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TITULO DEL TRABAJO:
Estudio de la Capacidad Antioxidante de los Polifenoles del Vino y sus Aplicaciones Biologico/
Preventivas

ABSTRACTO:

Los polifenoles, pertenecen a un amplio grupo de metabolitos secundarios presentes tanto en la
uva como el vino. Estos compuestos han suscitado creciente interés cientifico en los ultimos afios,
potenciado por el descubrimiento de sus propiedades antioxidantes y su papel en la cura de en-
fermedades como el cdncer, la diabetes de tipo dos, enfermedades cardiovasculares y del sistema
nervioso, ademds de procesos inflamatorios. Para desvelar la relaciéon entre la composicion
fendlica de un vino y sus efectos sobre salud es necesario cuantificar el contenido fendlico, iden-
tificando los diferentes compuestos presentes y sus caracteristicas, para asi poder determinar su
efectos tanto como compuestos aislados como en sinergias. Este estudio se ha propuesto analizar
la composicion fenodlica del vino y aquellas propiedades terapéuticas directamente relacionadas
con los efectos antioxidantes de los polifenoles. Como parte del trabajo se han testado algunos
de los compuestos polifendlicos presentes en el vino para evaluar su capacidad antioxidante e in-
hibitoria de la citotoxicidad celular, mediante ensayos de especies reactivas de oxigeno y de
citotoxicidad empleando bromuro de 3-(4,5-dimetiltiazol-2-ilo)-2,5-difeniltetrazol (MTT).

TITLE OF THE RESEARCH PAPER
Antioxidant Properties of Wine Polyphenols and their Biologic/Preventive Usage

ABSTRACT:

Polyphenols, constitute a highly diverse group of secondary metabolites present in both grapes
and wine. In recent years, these compounds have incited increasing scientific interest, fuelled by
the discovery of their antioxidant properties and the role they play in treating diseases such as
cancer, type two diabetes, cardiovascular and nervous system diseases, as well as inflammatory
processes. To uncover the relationship between its phenolic composition and the potential effects
on health is necessary to quantify the phenolic content of wine, identifying the different com-
pounds and their characteristics, in order to determine the effects they have as isolated com-
pounds as well as in synergies. This study aimed to analyse the phenolic composition of wine and
those therapeutic properties directly related to the antioxidant effects of polyphenols. As part of
the work, some of the polyphenolic compounds present in wine have been tested with the purpose
of evaluating their antioxidant ability and their capacity to inhibit cell cytotoxicity through reac-
tive oxygen species and cytotoxicity using 3-(4,5-dimethylthiazol-2-yl)2,5-diphenyl tetrazolium
bromide (MTT) assays.
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1. INTRODUCCION:

En los dltimos afios, los polifenoles han suscitado un creciente interés como antioxidantes, debido
al papel potencial que podrian jugar en la prevencion de un nimero de enfermedades cronicas
tales como enfermedades cardiovasculares, algunos tipos de cancer y la diabetes tipo 2. La com-
pilacion de informacion detallada sobre la naturaleza y las cantidades de polifenoles presentes en
los alimentos resulta esencial para el descubrimiento de la asociacion entre los polifenoles y la
salud humana, asi como el impacto relativo de su consumo en la cura de enfermedades.

Los polifenoles son los principales antioxidantes en la dieta, con una ingesta estimada 10 veces
superior a la de la vitamina C y 100 veces superior a la de la vitamina E o carotenoides
(Quinones, Miguel, & Aleixandre, 2012). El vino es una de las fuentes dietarias de polifenoles
con mayor abundancia y diversidad de compuestos fendlicos. Entre estos compuestos se encuen-
tran numerosos acidos fendlicos y flavonoides que han demostrado tener miltiples aplicaciones
terapéuticas principalmente relacionadas con su poder antioxidante y son parcialmente respons-
ables del efecto beneficioso derivado del consumo moderado y regular de vino (Rodrigo, Miran-
da, & Vergara, 2011).

Descubrir la relacion entre la composicion fendlica de un vino, su origen, evolucién temporal y
efectos sobre salud representa un gran desafio para la investigaciéon enoldgica y biotecnolégica
del momento.

2. POLIFENOLES DEL VINO

Los polifenoles son metabolitos secundarios de las plantas con estructuras quimicas muy diversas
caracterizadas por presentar mds de un grupo fenol. Mas de 500 polifenoles se han descrito en
alimentos y bebidas comunes (Neveu, et al., 2010). En lo que a este documento respecta, nos

concentraremos en la composicion fendlica de la uva y su derivado, el vino.

La presencia de polifenoles en la uva y su cantidad estdn determinadas por muchos factores que
pueden ser ambientales, tales como el clima o las condiciones del suelo, o estar relacionados con
la variedad y madurez del fruto (Garrido & Borges, 2013). Los polifenoles de la uva no estdn
distribuidos homogéneamente en el fruto si no que se concentran principalmente en las semillas
(60%), la piel (30%), y en un menor grado en la pulpa y tallos (menos de 10%).

Los compuestos fendlicos presentes en el producto y su porcentaje proporcionan al vino ciertas
caracteristicas sensoriales como: aroma, color, sabor, amargura o astringencia (Garrido & Borges,
2013).

La cantidad y tipo de polifenoles en el vino depende en gran medida del proceso de vinificacion,
el cual variard dependiendo del producto final a obtener. Los vinos tintos, rosados y blancos se



obtienen a partir de uvas tintas o verdes por diferentes métodos de vinificacion. Durante la vinifi-
cacion del vino tinto, el jugo de uva se fermenta de 3 a 21 dias en contacto con las partes solidas
de la uva, las cuales presentan mayor concentracion de polifenoles y estos se dispersan en el
jugo. Sin embargo, durante la vinificacion del vino blanco, el zumo se separa de las partes solidas
inmediatamente después de la molienda de la uva. El proceso para el vino rosado es intermedio.
Por lo tanto, el contenido de polifenoles serd mas alto en el vino tinto, mds bajo en el vino blanco
e intermedio en vinos rosados (Neveu, et al., 2010). El contenido promedio de polifenoles esta
alrededor de 1150 mg/L en los vinos tintos, 425 mg/L en el caso de los vinos blancos y 820 mg/L
en rosados (Cueva, 2011 ; Neveu, et al., 2010).

A continuacidn, se procederd a estudiar los polifenoles mas abundantes en el vino, su composi-
cién quimica y sus propiedades terapéuticas.

2.1 COMPOSICION FENOLICA DEL VINO: CLASIFI-
CACION

Los polifenoles son compuestos fendlicos derivados de la estructura quimica del fenol (Figura 1).
Los polifenoles se caracterizan por la presencia de al menos un grupo aromatico y una sustitucion
hidroxilo como minimo, que puede estar libre o formando parte de otra funcidn: éter, éster o het-
erésido (Bruneton, 1993). La gran diversidad quimica de esta familia se debe a que estos com-
puestos fendlicos existen tanto en su forma libre como en su forma conjugada. Ademds pueden
estar unidos a dcido quinico, asi como a una o mds moléculas de un azuicar (glucosa, galactosa,
sacarosa y manosa) formando di-tri- o incluso tetraglucésidos (Cheynier, Scheider, Salmon, &
Fulcrand, 2010).

OH OH

Figura 1: Estructura quimica del fenol

Estimando su importancia por orden decreciente de abundancia, los polifenoles mas relevantes
que aparecen en el vino son acidos fendlicos, estilbenos, flavonoles, dihidroflavonoles, antociani-
nas, monomeros de flavanoles (catequinas) y polimeros de flavanoles (proantocianidinas). Estos
compuestos no estan distribuidos de manera uniforme en el fruto. Los 4cidos fendlicos estan pre-
sentes principalmente en la pulpa, antocianinas y estilbenos en la piel, y otros polifenoles (cate-

quinas, proantocianidinas y flavonoles) en la piel y las semillas (Neveu, et al., 2010).



La proporcion de los diferentes polifenoles presentes en los vinos dependerd del tipo de vinifi-
cacion. Dado que el proceso de vinificacion del vino tinto se realiza en presencia de todos los
componentes de la uva, un vino tinto serd mas rico en aquellos polifenoles abundantes en la piel y
las semillas. Por comparacion, al realizarse la vinificacion del vino blanco habiendo retirado los
componentes solidos de la uva, los polifenoles presentes en el vino blanco se originardn princi-
palmente de la pulpa. Los principales polifenoles presentes en el vino blanco serdn, por tanto, los
acidos fenolicos, junto con menores cantidades de catequinas y estilbenos. El vino tinto contendra
pigmentos antocianinas, proantocianidinas como principales polifenoles, junto con flavonoles y

otros polifenoles presentes en el vino blanco (Neveu, et al., 2010).

2.1.1 Acidos fendlicos:

La denominacion dcido fendlico se aplica a todos los compuestos orgdnicos que poseen como

minimo una funcién carboxilica y un hidroxilo fendlico (Bruneton, 1993). Los 4cidos fendlicos
existen de forma predominante como 4cidos hidroxibenzdicos, que contienen 7 dtomos de car-
bono, y hidroxicindmicos, que contienen 9 dtomos de carbono. Ambos estdn presentes tanto en la
uva como en el vino. El vino tinto contiene 9,63 mg/100 ml 4cidos hidroxicinamicos y 7,02 mg/
100 ml 4cidos hidroxibenzoicos. El vino blanco 2,84 mg/100 ml 4cidos hidroxicinamicos y 2,49
mg/100 ml 4cidos hidroxibenzoico. Como representantes mas importantes de dcidos hidroxiben-
z0Oicos se pueden citar los dcidos protocatéquico, vanilico y gélico. Al grupo de 4cidos hidroxi-
cindmicos pertenecen los dcidos para-cumarico, caféico y felirico (Neveu, et al., 2010).

Los 4cidos hidroxicindmicos son los compuestos fendlicos més caracteristicos de los vinos blan-
cos y los principales compuestos no flavonoides de vinos tintos(Garrido & Borges, 2013). A pesar
de que los vinos blancos contienen una baja concentracién de compuestos fendélicos comparados
con los vinos tintos, estos contienen comparativamente una concentracion alta de acidos hidroxi-
cindmicos. Los 4cidos hidrixocindmicos son por tanto la clase predominante de fenoles en los vi-
nos blancos y la clase principal de fenoles no flavonoides en vinos tintos (Vanzo, Cecotti,
Vrhovsek, Torres, Mattivi, & Passamonti, 2007).

2.1.2 Flavonoides:

Los flavonoides son un grupo de pigmentos casi universales en el reino vegetal. Son hidrosol-

ubles y los responsables de la coloracion de flores, frutos e incluso de las hojas. Existen alrededor
de 4000 flavonoides descritos y todos ellos tienen un origen biosintético comun. Su estructura
deriva de la 2-fenil-cromona (Bruneton, 1993). Los compuestos flavonoides estdn formados por
15 atomos de carbono que se encuentran constituyendo dos anillos aromaéticos unidos entre si
mediante una cadena carbonada de 3 dtomos (que puede formar parte de un tercer anillo aromati-
co) (Garrido & Borges, 2013).

Se trata de un grupo de gran diversidad y complejidad quimica. Dentro del cual, en el caso es-
pecifico de la uva y el vino, merecen mencion especial los flavanoles por su abundancia. Estos



compuestos estdn presentes en la piel y en las semillas de la uva, asi como en el vino. El vino
contiene flavanoles, incluyendo proantocianidinas (polimeros) y catequinas (mondémeros). Las
proantocianidinas (29,4 mg/100 ml estimados por HPLC en fase directa) y mondmeros de fla-
vanoles (11,5 mg/100 ml) son particularmente abundantes en el vino tinto. Estdn presentes en
menor cantidad en el vino rosado y vino blanco (respectivamente 1,7 y 2,0 mg/100 ml) (Neveu, et

al., 2010).

Los principales monémeros de flavanoles son (+)-catequina (6,8 mg/100 ml en vino tinto y 1,0
mg/100 ml en vino blanco) y su enantiomero la (-)-epicatequina (3,8 mg/100 ml en vino tinto y
0,9 mg/100 ml en vino blanco).

En los vinos blancos producidos bajo condiciones especiales, evitando un contacto prologando
con la piel de las uvas, la catequina resulta ser el flavonoides més abundante, siendo el respons-

able del sabor caracteristico del vino(Lunte, Blankenship, & Read, 1988) .

Los flavonoles siguen a los flavanoles como los flavonoides mds abundantes en el vino. El vino
tinto y el vino blanco contienen respectivamente, 6,98 y 0,48 mg/100 ml de flavonoles. Los prin-
cipales flavonoides son en orden decreciente de abundancia, la quercetina, miricetina, isorham-
netina y kaempferol. Los principales flavonoles en el vino tinto son quercetina 3-O-ramndsido
(1,16 mg/100 ml) y la quercetina 3-O-glucésido (1,14 mg/100 ml) (Neveu, et al., 2010). Sin em-
bargo, en el vino blanco, se han detectado exclusivamente quercetina, isorhamnetina y kaempfer-
ol. Ningun otro flavonol ha aparecido en las variedades estudiadas de vino blanco(Garrido &
Borges, 2013). No se han encontrado datos referentes al contenido de flavonoides para el vino

rosado.

También dentro del grupo de los flavonoides, se clasifica a las antocianinas. Las cuales tienen es-
pecial relevancia dentro del proceso de envejecimiento del vino. Las antocianidinas son pigmen-
tos solubles responsables del color de la uva y del vino y se encuentran principalmente en la piel
de la uva (He, et al., 2010). Se han detectado mds de 60 antocianinas en los vinos tintos(Heier,
Blaas, Dross, & Wittkowski, 2002). Las antocianinas se detectan en niveles elevados en vinos
tintos (22,7 mg/100 ml). Estdn ausentes o presentes en forma de trazas en vinos blancos (0,04
mg/100 ml) (Neveu, et al., 2010).

Las antocianinas en el vino son libres (agliconas) o glucosiladas. Derivan de cinco antocianidi-
nas: malvidina (de color rojo azulado y 70% de antocianidinas totales), petunidina (rojo azulado),
peonidina (rojo), delfinidina (rojo azulado), cianidina (rojo anaranjado) (Neveu, et al., 2010 ;
Heier, Blaas, Dross, & Wittkowski, 2002). Las antocianinas reaccionan con catequinas, proanto-
cianidinas y otros componentes del vino durante el envejecimiento del vino para formar nuevos
pigmentos poliméricos que resultan en la modificacion del color del vino y una baja astringencia.
(Cheynier, et al., 2006).Estos pigmentos complejos son diversos en estructura y estdn presentes

en el vino en cantidades muy bajas, lo que dificulta su cuantificacién (Neveu, et al., 2010).



2.1.3 Taninos:

Los taninos son compuestos polifendlicos que muestran propiedades astringentes las cuales par-

ticipan en el proceso de precipitacion de proteinas. Normalmente se dividen en dos clases: tani-
nos hidrolizables y taninos no hidrolizables o condensados. Los taninos naturales presentes en
uvas y vino, son predominantemente del tipo condensado (Neveu, et al., 2010).

En vinos jovenes, los taninos aparecen principalmente en forma de dimeros o trimeros. Sin em-
bargo, la concentracién de estas especies oligoméricas disminuye durante el envejecimiento del

vino debido a procesos de oxidacién y precipitacion (Cheynier, et al., 2006).

Taninos hidrolizables:

Los taninos hidrolizables son polifenoles complejos que pueden ser degradados mediante cam-
bios en el pH, asi como reacciones de hidrdlisis tanto enzimatica como no enzimatica. El resulta-

do de estas operaciones son azicares y dcidos fendlicos(Garrido & Borges, 2013).

Los taninos hidrolizables son oligo- o poliésteres de un azicar con un nimero de moléculas de
acido fendlico variable. El azicar normalmente es la glucosa y el dcido es el acido gélico (en el
caso de taninos gélicos) o el 4cido hexahidroxidifénico (HHDP) y sus derivados de oxidacién (en
el caso de los taninos eldgicos) (Bruneton, 1993).

Taninos condensados o proantocianidinas:

Los taninos condensados o proantocianidinas poliméricas son precursores de las antocianidinas.
Se han encontrado en cantidades residuales en los componentes sélidos de la uva (e.j: piel, semil-
las) asi como en la pulpa. La cantidad de proantocianidina, su estructura y grado de polimer-
izacién dependerdn de su localizacion en los tejidos de la uva. Estos compuestos se transfieren al
mosto durante el proceso de vinificacién (molienda, maceracion y fermentacion) (Linskens &
Jackson, 1988). Las plantas producen los proantocianidinas en respuesta al estrés ambiental y a

infecciones por bacterias (Esteban Fernandez, 2013).

Las proantocianidinas son moléculas de alto peso molecular que generalmente aparecen como
oligémeros y polimeros de flavan-3-oles ligados entre si por enlaces carbono-carbono (Esteban
Fernandez, 2013).

Los flavan-3-oles son producto del metabolismo de los flavonoides, se forman por hidroxilacion
en posicién 3 de una flavanona. Entre los flavan-3-oles mas frecuentes se pueden encontrar cate-
col, el epicatecol, el galocatecol y el epigalocatecol, aunque los més representativos de este grupo
con la (+)catequina y la (-)epicatequina (Lunte, Blankenship, & Read, 1988).

La identificacion y el estudio de las propiedades fisico-quimicas de las proantocianidinas consti-
tuye un sujeto de investigacion relevante en el campo de la enologia, dado que estos compuestos
son principalmente responsables de las caracteristicas sensoriales del vino (color, sabor, astrin-



gencia y amargura) y juegan un papel esencial en el proceso de envejecimiento del vino debido a

sus propiedades de oxidacion, condensacion y polimerizacion(Garrido & Borges, 2013).

2.1.4 Estilbenos:

Formados por dos anillos aromdticos (bencenos) separados entre si por un puente etano o eteno.

Los estilbenos pueden estar libres o formando heterdsidos a veces poliméricos (Bruneton, 1993).

El Resveratrol es el estilbeno mds representativo. Recientemente, el resveratrol ha recibido
mucha atencién por sus propiedades bioldgicas especificas y sus efectos terapéuticos potenciales.
El vino es la fuente dietética principal de resveratrol. Este compuesto se produce en las hojas y en
la piel de las uvas en respuesta a una infeccion o a un estrés inducido por herbicidas, fungicidas o
luz UV. El resveratrol se encuentra como aglicén ( trans - y cis - resveratrol ), o como glucésido (
trans-y cis - piceido ) y en formas diméricas (viniferin y pallidol)(Baur & Sinclair, 2006).

Se sabe que el contenido de resveratrol en la uva disminuye considerablemente durante la madu-
racion del fruto. En el vino, el resveratrol estd presente sélo a nivel de trazas, su concentracién
exacta dependerd altamente de la técnica enoldgica utilizada en su vinificacion(Garrido &
Borges, 2013). El contenido en los vinos tintos es aproximadamente 10 veces menor que en los
vinos blancos. Valores de contenido de resveratrol y su 3 -O- glucdsido son, respectivamente,
0,28 y 0,62 mg/100 ml en el vino tinto , 0,12 y 0,20 mg/100 ml de vino rosado , y 0,04 mg/100
mg/100 ml y 0,25 en el vino blanco (Neveu, et al., 2010).

Durante el proceso de vinificacién la molécula de resveratrol se isomeriza a trans-resveratrol y
por ello este isdmero se encuentra con menor concentracion en la uva. De acuerdo con el tipo de
vino, la forma trans del resveratrol (aglicona o glucésido) es por lo general, pero no siempre, lig-
eramente mas abundante que la forma cis (Neveu, et al., 2010).

En los tdltimos anos la presencia de estilbenos en el vino se ha convertido en un tema de investi-
gacion recurrente con el objetivo de descubrir la correlacién entre sus perfiles y los procesos de
fabricacion de vino con las diferentes variedades de uva. Esto se debe, principalmente, a la evi-
dencia recopilada sobre sus posibilidades terapéuticas.

Refierase al Anexo 1 de este trabajo para encontrar las figuras correspondientes a las estruc-
turas quimicas de los compuesto mencionados en el apartado 2 y sub-apartados.

2.2 PROPIEDADES BIOLOGICO/PREVENTIVAS DE LOS
POLIFENOLES

Los compuestos fendlicos son sintetizados exclusivamente por vegetales y microorganismos. Por
lo tanto, los organismos animales s6lo pueden obtenerlos mediante la alimentacion o a través de



una simbiosis, elaborando metabolitos (Bruneton, 1993). En los ultimos afios, debido al des-
cubrimiento de varias propiedades preventivas atribuibles a los polifenoles, el interés cientifico en
estos compuestos ha incrementado considerablemente (Neveu, et al., 2010).

Este trabajo se ha centrado en describir las propiedades biolégico/preventivas de los componentes
fendlicos de la uva, en concreto, de su derivado el vino. La presencia de etanol en el vino ayuda a
la absorcién de los polifenoles, contribuyendo asi a su biodisponibilidad. Antes de a su absorcidén
los polifenoles serd hidrolizados por las enzimas intestinales y la microflora del colon. Después,
se someterdn a procesos de metabolismo en el intestino y en el higado (Rodrigo, Miranda, & Ver-
gara, 2011). Numerosos estudios han demostrado que el consumo moderado de vino aporta una
gran variedad de beneficios para nuestra salud, atribuidos a la presencia de polifenoles (Nad-
tochiy & Redman, 2011).

Compuestos fendlicos como la quercetina, el resveratrol o la catequina son potentes antioxidantes
que previenen el dafio provocado por numerosas enfermedades como céncer, asma, alergias, os-
teoporosis, diabetes tipo 2, artritis y enfermedades cardiovasculares (Nadtochiy & Redman, 2011)
(Rodrigo, Miranda, & Vergara, 2011). Estas propiedades terapéuticas se asocian, principalmente,
a la actividad antioxidante que poseen muchos polifenoles, provocando efectos vasodilatadores,

antitrombdticos, anti-inflamatorios y anti-apoptoticos(Quinones, Miguel, & Aleixandre, 2012).

Dentro de los incluidos bajo la denominacion “efectos antioxidantes”, los polifenoles poseen un
gran abanico de aplicaciones bioldgico/preventivas que derivan de la cantidad y variedad de sus
acciones bioldgicas, entre las que se encuentran: eliminacién de radicales libres, quelacion de
metales, modulacién enzimdtica, modulacién de vias de sefializacion celular y efectos sobre la

expresion de genes (Rodrigo, Miranda, & Vergara, 2011).

Los flavonoides como la catequina y la quercetina neutralizan directamente las especies reactivas
de oxigeno (ROS). La quercetina, la miricetina y el kenferol son los flavonoides que mas activi-
dad neutralizadora de radicales libres presentan. Actian capturando los electrones desapareados
de las ROS generando especies menos reactivas. Ademas, la quercetina puede quelar iones
metdlicos de transicion como el hierro o el cobre, evitando la formacion de las ROS. Los po-
lifenoles también son capaces de inhibir las enzimas generadoras de ROS, como la xantina oxi-
dasa y la nicotinamida-adenina dinucleétido fosfato (NADPH) oxidasa (Korkina & Afanas'ev,

1997).

Las especies reactivas de oxigeno (ROS) son sintetizadas mediante la reduccion parcial de
oxigeno como resultado del metabolismo celular. Estan involucradas en procesos fisioldgicos
como el ciclo y la muerte celular, la proliferacion celular y la transduccidn de sefiales. Aun asf las
especies ROS, al ser muy reactivas, son responsables de la oxidacion de lipidos, proteinas y
ADN causando dafio en tejidos vitales. La alta concentracion de estas sustancias ocurre cuando

10



no existe un balance entre su produccion y la habilidad de las defensas antioxidantes para elimi-
narlas. El resultado es una condiciéon denominada estrés oxidativo que estd asociada con nu-
merosas enfermedades degenerativas severas(Garcia-Nebot, Recio, & Hernandez-Ledesma,
2014).

Xenobiotics IPathophysioIogicaI stimuli|

Oxidative Stress

' ROS t Cytokines

+ Antioxidant molecules +Antioxidant enzymes|

lBiomoIecuIes attack] lInflammation
|
| } l
Lipid Protein DNA
peroxidation carbonylation damage

Figura 2: Sitios de accion de los polifenoles frente a las biomoléculas ROS. representa la vias contrarrestadas por
lo polifenoles. Fuente: (Rodrigo, Miranda, & Vergara, 2011)

Dado que el estrés oxidativo constituye el elemento unificante del dafio que producen varios tipos
de enfermedades, se puede entender como los compuestos fendlicos antioxidantes podrian tener
un efecto beneficioso.

2.2.1 Polifenoles y su efecto antiinflamatorio

Los compuestos fendlicos han demostrado efectos anti-inflamatorios en modelos con ratas, ra-
tones y humanos (Rodrigo, Miranda, & Vergara, 2011). Esta accion anti-inflamatoria se atribuye a
sus propiedades antioxidantes en conjunto con su capacidad para modular el sistema inmune ac-
tuando como inhibidores enzimaéticos, de mediadores proinflamatorios y de la migracion celular
(Rodrigo, Miranda, & Vergara, 2011).

Durante el proceso inflamatorio tienen lugar una serie de eventos de sintesis y liberacion de me-
diadores proinflamatorios, que incluyen las citoquinas, las especies reactivas de oxigeno (ROS) y
el 6xido nitrico (NO). Como resultado se produce la ruptura de la membrana epitelial y un dafio
tisular excesivo. La llave para que se desencadene esta respuesta inflamatoria es el factor de tran-
scripcién NF-zB, que induce la expresion de genes pro-inflamatorios y regula la liberacion de

citoquinas y quimiocinas (Nunes, et al., 2013).
Mediadores inflamatorios como las citoquinas o la histamina actian como inductores del proceso

inflamatorio mediante el reclutamiento de células como los monocitos, neutréfilos y leucocitos.
Son, por lo tanto, responsables de procesos de migracion celular. Se ha demostrado que los po-
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lifenoles actian sobre la produccion de citoquinas mediante la inhibicion del factor NF-«B, in-
ductor de los genes proinflamatorios que codifican por estos mediadores(Nunes, et al., 2013).

El NO también juega un papel importante como modulador celular, actuando en procesos tanto
patolégicos como fisioldgicos (Nunes, et al., 2013). El NO estd inhibido por la accién de po-

lifenoles del tipo proantocianidinas (Quifiones, Miguel, & Aleixandre, 2012).

Otro elemento importante en la cascada de inflamacién es la familia de enzimas ciclooxigenasas
(COX) cuya concentracidon aumenta por accién del estrés oxidativo. La enzima COX-1 mantiene
las condiciones normales fisioldgicas; la enzima COX-2 es activada por citoquinas pro-inflamato-
rias y estd involucrada en la sintesis de prostaglandinas como sefales inflamatorias que provocan
dafio oxidativo en el tejido(Nunes, et al., 2013). Se ha demostrado que los polifenoles, especial-
mente la quercetina, inhiben las enzimas COX. La inhibicién de COX, en particular de la COX-2
evita el crecimiento de células tumorales, su proliferacion, angiogénesis y metdstasis, ademds de
inflamacién y apoptosis (Aratijo, Gongalves, & Martel, 2011). Se ha demostrado que el resvera-
trol participa en la inhibicion de prostaglandinas, evitando la generacion de sefiales infamatorias
por la enzima COX-2(Quinones, Miguel, & Aleixandre, 2012).

De lo anterior se puede deducir que la presencia en el vino de polifenoles como antocianos, cate-
quinas, proantocianidinas, taninos condensados y estilbenos proporcionan al vino su poder anti-
inflamatorio (Angel-Morales, Noratto, & Mertens-Talcott, 2012) .

Por lo tanto, en este caso, el papel antioxidante de los polifenoles se traduce en su poder para ac-
tuar como reguladores de cascadas de sefializacion celular y su labor como supresores de enzi-
mas. La forma de control mas importante es la modulacién del factor NF-zB lo que permite a los

polifenoles actuar a miltiples niveles (Nunes, et al., 2013).

2.2.2 Polifenoles y cancer

La carcinogénesis es un proceso que consta de multiples fases donde numerosas alteraciones

moleculares o celulares pueden ocurrir, en especial las de origen genético (Rodrigo, Miranda, &
Vergara, 2011). Existen pruebas fehacientes de que los polifenoles interfieren en la iniciacion,
promocion y progresion del cancer, actuando como agentes quimio-preventivos. Los compuesto
fendlicos como la quercetina, miricetina, epicatequina, catequina y resveratrol inhiben el crec-
imiento celular a través de la induccion del arresto del ciclo celular, y/o la apoptosis e inhiben la
proliferacion, angiogenesis y/o metastasis. Estos efectos estdn involucrados en multiples mecan-
ismos moleculares y Bioquimicos los cuales atin no han sido completamente caracterizados y re-
quieren de mayor y mejor estudio (Aratjo, Gongalves, & Martel, 2011).

En Ramos (2008) se sefialan los 6 efectos quimio-preventivos mds comunes que los polifenoles
tendrdn en las células cancerigenas son: (1) efecto antioxidante, (2) efecto anti-inflamatorio, (3)
efecto negativos en supervivencia y proliferacién celular, (4) arresto del ciclo celular, (5) induc-
cién de apoptosis, (6) efectos anti-angiogénicos y anti-metastdsicos.
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Dado que los efectos antioxidantes y anti-inflamatorios de los polifenoles se han visto anterior-
mente en este trabajo, a continuacion se procederd al andlisis de los efectos restantes.

- Efectos en la supervivencia y proliferacion celular

Uno de los estudios mas representativos sobre la habilidad de los polifenoles para inhibir la pro-
liferacion celular fue realizado por Kuntz et al. (1999). De los 36 polifenoles testados, 30 de-
mostraron clara actividad anti-proliferante en la ausencia de citotoxicidad celular en células hu-
manas de cdncer de colon. Una de las vias de sefializacién mds importantes que regulan la prolif-
eracion y supervivencia de las células estd relacionada con el factor NF-«B. El factor NF-«B y
su activaciéon son comunes y observables en los procesos cancerigenos. La inhibicién de su acti-
vacion es un objetivo esencial de la quimo-prevencion.

- Arresto del ciclo celular

La desregulacion del ciclo celular es una caracteristica del desarrollo del céncer. El ciclo celular
es un proceso altamente regulado y cualquier alteracion de este puede afectar al crecimiento y
proliferacion de las células cancerigenas. La fase G1/S y G2/M del ciclo celular son dianas im-

portantes para la actuacion de los polifenoles (Ramos, 2007).

- Induccion de la apoptosis

La muerte celular programada es un mecanismo protector frente al cancer, que consiste en elimi-
nar las células que han sufrido una alteracion en su genoma . La resistencia a este proceso es otra

caracteristica del cancer (Araujo, Gongalves, & Martel, 2011).

Una de las principales dianas de los polifenoles para inducir apoptosis es la ruta de la proteina
quinasa activada por mitégenos (mitogen-activated protein kinase, MAPK). Los mitégenos son
moléculas que se encargan de activar las células linfoides tanto de tipo T como B. Otra ruta de
apoptosis sobre la que actian los extractos de uva es la del fosfatidinoditol 3-quinasa-AKT, re-
duciendo la transcripciéon de AKT y favoreciendo la degradaciéon del proteosoma (Rodrigo, Mi-
randa, & Vergara, 2011)

- Efectos anti-angiogenicos y anti-metastasicos

La angiogénesis es la formacion y crecimiento de nuevos vasos capilares a partir de otros vasos
ya formados. Es una etapa clave en el crecimiento de tumores, invasion, metéstasis.

En Aratjo, Gongaves y Martel (2011) se estudian los efectos quimio-preventivos celulares y
moleculares de algunos de los polifenoles con mas alta representacion en la dieta humana, en
células de céancer colorrectal. De sus conclusiones se deduce que los efectos anti-angiogénicos y
anti-metastésicos derivan de su capacidad para inhibir la proliferacién celular, crecimientos celu-
lares anormales y apoptosis. Ademas de los efectos anti-inflamatorios, de supresion de enzimas,
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mencionados anteriormente en este trabajo. Dado que los efectos quimio-preventivos de los po-
lifenoles dependen del compuesto seleccionado, su concentracion, la duracién del tratamiento, y
el tipo de célula estudiada, la precaucion es esencial al generalizar las observaciones obtenidas en
el estudio de Aratjo, Gongaves y Martel (2011).

El compuesto fendlico que mas se ha estudiado como tratamiento del cancer es el resveratrol, que
ha mostrado inhibicion de la iniciacion del tumor y su progresion. Se ha demostrado que actia a
muchos niveles, de forma que puede controlar el ciclo celular asi como reducir procesos de in-
flamacion (Rodrigo, Miranda, & Vergara, 2011).
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Figura 3: Efecto del resveratrol en vias de transduccion de sefial intracelulares implicadas en el cdncer (Bishayee,
2009).

En el caso de los efectos anti-cancerigenos de los polifenoles, su papel antioxidante se traduce en
la capacidad de modular diferentes procesos celulares en las células cancerigenas actuando como
agentes quimio-preventivos de bloqueo y/o agentes quimio-preventivos supresores.

2.2.3 Polifenoles y su protecciéon del sistema cardiovascular
El estrés oxidativo, la inflamacién, y en especial la disfuncién endotelial juegan un papel clave en

el desarrollo de enfermedades cardiovasculares(Leifert & Abeywardena, 2008).

El consumo moderado de vino ha sido asociado con un descenso del riesgo de desarrollar enfer-
medades coronarias. Los polifenoles juegan un papel en la homeostasis del sistema cardiovascu-
lar, a través de la reduccion del estrés oxidativo en la inflamacién, ambos procesos claves impli-
cados en la patogénesis de las enfermedades cardiovasculares. Los polifenoles actiian en multi-
ples niveles en el sistema cardiovascular, incluyendo la funcién endotelial, la aterosclerosis,

agregacion plaquetaria y sucesos isquémicos(Nadtochiy & Redman, 2011).

- Efectos de los polifenoles sobre la disfuncién endotelial

La disfuncion endotelial es esencial en el desarrollo de hipertension, aterosclerosis y accidentes
cerebro-vasculares. Las especies reactivas de oxigeno contribuyen a la disfuncion y remodelacion
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vascular a través de dafios oxidativos. Como consecuencia del estrés oxidativo, la reducida
biodisponibilidad vascular de 6xido nitrico (NO), un agente vasodilatador, genera vasoconstric-
cion e incrementa la presion sanguinea. Se ha observado que la quercetina tiene un efecto reduc-
tor de la presion sanguinea y puede mejorar la funcion endotelial modulando las concentraciones
en circulacion de productos de NO(Rodrigo, Miranda, & Vergara, 2011). Los polifenoles también
tienen la capacidad de favorecer la conversion in vivo de NO2 a NO activando las vias de protec-
cién mediadas por este factor (Nadtochiy & Redman, 2011).

- Efectos de los polifenoles sobre la aterosclerosis

Por otro lado, la aterosclerosis es una patologia caracterizada por la disfuncién endotelial y la
proliferacién asi como la migracién de las células del musculo liso de los vasos sanguineos
(Nadtochiy & Redman, 2011). Como consecuencia de este proceso inflamatorio se produce el
estrechamiento del didmetro del vaso. La administraciéon de zumo de uva y vino atendan el desar-
rollo de esta lesion. Se ha demostrado que el vino tinto reduce el estrés oxidativo producido por
esta lesion y ademds aumenta la concentracion del colesterol HDL, el cual disminuye el riesgo de
enfermedad coronaria (Rodrigo, Miranda, & Vergara, 2011).

- Efectos de los polifenoles sobre la agregacion plaquetaria

La proteccién de los polifenoles también incluye la inhibicion de la agregacion plaquetaria. Se ha
probado que los polifenoles pueden llegar a tener el mismo efecto antiplaquetario que otros
tratamientos como la aspirina, y por ende presentan efectos beneficiosos para el sistema cardio-
vascular. El vino tinto tiene mds poder antiplaquetario que el vino blanco (Leifert & Abeywarde-

na, 2008).

- Efectos de los polifenoles sobre los sucesos isquémicos

Recientes estudios experimentales realizados en animales han demostrado el efecto protector de
los polifenoles contra sucesos esquematicos inducidos experimentalmente en los sujetos. Los po-
lifenoles procedentes tanto de la uva como del vino han demostrado ser capaces de reducir la
mortalidad y la severidad de la arritmia cardiaca después de un suceso isquémico. Las proanto-
cianidinas reducen los infartos y mejoran la recuperacion tras el suceso. Y un consumo regular ha
demostrado reducir la incidencia de los sucesos. Similarmente, el resveratrol también ha mostra-
do ser efectivo en el tratamiento y recuperacion de infartos de miocardio(Leifert & Abeywardena,

2008).

- OQOtros efectos de los polifenoles sobre el sistema cardiovascular

El consumo de vino estd asociado con el descenso de la concentracion de marcadores inflamato-
rios como la proteina C-reactiva y la interleucina-6. Los compuestos polifendlicos como la
quercetina, la catequina o el resveratrol son potentes antioxidantes cuyo mecanismo de proteccién
consiste en la inhibicién del estrés oxidativo. La quercetina estd asociada con la activacion de la
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manganeso superoxido-dismutasa de forma que se preserva la funcién mitocondrial. Por otro
lado, el resveratrol tiene un amplio numero de vias por las que puede ser beneficioso para el sis-
tema cardiovascular(Nadtochiy & Redman, 2011). La Figura 4 muestra las multiples dianas del

resveratrol en las enfermedades cardiovasculares.
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Figura 4: Vias bioldgico/preventivas del resveratrol (Jeng-Feng, et al., 2011)

El resveratrol tiene un papel muy importante manteniendo la homeostasis del sistema cardiovas-
cular. Los factores coloreados de gris son de riesgo para el desarrollo de enfermedades cardiovas-
culares. El resveratrol es capaz de interrumpir estos factores para prevenir o ralentizar el desarrol-
lo de este tipo de enfermedades. Por otro lado, el resveratrol prolonga la supervivencia de las
células del miocardio (cuando este estd dafiado), favorece el proceso de angiogénesis en condi-
ciones post-isquémicas y la proliferacion y diferenciacion de las células madre cardiacas. De esta
forma, se recupera la funcion cardiaca tras un episodio isquémico.

2.2.4 Polifenoles y sus efectos preventivos de la diabetes

Los efectos beneficiosos que aportan lo polifenoles en relacién con la diabetes tienen que ver con
la disminucién que provocan del estrés oxidativo. En efecto, el aumento de los niveles de es-
pecies reactivas de oxigeno (ROS) es el principal estimulo para el desarrollo de resistencia a la
insulina(Houstis, Rosen, & Lander, 2006)

Algunos polifenoles, como resveratrol, miricetina y quecertina han mostrado proteccion frente a
cambios oxidativos actuando de forma individual. Por otro lado, se han observado efectos sinér-
gicos entre el resveratrol combinado con quercetina y pterostilbeno (estilbeno relacionado quimi-
camente con el resveratrol). El 4cido feltrico, un dcido fendlico hidroxicindmico, también presen-
ta efectos beneficiosos en relacidn con la diabetes disminuyendo la glucosa en sangre(Mikstacka,
Rimando, & Ignatowicz, 2010).
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Unos de los mecanismos propuestos para la accion antidiabética de los polifenoles, en particular
del resveratrol, es 1a modulacion de SIRT1. SIRT1 forma parte de una familia de genes que codif-
ican por las enzimas sirtuinas las cuales presentan actividad deacetilasa. SIRT1 esta implicada en
procesos patologicos como diabetes, cancer, enfermedades cardiovasculares y procesos neurode-
generativos. En el caso especifico de la diabetes, ademas de su accion como modulador de
SIRT1, el resveratrol disminuye la secrecion de insulina y retarda la aparicion de la resistencia a
la insulina (Milne, et al., 2007).

2.2.5 Otros efectos beneficiosos de los polifenoles
Polifenoles y sus beneficios para el sistema nervioso

Recientemente se han descrito propiedades beneficiosas del resveratrol para el sistema nervioso.
Este compuesto actia como antioxidante evitando la formacion de sustancias toxicas para las
neuronas, ademas de como regulador de la activacion de la sirturina SIRT1. Los modelos tanto
“in vivo” como “in vitro” han demostrado que el resveratrol no es sdlo eficaz frente al
Alzheimer, sino que también frente el Parkinson, Huntington y epilepsia(Albani, Polito, Signori-
ni, & Forloni, 2010).

Polifenoles y su efecto anti-envejecimiento

Gracias a su actividad antioxidante y a su capacidad para eliminar radicales libres, los polifenoles
pueden prevenir el dafo tisular generado por el estrés oxidativo. Balu et al. (2005, 2006)
mostraron como la suplementacion alimenticia con extractos de semilla de uva inhibe la acumu-
lacién de danos oxidativos del ADN, relacionados con el envejecimiento, y un reduccién de la
incidencia de la peroxidacion lipidica inducida por radicales libres en el sistema nervioso central
de ratas adultas.

El resveratrol es un candidato potencial para prevenir el estrés oxidativo inducido por el envejec-
imiento mediante el incremento de la expresion del regulador de silenciamiento de genes
SIRT1(Kao, et al., 2010).

Polifenoles y su efecto antimicrobiano

Los polifenoles han demostrado efectos antibacterianos, antifingicos y antivirales (Nadtochiy &
Redman, 2011). Esta propiedad de los polifenoles resulta mas ttil en el campo de la alimentacion
que en el campo medicinal. Los polifenoles presentes en el vino tinto son los principales que
tienen poder antimicrobiano, aunque se han encontrado algunos del vino blanco que inhiben la
actividad de ciertos patégenos como Staphylococcus aureus, Escherichia coli y Candida albi-
cans(Papadopuolou, Soulti, & Roussis, 2005).

Otras especies como Salmonella typhimurium y Listeria monocytogenes son inhibidas por los po-
lifenoles. El patégeno mas afectado por estos compuestos es el S. aureus, seguido de E. coliy C.
albicans. Asi mismo, se ha visto que los extractos del hollejo de la uva tienen un fuerte efecto
antimicrobiano frente Helicobacter pylori. En particular, el resveratrol ha desmostrado ser espe-

cialmente efectivo como antifingico contra C. albicans. (Rodrigo, Miranda, & Vergara, 2011).
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3. OBJETIVOS

1. Estudiar la composiciéon fendlica del vino y las propiedades bioldgicas/preventivas de
estos compuestos, en especial aquellas directamente relacionadas con las propiedades antiox-
idantes de los polifenoles del vino.

2. Testar algunos de los compuestos polifendlicos presentes en el vino para evaluar su
capacidad antioxidante e inhibitoria de la citotoxicidad celular:

- (+4) catequina - Acido protocatéquico
- (-) epicatequina - Acido clorogénico

- Quercetina - Acido feldrico

- Acido cafeico - Aldehido conferilico
- Aldehido protocatéquico - Acido p-cumdrico

3. Evaluar los efectos de estos compuestos en células adherentes epiteliales de colon tu-
morales HT29™ | mediante ensayos de especies reactivas de oxigeno (ROS) y de citotoxici-
dad (MTT).

4. MATERIALES Y METODOS

4.1 Materiales

4.1.1. Compuestos fenolicos puros

Se han ensayado 10 compuestos fendlicos puros:

1. (+) catequina 6. Acido protocatéquico
2. (-) epicatequina 7. Acido clorogénico

3. Quercetina 8. Acido feldrico

4. Acido cafeico 9. Aldehido conferilico
5. Aldehido protocatéquico 10. Acido p-cumdrico

La Quercetina, aldehido protocatéquico, 4cido feldrico y 4cido p-cumadrico fueron proporcionados
por la casa comercial Fluka A.G. (Buchs SG. Switzerland). La (+)catequina, (-)epicatequina y el
acido caféico fueron proporcionados por la casa comercial Sigma (St Louis, MO). Los 4cidos
protocatéquico, clorogénico y coniférico fueron suministrados por la casa comercial Aldrich
(Milwaukee, WI).
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4.1.2 Extractos de uva

Se ensayaron 3 extractos polifendlicos de distinto origen y composicion, segin se describe en la
Tabla:

Tabla 1: Caracteristicas principales de los extractos polifendlicos empleados en este estudio.

EXTRACTO PROVEEDOR POLIFENOLES CAPACIDAD DISTRIBUCION DE FLAVAN-3-OLES*
POLIFENOLICO TOTALES ANTIOXIDANTE
{ mg &cido {ORAC, mmo % Monémeros % Procianidinas
L » . galcolg) Trolox/q)
Vitaflavan®, DRT, S.A. 629 21,4 20 80
obtenido de (Francia)
pepita de uva
Eminol®, ABROBIOTEC 338 1,43
obtenido de
orujos de uva
tinta
Provinols®, Safic-Alcan 474 145
obtenido de vino Especialidades,
tinto S.AU.
(Barcelona)

La composicién del extracto de pepita de uva Vitaflavan® es de mondémeros de flavan-3-oles,
procianidinas diméricas y triméricas; asi como procianidinas poliméricas (Goodrich, et al., 2012)
(Goodrich, et al., 2012) (Goodrich, et al., 2012). Los flavan-3-oles mds predominantes en el
vitaflavan® son: (+)catequina, (-)epicatequina, procianidina B2 y procianidina C1 (Goodrich, et
al., 2012) (Goodrich, et al., 2012) (Goodrich, et al., 2012).

H
OH
HO. O. H:
T,

OH

(+)-catechin (-)-epicatechin procyanidin B2 procyanidin C1
Figura 5: estructuras de los flavan-3-oles mds predominantes en el vitaflavan®. (Goodrich, et al., 2012).

El Eminol® es un extracto de hollejo de uva tinta, patentado por el Grupo Matarromera. Procede
de la Vitis vinifera, variedad tempranillo (D.O. Ribera del Duero). Contiene diferentes tipos de
polifenoles, como flavonoides, antocianos, procianidinas, estilbenos.

El Provinols® es un extracto de vino tinto cuya composicion incluye dcidos benzdicos, fenoles,
acido cindmicos, estilbenos, flavan-3-oles, flavonoles y antocianos.
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Tabla 2: Composicion quimica del extracto de vino tinto Provinols®

Acidos benzoicos Acido gdlico, acido protocatéquico, acido
vanillico etc.

Fenoles Tirosol, etc.

Acidos cinamicos Acido caffeico, acido p-cumarico, acido
felurico, etc.

Estilbenos Resveratrol

Flavan-3-oles (+)-Catequina, (-)-epicatequina, procianidinas,
etc.

Flavonoles Quercentina, etc.

Antocianos Delfinidin-3-0O-glucosido, Cianidin-3-O-
glucosido, etc.

4.1.3 Células

Las células empleadas en los ensayos “in vitro” son células adherentes epiteliales de colon

(HT29™). Se trata de una linea celular procedente de un adenocarcinoma colorrectal y sumin-
istrada por la American Type Culture Collection en estado liofilizado.

- _Medios y condiciones de cultivo

Las células HT29 se almacenan en nitrogeno liquido (liofilizadas) hasta su uso. Para su cultivo y
expansion se empled medio Mc Coy’s (Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, USA) suplementado con
100U/ml de penicilina, 100 mM de estreptomicina (Sigma-Aldrich) y 10% (V/V) de suero fetal
bovino (SFB) (Sigma-Aldrich). Tal y como indica la American Type Culture Collection . La ex-
pansion celular llevé a cabo en frascos de cultivo de 75 cm? (Corning Flask) y se incubaron a una
temperatura de 37°C y atmdsfera enriquecida con 5% COz , en incubador de CO; Binder (Tuttlin-
gen, Alemania).

Durante los ensayos “in vitro” se empleé medio Mc Coy’s enriquecido con SFB (suero fetal
bovino) cuando las células HT29™ eran incubadas, ya que estas células asi lo requieren. Cuando
las células no iban a ser incubadas sino testadas en el espectofotometro se empledé medio Mc
Coy’s sin suero, ya que en este caso el suero SFB no es necesario.

4.1.4 Lector de microplacas FLUQOstarOPTIMA
El lector de microplacas FLUOstarOPTIMA (BMG, Labtech, Offenburg, Germany) es un es-
pectofotometro empleado en los ensayos para medir la fluorescencia y absorbancia emitidas por

las células.

4.1.5 Microplacas

Los ensayos “in vitro” se realizaron sobre microplacas transparentes de 48 pocillos, comercial-

izadas por la casa Sarstedt. El volumen de estos pocillos es de 500pul.
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4.1.6 Solucion salina PBS

El PBS (phosphate buffered saline) es una solucion tampoén salina e isotonica muy semejante al

liquido extracelular de los mamiferos. Esta solucion se utiliza para diluir los compuestos fenoli-
cos y los extractos, asi como para lavar las células durante los ensayos “in vitro”.

4.1.7 DMSO

El DMSO es un disolvente orgéanico que ayuda a la solubilizacion de los compuestos fendlicos y

los extractos favoreciendo su filtrado.

4.2 METODOS

4.2.1 Preparaciéon de soluciones de compuestos y extractos

Los compuestos polifendlicos puros se preparan a partir de una solucién stock de Smg/ml, en
PBS y DMSO al 10% (Sigma-Aldrich, St.Louis, USA). El DMSO sélo se afiadird a aquellos
compuestos que presenten dificultades para disolverse. La solucion stock se esteriliza mediante

filtrado (Sigma, 0.22 pum PVDF 17 mm pK100). Se preparan distintas diluciones stock en medio
PBS para obtener distintas concentraciones. Estas concentraciones son de 100, 250 y 500pg/ml,
en el caso de los compuestos puros y 400, 1000 y 2000pug/ml en el caso de los extractos. Los ex-
tractos polifendlicos se preparan a partir de una solucién stock de 10 mg/ml, de DMSO en PBS,
al 10% (sigma-Aldrich, St Louis, USA). Las diluciones se preparan en campana de flujo laminar
Telstar Bio II (Bristol, USA).

A continuacion, se prepararon otras diluciones de los compuestos y extractos en medio Mc Coy’s
con suero al 10%, a partir de las diluciones stock preparadas anteriormente. En el caso de los
compuestos puros las concentraciones finales fueron de 50, 100 y 250 ug/ml y en el caso de los
extractos 200, 500 y 1000pg/ml. Estas son las soluciones que se emplearon para realizar los en-
sayos detallados en el siguiente apartado.

4.2.2 Ensayos
Se realiz6 un ensayo de especies reactivas de oxigeno y un ensayo de citotoxicidad de forma

paralela, con el objetivo de identificar aquellos compuestos que presenten actividad antioxidante
sin ser citotoxicos para las células empleadas.

Ensayo ROS

El ensayo ROS es un ensayo homogéneo, rapido y luminiscente que mide el nivel de especies
reactivas de oxigeno producido por las células . Permite testar las condiciones o los compuestos
(inductores o inhibidores) que alteren los niveles de especies ROS. La sefial luminiscente obteni-
da a partir de la medicion con un espectofotometro serd directamente proporcional a la concen-
tracion de especies ROS producidas por las células en presencia de los compuestos a testar. En el
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ensayo, se emplearon H2O2 como agente prooxidante y DCFH (diacetato de diclorodihidrofluo-
resceina) como reactivo fluorescente, necesario para realizar la medicion en el especto-
fotémetro.

Con este ensayo se evalud la capacidad antioxidante de distintas concentraciones de los extractos
y polifenoles puros. En el caso de los extractos las concentraciones fueron 200uM, 500uM vy
1000uM, y para los polifenoles puros S0uM, 100uM y 250uM. El objetivo del ensayo fue con-
firmar qué polifenoles presentan capacidad antioxidante para las células epiteliales de colon
HT29™ vy a que concentracion es ésta actividad mayor.

Para llevar el ensayo a cabo se sembr6 una microplaca de 48 pocillos Sarstedt y se dejo incuban-
do durante 24 horas, a 37°C y con una atmdsfera enriquecida con 5% de COz. A continuacion se
retird el medio (Mc Coy’s con suero) con el aspirador VACUSAFE de INTEGRA, y se adi-
cionaron las sustancias a testar, preparadas previamente a partir de un stock con medio de cultivo
y suero. Las sustancias se distribuyeron de tal forma que cada pocillo tuviera 4 copias de igual
concentracion. Posteriormente 2 de esas copias contendran agua oxigenada y las otras 2 no. De
los 48 pocillos que tiene la placa, 12 de ellos constituyeron los controles del ensayo, sin las sus-
tancias a testar. A la mitad de ellos se adicion6 H2O: . En algunos casos, para disolver algunas de
las sustancias se hizo necesario el empleo de DMSO puro y asi, facilitar su filtrado, por lo que se
afiadi6 DMSO a algunos de los controles, tanto a los que contenian H2O2 como a los que no.

Refiérase al anexo 3 para encontrar un ejemplo de la disposicion de placa en ensayo ROS.

Tras incubar las sustancias con las células durante 24 horas se afiadi6 directamente al medio 10ul/
pocillo de reactivo fluorescente DCFH (diacetato de diclorodihidrofluoresceina). Las células con
el DCFH se incubaron 30 minutos y a continuacidn se retird el medio con el reactivo fluorescente
y se lavaron las células con PBS afadiendo 500ul/pocillo. Durante la incubacion, se prepar6 un
solucion 4mM de H>O; en medio sin suero. A continuacion, se retird el PBS y se afiadid, unica-
mente a la mitad de la placa, el agente prooxidante, H>O> (500ul/pocillo), de esta forma se
pueden observar las diferencias entre la presencia y la ausencia del agente. A la otra mitad de la
placa se adiciond una disolucion 1:1 de PBS y medio sin suero (no es necesario utilizar en estos
pasos anteriores medio Mc coy s enriquecido con suero).

Tras afiadir el compuesto prooxidante se cultivan las células durante 1 hora y media y durante 3
horas. En esos tiempos se realizaron las mediciones en un lector de microplacas FLUOstarOP-
TIMA (BMG, Labtech, Offenburg, Germany) con 485 nm de excitaciéon y 520 nm de emision. La
densidad optica de las especies ROS producidas en los pocillos de control (sin sustancias) se es-
tablecié como la maxima concentracion.
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Ensayo de citotoxicidad

Se ha realizado un ensayo de citotoxicidad para cuantificar los posibles efectos toxicos de los ex-
tractos de vino, asi como de compuestos fendlicos puros sobre células epiteliales de colon
HT29™ Para ello se empled un ensayo colorimétrico basado en la reduccién del bromuro de 3-
(4,5-dimetiltiazol-2-ilo)-2,5-difeniltetrazol (MTT) realizada por enzimas mitocondriales succina-
to-deshidrognasas (Mosmann, 1983). Estas enzimas rompen el anillo de tetrazolio del MTT, sol-
uble y amarillo, dando lugar a la formacién de cristales de formazan, insolubles y de color azul.
La cantidad de células vivas es proporcional a la cantidad de formazan producido.

En este ensayo se evalud la citotoxicidad de distintas concentraciones de los extractos y de los
polifenoles puros. En el caso de los extractos las concentraciones fueron 200uM; 500uM y
1000uM; para los polifenoles puros SO0uM; 100uM y 250uM. El objetivo del ensayo fue confir-
mar que los compuestos testados no son toxicos para las células epiteliales de colon HT29™ .

Para llevar a cabo el ensayo, se sembrd una microplaca de 48 pocillos Sarstedt y se dejé incuban-
do durante 24 horas, a 37°C y con una atmdsfera enriquecida con 5% de CO;. A continuacién se
retir6 el medio de cultivo (Mc Coy’s con suero) con el aspirador VACUSAFE de INTEGRA y se
adicionaron las sustancias a testar diluidas anteriormente, a partir de un stock en medio y suero.
Las sustancias se distribuyeron de tal forma que cada pocillo tuviera 4 copias de igual concen-
tracion. De los 48 pocillos que tiene la placa 12 de ellos constituyeron los controles del ensayo,
sin las sustancias a testar. En algunos casos, para disolver algunas de las sustancias se hizo nece-
sario el empleo de DMSO puro y asi facilitar su filtrado, por lo que se afiadi6 DMSO a algunos
de los controles. El resto de los controles contenian células con una disolucién 1:1 de medio y
PBS.

La disposicion de la placa para este ensayo se ordend de igual forma que para el ensayo ROS, la
Unica diferencia es que no se tiene en cuenta la division de la placa para el H>O». Por lo tanto, la
figura presente en el anexo 3 representa, también, un ejemplo de disposicion para el ensayo de
citotoxicidad.

Tras incubar las sustancias durante 24 horas con las células, se retiré el medio de cultivo y se
afiadi6 el reactivo MTT (Sigma-Aldrich, St.Louis USA). El reactivo se disolvié en PBS en el
momento de su uso, a una concentraciéon de 0,5 mg/ml y se afiadieron 500 pl a cada pocillo.

Después de incubar durante 3 horas, se disolvieron los cristales formados con una solucién
DMSO/etanol (1:1, v/v). Finalmente se midi6 la absorbancia de la placa en un lector de micropla-
cas BMG FLUOstar Optima a una longitud de onda de 570nm. Como control, se utilizaron las
células sin adiccién de sustancias. La densidad Optica del formazdn producido en los pocillos
control (sin sustancias) se establecié como la maxima viabilidad (100%).
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4.3 Cultivos celulares

Cuando las células alcanzaron la confluencia en los frascos de cultivo (Corning Flask), se trataron

con tripsina y se sembraron en una placa de 48 pocillos a una densidad de 8x10* células/pocillo
para realizar los ensayos de citotoxicidad (MTT) y de especies reactivas de oxigeno (ROS). El
contaje celular se realizé mediante el método de exclusion con azul de triptano, empleando para
ello, la camara de Neubauer. Se preparé una mezcla 1:1 de la solucion con las células y el col-
orante al 0,4% que se carg6 en la camara de Neubauer y se analiz6 mediante el empleo del micro-
scopio de contraste de fases invertido. Este colorante permite diferenciar células vivas de células
muertas.

5. RESULTADOS Y DISCUSION

Al testar la capacidad antioxidante de un compuesto es necesario conocer su posible citotoxici-
dad. Por ello, se realiz6 un ensayo de citotoxicidad (MTT) paralelo al ensayo de especies reacti-
vas de oxigeno (ROS), en células HT29™ . Se utilizaron concentraciones crecientes de los com-
puestos polifendlicos puros (50, 100 y 250 pg/ml) en ambos ensayos.

Como control se consideraron a aquellos pocillos que s6lo contenian células en el medio de culti-
vo (sin sustancias), este se utilizé de referencia para representar el “control + H>O»» y el “control
+ H>O, + DMSO. Se han representado los resultados obtenidos en presencia de H>O», por lo que
deben ser comparados con los controles que contienen H>O» De igual forma ocurre con el
DMSO, aquellos resultados que se han obtenido en presencia de DMSO solo pueden ser com-
parados con controles que contengan DMSO. El porcentaje que representan ambos controles, en
las gréficas de resultados, ha sido calculado en funcién del promedio de los controles sin sustan-
cias.

La densidad 6ptica emitida por pocillos control se establecié como el 100% de produccion de es-
pecies ROS (en el caso del ensayo ROS) y como 100% de viabilidad celular (en el caso del en-
sayo de citotoxicidad MTT). Se considera que un compuesto inhibe las especies reactivas de
oxigeno cuando la concentracion de éstas decrece un 20% o mads. De igual forma, se considera
citotoxico a aquel compuesto que disminuye la viabilidad celular en un 20% o mas.

A continuacién se muestran los resultados ROS obtenidos a 1,5 horas y los resultados MTT
obtenidos a las 3 horas. No se han incluido los resultados ROS a las 3 horas ya que no se obser-
varon diferencias significativas entre los dos tiempos.

La Figura 6 muestra los resultados obtenidos en ambos ensayos para los compuestos (+)-cate-
quina, (-)-epicatequina y acido gélico. En este caso, no se emple6 DMSO con ningtin compuesto.
La gréfica del ensayo ROS muestra que ninguna concentracién de ninguno de estos compuestos
presenta actividad antioxidante ya que la produccién de las especies ROS no llega a disminuir en
un 20%. En la gréafica del ensayo MTT se puede observar como la (+)-catequina y la (-)-epicate-
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quina no son téxicas a ninguna concentracion. Por el contrario, el dcido gdlico a concentracion
250uM presenta cierta toxicidad, ya que la viabilidad celular decrece hasta un 80% respecto al
control.
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Figura 6: Resultados obtenidos en los ensayos ROS y MTT de los compuestos catequina, epicatequina y dcido gdli-
co.

En la Figura 7 se representan los resultados obtenidos en ambos ensayos para los compuestos
quercetina, dcido cafeico y aldehido protocatéquico. La quercetina requirié ser disuelta con
DMSO, los resultados de este compuesto serdn comparados con el control + DMSO. Dichos re-
sultados indican que a las concentraciones 100uM y 250uM la quercetina y el aldehido proto-
catéquico disminuyen la sintesis de especies reactivas de oxigeno. En el caso de la quercetina esa
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disminucion es del 30% respecto del control + DMSO a concentracion 100uM y del 20% a con-
centracion 250uM. Para el aldehido protocatéquico, la disminucion es del 35% respecto del con-
trol + H2O>, a concentracion 100uM y del 25% a concentracion 250uM. Los resultados del en-
sayo de citotoxicidad demuestran que cada uno de estos compuestos no disminuyen la viabilidad
celular a ninguna concentracion testada.

En la grafica del ensayo MTT los valores de % viabilidad celular para la quercetina quedan por
encima del 100%. Se hipotetiza que esto puede ser devido a que este compuesto no sélo no re-
duce la viabilidad celular, sino que la aumenta.
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Figura 7: Resultados obtenidos para los ensayos ROS y MTT de los compuestos quercetina, dcido caféico y aldehido
protocatéquico.

En la Figura 8 se muestran los resultados obtenidos en ambos ensayos para los compuestos dcido
protocatéquico, 4cido teltrico y aldehido coniferilico. La grafica del ensayo ROS revela que el
aldehido conifelirico inhibe la produccién de especies reactivas de oxigeno en un 20% respecto
del control con H20, a todas las concentraciones testadas. No obstante, en el grafico del ensayo
de citotoxicidad, se observa que a concentracién 250uM el aldehido conferilico es toxico para las
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células empleadas. Tanto el aldehido coniferilico como el 4cido ferilico reducen la viabilidad
celular un 20% aproximadamente, a concentracion 250uM.
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Figura 8: Resultados obtenidos para los ensayos ROS y MTT de los compuestos dcido protocatéquico, dcido feliirico
y aldehido conferilico.

En la Figura 9 se muestran los resultados obtenidos en ambos ensayos para los compuestos dcido
clorogénico y acido P-cumdrico. La gréfica del ensayo ROS demuestra que ninguno de estos dos
compuestos inhibe la sintesis de especies reactivas de oxigeno. De la misma forma, la gréifica del
ensayo MTT no muestra reducciones significativas de la viabilidad celular, por lo que no existe
actividad citotéxica por parte de estos compuestos.
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Figura 9: Resultados obtenidos para los ensayos ROS y MTT de los compuestos dcido clorogénico y dcido p-
cumdrico.

También se ensayo la capacidad antioxidante de tres extractos de vino: vitaflavan®, provinols®
y eminol®, a concentraciones crecientes de 200, 500 y 1000uM. Para ello se siguié la misma
metodologia que en el caso de los compuestos fendlicos puros descritos anteriormente: se realizo
en ensayo de especies reactivas de oxigeno y de forma paralela, un ensayo de citotoxicidad en las
células HT29™ .

Los controles se prepararon de igual forma y se establecié como el 100% de la produccién de es-
pecies ROS y como el 100% de la viabilidad celular el control sin sustancias. Para disolver los 3
extractos fue necesario el empleo de DMSO, por lo que los resultados obtenidos se comparan con
el control + DMSO. Se considera que un extracto inhibe la formacion de especies reactivas de
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oxigeno cuando la concentracién de éstas decrece en un 20% o mds. Se considera que un extracto

es citotoxico cuando reduce la viabilidad celular en un 20% o mas.

En la Figura 10 se muestran los resultados obtenidos en ambos ensayos para los extractos vitafla-
van®, provinols® y eminol®. La gréfica revela que tanto el vitaflavan®, como el provinols® in-
hiben la produccion de especies reactivas de oxigeno a concentraciones iguales o superiores de
500uM. En el caso del vitaflavan® dicha produccion se reduce en un 35% a una concentracién
1000uM. En el caso del provinols®, la produccién se reduce un 20% aproximadamente a concen-
traciones de 500uM y 1000uM. No obstante, los resultados obtenidos del ensayo MTT muestran
que el vitaflavan® reduce la viabilidad celular en un 40% a concentracién 1000uM. De igual
forma, el provinols® reduce en un 45% la viabilidad celular a la misma concentracion.
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Figura 10: Resultados obtenidos para los ensayos ROS y MTT de los extractos.
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6. REFLEXION DIDACTICA

Realizar este trabajo me ha permitido descubrir el mundo de la enologia aplicada y lo mucho que
puede ofrecernos. Més alld del placer que proporciona el consumo de una bebida tan caracteristi-
ca y elaborada como el vino, encuentro fascinante la cantidad de beneficios que puede tener para
nuestra salud. Me ha resultado muy interesante poder realizar este trabajo con el apoyo de unas
practicas realizadas en el Instituto de Investigacion en Ciencias de la Alimentacién, institucién
que ha representado para mi una ventana al mundo laboral y su funcionamiento, pero también,
donde he tenido la oportunidad de adquirir conocimientos especificos acerca del vino y sus com-
ponentes, conocimientos que sin ninguna duda han constituido la base para la realizacion de este
trabajo. Por ultimo, he podido comprobar que todos los conocimientos adquiridos en la carrera de
biotecnologia no pueden utilizarse de forma individual, sino que se complementan entre si. La
realizacién de este proyecto ha requerido conocimientos de biologia, microbiologia, genética,
genética molecular, informadtica, técnicas instrumentales, pero sobretodo de inmunologia, quimica
orgdanica y cultivos celulares.

7. CONCLUSIONES

- Los polifenoles son buenos antioxidantes gracias a la capacidad que poseen de reducir el
estrés oxidativo, y de esta forma, aumentar la viabilidad celular.

- Algunos polifenoles como la quercetina, los aldehidos protocatéquico y conferilico, asi
como, los extractos de uva vitaflavan® y provinols®, reducen significativamente (mds de un
20%) la sintesis de especies reactivas de oxigeno.

- La quercetina y el aldehido protocatéquico reducen en mas de un 20% las especies reacti-
vas de oxigeno a concentraciones iguales o mayores de 100ug. El Aldehido conferilico tiene el
mismo efecto a todas las concentraciones testadas (50, 100 y 250uM). De los extractos ensaya-
dos, el provinols® y el vitaflavan® reducen la concentracion de especies reactivas de oxigeno a
concentraciones iguales o mayores de 1000puM, el primero, y a concentraciones iguales o may-
ores de 500uM el segundo.

- Algunos polifenoles como los acidos gélico y teldrico, asi como, el aldehido conferilico
resultan téxicos a altas concentraciones (iguales o mayores de 250uM). También son téxicos a
altas concentraciones (1000uM) los extractos de uva provinols® y vitaflavan®.

Conclusiones derivadas de la revision bibliografica

- Las dosis de polifenoles que normalmente se presentan en la dieta han demostrado no ten-
er efectos negativos sobre la salud. Sin embargo, se ha de tener en cuenta que estas proyecciones
se realizan considerando un consumo moderado y regular.
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- Los compuestos fendlicos, en especial la catequina, quercetina y resveratrol son potentes
antioxidantes con efectos terapéuticos demostrados y ampliamente estudiados. Sin embargo, exis-
ten multitud de polifenoles cuyas aplicaciones terapéuticas estan por descubrir. La amplitud de
posibles aplicaciones y el impacto potencial en la salud humana avalarian un mayor estudio de
los compuestos fendlicos.

- Existen multiples estudios acerca de los efectos que tienen los polifenoles sobre la salud
humana de forma individual. Seria interesante testar los polifenoles en conjunto para evaluar sus
efectos sobre el organismo cuando se encuentran asociados.

- Un mayor y mejor estudio de los efectos de los polifenoles sobre la salud permitiria refi-
nar conceptos como el de “calidad de un polifenol”. Distinguiendo por ejemplo, entre polifenoles
con mayor potencial terapéutico y menor toxicidad y aquellos polifenoles con altos indices de
toxicidad en bajas concentraciones o menor potencial terapéutico.
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ANEXOS

ANEXO 1: CLASIFICACION SEGUN SU ESTRUCTURA QUIMICA DE LOS
POLIFENOLES MAS FRECUENTES EN EL VINO

Acidos fendlicos:

Derivados del dcido benzoico Derivados del dcido cindmico

) H

HO
DA\/L OH
CH
e 3
© HO

OH
Acido cafeico
Vanillina

Flavonoides:

Flavona R=H Flavanona R=H
= OH Flavanonol R = OH
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Taninos:

Hidrolizables

COOH

HO OH
OH

Acido gdlico

Condensados

0
O OOH

OH

o
O OH
OH

0
HO
) OH
0
HO OH
OH
Galotanino

0 O
O OH
OH

3-flavanol

Estilbenos:
OH
N g
(7
OH Resveratrol

0 OH

HO OH

o ©

dcido hexahidroxidifénico
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ANEXO 2: PRINCIPALES COMPUESTOS FENOLICOS IDENTIFICADOS EN
VINOS JOVENES

Concentracion (mg/L) Concentracion
Acidos hidroxibenzoicos Flavonoles
Acido galico 10-37 Miricetin-3-glicésidos 1,6-22
Acido protocatéquico 1,2-4,7 Quercetin-3-glicésidos 1,3-34
Acido siringico 4,2-5,8 Kanferol-3-glicosidos trazas
Acidos hidroxicinamicos [soramnetin-3-glicésidos trazas
Acido caftarico 0,7-46 Miricetina 1,7-8
Acido cutérico 0,7-11 Quercetina 1,9-15
Acido caféico 0,3-33 Kanferol Trazas
Acido p-cumarico 0,1-8 Isoramnetina Trazas
Estilbenos Antocianinas
trans-Resveratrol 0,4-2,5 Delfinidin-3-glucdsido 7-11
trans-Resveratrol-3-0-glucésido 0,1-3 Petunidin-3-glucésido 14-25
Alcoholes Malvidin-3-glucésido 170-260
Tirosol 7-26 Malvidin-3-(6-acetil)- 23-108
Triptofol nd-4,5 Malvidin-3-(6-cafeil)- 3,5-5,6
glucésido
Flavan-3-oles Malvidin-3-(6-p-cumaril)- 16-28
glucédsido
(+)-Catequina 16-58
(-)-Epicatequina 10-38
Procianidinas B1, B2, B3, B4 14-33
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ANEXO 3: EJEMPLO DE DISPOSICION EN PLACA DE 96 POCILLOS

Ejemplo disposicion de placa en ensayo ROS

Mitad con H,0, Mitad sin H,0,

Células + sustancias
A Y e vy Com a testar

D T NV S S

Controles:

+H,0,

+H,0, y DMSO

Sin H,0,

Sin H,0,y + DMSO
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