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Resumen. Algunos coproductos vitivinicolas se han utilizado para obtener extractos enriquecidos en
(poli)fenoles con efectos antihipertensivos. Sin embargo, ain se desconoce si las lias de vino (LV) contienen
compuestos antihipertensivos. Este estudio se centrd en estudiar si las LV podria ser fuente de estos
compuestos. Se evalud la actividad antihipertensiva de cinco LV (fraccion liquida, 5 mL/kg) en ratas
hipertensas (SHR). Una de las LV mostré un fuerte efecto antihipertensivo, que se asocié con su alto contenido
en flavanoles y antocianinas. La reduccion del estrés oxidativo y mejora del estado redox y disfuncion
endotelial fueron algunos mecanismos involucrados en su bioactividad. Ademas, las LV se sometieron a
extraccion asistida por enzimas (Flavourzyme®), lo cual solubilizd compuestos fendlicos (57.20%)
inicialmente no solubles. Acido galico, catequina y malvidina-3-glucésido fueron los principales (poli)fenoles
de este hidrolizado. Ademas, el hidrolizado mostré una mayor actividad inhibitoria de la enzima convertidora
de angiotensina, antioxidante y antihipertensiva que las LV. Los péptidos FKTTDQQTRTTVA, NPKLVTIV,
TVTNPARIA, LDSPSEGRAPG y LDSPSEGRAPGAD, identificados en el hidrolizado, exhibieron actividad
antihipertensiva en SHR (10 mg/kg). LV son una buena fuente de compuestos antihipertensivos con potencial
para usarse como nutracéuticos o ingredientes funcionales. Esto permitiria la valorizacion de las mismas y
contribuiria a la economia circular de la industria vitivinicola.

Abstract. Some winery by-products have been used to obtain phenolic-enriched extracts with
antihypertensive effects. However, the presence of antihypertensive compounds in wine lees (WL) remains
unexplored. Therefore, the aim of our study was to evaluate whether WL could be a source of antihypertensive
compounds. The blood pressure-lowering effect of the liquid fraction of five WL was evaluated in
spontaneously hypertensive rats (SHR) after acute administration (5 mL/kg). One of the tested WL exhibited
potent antihypertensive effects, which were associated with their high content of flavanols and anthocyanins.
Their bioactivity was mediated by a reduction in oxidative stress and an improvement in the redox state and
endothelial dysfunction. Furthermore, WL were subjected to enzyme-assisted extraction (Flavourzyme®),
which released non-soluble (poly)phenols (57.20%). Gallic acid, catechin, and malvidin-3-glucoside were the
major phenolic compounds in this hydrolysate. Moreover, it showed greater angiotensin-converting enzyme
inhibitory, antioxidant, and antihypertensive activities than the one shown by WL. Additionally, the peptides
FKTTDQQTRTTVA, NPKLVTIV, TVTNPARIA, LDSPSEGRAPG, and LDSPSEGRAPGAD identified in
the hydrolysate exhibited antihypertensive activity in SHR (10 mg/kg). Thus, WL is a good source of
antihypertensive compounds with the potential to be used as nutraceuticals or functional ingredients. This
would allow WL valorization and contribute to circular economy in wineries.

© The Authors, published by EDP Sciences. This is an open access article distributed under the terms of the Creative Commons Attribution
License 4.0 (https://creativecommons.org/licenses/by/4.0/).
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1 Introduccién

La hipertension arterial (HTA) es una enfermedad cronica
con una alta incidencia en nuestra sociedad. Se estima
que aproximadamente 1280 millones de personas entre
30 y 79 afios la sufren [1] y es la principal causa de
muerte mundial, alcanzando los 8,5 millones de muertes
anuales en 2015 [2]. Existen diferentes tratamientos para
el control de la HTA que son eficaces para la mayoria de
los pacientes; sin embargo, algunos de estos farmacos
pueden producir efectos secundarios y ademds no son
recomendados para las personas prehipertensas (que estan
en proceso de desarrollo de HTA con valores de presion
arterial (PA) sistolica (PAS) entre 130-139 mmHg y de
PA diastolica (PAD) de entre 85-89 mmHg) [3]. Asi que
existe un gran interés en buscar nuevos compuestos,
principalmente de origen natural, que ayuden a prevenir
esta enfermedad [4,5] y no produzcan efectos secundarios
o al menos sean mas leves. Entre estos nuevos
compuestos bioactivos destacan los obtenidos a partir de
los alimentos, principalmente, los compuestos fenolicos y
los péptidos bioactivos [4]. Se ha evidenciado que estos
compuestos pueden modular la PA a través de diferentes
mecanismos, como inhibiendo a la enzima convertidora
de angiotensina (ECA), mejorando la funcion endotelial o
reduciendo las especies reactivas de oxigeno (ROS) [5—
7]. La ECA es una enzima clave en la regulacion de la
PA dentro del sistema renina angiotensina, dado que su
accion libera al vasoconstrictor angiotensina II [8].
Ademas, en los ultimos afios, se ha puesto de manifiesto
que los coproductos de la industria agroalimentaria puede
ser otra fuente interesante de estos compuestos
funcionales. Esto ayudaria a valorizar estos coproductos
produciendo productos de alto valor afadido, reduciria
los costes de su eliminacion y ayudarian a que las
industrias agroalimentarias sean mas respetuosas con el
medioambiente [9-11]. Esta valorizacion es de gran
importancia ya que anualmente se generan grandes
cantidades de estos coproductos en la industria
agralimentaria [9].

Las uvas son uno de los cultivos frutales mas
importantes del mundo [12]. Aproximadamente, el 57%
de su produccion se destinada a la elaboracion de vino
[13] (aproximadamente 157 mhL en 2022) [14]. Sin
embargo, el proceso de elaboracion del vino genera
grandes cantidades de coproductos, que son ricos en
compuestos fenolicos de la uva [15]. Ademas, muchos de
estos compuestos pueden inhibir a la ECA y reducir la
PA [4,11]. De hecho, algunos de los coproductos
vitivinicolas, como el orujo, las pieles o el raspon de la
uva, se han utilizado para obtener extractos enriquecidos
en compuestos fenolicos capaces de reducir la PA [11].
Sin embargo, el potencial efecto antihipertensivo de otros
coproductos vitivinicolas como las lias del vino
permanecia sin explorar, previo a nuestro estudio. Este
coproducto representa el 25% del total de coproductos
vitivinicolas [16]. Asi, nuestro estudio se centrdo en
investigar el potencial de las lias de vino como fuente de
compuestos antihipertensivos con el fin de poder ser
utilizados como ingredientes funcionales, nutracéuticos o
complementos alimenticios.

2 Valorizacion del sobrenadante de lias
de vino

Los procesos de centrifugacion o filtracion permiten la
separacion de dos fases en las lias del vino, la fase sélida
y la liquida. La proporcion de ambas fases puede variar
segun el tipo de lias o el procedimiento utilizado para
obtenerlas, dado que se puede afiadir agua para retirar las
lias de los depositos. La fase solida se compone
principalmente de levaduras, carbohidratos insolubles,
compuestos fendlicos, proteinas, lignina, tartratos y otros
materiales como la piel de la uva [17]. En cuanto a la fase
soluble o liquida, ésta se compone de acidos organicos,
etanol y compuestos fendlicos solubles [17].
Considerando este hecho, inicialmente el estudio se
centro en valorizar la fraccion soluble de las lias.

2.1 Evaluacion del efecto antihipertensivo de las
lias de vino

En primer lugar, se evalu6o el potencial efecto
antihipertensivo de las lias del vino [18]. Es conocido que
la composicion fenodlica de las frutas y verduras varia
dependiendo de diferentes factores, incluyendo la
variedad, el tipo de fruta o vegetal, o las condiciones de
pre- y pos-cosechado [19]. Por lo tanto, las lias del vino
podrian  tener  diferente  composicion  fenolica
dependiendo de la variedad de la uva o sus condiciones
de crecimiento, madurez, etc. Asi, se seleccionaron cinco
lias de primera fermentacion, obtenidas durante la
elaboracion de vinos monovarietales (cuatro variedades
de uva tinta: Cabernet, Garnacha, Mazuela, Merlot, y una
variedad de uva blanca: Macabeo). Estas lias se
centrifugaron (3000 x g, 15 min, 4 °C) para obtener la
fraccion soluble y se les determind su capacidad
inhibitoria de la ECA (iECA) [20]. Esta actividad se
utiliza usualmente como una herramienta de deteccion de
compuestos antihipertensivos naturales [4].

Las fracciones solubles de las lias de las variedades de
uvas tintas mostraron un mayor efecto inhibidor sobre la
ECA (29-56% utilizando un volumen de lias de 0,16 uL)
respecto a las obtenidas a partir de la variedad blanca
(< 10%). Las lias de las variedades Cabernet, Garnacha y
Mazuela fueron las mas activas (ICso= 0,15, 0,22 y
0,21 pL, respectivamente) [18]. Pozo-Bayon et al. 2007
y Alcaide-Hidalgo et al. 2008, observaron actividades
iECA similares en vinos tintos (Tempranillo) y blancos
(Airén, Verdejo y Sauvignon Blanc), respectivamente
[21,22]. Esta diferencia de actividad entre variedades de
uva tintas y blancas se pudo deber a que las variedades
tintas presentan mayor contenido en compuestos
fendlicos que las variedades de uvas blancas [23]. Existe
una amplia variedad de estudios que indican que muchos
compuestos fenodlicos presentes en las uvas pueden tener
efectos inhibidores sobre la ECA [11]. Ademas, es de
destacar que las actividades iIECA de los sobrenadantes
de las lias de las variedades tintas fueron superiores a las
observadas en leches fermentadas comerciales elaboradas
con Enterococcus faecalis y Lactobacillus helveticus
[24,25], lo cual destacaba el gran potencial de estos
productos como posible antihipertensivo. Sin embargo,
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hay que tener en cuenta que una alta actividad de iECA in
vitro no siempre se correlaciona con una actividad
antihipertensiva in vivo, ya que los compuestos bioactivos
pueden modificarse durante la digestion gastrointestinal o
no ser absorbidos. Ademas, es conocido que los
compuestos fenolicos son ampliamente metabolizados, ya
que las moléculas absorbidas son reconocidas como
xenobiodticos y pasan por una fase II de detoxificacion
enzimatica. Ademas, muchos de ellos, no son absorbidos
y llegan al colon, donde pueden ser metabolizados por la
microbiota intestinal y sufrir reacciones de fase II [26].

Considerando estos hechos, se evalud la actividad
antihipertensiva de los tres sobrenadantes de lias de vino
que mostraron la mayor actividad iECA (Cabernet,
Garnacha y Mazuela) en ratas espontdneamente
hipertensas (SHR) tras su administracion oral y aguda
(5.0 mL/kg de peso corporal) [18]. Este modelo animal es
considerado uno de los mejores modelos experimentales
para evaluar el efecto antihipertensivo de farmacos y
compuestos bioactivos, ya que el desarrollo de la HTA en
estas ratas es muy similar a la desarrollada por los
humanos [27]. Como controles se utilizaron otros dos
grupos de animales a los que se les administré oralmente
agua o captopril (50 mg/kg peso corporal; un farmaco
antihipertensivo de la familia de los ECA inhibidores). La
PAS y PAD se registro antes y después (2, 4, 8, 24, 48 h)
de la administracion de los productos en la cola por el
método del manguito [28]. Los resultados mostraron que
las propiedades antihipertensivas de las lias dependieron
de la uva utilizada para elaborar el vino, ya que solamente
las lias obtenidas en la elaboracion de vino con uvas
Cabernet redujo la PAS y PAD de los animales
(-36 'y -39 mmHg, respectivamente) [18]. El efecto
antihipertensivo de este producto alcanzé su maximo de
actividad a las 6 h post-administracion y se prolongd
hasta las 8 h después de su administracion. Ademas, su
efecto fue similar al producido en los animales a los que
se les habia administrado el farmaco Captopril,
mostrando el gran potencial como antihipertensivo de
este producto procedente de las lias de vino. Ademas, se
descartd un posible efecto hipotensor (bajada de PA no
deseada en un estado de PA normal) del sobrenadante de
lias bioactivo cuando se administr6 a ratas Wistar Kyoto
(WKY), que son el control normotenso de las ratas SHR
[18]. Estos resultados indicaron que el efecto
antihipertensivo de este sobrenadante de lias es especifico
de la condicion hipertensiva.

Adicionalmente, se realizd otro estudio para evaluar
la dosis mas efectiva de este sobrenadante de lias de vino
[29]. Es conocido que las funcionalidades biologicas de
los compuestos fendlicos no siempre actuan de manera
dosis dependiente [30]. Por lo tanto, el establecimiento de
la dosis mas eficaz se consideré fundamental para
optimizar la eficacia y la fabricacion de este producto
antihipertensivo. Asi, el sobrenadante de lias de vino de
la variedad Cabernet se administr6 de forma oral y aguda
a ratas SHR a tres dosis diferentes 2.5, 5.0 y 7.5 mL/kg
de peso corporal y se registré variaciones en su PA,
utilizando la misma metodologia que se ha descrito
anteriormente. Todas las dosis probadas produjeron un
efecto antihipertensivo, reduciendo los valores de PAS y
PAD. Las maximas disminuciones de PA se observaron a

las 6 h después de su administracion (para PAS -28, -37 y
-42 mm Hg, respectivamente para 2,5, 5,0 y 7,5 mL/kg y
para PAD -35, -39, -49 mmHg, respectivamente para las
tres dosis). El efecto reductor de la PA fue dependiente
de la dosis hasta 5 mL/kg de peso corporal y no se
encontraron diferencias significativas después de la
administracion de 5,0 y 7,5 mL/kg de peso corporal
incluyendo todas las horas de medicion [29]. Por lo tanto,
5 mL/kg se consideré como la dosis mas eficaz. Estos
resultados son de relevancia dado que una reduccion de
10 mmHg para la PAS y 5 mmHg para la PAD produce
una reduccion significativa en el riesgo de sufrir
enfermedades cardiovasculares en humanos [31]. Asi,
estas evidencias seflalan al gran potencial del
sobrenadante de lias de vino para el control de la PA,
sobre todo considerando que la dosis evaluada en ratas
corresponde solamente a 73 mL para una persona de
70 kg [32].

2.2 Identificacion de los compuestos fendlicos
responsables de la bioactividad de las lias
del vino

Dado el diferente efecto mostrado por los tres
sobrenadantes de lias sobre la PA de los animales
hipertensos, se investigd cuales podrian ser los
compuestos responsables de la actividad antihipertensiva
mostrada por las lias de vino de la variedad Cabernet
[18]. Existen muchas evidencias sobre los efectos
beneficiosos de los compuestos fenodlicos, como por
ejemplo sus efectos cardioprotectores [33], en los que se
incluye la actividad antihipertensiva [34]. Considerando
que las lias de vino son ricas en estos compuestos, se
estudi6 el perfil fendlico de las tres lias mediante
UHPLC-ESI-Q-TOF-MS para comprender su diferente
comportamiento reduciendo la PA.

Los resultados revelaron que el sobrenadante de lias
obtenido con la uva Cabernet contenia el doble de
compuestos fenolicos totales que las que tenian los
sobrenadantes de lias de las variedades Mazuela o
Garnacha (691, 395 y 380 mg/L, respectivamente) [18].
Las principales diferencias se encontraron en las familias
de los flavanoles (331, 123 y 155 mg/L para Cabernet,
Mazuela y Garnacha, respectivamente) y antocianinas
(154, 75 y 51 mg/L para Cabernet, Mazuela y Garnacha,
respectivamente). Por lo tanto, el efecto antihipertensivo
de las lias de la variedad Cabernet se relaciono con estas
dos familias. En concreto, los compuestos que se
encontraron en mayor concentracion en estas lias respecto
a las otras dos variedades fueron los flavanoles:
catequina, epicatequina y procianidinas y las
antocianinas:  malvidina-3-glucosido,  malvidina-(6-
acetil)-3-glucésido y malvidina-(6-cumaroil)-3-glucésido
[18]. Diferentes estudios han relacionado la ingesta de
alimentos o extractos ricos en flavanoles y antocianinas o
el consumo de compuestos fendlicos, cuyos niveles
estaban aumentados en las lias de la variedad de uva
Cabernet, con una reduccion en la PA o una accidon
cardioprotectora [35—41]. Por lo tanto, estos compuestos
fendlicos podrian ser los responsables del efecto
antihipertensivo de las lias de la variedad Cabernet.
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Como se ha mencionado anteriormente, la
composiciéon fendlica de la fruta puede variar por
diferentes factores, incluidas las condiciones de
crecimiento de la planta, que pueden variar de un afio a
otro [19]. Por lo tanto, también se estudi6 la actividad
iECA y antihipertensiva del sobrenadante de lias de vino
(variedad de uva Cabernet) provenientes de dos cosechas
diferentes (2017 y 2018). No se encontraron diferencias
significativas en sus propiedades, lo que indicé una buena
reproducibilidad de los efectos beneficiosos de estas lias
[18].

2.3 Evaluacion del efecto del alcohol en el efecto
antihipertensivo de las lias de vino

Ademas de los compuestos fenolicos, el sobrenadante de
las lias de vino contiene otros componentes como el
etanol, que desaparecen en el proceso de secado. Este
proceso seria necesario para la utilizacion de este
sobrenadante como nutracéutico o ingrediente funcional.
Diferentes estudios realizados con bebidas alcoholicas
mostraron que el alcohol puede modificar la PA
dependiendo de la dosis y la duracion de la ingesta [42].
Por tanto, el secado del sobrenadante de lias, y su
consecuente desalcoholizacion, podria modificar las
propiedades antihipertensivas del mismo. Asi, el
siguiente  objetivo fue investigar la actividad
antihipertensiva del sobrenadante de lias obtenido con las
uvas de la variedad Cabernet secado por liofilizacion
(WLPW) [29]. La dosis administrada a las ratas SHR fue
de 125 mg/kg de peso corporal que correspondia a la
dosis mas efectiva del sobrenadante (5 mL/kg) en
producto seco. WLPW redujo la PA de los animales
desde las 2 h después de su administracion, alcanzando su
maximo de actividad a las 6 h (-48 y -44 mmHg para
PAS y PAD, respectivamente) y perdurd hasta las 24 h
después de su administracion (-27 y -30 mmHg para PAS
y PAD, respectivamente). Estos resultados mostraron que
este producto seco tenia un mayor efecto antihipertensivo
y mas prolongado [29] que el sobrenadante de lias en
formato liquido [18]. Estos resultados van en
concordancia con estudios realizados con vino tinto
desalcoholizado, el cual ejercid6 un potente efecto
antihipertensivo en voluntarios con HTA en comparacion
con el vino tinto [43]. Por otro lado, es de destacar que la
dosis de WLPW ensayada fue mas baja que las utilizadas
en otros estudios, donde administraron 375 mg/kg de
peso corporal de extracto de semilla de uva rico en
flavanoles a ratas SHR y que produjo similares efectos
reductores sobre la PA de los animales [18]. Este hecho
podria deberse a que otros compuestos fendlicos, ademas
de los flavanoles, podrian participar en el efecto
antihipertensivo del WLPW, como las antocianinas.
Ademas, dado que el efecto antihipertensivo del WLPW
fue incluso mas potente que el del farmaco captopril, se
considero esencial descartar un posible efecto hipotensor
en animales normotensos. Sin embargo, como se¢ ha
observado previamente para otros productos ricos en
compuestos fendlicos [39,44-46], el  efecto
antihipertensivo del WLPW desalcoholizado fue
especifico del estado hipertenso, ya que no se observaron

efectos hipotensores en las ratas normotensas [29]. Estos
resultados abren la puerta al uso potencial del WLPW
como ingrediente funcional o nutracéutico para el control
de la HTA.

2.4 Evaluacion de los mecanismos involucrados
en el efecto antihipertensivo de las lias de
vino

Finalmente, se estudiaron los diferentes mecanismos que
podrian estar involucrados en el efecto reductor de la PA
producido por el WLPW [29,47]. Dado que el
sobrenadante de lias de vino de la variedad de uva
Cabernet se selecciond debido a su alta actividad iECA,
la inhibicion de esta enzima se consider6 como un
mecanismo potencial involucrado en su efecto
antihipertensivo [29]. Para ello, el producto (125 mg/kg
de peso corporal) se administrd a ratas SHR y se recogio
sangre, higado y aorta a las 6 h después de su
administracion (maximo punto de efectividad). Como
control se utilizaron animales a los que se les administro
agua. Tras obtener el plasma, se determind su actividad
ECA [48]. No se encontraron cambios en la actividad de
la ECA plasmatica de los animales que consumieron el
WLPW respecto al grupo control [29]. Estos resultados
podrian parecer contradictorios ya que el sobrenadante de
las lias mostrd actividad iECA in vitro [18]. Sin embargo,
la falta de correspondencia entre su actividad iECA in
vitro y su actividad ECA plasmatica se ha observado
también para otros extractos ricos en compuestos
fenolicos, como el extracto de proantocianidinas de
semilla de uva en ratas SHR o el extracto de piel de
cebolla rico en quercetina en pacientes prehipertensos
[39,49]. No obstante, los resultados de este estudio no
descartan la implicacion de la ECA en el efecto
antihipertensivo del WLPW, actuando antes de las 6 h
post-administracion.

Por otro lado, es conocido que el estrés oxidativo esta
implicado en el desarrollo de la HTA [50]. El estrés
oxidativo se refiere a un desequilibrio entre la generacion
de especies reactivas de oxigeno y nitrogeno (ROS y
RNS, respectivamente) en las células y la capacidad de
los sistemas biologicos para eliminarlas [51] . Dado que
la actividad antioxidante es una de las mas importantes
bioactividades asociadas a los compuestos fendlicos [52],
el WLPW podria exhibir su efecto antihipertensivo
mejorando el estrés oxidativo de las ratas hipertensas.
Asi, se estudio el potencial efecto antioxidante del
WLPW en ratas SHR a las 6 h después de la
administracion del mismo (125 mg/kg de peso corporal)
determinando la concentracion hepatica de glutation
reducido (GSH) y ROS y de metabolitos de o6xido nitrico
(NO) y malondialdehido (MDA) en plasma. El GSH es
considerado uno de los principales antioxidantes
endogenos del organismo ya que contiene grupos
sulthidrilos que pueden oxidarse y reducirse facilmente
[53]. Los resultados mostraron que los animales que
habian consumido el WLPW tenian un mayor contenido
de GSH en el higado con respecto a los animales no
tratados (42 y 37 umol/g proteina, respectivamente) [29].
También se observd un aumento en los metabolitos de
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NO en el plasma de estos animales tratados respecto a los
controles (39 y 33 uM, respectivamente). El NO es el
principal vasodilatador producido por el endotelio
vascular, el cual es sintetizado a través de la oxidacion de
L-arginina a L- citrulina por la enzima nitrico sintasa
endotelial (eNOS) [54]. Ademas, los niveles hepaticos de
ROS fueron inferiores en estos animales tratados con
WLPW respecto a los no tratados (4184 y 6454 AU/g de
tejido, respectivamente), lo que podria estar asociado con
el aumento en los niveles de NO encontrados en esos
animales. Elevados niveles de ROS se han asociado con
disfuncion endotelial [45], dado que las ROS pueden
reaccionar con el NO, formando peroxinitritos,
provocando una reduccién en la vasodilatacion asociada
al NO [55]. Ademas, excesiva concentracion de ROS
puede aumentar la peroxidacion lipidica. MDA es
producido por la oxidacion de 4cidos grasos
poliinsaturados con lipoproteinas de baja densidad [56] y
es considerado un marcador de dafio tisular y fallo de los
mecanismos de defensa antioxidantes [50]. Ademas, esta
asociado con disfuncion endotelial dado que inhibe la
actividad y la expresion de la eNOS [57]. La
administracion de WLPW redujo la concentracion de
MDA plasmatico respecto a los animales controles (38 y
35 nM, respectivamente) [29]. Por lo tanto, el WLPW
ejercio su efecto antihipertensivo a través de la regulacion
del sistema redox y mejord la biodisponibilidad de NO
[29].

Ademas, se determind la expresion génica de
diferentes vasodilatadores y vasoconstrictores
endoteliales en la aorta de los mismos animales. Se
observo un incremento de 1.9 y 2.9 veces en los niveles
de expresion de los genes eNos y Sirtuina 1 (Sirtl),
respectivamente [47]. SIRT-1 produce la activacion de la
eNOS mediante su deacetilacion [58]. Asi, el aumento en
la expresion de Sirt-1 por WLPW produciria un aumento
de los niveles de eNOS activa y, consecuentemente, un
aumento en los niveles de NO. Ademas, también se
observo una reduccion (-0.41 UA en la expresion génica
relativa) de NADPH oxidasa 4 (Nox-4) [47], una de las
principales enzimas responsables de la sobreproduccion
de ROS endotelial en la HTA [59,60]. Esto produciria
una menor liberacion de ROS, que contribuiria a
aumentar la biodisponibilidad del NO. Finalmente,
también se redujo la expresion génica de endotelina 1
(Et1) (-0.43 de expresion génica relativa), en los animales
a los que se les habia administrado el WLPW respecto a
los controles [47]. ET1 es otro vasoconstrictor liberado
por el endotelio, que estd involucrado en hipertrofia
vascular y procesos inflamatorios [61].

Considerando todos estos resultados la mejora de la
disfuncion endotelial y del estrés oxidativo asociado a la
HTA podrian ser otros de los mecanismos involucrados
en el efecto antihipertensivo de este producto.

3 Valorizacion de la fraccion sélida de
las lias de vino

3.1 Obtencién de un producto antihipertensivo
derivado de las lias de vino a través de la
extraccion asistida con enzimas

Como se ha mencionado anteriormente, el producto
antihipertensivo elaborado a partir de las lias de vino se
obtuvo a partir de la fraccion soluble de las mismas, no
utilizandose el residuo solido de las lias. Los compuestos
fendlicos pueden estar en la matriz alimentaria en forma
libre o unidos covalentemente a sustancias solubles o
insolubles [62]. Por ejemplo, los taninos, compuestos
fendlicos presentes en los coproductos vitivinicolas,
forman complejos con las proteinas [63]. Ademas, es
conocido que la fraccion solida de las lias también
contiene una gran cantidad de compuestos fenélicos [17].
Por lo tanto, la extraccion de estos compuestos no
solubles podria permitir la obtencién de un producto a
partir de las lias con mayor contenido en compuestos
fenodlicos y una funcionalidad mejorada. Se han descrito
diferentes metodologias para facilitar la liberacion de
compuestos fendlicos de la matriz [64]. Entre ellas
destaca la extraccion asistida por enzimas, que es una
alternativa mas ecologica a los métodos convencionales
de extraccion basados en disolventes [65]. Esta técnica se
basa en el uso de enzimas para descomponer diferentes
componentes celulares, lo que potencia la liberacion de
compuestos fenolicos [66].

Considerando estas evidencias, las lias de vino
obtenidas a partir de uvas de la variedad Cabernet se
mezclaron con un preparado enzimatico comercial de uso
alimentario (Flavourzyme®). Tras 2 h de hidrolisis, la
disolucion se centrifugd y se recogio la fraccion liquida
(hidrolizado de lias). Como control del proceso, se
utilizaron las mismas lias, sometidas al mismo tiempo de
incubacién, pero sin adicion de enzima [67]. El perfil
fendlico de ambas muestras se analizé por UHPLC-ESI-
Q-TOF-MS. Los resultados mostraron que el proceso de
hidrolisis incrementé un 57,20% el contenido fendlico
presente en el hidrolizado de lias con respecto a las lias
sin tratar (25 y 16 mg/g, respectivamente) [67]. Las
antocianinas y los flavonoles fueron las familias fenolicas
que mas aumentaron su concentracion tras la extraccion
enzimatica, siendo el hidrolizado de lias resultante rico en
flavanoles, antocianinas, acidos fendlicos y flavonoles.
Los compuestos fenoélicos mayoritarios en el hidrolizado
fueron el acido galico (3,5 mg/g), catequina (3,3 mg/g),
malvidina-3-glucosido (3,3 mg/g), dimeros de
procianidinas (2,6 mg/g), quercetina (2,0 mg/g),
malvidina-(6-acetil)-3-glucésido 1,5 mg/g) y
epicatequina (1,2 mg/g) [67].



BIO Web of Conferences 68, 04004 (2023)
44 World Congress of Vine and Wine

https://doi.org/10.1051/bioconf/20236804004

Ademas, se evalud la bioactividad del hidrolizado
dado que los compuestos fenolicos eran los responsables
de la actividad de las lias y que este hidrolizado
presentaba un mayor contenido en estos compuestos [67].
El hidrolizado mostré una mayor actividad iECA (54 y
36%, respectivamente), actividad antioxidante (método
2,2-difenil-1-picrilhidracilo; ECso = 13 y 8 pg/mL,
respectivamente) y antihipertensiva que el sobrenadante
de lias (control). La mejora de sus efectos antioxidantes
se relacion6 con el mayor contenido de compuestos
fenolicos, sobre todo de antocianinas. En este sentido, se
ha descrito una buena correlacion entre las antocianinas y
la actividad antioxidante para diferentes extractos
obtenidos a partir de lias de vino [68]. En relacion al
efecto del hidrolizado sobre la PA en ratas SHR, una
dosis unica de 5 mL/kg de peso corporal del mismo
mostr6 un efecto antihipertensivo, que fue mas potente
que el mostrado por las lias control (-36 y -33 mmHg a
las 6 h después de la administracion del hidrolizado o el
control, respectivamente). Ademas, su efecto fue mas
prolongado que el mostrado por el farmaco Captopril y
que el control de lias, manteniéndose hasta 48 h después
de su administracion [67]. Esta mejora del efecto
antihipertensivo también estuvo ligada a la liberacion de
compuestos fendlicos durante la hidrélisis enzimatica,
principalmente flavanoles y antocianinas.

3.2 Identificacion de péptidos antihipertensivos
a partir del hidrolizado de lias de vino

El hidrolizado de lias de vino también presentd un mayor
contenido en proteinas y en aminoacidos como Pro, Ile,
Leu, Val y Trp respecto a las lias control [69]. Este hecho
indica que durante el proceso de hidrolisis también se
produjo la liberacion de péptidos a la fraccion soluble.
Por lo tanto, el siguiente objetivo fue identificar posibles
péptidos inhibidores de la ECA y/o antihipertensivos que
estuvieran presentes en el hidrolizado de lias de vino
[69]. Los péptidos presentes en el hidrolizado se
separaron en dos etapas: i) en funcion de su tamafio
molecular por ultrafiltracion y ii) por su hidrofobicidad
mediante cromatografia de liquidos en fase inversa
(RP-HPLC). Posteriormente, se determiné la actividad
iECA de las 9 fracciones obtenidas en el ultimo
proceso de separacion. Cinco de ellas mostraron una
actividad superior al 50 % determinado a la misma
concentracion de proteinas. Ademas, estas fracciones mas
activas  se  analizaron  mediante = nano-HPLC-
(Orbitrap)MS/MS  para identificar las secuencias
peptidicas. Se identificaron seis secuencias de
aminoacidos (FKTTDQQTRTTVA, NPKLVTIV,
TVTNPARIA, PAGELHP, LDSPSEGRAPG y
LDSPSEGRAPGAD) en el hidrolizado. Todos estos
péptidos se liberaron durante el proceso de hidrélisis de
las lias de vino dado que estos péptidos no se encontraron
en las lias sin hidrolizar [69]. Tras la sintesis quimica de
estos péptidos, se evaluo su actividad iECA. Todos los
péptidos mostraron un cierto efecto inhibidor sobre la
ECA in vitro; sin embargo, los péptidos TVITNPARIA,
PAGELHP y LDSPSEGRAPG fueron los mas activos
(ICso =15, 0,5 y 18 uM). Ademas, también se evaluo el

efecto antihipertensivo de los seis péptidos a una dosis
aguda de 10 mg/kg de peso corporal en SHR. Todos los
péptidos redujeron la PAS de los animales en mas de
10 mmHg, a excepcion del péptido PAGELHP que no
mostro6 esta bioactividad [69]. Los mas activos fueron los
péptidos FKTTDQQTRTTVA y LDSPSEGRAPGAD
que redujeron tanto la PAS (-28 y-24 mmHg,
respectivamente) como la PAD desde las 2 h hasta las 8 h
después de su administracion. Los mayores efectos se
observaron a las 6 h, alcanzando reducciones en la
PAS de -28 y -24 mmHg, respectivamente para
FKTTDQQTRTTVA y LDSPSEGRAPGAD y de PAD
de -32 y -34 mmHg, respectivamente [69]. Similares
efectos antihipertensivos se han observado en otros
péptidos obtenidos a partir de alimentos [70-72].

Finalmente, se realizo un estudio in silico que reveld
que todos los péptidos identificados en el hidrolizado de
lias son susceptibles de ser hidrolizados por las proteasas
gastrointestinales (tripsina, quimiotripsina o pepsina)
[69]. Asi que, los efectos antihipertensivos de estos
péptidos probablemente no se deban a esos péptidos
(secuencia completa) sino a fragmentos de los mismos,
liberados durante el proceso gastrointestinal. Sin
embargo, se requieren mas estudios para demostrar qué
secuencias de aminoacidos son las bioactivas, dado que el
efecto antihipertensivo de los fragmentos resultantes no
ha sido descrito.

Todos estos resultados demuestran que la extraccion
enzimatica es una metodologia 1til para liberar
compuestos fendlicos y péptidos antihipertensivos de las
lias del vino. El hidrolizado resultante y los péptidos
identificados podrian ser utiles para el control de la HTA.

4 Conclusiones

Este estudio muestra que las lias del vino pueden ser una
buena fuente de compuestos antihipertensivos aunque
depende del perfil/concentracion de compuestos fendlicos
que tengan. El proceso de extraccion asistido con
enzimas aplicado sobre las lias de vino fue un proceso
eficaz para solubilizar compuestos fenolicos y péptidos
capaces de reducir la PA, generando un producto con
mayor bioactividad a la presentada por las lias sin tratar.
El sobrenadante de lias secado y el hidrolizado de lias de
vino, obtenidos durante este estudio, mostraron un
potente efecto reductor tanto de la PAS como de la PAD
y podrian ser ttiles para prevenir el desarrollo de la HTA
como nutracéuticos o ingredientes funcionales. Los
péptidos identificados en el hidrolizado podrian también
ser utiles para este fin dentro de la industria
farmacoldgica. Sin embargo, se requieren estudios
adicionales para demostrar el efecto a largo plazo y en
humanos de todos estos productos obtenidos a partir de
las lias del vino. Finalmente, destacar que la obtencion de
estos compuestos de alto valor afiadido a partir de las lias
ayudaria a la valorizacion de las mismas, reduciendo los
costes de su eliminacién, reduciendo el impacto
medioambiental y contribuiria al desarrollo de una
economia circular en la industria vitivinicola.
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