrario, los vinos contienen una cantidad considerable de todos los
compuestos bioactivos sometidos a estudio, siendo CMW el vino que mayor
contenido relativo tiene de todos los compuestos (Tabla 8). Por tanto el consumo
de CMW podria derivar en un mayor efecto neuroprotector, debido a su alto

contenido de todos los compuestos bioactivos de este estudio.
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4. EVALUACION DEL ESTRES OXIDATIVO MEDIANTE EL
ANALISIS DE CATABOLITOS DE OXIDACION DE ADN.
MARCADORES DE MUTAGENESIS

4.1.ANALISIS CUALITATIVO DE CATABOLITOS DE OXIDACION DE
ADN

De los siete metabolitos optimizados, sélo cuatro fueron identificados en
todas y cada una de las muestras de plasma de los voluntarios: cGMP, 8-OH-2'-
desoxiguanosina, 8-OH-guanina y 8-NOz-guanosina. Sin embargo, los otros tres
catabolitos (8-OH-guanosina, 8-NO2-cGMP, y 8- NOz-guanina) no se detectaron

en ninguna de las muestras de plasma analizadas.

4.2. ANALISIS CUANTITATIVO DE CATABOLITOS DE OXIDACION DE
ADN

Los catabolitos individuales identificados en las muestras de plasma de las
distintas etapas del estudio se muestran en las Figuras 16a y 16b. Las variaciones
en el contenido plasmatico de los catabolitos de DNA difieren entre los distintos
metabolitos, y su efecto fisioldgico es diferente uno de otro, de modo que su

analisis se realizo de forma individual.

La concentracion en plasma de cGMP tras la etapa de control fue 69.7+19.4
pM, muy inferior a la concentracion observada tras las siguientes etapas del
estudio. En primer lugar, tras la ingesta de WR se observo un incremento de la
concentracion de cGMP, llegando a 107.5+25.4 pM. Este incremento en la
concentracion de cGMP también se observo tras la ingesta de los tres tipos de
mosto. Asi pues, la concentracion plasmatica de cGMP tras la ingesta de CMM
(97.8+15.6 pM), de AM (104.2 +18.7 pM) y de HEM (101.1+14.8 pM), fue muy
similar (p>0.05) a la observada tras la ingesta de WR. Cabe destacar que el
aumento aproximado en la concentracién plasmatica de cGMP tras la ingesta de
WR y de los tres mostos, aun siendo de un 30% aproximadamente, no fue
estadisticamente significativo (p>0.05). Sin embargo, tras la ingesta de los tres
diferentes vinos si se observd un incremento estadisticamente significativo en la
concentracion plasmatica de cGMP. Tras la ingesta de CMW, la concentracion de
cGMP ascendi6 (p<0.01) hasta 133.4+15.0 pM, mientras que tras la ingesta de AW
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y HEW la concentracion plasmatica de cGMP se increment6 (p<0.05) hasta
127.2+14.7 pM y 121.9£13.9 pM respectivamente.
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Figura 16a. Concentracion plasmatica de guanosin monofosfato ciclica
(GMP) y 8-OH-2-desoxiguanosina (8-OH-dGuo). Los valores se
expresan en UM. Los asteriscos indican diferencias significativas.

A la hora de abordar la concentracion plasmatica de 8-OH-2'-
desoxiguanosina, también se observaron variaciones tras la ingesta de las

diferentes bebidas del estudio. Tras la etapa de control, la concentracion
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plasmatica fue 14.3+2.2 pM, sin embargo descendio tras cada una de las etapas del
estudio. La disminucién menos acusada se observo tras la ingesta de WR. De
hecho, la concentracion de 8-OH-2’-desoxiguanosina descendié de forma poco
significativa (p>0.05) hasta 13.5+2.2 pM. El descenso tras la ingesta de los tres
tipos de mosto resultd ligeramente mds pronunciado. Sin embargo, ninguno de
los tres mostos logré disminuir de forma significativa (p>0.05) la concentracion
plasmatica de 8-OH-2’-desoxiguanosina. De modo que su concentracion
disminuyé hasta 12.2+1.8 pM y 12.6x1.1 pM tras la ingesta de CMM y AM
respectivamente. A su vez, tras la ingesta de HEM, la concentracion se redujo
hasta 11.2+1.1 pM. Finalmente, los cambios mas pronunciados en la concentracién
plasmatica de 8-OH-2’-desoxiguanosina, se observaron tras la ingesta de los tres
tipos de vino. No obstante, la ingesta de CMW no derivd en un descenso
estadisticamente mds pronunciado que la ingesta de los mostos (p>0.05),
encontrandose una concentracion plasmatica de 10.1+1.5 pM. Sin embargo, tras la
ingesta de AW y HEW se observé una disminuciéon mucho mas acusada. Asi
pues, la concentracion plasmatica de 8-OH-2’-desoxiguanosina se redujo de forma

significativa (p<0.05) hasta 9.6+1.3 pM y 9.2+1.5 pM, respectivamente.

La concentracion plasmatica de 8-OH-guanina y 8-NO:-guanosina, no sufri6
variaciones significativas a lo largo de ninguna de las etapas del estudio in vivo.
De este modo, tras el periodo de control se observaron concentraciones de
414455 pM y 487+57 pM para 8-OH-guanina y 8-NO:-guanosina
respectivamente. Sin embargo, aunque no de forma significativa (p>0.05) si se
observé una disminucion en la mayoria de los casos. En primer lugar, tras la
ingesta de WR la concentracion de 8-OH-guanina y 8-NOz-guanosina se mantuvo
practicamente igual (37.2+4.3 pM y 46.4+6.6 pM respectivamente) que al finalizar
el periodo de control (p>0.05). Tras las siguientes etapas del estudio, las
concentraciones plasmaticas de 8-OH-guanina y 8-NO:-guanosina fueron mads

dispares.

Tras la ingesta de los tres tipos de mosto, la concentracién de 8-OH-guanina
se redujo hasta 35.4+7.9 pM en el caso de AW, y hasta 35.7+6.7 tras la ingesta de
HEW, siendo ligeramente inferior (p>0.05) tras el periodo de ingesta de CMW
(32.0£5.3 pM). Posteriormente, la ingesta de los tres tipos de vino consiguio6

reducir la concentracion de 8-OH-guanina de forma mas efectiva que los mostos.
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Asi pues, la concentracion se vio reducida (p<0.05) hasta 27.2+4.6 pM, 28.4+5.1 pM
y 29.7+3.5 pM tras la ingesta de CMW, AW y HEW, respectivamente.
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Figura 16b. Concentracién plasmatica de 8-OH-guanina (8-OH-Gua) y 8-
NO:z-guanosina (NO2-Guo). Los valores se expresan en pM.

Finalmente, la concentracion plasmatica de 8-NOz-Guanosina tras la ingesta
de los tres mostos y los tres vinos, fue muy similar (p>0.05) a la encontrada tras la

ingesta de WR y el periodo de control. De este modo, su concentracién tras la
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ingesta de CMM, AM y HEM fue 39.1+5.3 pM, 39.8+7.1, pM y 37.6+4.8 pM
respectivamente. Asimismo, se encontraron concentraciones de 35.5+5.4 pM,
38.0+5.1 pM y 38.6+5.4 pM tras la ingesta de CMW, AW y HEW respectivamente.

4.3.EFECTOS DE LA INGESTA DE VINO Y MOSTO EN RELACION CON
LA OXIDACION NO ENZIMATICA DE ADN.

Todos los metabolitos a estudio son producidos a partir de nucle6tidos y
nucledsidos de ADN y ARN. Sin embargo, su accion bioldgica y su uso como
marcadores patogénicos, difieren entre los distintos compuestos analizados. Asi
pues, la accion bioldgica de cGMP es completamente diferente de 8-OH-2'-
desoxiguanosina, 8-OH-Guanina y 8-NO:-Guanosina; asi como su uso como

marcador bioldgico.

Como se ha comentado previamente, algunos estudios indican que el vino
tinto mejora la funcion y la expresion de eNOS en un proceso dependiente de los
antioxidantes propios de la matriz del vino, con marcadas diferencias de
actividad entre ellos (Hellsten y col., 2012). No solo los antioxidantes del vino son
mediadores del incremento de NO, el etanol también ha demostrado capacidad
para ejercer vasodilatacion mediada por la activacion de eNOS (Venkov y col.,
1999).

Efectivamente, la ingesta de las distintas bebidas del presente estudio
derivdé en un incremento de la concentracion plasmatica de cGMP. Tanto la
ingesta de etanol (marcada por la toma de WR), como la ingesta tnica de
antioxidantes (marcada por la toma de los tres tipos de mosto) incrementaron la
concentracion plasmatica de cGMP sobre un 30%, aunque este incremento resultd
no ser estadisticamente significativo (p>0.05). Sin embargo, la ingesta conjunta de
etanol y antioxidantes (marcada por la ingesta de los tres tipos de vino) ocasiond
un incremento mayor que la ingesta de cada uno por separado (mediante la toma
de WR o de mostos). Este incremento fue de un 49% tras la ingesta de CMW, y de
aproximadamente un 44% tras la ingesta de AW y HEW. En los tres casos este
incremento fue estadisticamente significativo (p<0.01 (CMW) y p<0.05 (AW y
HEW)). Por lo tanto, el efecto sinérgico del etanol junto al de los distintos
compuestos bioactivos, refuerza los efectos cardioprotectores derivados de la

ingesta de vino tinto.
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La accion y el uso como marcadores biologicos de 8-OH-2'-desoxiguanosina
(Valavanidis y col, 2013), 8-OH-guanina y de 8-NO:-guanosina difiere
completamente de lo comentado anteriormente para cGMP. Si bien cada uno con
sus particularidades, un aumento en la concentracién plasmatica de estos
metabolitos es fiel reflejo de patologia carcinogénica y aumento del estrés
oxidativo. El incremento de sustancias oxidantes ha demostrado ejercer un papel
en la iniciacion y la progresion de las distintas etapas de los procesos
carcinogénicos. Lesiones oxidativas como la formaciéon de 8-OH-2'-
desoxiguanosina, 8-OH-guanina y 8-NO:-guanosina junto a su potencial
mutagénico, les coloca como marcadores intermedios en la progresién de
enfermedades como el cdncer. Sin embargo, parece ser que estos metabolitos
estan mas estrechamente relacionados con la iniciacion, que con la propagacion

de las lesiones en el cancer (Toyokuni y col., 1995).

En la presente Tesis, la concentracion plasmatica de 8-OH-2'-
desoxiguanosina fue diferente a lo largo de las distintas etapas del estudio. Tras la
ingesta de etanol mediante la toma de WR, la concentracion de 8-OH-2'-
desoxiguanosina apenas sufri6 variacion alguna (p>0.05). En la misma linea, tras
la ingesta de los tres tipos de mosto, se observo una ligera disminucion en la
concentracion plasmatica de este metabolito, que no resultd estadisticamente
significativa (p>0.05). Finalmente, tras la ingesta de los tres tipos de vino, se
observaron diferencias significativas con respecto al periodo de control. Asi pues,
mientras que la ingesta de CMW ocasion6 una disminucion de la concentracion
del 29% (que no fue estadisticamente significativa (p>0.05)), la concentracion
plasmatica de 8-OH-2’-desoxiguanosina disminuyo de forma significativa (p<0.05)
(un 32% aproximadamente), tras la ingesta de AW y HEW. Otro metabolito, como
8-ox0-2’-desoxiguanosina ya ha sido estudiado in vivo en plasma tras la ingesta de
vino tinto, viendo reducida su concentracidon su ingesta por voluntarios sanos
(Urquiaga y col., 2010). Sin embargo, el efecto in vivo de la ingesta de vino sobre la
concentracion plasmatica de 8-OH-2’-desoxiguanosina, todavia no se habia
estudiado previamente. Por lo tanto, la capacidad antioxidante de los distintos
compuestos bioactivos se pone de manifiesto al derivar en un descenso de la
concentracion plasmatica de 8-OH-2'-desoxiguanosina. Este hecho ha sido
demostrado por primera vez tras la ingesta de vino o mosto en la presente Tesis

Doctoral.
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Los resultados obtenidos en la presente Tesis Doctoral muestran un
descenso en la concentracion plasmatica de 8-OH-guanina tras la ingesta de las
bebidas a estudio. Aunque de forma poco significativa (p>0.05), se observaron
diferencias respecto a la ingesta de cada bebida. La concentracion se redujo un
10% tras ingerir RW, entre un 22% y un 13% tras la ingesta de los mostos vy,
finalmente, entre un 35% y un 27% tras ingerir los tres vinos. La importancia de la
8-OH-guanina, reside en su implicacién en el proceso de reparaciéon de ADN
(Cheng y col., 1992). Debido al potencial mutagénico de 8-OH-guanina, este
proceso es de gran importancia, ya que un error en el proceso podria dar lugar a
una transcripcion errénea de Guanina-Citosina a Timina-Adenina, si la
reparacion de la base dafiada no se produce antes de la replicacion del ADN
(Cheng y col, 1992). Por tanto, al ser un producto de escisiéon derivado del
proceso de reparacion enzimatica de ADN, el descenso observado tras la ingesta
de las bebidas a estudio, es representativo de una menor reparaciéon de 8-OH-
guanina oxidada, ocasionado a su vez por una mejora del estado redox del

organismo tras la ingesta de los distintos vinos tintos.

Un marcador de dafo oxidativo dependiente de nitrégeno es 8-NO:-
guanosina, generado tras el dafio oxidativo a ADN por peroxitrito (Akuta y col.,
2006). En la presente Tesis, la concentracién plasmatica de 8-NOz-guanosina no
varié de forma estadisticamente significativa (p<0.05) tras la ingesta de ninguna
de las distintas bebidas. Sin embargo, se apreciaron algunas diferencias
destacables. Asi pues, la ingesta de WR no mostr6 un efecto considerable sobre la
concentracion plasmatica de 8-NOz-guanosina, observandose una concentracion
muy similar al periodo de control. Sin embargo, si se observo una disminucion
ligeramente mas acusada tras la ingesta del resto de las bebidas a estudio. Sobre
todo tras la ingesta de CMW (observandose una disminucion del 27%) mientras
que, la ingesta de las demds bebidas ocasiond una disminucién de un 22%
aproximadamente. La 8-NOz-guanosina tiene un papel fisioldgico en la respuesta
protectora frente a procesos inflamatorios y patoldgicos, como compuesto
mutagénico. De hecho pueden encontrarse estudios publicados sobre niveles
elevados de 8-NO:z-guanosina en células y tejidos tumorales (Kaneko y col., 2008).
Aunque no de forma muy pronunciada, el descenso en la concentracion

plasmatica de 8-NO:-guanosina tras la ingesta del vino y del mosto indica la
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capacidad antioxidante de todos los compuestos estudiados en la presente Tesis

Doctoral.

El incremento de la concentracion de ¢cGMP (marcador de vasodilatacion
mediado por la liberaciéon de NO) y la disminucion de la concentracion de 8-OH-
desoxiguanosina, 8-OH-guanina y de 8-NO:-guanosina (marcadores de estrés
oxidativo y compuestos carcinogénicos per se) refuerzan estudios previos sobre
los efectos beneficiosos de la ingesta de vino tinto en dosis moderadas y de etanol,
en menor medida, asi como su importancia como exponente clave de la dieta
mediterrdnea. Queda patente pues el posible papel del vino tinto como agente
protector contra el ataque de radicales libres, a la vez que su implicacion en la

mejora y prevencion de patologias inflamatorias o el cancer.

4.4.RELACION ENTRE LOS COMPUESTOS BIOACTIVOS Y LOS
MARCADORES DE OXIDACION Y MUTAGENESIS DE ADN.

Al igual que para los marcadores de peroxidacion lipidica, se realiz6 un
analisis de regresion con el fin de determinar el peso estadistico que cada uno de
los compuestos de las distintas bebidas pudiera tener en la concentracion
plasmatica de los distintos marcadores. Los resultados obtenidos reflejan una
solida correlacion entre 8-OH-2'-desoxiguanosina, cGMP y los compuestos
bioactivos del vino (Tabla 14).

En general, la ingesta de cada uno de estos compuestos a través del vino y el
mosto parece relacionarse de forma inversamente proporcional con la
concentracion plasmatica de los marcadores de estrés oxidativo y mutagénicos (8-
OH-2'-desoxiguanosina en mayor medida). Sin embargo, esta relacion es

directamente proporcional cuando se aborda el estudio de regresion para cGMP.
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Tabla 14. Coeficientes de determinaciéon derivados del estudio de regresion simple y de
regresion multiple de la concentracion plasmatica de ¢cGMP, 8-OH-2"-desoxiguanosina (8-
OH-dGuo), 8-OH-guanina (8-OH-Gua) y 8-NO:z-guanosina (8-NO:-Guo)

cGMP 8-OH-dGuo 8-OH-Gua 8-NO2-Guo

Regresion simple (R?)
MEL 0.321 0.093 0.113 0.006
OHTyr 0.232 0.248 0.099 0.005
HV-Acid 0.162 0.090 0.048 0.000
HV-Alc 0.443 0.301 0.171 0.001
TPC 0.438 0.228 0.157 0.000
Regresion multiple
R2 Tot. 0.490 0.331 0.193 0.026
R2Sel 0.485 0.301 0.171 Ninguna

' (MEL, HV-Alc) (HV-Alc) (HV-Alc) variable

MEL: Melatonina; HV-Acid: Acido homovanilico; HV-Alc: Alcohol homovanilico; OHTyr:
Hidroxitirosol; TPC: Compuestos fendlicos totales. R? Tot.: coeficiente de regresion
multiple que expresa la importancia estadistica de todos los compuestos estudiados con
respecto a cada marcador. R? Sel.: coeficiente de regresiéon multiple de los compuestos
seleccionados por su robustez estadistica con el modelo.

Asi pues, se acaba de hacer mencién a la relacion observada entre la ingesta
de los compuestos bioactivos y la concentracién plasmatica de cGMP. El estudio
de regresion simple, mostré que la concentracion plasmatica de cGMP esta
condicionada en un 32.1% por la ingesta de MEL, en un 23.2% por la de OHTyr,
en un 16.2% por la de HV-Acid, en un 44.3% por la de HV-Alc y en un 43.8% por
la ingesta del TPC. Por su parte, el analisis de regresiéon multiple determiné que,
la ingesta de todos los compuestos a estudio, influye sobre la concentracion
plasmatica de cGMP en un amplio 49%. Es de destacar que casi toda esa
influencia, estd determinada por la ingesta de MEL y HV-Acid, siendo

responsables del 48.5% de los cambios observados en la concentracion de cGMP.

Al contrario que para cGMP, la relacion entre los compuestos bioactivos y la
concentracion plasmatica de 8-OH-2'-desoxiguanosina, 8-OH-guanina y 8-NO»-
guanosina resulto ser inversamente proporcional. Los cambios observados en la
concentracion plasmatica de 8-OH-2"-desoxiguanosina se explican en un 9.3% por
la ingesta de MEL, en un 24.8% por la de OHTyr, en un 9% por la de HV-Acid, en
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un 30.1% por la de HV-Alc y en un 22.8% por el ingesta del TPC, cuando se
estudia cada compuesto por separado mediante un estudio de regresion simple.
No obstante, al analizar el peso estadistico de todas las variables simultaneamente
mediante el estudio de regresién multiple, se observa una influencia del 33.1% en
los cambios producidos en la concentracion de 8-OH-2’-desoxiguanosina. E1 HV-
Acid fue el compuesto que mas peso estadistico mostrd en esta relacion,

explicando el 30.1% de estos cambios observados.

Finalmente, el andlisis de regresiéon para 8-OH-guanina y para 8- NO:-
guanosina mostrd unos resultados menos significativos que para los dos
marcadores anteriores. De hecho, como se ha mencionado al estudiar las
variaciones en la concentracion de 8-OH-guanina y 8-NO:-guanosina durante el
transcurso del estudio, ninguna de las bebidas a estudio fue capaz de reducir la
concentracion de 8-OH-guanina o de 8-NO:-guanosina de manera significativa
(Figuras 16a y 16b). Asi pues, tras el analisis de regresion simple, quien mostrd
mayor influencia de forma individual sobre la concentracion plasmatica de 8-OH-
guanina y 8-NO:z-guanosina fue el TPC (apenas un 15.7% de influencia) y MEL
(con una escasa influencia del 0.6%). El andlisis de regresion multiple, teniendo en
cuenta todos los compuestos de forma simultanea, no mejord en gran medida esta
influencia. Como resultado, los distintos compuestos en conjunto mostraron una
influencia del 19.35% (siendo HV-Alc el mas determinante, con una influencia del
17.1% en los cambios observados) para la concentracién de 8-OH-guanina.
Mientras, la concentracion de 8-NO»-guanosina apenas se vio influida en un 2.6%
por el total de compuestos, lo que derivd en que ninguno de los distintos
compuestos fuera capaz de explicar la pequena variacion observada en su

concentracion.

A juzgar por los resultados obtenidos, todos los compuestos bioactivos
propios de los vinos y los mostos se relacionan con el contenido plasmatico de los

distintos marcadores, de forma positiva para el mantenimiento de la salud.

MEL se encuentra casi exclusivamente en los tres vinos terminados, y no se
puede incorporar al organismo en grandes cantidades mediante la ingesta de
mosto. Ademas, ha demostrado ser capaz de explicar, en gran medida junto a
HV-Alc, la gran variacion observada en la concentracion de cGMP; el cual, tal
como se ha visto previamente, es beneficioso por el efecto vasodilatador mediado
por la accion del NO. No solo con cGMP, la ingesta de HV-Alc también ha
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mostrado ser responsable de los cambios observados en la concentracion

plasmatica de 8-OH-2'-desoxiguanosina.

Asi pues, esta relacion directamente proporcional con cGMP, refuerza aun
mas los estudios previos sobre la capacidad cardioprotectora del vino tinto, y su
importancia dentro de una dieta equilibrada y de la Dieta Mediterranea (Renaud
& De Lorgeril, 1992; Willett y col., 1995). Asimismo, la relaciéon inversamente
proporcional con los demas marcadores de la oxidacion del ADN (sobre todo 8-
OH-2’-desoxiguanosina), evidencia la capacidad antioxidante del vino tinto, asi
como su importancia en la prevencion del cancer (Giacosa y col., 2013; Havas,
1994).
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5. NUEVOS COMPUESTOS BIOACTIVOS DERIVADOS DE LA

PEROXIDACION LIPIDICA. FITOPROSTANOS

5.1.ANALISIS CUALITATIVO DE FITOPROSTANOS EN VINO Y MOSTO

Los fitoprostanos (FitoPs) individuales encontrados en las muestras de vino
y mosto se expresan en la Tabla 15, un total de seis. Tras analizar los resultados,

se aprecid una considerable variacion dentro las distintos tipos de muestras desde

el punto de vista cualitativo. La serie E- y la serie L- inicamente se encontraron en

CMW y HEM, en cantidades muy pequenas (p<0.05).

De todos los FitoPs, hubo cuatro que se encontraron en todas las muestras
analizadas, 9-Fi-FitoP, ent-16-epi-16-Fi-FitoP + ent-16-Fit-FitoP, 9-epi-9-D1-FitoP y,

por altimo, 9-Di-FitoP.

Tabla 15. Contenido de fitoprostanos en muestras de vino y mosto

FITOPROSTANOS CMW HEW  CMM AM HEM
9-F,FitoP 90.040.9 736425  32.7+1.8 13501  149.9+1.8
ent-16-epi-16-F,-FitoP +ent-

16.F, -FitoP 19.9+0.4 1249+18  67+03  45:008  50.1+0.08
9-epi-9-DyFitoP 048:0.02 0.11:0.02 0.09:0.005 0.68:0.03 0.170.06 21.5+2.2
9-D,-FitoP 17.1+0.76 124001 8805  24+0.6 200.4+11.2

16-B,FitoP +ent-16-B,FitoP 51 0000 ] ] ] 5 5:0.1
9-L,-FitoP +ent-9-L,-FitoP 3.9+0.2 ~ _ ~ 65403

Los resultados se expresan en ng mL". CMW/CMM: vino/mosto de maceracion

carbdénica; AW/AM: vino/mosto crianza; HEW/HEM: vino/mosto de autor.

5.2. ANALISIS CUANTITATIVO DE FITOPROSTANOS EN VINO Y MOSTO

La concentracion de FitoPs totales de cada muestra estd detallada en la

Figura 17. La concentracion total de FitoPs es muy variada entre los tres mostos

de partida. De hecho, la cantidad de estos compuestos entre el mosto de origen
del vino de maceracion carbdnica (CMM) (48.9+2.6 ng mL") y el mosto de origen

del vino de crianza (AM) (20.5+0.9 ng mL"), no fue estadisticamente significativa
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(p>0.05). Sin embargo, el analisis de HEM mostré una cantidad de FitoPs muy
superior (p<0.01) a los otros dos mostos (430.9+15.7 ng mL™).

HEM proviene de las uvas de cepas muy viejas (mas de 50 afos), que se
encuentran expuestas a un estrés mayor que las cepas mas jovenes (Soleas y col.,
1997). Esto puede ocasionar un incremento de la formacién de especies pro-
oxidantes, y la consecuente formacion de perdxidos lipidicos como los FitoPs a
partir de ALA. Por tanto, las diferencias agronémicas de las vifias pueden ser un

factor muy importante en la formacion final de FitoPs.

g FITOPROSTANOS
500 - *

450 -
400 -
350 -
300 -

250

4 *
200 - B
*
150 -
100 -
MW AW HEW cMM AM

Figura 17. Contenido de fitoprostanos totales. CMW/CMM:
vino/mosto con maceracion carbonica; AW/AM: vino/mosto crianza;
HEW/HEM: vino/mosto de autor. Los resultados se expresan en ng

HEM

-1 . . . . . . .o . .
mL~. Los asteriscos indican diferencias s1gn1f1cat1vas entre vino y
mosto.

En los vinos, la concentracion total de FitoPs también fue dispar. Si bien la
cantidad de FitoPs encontrada en el vino de crianza (AW) y en el vino de autor
(HEW) fue similar (p>0.05) (213.243.1 ng mL?' y 199.844.3 ng mL"
respectivamente). La cantidad encontrada para CMW (131.7+2.3 ng mL"), fue
significativamente menor que para AW y HEW (p<0.05).

La cantidad de FitoPs encontrada para las distintas series fue muy diferente

entre los vinos y los mostos. La serie mas abundante de FitoPs para todas las
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muestras fue la Fi-FitoPs (p<0.05). Dentro de esta serie, 9-Fi-FitoP fue el
compuesto mas abundante (436.6+7.9 ng mL). Para CMM, AM, HEM y CMW, la
concentracion de 9-Fi-FitoP fue superior (p<0.05) (32.7+1.8 ng mL"; 13.5£0.1 ng
mL?;, 149.9+1.8 ng mL' y 90.04+0.94 ng mL! respectivamente) que la
concentracion de la suma de ent-16-epi-16-Fi-FitoP + ent-16-Fi-FitoP (6.7+0.3 ng
mL7; 4.5+0.08 ng mL"; 50.1+0.08 ng mL'y 19.940.4 ng mL"! respectivamente). Sin
embargo, se detectdo un cambio en la proporcion dentro de la serie Fi-FitoPs en las
muestras AW y HEW. De este modo se encontraron cantidades mayores de la
suma de ent-16-epi-16-Fi-FitoP + ent-16-Fi-FitoP (133.9+2.3 ng mL! para AW, y
124.9+1.8 ng mL! para HEW), que de 9-Fi-FitoP (76.9+0.7 ng mL"' para AW y
73.6+2.5 ng mL"' para HEW). Por tanto, durante el proceso de vinificacion podria
producirse una translocacion que invirtiera la proporcion dentro de la serie Fi-
FitoPs.

La serie Di-FitoPs se encontrd principalmente en HEM. Los dos compuestos
de dicha serie se hallaron en gran cantidad tras el analisis de HEM. 9-epi-9-D1e-
FitoP (21.5+2.2 ng mL™), pero sobre todo (p<0.05) 9-Di-FitoP (200.4+11.2 ng mL™),
mostraron concentraciones considerablemente altas. 9-Di-FitoP también se
encontro en cantidades considerables (p<0.05) en CMM (17.1+0.8 ng mL™), que
incluso son comparables a las encontradas en los aceites vegetales (Collado-
Gonzalez y col., 2015). Sin embargo, la cantidad de 9-epi-9-D1-FitoP encontrada en

el resto de las muestras no excedi6 de 0.68+0.03 ng mL-".

A diferencia de las prostaglandinas, los FitoPs se forman tras oxidacion no
enzimatica, formando mezclas de regio- y estereoisomeros (Collado-Gonzalez y
col., 2015). De este modo, las condiciones analiticas empleadas durante el estudio,
no permitieron la separacion de los posibles enantiomeros de los segundos. Por
tanto, los enantiomeros de las series Li- y Bi- se cuantificaron de forma conjunta
(Collado-Gonzdlez y col., 2015). Asi pues, los FitoPs pertenecientes a estas dos
series se cuantificaron como la suma de 16-Bi-FitoP + ent-16-Bi-FitoP y la suma de
9-Li-FitoP + ent-9-Li-FitoP. Tras el analisis de las muestras, no se encontraron
cantidades significativas (p>0.05) para estas dos series. Unicamente CMW y HEM,
mostraron concentraciones susceptibles de ser cuantificadas en base al limite de
cuantificacidn, establecido en el método empleado para el andlisis (Collado-

Gonzaélez y col., 2015). De hecho, la suma de las concentraciones de 16-Bi-FitoP +
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ent-16-Bi-FitoP y de 9-Li-FitoP + ent-9-Li-FitoP encontradas en CMW y HEM no

fueron significativas comparadas con otras series de FitoPs (p<0.05).

5.3.INFLUENCIA DE LA VINIFICACION EN EL CONTENIDO DE
FITOPROSTANOS

El proceso de vinificaciéon modifica el contenido inicial de FitoPs existente
en los mostos. El contenido en FitoPs totales de CMW y AW es mayor que el
existente en CMM y AM, sus mostos de origen. De este modo encontramos que
CMM present6 un contenido de FitoPs totales de 48.7+2.5 ng mL"'; mientras que,
tras la vinificacion, la cantidad de FitoPs totales aumentd hasta los 131.8+2.1 ng
mL1en CMW. La misma tendencia se observo tras la vinificacion de AM (20.5+0.7
ng mL" de FitoPs totales) hasta AW, el cual mostré una cantidad de FitoPs totales
de 213.1+2.9 ng mL.

Las diferencias entre los mostos y sus vinos terminados, y las diferencias
entre los distintos vinos puede deberse a varios factores. En caso de CMW, debido
a su proceso de fermentacioén carbdnica aplicado a su mosto de origen (CMM),
puede aumentar el contenido de ROS, y el consecuente aumento en la
peroxidacion lipidica (Tesniere & Flanzy, 2011), ademds de la fermentacion
alcohdlica y malolactica llevada a cabo en tanques de acero inoxidable. En el caso
de AW, su vinificacion puede ser incluso mas oxidativa que la descrita
anteriormente. Esto es debido a las barricas de roble empleadas durante el
proceso de fermentacidon y durante la posterior crianza. La madera de roble puede
liberar compuestos pro-oxidantes al mosto, ademas de favorecer un contacto mas
prolongado del vino con el oxigeno exterior de la barrica, debido a la porosidad
de la madera (Jackson, 2008). En el vino, la acumulaciéon de ROS puede
producirse debido a la reduccion de metales de transicion. Esto origina un
aumento en la concentracion de anion superoxido, radical hidroperdxido o de
peroxido de hidrégeno, lo que puede ocasionar un aumento en la oxidacién de
ALA (Oliveira y col., 2011).

Por tanto, complementario al proceso de vinificacion, la crianza del vino
también parece influir en el contenido total de FitoPs. De hecho, tanto CMM como

AM presentaron un contenido similar (p>0.05) de FitoPs totales. Pero, una vez
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terminado el proceso de vinificaciéon y de crianza de los vinos, el contenido de
AW es superior (p<0.05) al contenido de CMW.

Contrariamente a lo ocurrido tras la vinificacion de CMM y AM, al abordar
el estudio de la vinificacion de HEM, se observd una disminucién del contenido
total de FitoPs totales. Tras la vinificacion, la cantidad total de FitoPs de HEW
(199.84+4.3 ng mL") fue dos veces menor (p<0.05) que la cantidad de FitoPs totales
encontrada para HEM (430.9£15.7 ng mL™). La explicacion puede encontrarse en
los fendmenos que ocurren durante la vinificacion. Los compuestos y las
condiciones pro-oxidantes que estan presentes durante la vinificacién y la crianza
del vino hacen que la estabilidad de los FitoPs intermedios quede en entredicho
(Durand y col., 2009; Durand y col., 2011). Cémo se puede observar en la Figura
10, las diferentes series de FitoPs se producen a partir de la serie H-FitoPs. De ahi,
pueden formarse las series D-FitoPs, E-FitoPs y F-FitoPs. Asi pues, mientras que
la serie F- puede considerarse como terminal, la serie D puede derivar en las
series J-FitoPs y dJ-FitoPs. No es de extranar, por tanto, que la concentracién de
FitoPs de la serie Fi-FitoPs sea la mayoritaria en las muestras con mayor
exposicion a compuestos pro-oxidantes, como los vinos; ya que es un producto

terminal de la degradacion de ALA.

Por tanto, esta distincién entre FitoPs intermedios y terminales, puede
servir para explicar las diferentes concentraciones de FitoPs totales entre HEW y
HEM. Como se puede observar en la Tabla 15, la concentracion de Di-FitoPs en
HEW es practicamente nula. Sin embargo, la concentracion de la serie Di-FitoPs
en HEM es relevante. De hecho, la cantidad de 9-D1-FitoPs (200.4+11.2 ng mL") y
de 9-epi-9-D,-FitoP (21.5+2.1 ng mL') en HEM es practicamente la mitad del total
de FitoPs (430.9+15.7 ng mL?). Si se considera a la serie Di-FitoPs como
intermedia, la explicacién de la disminucion en la concentracion en HEW con
respecto a HEM podria deberse a la oxidacion de la serie Di-FitoPs hasta las series
Ji-FitoPs y/o dJi-FitoPs debido al aumento de los compuestos pro-oxidantes

producidos durante la vinificacion y crianza de HEM (Jackson, 2008).
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5.4.POSIBLES EFECTOS DE LA INGESTA DE VINOS Y MOSTOS EN BASE
A SU CONTENIDO EN FITOPROSTANOS

La literatura cientifica ha resaltado la importancia de los FitoPs como
lipidos bioactivos, no solo en matrices vegetales sino también en mamiferos
(Minghetti y col., 2014). Aunque proceden de oxidacion no enzimatica, debido a
la similitud estructural que guardan con las prostaglandinas e isoprostanos
(prostanoides), los FitoPs pueden ejercer acciones beneficiosas en el organismo o
en alguin caso perniciosa, aunque el conocimiento en este aspecto es muy escaso
hasta la fecha (Durand y col., 2011; Karg y col., 2007; Minghetti y col., 2014).

En los andlisis realizados a los vinos y mostos se ha demostrado la alta
concentracion de Fi-FitoPs en todas las muestras (436.6+7.9 ng mL* para 9-Fi-
FitoP y 340.2+4.8 ng mL! para la suma de ent-16-epi-16-Fi-FitoP + ent-16-Fit-FitoP).
Seguin la literatura, la serie Fi-FitoPs ha demostrado regular la respuesta
inflamatoria en células dendriticas (Gilles y col.,, 2009). Karg y col. (2007)
describieron que las series Ai-FitoPs y Bi-FitoPs son capaces de inhibir la
liberacion de NO en macrofagos RAW264. Asi pues, diversas patologias como las
enfermedades cardiovasculares podrian verse beneficiadas por los efectos de los
FitoPs en el organismo. De hecho, Barden y col. (2009) estudiaron la actividad
reguladora de la serie Fi-FitoPs, y descubrieron posibles efectos cardioprotectores

derivados de su accion vasodilatadora.

La importancia de los FitoPs puede estar relacionada también con efectos
neuroprotectores. Minghetti y col. (2014) demostraron en modelos experimentales
de células inmaduras del sistema nervioso central que los Bi-FitoP son
biolégicamente activos, ya que fueron capaces de reducir el dafio oxidativo
ocasionado por peroxido de hidrdgeno, a la vez de favorecer la sintesis de

mielina en las vainas neuronales.

La absorcion de FitoPs ha sido demostrada en voluntarios sanos in vivo.
Barden y col. (2009) examinaron los efectos de un aceite con AA en la
concentracion de Fi-FitoP y Fo-IsoPs en orina y plasma. Ambos fluidos
confirmaron la absorcién de FitoPs a nivel intestinal, presentando una elevacion

de FitoPs esterificados y no esterificados superior en plasma que en orina. Asi
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pues, ello nos asegura la presencia de estos compuestos a nivel sistémico y su

posible accion bioldgica en el organismo humano.

La considerable concentraciéon de Fi-PitoP encontrada en vinos y los efectos
beneficiosos que se le otorgan a los FitoPs, pueden ser un factor importante en los
efectos beneficiosos de la Dieta Mediterranea, debido al consumo de vino
generalizado y los posibles efectos antiinflamatorios que se les atribuyen a los
FitoPs. Sin embargo, son necesarios mas estudios para comprender el rol
bioldgico de los FitoPs en general y el de los Fi-FitoP en particular, ademas de su
relacion con distintas enfermedades y su influencia en el desarrollo de

enfermedades coronarias.

Por lo tanto, este ultimo capitulo de la presente Tesis Doctoral sirve de
apertura de una nueva linea de investigacion sobre los efectos biologicos de estos
nuevos compuestos en el vino y mosto, amén de su relacion con otros compuestos
eicosanoides detectados en humanos como son los isoprostanos, las
prostaglandinas y los tromboxanos asi como con los neuroprostanos y Fz-dihomo-

isoprostanos.






CAPITULO 5. CONCLUSIONES GENERALES






CONCLUSIONES 161

Los resultados obtenidos durante el desarrollo del presente estudio dieron

lugar a las siguientes conclusiones generales:

1.Tanto la melatonina como el hidroxitirosol estan presentes en altas
cantidades en vinos tintos, pero no se encuentran en mostos, por lo que su
formacion se debe principalmente al proceso de vinificacion. Ademas del
proceso de vinificacion, el proceso de crianza también modifica el contenido
de melatonina e hidroxitirosol, disminuyendo el contenido del primero y
aumentado el del segundo. Tanto los mostos como los vinos tintos poseen
otros dos compuestos bioactivos, el acido homovanilico se encuentra
mayoritariamente en vinos tintos mientras que el alcohol homovanilico es el
principal compuesto bioactivo presente en los mostos. Finalmente, los
diferentes polifenoles se encuentran en una cantidad reducida, siendo mas
relevante el contenido total de compuestos fenolicos, que la diferenciacion
individual de cada uno. Al igual que la melatonina, éstos aumentan con la

vinificacion y disminuyen con la crianza de los vinos estabilizados.

2.La ingesta de vino tinto reduce el estrés oxidativo del organismo, medido
por la excrecién de isoprostanos en orina, en mayor medida que la ingesta de
mosto y etanol. Este descenso se debe principalmente al contenido en
hidroxitirosol. Asimismo, la ingesta de vino tinto ejerce un efecto
cardioprotector al reducir la excrecién urinaria de las prostaglandinas pro-
inflamatorias (2,3-dinor-11-B-PGFz, U-44619 y U-44069) y aumentar la de
prostaglandinas vasodilatadoras (PGEi), mediada por su contenido en

melatonina e hidroxitirosol.

3.La ingesta de vino tinto reduce el estrés oxidativo del sistema nervioso
central, medido por la excrecion de neuroprostanos y F2-dihomo-isoprostanos
en orina, en mayor medida que la ingesta de mosto y etanol. El contenido en
melatonina parece ser el responsable de la disminucion en la formacién de Fe-
dihomo-isoprostanos y su posterior excrecion urinaria. De la misma manera,
la ingesta de hidroxitirosol es la culpable de la disminucion en la excrecion

urinaria de neuroprostanos.
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4.La gran concentracion de fitoprostanos observada en los vinos y mostos
podria ser un factor importante en los efectos cardioprotectores o
cerebrovasculares del vino tinto y la dieta mediterranea debido a sus posibles
efectos anti-inflamatorios. Sin embargo, son necesarios mas ensayos clinicos
con seres humanos y con modelos animales para dilucidar cémo los
fitoprostanos podrian mejorar el sistema cardiovascular o ejercer efectos

neuroprotectores y, por tanto, su importancia para la salud humana.

5.La ingesta de vino tinto, y mosto en menor medida, reduce el estrés
oxidativo y la oncogénesis ligada al dafio al DNA gracias a su contenido en
acido homovanilico, medido por la disminucion en la concentracion
plasmatica de 8-OH-2'-desoxiguanosina, 8-OH-guanina principalmente.
Asimismo la ingesta de vinos parece ejercer efecto vasodilatador mediado
por la accion del dxido nitrico, gracias a su contenido en melatonina y acido

homovanilico, y su influencia en el incremento plasmatico de cGMP.
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