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PLANTEAMIENTO EXPERIMENTAL
Y OBJETIVOS

"el vino es la mas sana e higiénica de las bebidas".
Louis Pasteur






PLANTEAMIENTO EXPERIMENTAL Y OBJETIVOS

La presente tesis doctoral, cuyo titulo es ABSORCION IN VIVO DE OLIGOMEROS DE
EPICATEQUINA, ha sido realizada integramente en el laboratorio de investigacién que el
Departamento de Bioquimica y Biotecnologia posee en la Facultad de Quimica de la Universitat
Rovira i Virgili.

Este trabajo de investigacién se origina debido al creciente interés suscitado en los
ultimos afios sobre la relacién existente entre consumo moderado de vino y salud. Actualmente
se acepta que el consumo moderado de alcohol reduce la mortalidad en individuos de mediana y
tercera edad mediante diferentes causas, siendo este efecto mas remarcable cuando solamente
se consideran las enfermedades cardiovasculares. Determinados autores consideran que el
principio activo es el alcohol y que, en consecuencia, todas las bebidas alcohdlicas son iguales
de beneficiosas para la salud. No obstante, hay autores que consideran que el vino, y en
especial el vino tinto, es una bebida alcohdlica mas saludable, ya que ademas de poseer
alcohol, es un alimento rico en compuestos fendlicos.

Los compuestos fendlicos del vino provienen de la semilla y de la piel de la uva, del
metabolismo de las levaduras y de las maderas de las tinajas, siendo el vino tinto mucho mas
rico en este tipo de compuestos que el vino blanco, debido principalmente al proceso de
obtencién del mismo. Los vinos tintos poseen un contenido total en compuestos fendlicos que
oscila entre 1000—4000 mg/L, mientras que el valor tipico de un vino blanco suele ser menor de
250 mg/L. Ademas, aparte de ser una de las bebidas mas ricas en compuestos fendlicos, el vino
ofrece la ventaja de poseer una matriz hidroalcohdlica que solubiliza y hace mas biodisponible a
este tipo de compuestos que los que estan presentes en otros alimentos, como puede ser el
caso de frutas y verduras.

El vino contiene una gran cantidad de compuestos fendlicos, los cuales se clasifican en
diferentes grupos. Se ha establecido que los compuestos fendlicos del vino que ejercen un
efecto protector sobre el aparato circulatorio son las procianidinas, sustancias con una gran
cantidad de propiedades fisiolégicas que pueden mejorar la salud de la poblacién. En nuestro
grupo de investigacion se ha comprobado como las procianidinas, ademas de poseer un efecto
antioxidante y antigenotdxico, ejercen un efecto protector sobre hepatomas sometidos a estrés
oxidativo y modifican la expresiéon génica de diferentes enzimas antioxidantes (como Cu,Zn—
superoxido dismutasa, glutation peroxidasa, glutation reductasa y glutation S—transferasa).
Asimismo, la ingesta de estos compuestos provoca una disminucion de los niveles plasmaticos
de triglicéridos, acidos grasos libres, lipoproteinas asociadas a Apo B y colesterol-LDL, mientras
que provoca un ligero aumento de los niveles plasmaticos de colesterol-HDL. Ademas, las
procianidinas ejercen un efecto beneficioso en situacion de diabetes, ya que ejercen un efecto
antihiperglucémico mediante una via insulinométrica.

Para protagonizar un efecto real in vivo, las procianidinas deben ser absorbidas de la
dieta y dirigidas hacia los 6rganos diana. La mayoria de los estudios realizados sobre absorcién
y metabolismo de los compuestos fendlicos se han llevado a cabo con quercetina y catequinas
presentes en el té, el chocolate, el cacao, pero se conoce poco sobre los procesos de absorcion,
transporte sanguineo, distribuciéon tisular, metabolismo y excrecién de las procianidinas
existentes en el vino.

Segun algunos datos bibliogréaficos, parece evidente que las proteinas que intervienen
en el transporte sanguineo y en el proceso de absorcién intestinal dependen de la estructura
especifica de cada procianidina concreta. Los principales problemas que condicionan esta falta
de conocimiento sobre este tema se deben basicamente a problemas metodoldgicos, debido a
que el proceso de extraccion de las procianidinas y su posterior cuantificacion condicionan la
necesidad de una elevada concentracion de estos compuestos en los sistemas bioldgicos.

Como consecuencia de estos antecedentes, el grupo de investigacion de Vino y Salud
del Departamento de Bioquimica y Biotecnologia de la Universidad Rovira i Virgili se planteé el



estudio de la absorcién de oligbmeros de procianidinas presentes en el vino, asi como la
estabilidad de éstos durante el proceso digestivo y el metabolismo de los mismos.

Numerosos trabajos cientificos han demostrado la absorcién tanto en ratas como en
humanos de mondmeros (catequina, epicatequina y quercetina entre otros), mientras que los
trabajos realizados sobre la absorcion de procianidinas con un grado de condensacion mayor
son escasos. En este sentido, la utilizacion de un extracto de procianidinas extraido de las
semillas de las uvas (compuesto por monémeros como acido galico, catequina, epicatequina,
dimeros, trimeros y algun tetramero) permitiria el estudio de la absorcion de una mezcla
heterogénea de procianidinas. Sin embargo, el aumento del grado de polimerizacion en las
procianidinas provoca un aumento del nimero de estructuras isoméricas, que junto a los
problemas metodolégicos comentados anteriormente provocan una disminucién en la
concentracion plasmatica de estos compuestos, comportando esto una mayor dificultad para
detectarlos. Es por esta razon que el objetivo prioritario del equipo de investigacion se basé en la
obtencién de oligébmeros de procianidinas presentes en el vino marcados radiactivamente que
hicieran posible el estudio de la absorcion de estos compuestos y que permitiesen su deteccion
plasmatica a niveles sensiblemente bajos. Ademas, para eliminar complejidad en la muestra, los
oligbmeros sintetizados solamente constarian de unidades monoméricas de epicatequina
enlazadas entre si por algun reactivo que reaccionara con ésta para dar lugar a estructuras de
un grado de condensacién superior. De esta manera, podrian solucionarse una serie de
problemas metodoldgicos existentes que hacen realmente complicado el estudio del proceso de
absorcién de este tipo de compuestos.

Analizando la estructura de los oligdmeros de procianidinas existentes en el vino tinto, el
proceso de formacion de los mismos y la reactividad de las procianidinas monomeéricas, como es
el caso de la epicatequina, se comprobd que era factible la simulacién a escala de laboratorio de
un proceso de envejecimiento similar al que se da en los vinos. Durante este proceso de
simulacion, se consiguié que la epicatequina reaccionara con acetaldehido para formar diversos
oligbmeros de epicatequina de un amplio grado de polimerizacion. La puesta en marcha de esta
reaccion de polimerizacion, el estudio de las condiciones 6ptimas y de los parametros que
permitan controlarla, la caracterizacion de los compuestos formados y el marcaje radiactivo de
los mismos son un pilar basico de esta tesis doctoral.

Paralelamente, y a medida que se sintetizan los oligdbmeros de epicatequina, se estudia
la estabilidad de los mismos en unas condiciones de pH determinadas cuyo propdsito es el de
simular in vitro el proceso de digestion gastrica que se lleva a cabo en el estdmago vy, por otra
parte, simular el proceso de digestion intestinal a pH basico que tiene lugar en el intestino
delgado. Finalmente, se lleva a cabo el estudio del proceso de absorcion in vivo en ratas de los
oligbmeros de epicatequina sintetizados (tanto con marca radiactiva como sin ella),
demostrandose que se absorben dimeros de epicatequina.









1. INTRODUCCION

"el vino es cosa admirablemente apropiada
para el hombre, tanto en el estado de salud
como en el de enfermedad, si se le administra
oportunamente y con justa medida,

segun la constitucion individual”.

Hipdcrates
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1.1 Larelacién del vino con la salud

En los paises del sur de Europa es comun el consumo de vino durante las comidas.
Francia, Espafa, Portugal, Italia, Grecia y Turquia son zonas de clima mediterraneo donde se
produce vino, de ahi que sea algo habitual el consumo de este producto. En Espafia, el cultivo
de la vid esta perfectamente implantado desde hace afos, hecho que la convierte en uno de los
grandes productores mundiales junto a Francia. Las particulares caracteristicas de la orografia
espafola hacen que haya zonas en las cuales el vino adquiere un elevado grado de calidad de
manera que se pueden clasificar los diferentes tipos de vino en diferentes denominaciones de
origen (DO). Ejemplos de estas ultimas son DO Rioja, DO Ribera del Duero, DO Navarra, DO
Valdepefas, entre otras muchas. Catalufa posee un suelo especialmente rico para la
producciéon de vino existiendo diferentes DO como Terra Alta, Priorato, Penedés, etc.
(Schwarzwalder, 1998).

Se cree que el cultivo de la vid podria tener alrededor de 8000 afios de historia.
Recientemente se ha descubierto un jarrén de barro encontrado en las montanas de Zagros, en
Iran, de 5500 afios de antigiedad en cuyo fondo se han encontrado restos de vino. Hasta el
momento, es el documento arqueoldgico mas antiguo que se conoce de la historia del vino.

El vino esta unido a la historia del hombre desde sus origenes. Se situa el
descubrimiento o el desarrollo de la viticultura al sur del Caucaso, desde donde se extendi6 a
Siria, Egipto y Mesopotamia. Durante el tercer milenio A. C., en Egipto se utiliz6 el vino con fines
sacramentales. Sin embargo, el consumo general de éste no se produjo hasta 2000 afos
después, cuando el vino entré a formar parte de la vida moderna y ha sido en los ultimos
decenios cuando la produccion de vino se ha extendido por todos los continentes (Soleas, 1997).

El vino llega a Espana desde las antiguas civilizaciones mediterraneas (fenicios y
griegos). Aun hoy se pueden degustar vinos semejantes a aquellos que se producian entonces:
el retsina, elaborado en Atica, al que se le afiade durante la fermentacion resina del pino Alego,
o el vermut, similar al vino que tomaban los romanos, al que se le afiaden hierbas aromaticas
(Soleas, 1997).

En este repaso a lo largo de la historia del vino, podemos comprobar que éste es
un producto antiquisimo, hecho por el cual no es extrafo que haya sido estudiado a fondo, sobre
todo durante el siglo XX. Ya en 1933, Dougnac realiz6 su tesis doctoral en medicina sobre un
exhaustivo estudio acerca de la longevidad en diversas regiones de Francia (Masquelier, 1987).
Dougnac era un habitante del Médoc (region francesa donde es habitual el consumo de vino) y
comenzé confrontando las clases de edad superior a 60 afios de su regiéon con las de la
estadistica general de toda Francia para el afio 1929. Las cifras, referidas a 100.000 habitantes
eran elocuentes, como se muestra en la tabla 1.

EDAD (afos) Francia completa Médoc
60 - 64 4661 6259
65 - 69 3644 5000
70-79 4559 6500
80 y mas 1053 1981

Tabla 1. Numero de habitantes del Médoc (segun diferentes edades) frente al nimero de habitantes totales de Francia
referidos a 100.000 habitantes. Adaptado de Masquelier, 1987.

Dougnac también comparé las regiones de Gironda (donde se consume vino
habitualmente) y Calvados (region donde la sidra es la bebida habitual). Los resultados de esta
comparacién confirmaban que los indices mas elevados de personas centenarias se
encontraban en las regiones donde se cultivaban vifiedos, tal y como se muestra en la tabla 2.
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EDAD (afios) Gironda Calvados Diferencia
60 - 69 12922 8290 4632
70-79 6622 4382 2240
80 -89 1930 722 1208

90 - 100 154 0 154

Tabla 2. Comparacion del numero de habitantes (segun diferentes edades y referidos a 100.000 habitantes) de las
regiones de Gironda y Calvados. Adaptado de Masquelier, 1987.

En 1986, Baspeyras retom¢ las cifras de Dougnac y las sometié a la prueba estadistica
del xz obteniendo una diferencia muy significativa entre los dos grupos.

El fisidlogo britanico St-Leger y sus colaboradores A. L. Cochrane y F. Moore publican
en 1979 en el LANCET los resultados de una encuesta realizada en 18 paises desarrollados
sobre los factores asociados a la mortalidad cardiaca. Este trabajo cientifico se basé en los
indices de mortalidad publicados por la Organizacion Mundial de la Salud que tomaba en cuenta
16 pardmetros y alcanzaba a decenas de millones de habitantes. La conclusion que se
desprendia de esta vasta empresa era la existencia de una correlacion inversa entre la
mortalidad por infarto de miocardio y el consumo habitual de vino, como puede apreciarse en la
figura 1 (Bourzeix, 1979; Masquelier, 1987).

11
FINLANDIA
104 ®
3B Q@USA
s 97 @ AUSTRALIA
c ESCOCIA
S g UEVA ZELANDA
S i
3 @ CANADA
S 7 @INGLATERRAY PAISDE GALES
5 @ IRLANDA
a 64 @ @ HOLANDA
2 NORUEGA @ DINAMARCA
S 5 @ BELGICA
I SUECIA ® AUSTRIA
s 41 ALEMANIA FED
>
3 suiza @ |TAlLlIAg
2 FRANCIA @
1 -
I I I I 1
0,4 0,8 12 16 2,0
Consumo de vino
(escala log)

Figura 1. Consumo de vino y mortalidad por paises (Adaptado de Bourzeix, 1979)

En la figura 1 y en la tabla 3 se aprecia que paises consumidores de vino como Francia
e ltalia estan situados al final de una lista de 18 paises industrializados en cuanto a mortalidad
por incidencia cardiovascular. Finlandia, que se caracteriza por poseer una dieta rica en grasas
igual que Francia pero donde no es frecuente el consumo de vino durante las comidas, posee el
nivel mas elevado en cuanto a enfermedades coronarias.
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Mortalidad por Consumo de vino en escala logaritmica
Paises 1000 hombres de 10
Francia 2.0 2.00
Italia 3.0 1.90
Suiza 3.0 1.50
Austria 4.5 1.40
Alemania 4.5 1.20
Bélgica 5.0 0.90
Suecia 5.0 0.80
Dinamarca 5.6 0.70
Holanda 5.9 0.65
Noruega 6.3 0.45
Irlanda 6.6 0.55
Inglaterra y Gales 7.0 0.50
Canada 7.8 0.65
Nueva Zelanda 8.8 0.70
Australia 9.0 0.85
Escocia 9.0 0.50
Estados Unidos 9.2 0.70
Finlandia 10.3 0.60

Tabla 3. Relacion entre el consumo de vino y la tasa de mortalidad por enfermedad cardiovascular en hombres de
edades comprendidas entre 55 y 64 afios. Adaptado con modificaciones de Schwitters (1995).

Ante estos datos, St—Leger (1979) formuld la siguiente afirmacion: "el vino contiene un
componente que ejerce un efecto protector frente al infarto de miocardio”.

El interés por el estudio del vino aumenta notablemente tras una investigacién realizada por la
Organizacion Mundial de la Salud en 1989 llamada proyecto Monica. Este trabajo confirmé que
las tasas de mortalidad por enfermedades cardiovasculares en Francia eran mucho menores
que en otros paises industrializados como USA y Reino Unido. A esta situacion se le denominé
paradoja francesa. Esta se refiere a un estudio realizado en Burdeos (Francia) en el que se
tomaba una muestra de sujetos con una dieta rica en grasas (mantequilla, quesos grasos, etc.) y
con un riesgo muy elevado de enfermedades cardiovasculares, infartos de miocardio, etc. Se
comprobd que esa poblacion tenia un bajo indice de enfermedades cardiovasculares, bajo indice
de colesterol en sangre y muy poca cantidad de ataques cardiacos. Otros factores como el
habito de fumar o la presion arterial, no explicaban esta diferencia.

La explicacion a estos resultados se buscd en la dieta de los franceses, de tipo
mediterranea, especialmente rica en frutas, verduras y vino. Las investigaciones realizadas le
atribuyen un papel clave al consumo del vino en la dieta de la poblacion francesa, por su alto
contenido en compuestos polifendlicos que actian como antioxidantes naturales (Criqui, 1994;
Renaud, 1992; Renaud, 1994; St. Leger; 1979). Estas consideraciones pueden apreciarse en la
figura 2. En los ultimos 12 afios han aparecido numerosos trabajos cientificos que muestran que
beber vino, cava y/o cerveza moderadamente es beneficioso para la salud, en especial para la
enfermedad coronaria reduciendo en un 50% el riesgo de padecer enfermedades
cardiovasculares (Gaziano, 1993; Weise, 1995; Groenbaek, 1995; Artalejo, 1996; Curhan, 1996;
Duncan, 1996; Folts, 1996; Orgogozo, 1997; Plumb, 1998; Lorimier, 2000; Martinez—Valverde,
2000; Kuchta, 2001; Lugasi, 2003; Lopez—Vélez, 2003).

Un ensayo clinico realizado en Dinamarca sobre una poblacién de 13000 personas,
cuyos resultados fueron publicados en British Medical Journal en 1995, dejaba claro que las
personas que consumian vino moderadamente reducian sensiblemente el riesgo cardiovascular,
asi como las posibilidades de sufrir otras enfermedades mortales (Groenbaeck, 1995).
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Figura 2. Paradoja Francesa. Correlacion entre la tasa de muerte coronaria en varones de 55-65 afios de diferentes
paises y un indice que indica el consumo de grasas saturadas y colesterol. Se podria definir el concepto de Paradoja
Francesa como una poblacién con una cantidad elevada de colesterol y grasas saturadas en la dieta y una tasa de

mortalidad coronaria anormalmente baja (Artaud-Wild, 1993).

En 1992, otro estudio

el consumo moderado de vino

publicado en la revista Circulation, puso de manifiesto el efecto
protector de esta bebida contra la patologia coronaria (Langer, 1992). Las investigaciones
subrayan que la mortalidad coronaria en zonas consumidoras de vino es notablemente inferior a
la que registran los paises nérdicos. Por tanto, y a tenor de las diferentes pruebas presentadas,
parece ser beneficioso para la salud, tal y como puede apreciarse

en la figura 3 que posee forma de J (Finkel, 1996):
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Figura 3. Tasa de mortalidad y consumo de vino: la curva en j. Un consumo moderado de vino parece ser mas
beneficioso para la salud que el consumo excesivo o no consumo de este produnto. Grafica segun H. Finkel, Wine News,
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"Consumiciones" de vino por dia

10, 14, 1994.
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Una de las principales conclusiones que se puede extraer de esta grafica es que una
persona que consuma vino de forma moderada, posee menor probabilidad de mortalidad que
una persona abstemia o que abuse del consumo de este producto. En este sentido, un estudio
francés realizado en 1997 encontré que los bebedores moderados de vino tinto tienen un riesgo
reducido de contraer la enfermedad de Alzheimer y la demencia senil, comparado con los no
bebedores de vino. Orgogozo et al. (1997), encontraron que los bebedores moderados de vino
tinto poseian un riesgo de contraer Alzheimer menor de un 25% y un riesgo de padecer
demencia senil menor del 20%. Ademas, el consumo moderado de vino parece prevenir los
efectos adversos que provoca la aspirina en algunos pacientes, segun datos publicados por un
equipo de investigacién del Hospital Clinico Universitario de Zaragoza con pacientes que sufrian
insuficiencia coronaria (Lanas, 1997). Weise et al. (1995), comprobaron que los vinos blancos y
tintos eran efectivos para destruir las bacterias responsables de las diferentes dolencias
estomacales, destacando al vino como mas efectivo que el bismuto salicilico en erradicar tres
tipos de bacterias que comunmente provocan intoxicacién, disenteria y diarrea. Del mismo
modo, se demostrd que el vino tinto, de entre un campo de 21 bebidas, estaba mas fuertemente
asociado al decrecimiento del riesgo de formacion de célculos renales ya que reducia el riesgo
de formacion de éstos en un 39% (Curhan, 1996), reduciendo también en un 19%, con respecto
a los abstemios, el riesgo de padecer degeneracién macular, dolencia que se ha convertido en la
causa mas frecuente de ceguera en personas mayores de 65 afios al sufrir una pérdida de la
vision central, si bien se conserva la vision periférica y la deteccién de colores (Obisean, 1998).

Rimm et al.(1998), encontraron que las mujeres que consumen grandes cantidades de
vitamina B6 y folatos tienen una reduccion del riesgo de sufrir enfermedades coronarias en un
45%. En un subgrupo de analisis, se observaron sorprendentes diferencias segun si las mujeres
consumian o no vino. Niveles elevados de ingesta de folatos solamente reducian el riesgo de
enfermedades coronarias en un 15% en las mujeres no bebedoras, mientras que las mujeres
que consumian moderadamente vino, el porcentaje ascendia al 75%. Los participantes en este
experimento no tenian un historial previo de enfermedades cardiovasculares, cancer,
hipercolesterolemia o diabetes (Rimm, 1998). Clifford et al. (1996), realizaron un cuidadoso
estudio en el que se suministraba vino tinto a ratones, como un componente mas de su dieta
normal. Estos poseian un 40% menos de probabilidad de padecer cancer que el grupo de
ratones a los que no se suministraba vino tinto en su dieta. Se encontré catequina (componente
del vino que demostrd propiedades antioxidantes) en el plasma de aquellos ratones que habian
consumido vino tinto. La conclusién de este estudio fue, que el consumo de vino tinto retardaba
el comienzo de procesos tumorales, que la catequina era absorbida de la dieta y que la
administracion suplementaria de vino reforzé el crecimiento normal de los ratones y la
reproduccion de tres generaciones (Clifford, 1996). Ademas, se han encontrado componentes en
el vino tinto que inhiben la formacion de tumores cancerigenos y reducen la formacion de placas
de ateroma en las arterias en conejos (Lorimier, 2000), asi como la reduccion de las células del
cancer de mama debido a su actividad anti—estrogénica, ya que parece existir una relacion
directa entre una elevada cantidad de estrogenos y el cancer de mama (Williams, 1996).

Otros estudios sefalan a los compuestos presentes en el vino tinto como responsables
de disminuir el indice de oxidacion celular y evitar la coagulacion de las plaquetas, ademas de
poseer (como se detallara mas adelante) efectos vasodilatadores, anticarcinogénicos,
antiinflamatorios, bactericidas, estimuladores de la respuesta inmune, antialérgicos, antivirales,
inhibidores de la fosfolipasa A2, de la ciclooxigenasa, lipooxigenasa, glutatién reductasa y
xantina oxidasa. Asimismo, se califica a los antioxidantes presentes en el vino de ser mas
efectivos que la vitamina E en la proteccién contra procesos de oxidacién (Frankel, 1993;
Waterhouse, 1994; Folts, 1996; Guohua, 1997). Por ultimo y como dato curioso, Duncan et col.,
(1996) examinaron la adiposidad central o grasa alrededor de la cintura mediante la medicion de
la misma y las caderas. En este trabajo se estudiaron a 12000 personas y se llegé a la
conclusién de que los bebedores moderados de vino tinto reducen su diametro de cintura y
caderas mas significativamente que los no bebedores habituales de vino.

Todos los datos aportados por el momento hacen hincapié en los efectos saludables del

vino, si éste se consume con moderacion. Sin embargo, ;posee el vino mayores efectos
fisiologicos beneficiosos sobre la salud que otras bebidas alcohdlicas?.
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Existen publicaciones en las que se afirma que el vino proporciona un grado de
proteccion superior que otras bebidas alcohdlicas, como es el caso de la cerveza o las bebidas
destiladas (Stampfer, 1988; Renaud, 1998; Wannamethee, 1999; Martinez—Valverde; 2000). Por
otra parte, existen otros estudios que sefialan al alcohol como el elemento protector, no
existiendo diferencias importantes entre vino, cerveza y bebidas destiladas (Camargo, 1997;
Berger, 1999). Cleophas et col. (1999), realizaron un estudio sobre la incidencia de
enfermedades coronarias, el riesgo relativo de muertes de éstas y el tipo de bebida alcohdlica
consumida. Los resultados de este trabajo sefalaban que el vino no era mas efectivo que otras
bebidas alcohdlicas, aunque el nivel de significancia en los estudios realizados eran ligeramente
mejores para el vino que para la cerveza o las bebidas destiladas.

Con respecto al alcohol, existen evidencias de que los consumidores moderados de
bebidas alcohdlicas presentan una menor incidencia de mortalidad por enfermedad coronaria
(aproximadamente un 70% inferior) que las personas abstemias (Groenbaeck, 1994; Fuchs,
1995). Este efecto cardioprotector del alcohol se debe a su capacidad para aumentar el
colesterol HDL (estas lipoproteinas de alta densidad participan activamente en la eliminacién del
colesterol dentro del organismo) y para disminuir los mecanismos implicados en el fenémeno de
coagulacioén y agregacion plaquetaria (Groenbaeck, 1994; Fuchs, 1995; Hein, 1996; Camargo,
1997; Renaud, 1998; Rimm, 1999). Sin embargo, el alcohol posee efectos pro—oxidantes
pudiendo aumentar la oxidacion del colesterol LDL (Lorimier, 2000).

Si el alcohol fuera el Unico responsable de este efecto protector, al suministrar una dosis
de etanol similar a la presente en el vino, el efecto de ambos (vino y solucion etandlica) seria el
mismo; no obstante, existen indicios de que el vino ejerce un mayor efecto protector que el
alcohol (Frankel, 1993; Kinsella, 1993; Waterhouse, 1994; Clifford, 1996; Williams, 1996; Folts,
1996; Renaud, 1996 y 1998; Lang, 1997). La pregunta que surge es obvia: ¢jcuales son los
compuestos responsables de este efecto protector adicional del vino?. La respuesta se
encuentra en los compuestos fendlicos presentes en el vino (principalmente en el vino tinto) que
no existen en las bebidas destiladas y que estan presentes en muy bajas concentraciones en la
cerveza y el whisky de malta. Este es el caso de los &cidos fendlicos, estilbenos y flavonoides,
los cuales, seran explicados mas adelante (Leighton, 2000; Martinez—Valverde; 2000; Lorimier,
2000).

Se han calificado a los compuestos fendlicos como antioxidantes, antimutagénicos, con
capacidad de quelar metales cataliticos y con capacidad para eliminar radicales libres (como se
vera mas adelante). Los principales efectos que ejercen este tipo de compuestos en los
consumidores moderados de vino son la disminucién de la agregacion plaquetaria y su adhesion
al endotelio, un aumento del colesterol HDL independientemente del contenido de alcohol del
vino, una inhibicién de la oxidacion del colesterol LDL (gracias a la capacidad de estos
compuestos de secuestrar radicales libres y actuar como antioxidantes), un bloqueo en la
formacién de células espumosas al inhibir la enzima cicloxigenasa y lipoxigenasa (responsables
de la formacion de agentes inflamatorios y estimulantes de los macrofagos) ademas de
ocasionar relajaciéon vascular al incrementar la sintesis de 6xido nitrico (Stampfer, 1988; Frankel,
1993; Kinsella, 1993; Waterhouse, 1994; Clifford, 1996; Williams, 1996; Folts, 1996; Renaud,
1996 y 1998; Lang, 1997; Orgogozo, 1997; Truelsen, 1998; Hoidrup, 1999; Wannamethee, 1999;
Leighton, 2000; Martinez—Valverde; 2000; Lorimier, 2000).

A pesar de todo, al ciudadano de la calle se le plantea una gran duda. ;qué significa la
moderacion en el consumo de alcohol?, o bien, ¢cuanto alcohol se puede beber sin sobrepasar
el limite de la moderacion?. Se puede definir el consumo moderado de alcohol como la cantidad
del mismo que puede ser bebida diariamente con el fin de aprovechar el maximo de sus efectos
beneficiosos, sin resultar perjudicial para la salud. La tabla 4 refleja algunas de las
recomendaciones realizadas por diferentes organismos de diferentes paises sobre las cifras de
consumo de alcohol diario, citandose la cantidad maxima diaria del mismo que puede ser
ingerida tanto por hombres como por mujeres. En consecuencia, una dosis moderada de alcohol
estaria por debajo de los valores presentados en la tabla 4.
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Maximo Maximo
Pais Autoridad (g/dia) (g/dia)
HOMBRES MUJERES

Francia Academia de medicina 60 36
Italia Ministerio de Sanidad 40 30
Japon Ministerio de Sanidad 39.5 -
Reino Unido Ministerio de Sanidad 32 24
Espafia Ministerio de Sanidad 30 20
EEUU Ministerio de Agricultura y Sanidad 28 14
Irlanda Ministerio de Sanidad 24 16

Tabla 4. Cantidades de alcohol recomendadas y maximos permitidos por algunos paises.

La cantidad de alcohol consumida es proporcional al volumen en mililitros de bebida
alcohdlica ingerida multiplicado por el grado alcohdlico de la misma. Expresado en forma
matematica seria:

Cantidad de alcohol ingerida (g) = Volumen de bebida alcohdlica ingerida en mililitros * grado alcohdlico

No obstante, y para simplificar en gran medida el célculo de la cantidad de alcohol
ingerida por una persona, se suele utilizar el término de unidad de alcohol. Se estima que la
unidad de alcohol equivale a unos 8—-10 gramos de alcohol, que es lo que contendria un vaso de
vino de 100 mililitros, una cafia de 200 mililitros de cerveza o una copa de 50 mililitros de Jerez u
Oporto. En la tabla 5 se puede observar el contenido en alcohol de algunas de las bebidas
alcohdlicas mas comunes.

La manera mas adecuada de calcular el alcohol consumido por una persona es tener en
cuenta todas las bebidas ingeridas a lo largo de la semana, ya que no se considera valido el
célculo de un dia aislado (generalmente suele consumirse mayor cantidad de alcohol durante los
fines de semana). Teniendo en cuenta los datos reflejados en la tabla 4, el Ministerio de Sanidad
Espafiol cifra la cantidad maxima diaria ingerida de alcohol en 30 gramos (= 4 unidades de
alcohol) para los hombres y 20 gramos (= 2 unidades de alcohol) para las mujeres. Por tanto, la
dosis moderada de alcohol estaria por debajo de 4 unidades diarias de alcohol para el hombre y
2 unidades diarias para la mujer. Se considera un consumo de alcohol excesivo la ingesta diaria
de mas de 40 gramos de alcohol (= 5 unidades de alcohol) o 280 gramos de alcohol semanales
en el caso de los hombres y mas de 24 gramos/dia de alcohol (= 3 unidades) o 168 gramos
semanales para las mujeres.
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Tipo Contenido de alcohol Volumen de una Cantidad de alcohol
(gramos) consumicion (mL) (gramos/vaso) Unidades de alcohol
Vino blanco 11-13,5° 270 255-28,8 3,2-35
Vino rosado 11,5-12° 270 24,5-25,6 3-32
Vino tinto 10,9 - 16° 270 23,2-34 2,9-4,25
Oporto, cbeteles, 15-16° 110 13,2-14,1 165-1,38
vermu, Jerez...
Cava 11,8° 120 11,3 1,4
Ron 40 - 54° 70 22,4-30,2 28-38
Ginebra 40 - 51° 70 22,4-229 28-29
Vodka 50° 70 28 3,5
Whisky 40 - 43° 100 32-344 4-43
Cofiac 24 - 40° 60 17,8-19,2 22-24
Cerveza 5-74 300 11,8-17 15-2
Cointreau 40° 60 19,2 2,4
Ricard 45° 60 21,6 2,7
Licor 43 34° 60 16,3 2
Anis 44° 30 10,6 1,3
Anisette 25° 60 12 1,5

Tabla 5. Contenido de alcohol de las bebidas mas comunes (adaptado de Lorimier, 2000).

1.2 Los compuestos fendlicos

Desde el punto de vista quimico, los compuestos fendlicos son sustancias que poseen
un anillo aromatico y un anillo benceno con uno o mas grupos hidroxilados incluyendo derivados
funcionales, como podrian ser ésteres, metilésteres, glucdsidos, etc (Tsimidou, 1998). La
naturaleza de estos compuestos varia desde moléculas simples, como los acidos fendlicos,
hasta compuestos altamente polimerizados, como los taninos. Estos compuestos son en su
mayoria potentes antioxidantes debido a su estructura quimica, ya que son excelentes
donadores de protones o electrones (Kinsella, 1993). Los polifenoles se encuentran en las
plantas en forma conjugada con uno o mas residuos de azucar unidos a los grupos hidroxilos,
aunque en algunos casos se pueden producir uniones directas entre una molécula de azucar y
un carbono aromatico. Por ello, la forma mas comun de encontrarlos en la naturaleza es en
forma de glucosidos siendo solubles en agua y solventes organicos (Shahidi, 1995). Los
azucares asociados a los polifenoles pueden ser monosacaridos, disacaridos o incluso
oligosacaridos. Los compuestos a los que se encuentran unidos con mas frecuencia son
glucosa, galactosa, arabinosa, ramnosa, xilosa y acidos glucurénico y galacturénico. También
pueden encontrarse unidos a acidos carboxilicos, acidos organicos, aminas, lipidos y a otros
compuestos fendlicos (Bravo, 1998).

Los compuestos fendlicos se caracterizan por ser uno de los grupos de compuestos
presentes en el reino vegetal, siendo parte importante de la dieta tanto humana como animal.
Constituyen un amplio grupo de sustancias quimicas, consideradas metabolitos secundarios de
las plantas, con diferentes estructuras quimicas y actividad, englobando mas de 8000
compuestos distintos. Tradicionalmente, estos compuestos han sido considerados como
antinutrientes, debido al efecto adverso de uno de sus componentes mayoritarios, los taninos,
sobre la digestibilidad de la proteina. Sin embargo, actualmente se ha despertado un gran
interés por estos compuestos debido a sus propiedades antioxidantes y sus posibles
implicaciones beneficiosas en la salud humana, tales como en el tratamiento y prevencion del
cancer, enfermedades cardiovasculares y otras patologias de caracter inflamatorio (Martinez—
Valverde, 2000).
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La forma mas frecuente de encontrar los compuestos fendlicos en los vegetales es en
forma de mondmeros, oligdmeros y polimeros, mientras que su presencia en tejidos animales
esta relacionada con el consumo e ingestion de alimentos vegetales (Andary, 1997). Las
principales funciones de estos compuestos en las células vegetales es, por una parte, la de
actuar como metabolitos esenciales para el crecimiento y reproduccion de las plantas y, por otra,
como agentes protectores frente a la accion de patégenos, siendo secretados como mecanismo
de defensa (Butler, 1992).

Los compuestos fendlicos estan relacionados con la calidad sensorial de los alimentos
de origen vegetal, tanto frescos como procesados (Clifford, 1992). Su contribuciéon a la
pigmentacion de los alimentos esta claramente reconocida, a través de las antocianidinas,
responsables de los colores rojo, azul, violeta, naranja y purpura de la mayoria de las plantas y
de sus productos (Shahidi, 1995; Belitz, 1988). Ademas, la reacciéon de oxidaciéon de los
compuestos fendlicos hacia la formacioén de quinonas (ver figura 4), catalizada por las enzimas
polifenol oxidasas, produce un pardeamiento enzimatico en los alimentos (McEvily, 1992),
fendmeno de vital importancia para asegurar la calidad de frutas y verduras durante el
procesado.

OH OH
OH HO
HO 0 o} OH
OH HO
OH Rl R2  OH
Fe+,
0O,
Cu+,
0 OH HO, 0
()
o} 0
OH HO
R1 R2
OH HO

Figura 4. La oxidacion de los compuestos fenodlicos puede lugar a la formacién de semiquinonas y quinonas
proporcionando una coloraciéon parduzca en los alimentos. Es importante que no se produzca este fendmeno para
asegurar la calidad de frutas y verduras procesadas (Rohr, 1999).
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Actualmente, este grupo de compuestos fitoquimicos presentan un gran interés
nutricional por su contribuciéon al mantenimiento de la salud humana. De este modo, muchas de
las propiedades beneficiosas descritas en los alimentos de origen vegetal, asociadas
principalmente a la actividad antioxidante de estos compuestos, estan relacionadas con la
presencia y el contenido de compuestos fendlicos (Martinez—Valverde, 2000). La actividad
antioxidante de estos compuestos tiene interés desde el punto de vista tecnolégico y nutricional
(Berra, 1995). Los compuestos fendlicos intervienen como antioxidantes naturales de los
alimentos, por lo que la preparacion y obtencién de los mismos, con un alto contenido en estos
compuestos supone una reduccion en la utilizacion de aditivos antioxidantes, a la vez que se
obtienen alimentos mas saludables, que incluso pueden llegar a englobarse dentro de los
alimentos funcionales (Martinez—Valverde, 2000). Desde un punto de vista nutricional, esta
actividad antioxidante se asocia con un papel protector en las enfermedades cardiovasculares y
en el cancer, asi como en procesos de envejecimiento, por lo que esta siendo intensamente
estudiado mediante ensayos in vivo e in vitro (Tsimidou, 1998; Da Silva, 1998; Plumb, 1998;
Kondo, 1999; Baba, 2000; Wang, 2000; Osakabe, 2000; Thiagarajan, 2001; Kawase, 2000).

1.2.1 Clasificacién de los compuestos fendélicos

Como se ha mencionado anteriormente, los polifenoles son compuestos que constan de
un anillo bencénico, sustituido por uno o mas grupos hidroxilos. Entre los compuestos fendlicos
existentes en los alimentos, se pueden distinguir dos grandes familias (no flavonoides vy
flavonoides), constituidas cada una de ellas por diferentes subfamilias de compuestos, como se
detalla seguidamente.

¢ -No flavonoides:

Acidos fendlicos: serie benzoica
serie cinamica

Estilbenos

Taninos hidrolizables

e -Flavonoides:
Flavonoles
Flavanoles
Monomeros
Oligébmeros
Polimeros o taninos condensados
Antocianos
Flavonas
Isoflavonas
Flavanonas

A continuacion se comentan las caracteristicas de los compuestos fendlicos mas
destacados presentes en el vino.

1.2.1.1 No flavonoides

a) Acidos fendlicos

La estructura basica de estos compuestos es un anillo aromatico con un grupo
carboxilico sustituido en las dos posiciones meta- (respecto al grupo acido) y en posicién para-.
Se distinguen dos familias distintas de acidos fendlicos, la serie benzoica (si el grupo carboxilico
esta directamente enlazado al anillo aroméatico) y la serie cinamica (si el grupo carboxilico esta
enlazado a él a partir de un sustituyente 2—propanilo). Se pueden encontrar en forma libre o
esterificados con azucares.
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Dentro de la serie benzoica, los fenoles simples como el fenol, cresol, timol y resorcinol
estan ampliamente distribuidos entre todas las especies vegetales. Igualmente, los acidos
fendlicos tales como el galico, vainillinico, p-hidroxibenzoico y los aldehidos como la vainillina,
también son abundantes en las plantas superiores y helechos. Las estructuras de la serie
benzoica de los acidos fendlicos pueden observarse en la tabla 6 (Belitz, 1988). En el caso de la
serie cinamica, los &cidos cinamicos (caféico, ferulico, p-cumarico y sinaptico) raramente se
encuentran libres ya que por regla general se hallan presentes en forma de derivados. Asi por
ejemplo, el acido caféico se encuentra esterificado con el acido quinico dando lugar a los acidos
clorogénico, isoclorogénico, neoclorogénico y criptoclorogénico (Belitz, 1988). Las cumarinas y
las isocumarinas se encuentran generalmente en forma de glicésido (Bravo, 1998), mientras que
los cromonoles son menos conocidos y se forman a partir de las antocianidinas ante
incrementos del pH del medio (Belitz, 1988). Las estructuras de los acidos fendlicos, en su serie
cinamica, se representan en la tabla 7.

SERIE BENZOICA

Rl | R2 Nombre compuesto R1
H H acido p-hidroxibenzoico
OH H acido protocatéquico HO COOH
OH | OH acido galico
OCH;| H acido vainillico
OCHs| OCH;4 acido siringico R2

Tabla 6. Estructura de la serie benzoica de los acidos fendlicos

SERIE CINAMICA

R1 | R2 | Nombre compuesto &
H H acido p-cumarico
OH H acido cafeico HO CH=CH-COOH
OCH;| H acido ferulico
OCH;| OCH3 acido sinapico R2

Tabla 7. Estructura de la serie cinamica de los acidos fendlicos

b) Estilbenos

Se han descrito unas 200 estructuras diferentes de estilbenos. Estas estructuras se encuentran
en un gran numero de especies vegetales, localizandose principalmente en la médula del tronco
de especies arboreas como el pino o el eucalipto. La forma molecular mas extendida de este

grupo es el resveratrol, muy caracteristico de las familias Pinaceae y Vitaceae y cuya estructura
se representa en la figura 5.

HO

OH
HO

Figura 5. Estructura quimica del resveratrol.
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c) Taninos hidrolizables

Este tipo de compuestos se caracteriza por la acumulacion, en una misma molécula de
tamafio moderado, de un nimero substancial de grupos fendlicos, algunos de los cuales estan
estan asociados con orientacion O—dihidroxi o O-trihidroxi dentro del anillo fendlico (Haslam,
1981).

Los taninos hidrolizables tienen como nucleo central un alcohol polihidrico como la
glucosa y grupos hidroxilo que se encuentran esterificados parcial o completamente, bien con el
acido galico o bien con el acido hexahidroxidifénico, formando galotaninos y elagitaninos,
respectivamente. Tras la hidrdlisis con acidos, bases o ciertas enzimas, los galotaninos
proporcionan glucosa y acido galico (Chung, 1998), tal y como se puede apreciar en la figura 6.
Estos compuestos estan presentes en la madera y llegan al vino precedentes,
fundamentalmente, de las tinajas de envejecimiento (Escribano—Baildon, 1993).

CH,OH

(0]
OH
HO OH

OH HO Glucosa
HO OH
c =0
HO ‘ OH HO
e )
C.
CH.
HO, RS OH Ho HO C—OH
ﬁ) o T -
HO c-0 o-c OH HO
o] I
I 0 ‘s -
HO o=c¢ OH Acido galico

CO—0O, OH
e o He O O o
OH
0—0C

HO

Acido elagico

Figura 6. Estructura quimica de los taninos hidrolizables.

1.2.1.2 Flavonoides

Se han descrito mas de 4000 flavonoides (C6—C3—-C6) diferentes que se clasifican en
varias familias segun cambios en su estructura basica. Son compuestos polifendlicos tanto de
bajo como de elevado peso molecular que comparten el esqueleto comun de difenil piranos: dos
anillos benceno unidos a través de un anillo pirona o pirano heterociclico, que pueden poseer
varios grupos hidroxilo (OH) unidos a esta estructura de anillos (figura 7). Normalmente se
encuentran como glucdsidos y provienen principalmente de las pieles, de las semillas y de los
tallos de los racimos de uva (Rice—Evans, 1997; Soleas, 1997).

Figura 7. Esqueleto comun difenilpirano de los flavonoides.
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Los flavonoides mas abundantes en los vegetales son los flavonoles (como es el caso
de la quercetina, miricetina y kampferol), las flavonas (un subgrupo de flavonoles, entre los que
destacan la apigenina, luteolina y diosmetina) y los glucésidos de ambos (Hertog, 1993).

a) Flavonoles

Los flavonoles poseen un coloracion amarillenta, siendo los responsables del color
caracteristico de la piel del racimo y del vino blanco. Estos compuestos pueden ser identificados
claramente por la existencia de un grupo carbonilo en C4. El estado de oxidacion, la sustitucion
del anillo heterociclico y la posicion del anillo B son importantes para clasificar los compuestos
que pertenecen a este grupo (Halbrock, 1981). Los flavonoles se pueden encontrar libres o
esterificados con glucosa. Sin embargo, la mayoria de estos compuestos se encuentran como
C—glicosilados en posicion 6 u 8. A su vez, los azucares pueden ser sustituidos por residuos
acilo (malonato, 4—cumarato, cafeato, ferulato) (Halbrock, 1981). Algunos ejemplos de flavonoles
se resumen en la figura 8.

R1 | R2 Compuesto
H H Kampferol

OH| H Quercitina

OH | OH Miricetina

Figura 8. Flavonoles mas habituales en el racimo de uva y en el vino.

Segun el grado de oxidacion de la molécula pueden distinguirse diferentes tipos de
compuestos, entre los cuales puede haber interconversion, como muestra la figura 9.

Flavona 2H" Dihidroflavona o flavonona

Flavonol Dihidroflavonol o flavononol

Figura 9: Interconversion entre los diferentes subgrupos de flavonoles.
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b) Antocianos

La diferencia principal entre los antocianos y los flavonoles es que los primeros no
poseen ningun grupo carbonilo en posicién C4. La estructura basica de estos compuestos se
presenta en la figura 10, donde también se indican los diferentes nombres que reciben estos
compuestos segun sean las sustituciones R1 y R2.

R1
OH R1 R2 Compuesto
OH H Cianidina
OH OH Delfinidina
R2

OH OCH, Petunidina
OCH, H Paeonidina
OCH, | OCH, Malvidina

Figura 10. Nomenclatura y estructura general de los antocianos.

Los antocianos se encuentran frecuentemente esterificados con azucares en el carbono
3; de hecho, puede llegar a encontrarse estructuras mas complicadas en las que la glucosa esta
acilada. También pueden encontrarse estructuras que estén esterificadas en otros carbonos
diferentes al C3, denominandose poliheterodios. De forma similar, pueden también combinarse
con los taninos (Escribano—Baildn, 1993). Los antocianos se llaman también antocianinas y sus
agliconas se denominan antocianidinas. Los antocianos son los colorantes rojos y azules de los
vegetales, siendo los principales responsables del color caracteristico de los vinos tintos (Hertog,
1993).

c) Flavanoles

Debido a la importancia de este grupo de flavonoides en el contexto global de la tesis, se
comentaran las caracteristicas de éstos en un subpunto aparte (ver el apartado 1.2.2).

1.2.2 Flavanoles

Este grupo de flavonoides es abundante en la uva y en el vino, donde se encuentran
como monomeros o flavan—-3-oles, dimeros (unién de dos moléculas de flavan—3—oles),
oligébmeros (unién desde 3 hasta 10 moléculas de flavan—-3—oles) y polimeros o taninos
condensados (unién de mas de 10 moléculas de flavan—3—oles).

1.2.2.1 Monémeros o flavan—3—oles

La (+)-catequina, la (-)—epicatequina (representadas en la figura 11), la (+)-
galocatequina y la (—)—epigalocatequina son los flavan—3—-oles mas comunes y suelen ser
denominados como catequinas. Estas constituyen la base de los principales grupos de taninos
condensados (de los procianidoles o procianidinas las dos primeras catequinas y de los
prodelfinidoles las dos ultimas) (Escribano—Bailon, 1993). El resto de compuestos con estructura
flavan—3—ol presenta una distribucion mas restringida. Generalmente, las catequinas
monomeéricas no son incluidas dentro del grupo de los taninos, ya que casi no interaccionan con
proteinas o no poseen esta propiedad (Lea, 1979; Gonzalez, 1989; Escribano—Bailéon, 1993). Por
catequina se entiende el 5, 7, 3, 4’ tetraoxiflavan-3—-ol con férmula bruta CisH:406. El
compuesto presenta dos centros de asimetria y, por tanto, puede dar lugar a cuatro formas
Opticamente activas y a dos formas racémicas: se tiene la serie de las catequinas y de las
epicatequinas. En los mostos y en los vinos, como generalmente en la naturaleza, estan
presentes sobre todo la (+)—catequina y la (—)—epicatequina (Bourzeix, 1986; Gonzalez, 1989).

-42 -



INTRODUCCION

<&

OH QH OH

OH OH

(+)-Catequina (-)-Catequina (-)-Epicatequina (*)-Epicatequina

Figura 11. Estructura quimica e isometria optica de las catequinas monoméricas.

La presencia de los enantibmeros (+)—epicatequina y (-)-catequina se debe
normalmente a procesos de isomerizacién durante el proceso de extraccion. Existen también
flavan—3—oles metilados, ésteres de flavan—3—oles y flavan—3-oles glicosilados, generalmente
en el anillo C. También son frecuentes los ésteres galicos de las catequinas donde el acido esta
fijado al hidroxilo en posicion 3 del heterociclo (Lea, 1979).

En cuanto a la distribucidon espacial de estos compuestos, el heterociclo central de los
flavanos esta saturado y no esté en el plano. El oxigeno en posicion 1 y el C4 estan en el plano
del anillo bencénico A. El C2 puede estar por encima o por debajo de este plano. Los espectros
de infrarrojos confirman que hay fuertes uniones hidrégeno entre el OH en posicién 3 (axial) y el
oxigeno del heterociclo en el caso de la (-)—epicatequina y de la (+)-catequina (Ribereau—
Gayon, 1968).

1.2.2.2 Procianidinas diméricas o dimeros

Los dimeros son las procianidinas mas sencillas, siendo utiles, por tanto, para el estudio
de estructuras de mayor grado de polimerizacion. Existen dos tipos de dimeros, segun el tipo de
enlace existente entre las unidades de condensacion. Los dimeros mas distribuidos en la
naturaleza y mas abundantes en la uva y el vino son aquellos formados por la condensacién de
dos unidades de catequina unidas por enlaces C4—C6 6 C4—C8 (dimeros del tipo B). En este tipo
de dimeros, cuya estructura se representa en la figura 12, el enlace interflavanico de tipo C4—C8
esta favorecido respecto al C4—-C6. La estructura presentada por el dimero muestra 5 centros de
asimetria que pueden dar lugar tedricamente a 32 formas Opticamente activas: 4 de estas
formas han sido aisladas por Weinges et col. (1960). Los primeros dimeros caracterizados
fueron la procianidina B1, B2, B3 y B4 (Haslam, 1989).

Procyanidin B4 Procyanidin B3

Figura 12. Estructura quimica de las procianidinas diméricas (enlace tipo B) B4 y B3.
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Aparte de estas procianidinas diméricas de tipo B, existen otras denominadas de tipo A,
en las que ademas del enlace C4—-C8, presentan un segundo enlace interflavanico de tipo éter
C2-C7, como se aprecia en la figura 13. Estos dimeros, por tratamiento en medio acido, ademas
de cianidina, forman un segundo pigmento antocianico, debido a la rotura de la unidad flavan—-3—
ol superior (Escribano—Bailén, 1993; Martinez—Valverde, 2000).

Figura 13. Estructura de una procianidina de tipo A.

1.2.2.3 Procianidinas oligoméricas

Se conocen mas de 30 compuestos oligoméricos que constan de 3 a 5 unidades. Los
compuestos de grado de polimerizacion mas elevado que han podido aislarse y caracterizarse
son los hexameros, que estan formados por unidades de (+)-catequina y (—)—epicatequina y
suelen presentar, en general, una sola union entre cada unidad flavanica (que usualmente suele
ser C4—C8). Debido a esta caracteristica, suelen ser compuestos esencialmente lineales aunque
pueden existir enlaces C4—C6, que darian lugar a ramificaciones del compuesto y a enlaces
dobles tipo A. Se han descrito otras estructuras menos frecuentes, como es el caso de
compuestos que contienen unidades flavan—3—ol con configuracion 2S, oligdbmeros con enlaces
mixtos tipo B y A, procianidinas que contienen residuos galoilados o compuestos mixtos con
unidades procianidol y prodelfinidol (Gonzalez, 1989; Haslam, 1989; Martinez—Valverde, 2000).

A pesar de que no existe un criterio unanime entre los autores para definir el nUmero de
unidades monomeéricas que forman un oligdmero o un polimero, la mayoria de ellos define un
oligdbmero como una procianidina que consta de entre tres y diez unidades mondémeros
enlazadas entre si, tal y como muestra la figura 14. Cuando el nuimero de unidades
monomeéricas que forman la procianidina sobrepasa las diez unidades, se habla de polimeros o
taninos condensados (Haslam, 1989; Escribano—Bailon, 1993; Rohr, 1999; Martinez—Valverde,
2000).

OH

OH

OH

Figura 14. Estructura de la procianidina C1 (trimero).
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Los polimeros son generalmente mas abundantes que los oligémeros, pero debido a que
el proceso de extraccion de éstos es dificil, su caracterizacion todavia no se ha completado. Sin
embargo, los oligdmeros son los principales responsables de las reacciones atribuidas a los
taninos condensados (como son el efecto tanante, astringente y sus actividades farmacolégicas).
La dificultad de extraccidon de estos polimeros sin alterarlos, el hecho de que son insolubles en
agua y los solventes organicos habituales, dificultan su caracterizacion (Haslam, 1989). Los
polimeros raramente presentan una estructura homogénea constituida Unicamente por unidades
procianidol o prodelfinidol. Lo mas habitual es la conformacion mixta con acilaciones y
glucosilaciones. Se ha observado un predominio de unidades (—)—epicatequina en ellos (Porter,
1988). En los tejidos vegetales, la conformacion espacial predominante es la 2R, aunque
también se han detectado casos (aunque minoritarios) de vegetales que contienen enantiémeros
2S (Hemingway, 1996).

En los medios naturales, las uniones mas habituales entre las unidades flavanol de las
procianidinas oligoméricas y poliméricas son las C4-C8, aunque también pueden encontrarse
enlaces interflavanicos de tipo A (C4-C6) e incluso pueden darse casos en los que coexisten
todos los tipos de enlace (Morimoto, 1985; Balde, 1991). También es posible encontrar
oligbmeros que presentan unidades flavan—3—-ol con un patrén de hidroxilacion en el anillo B
diferente (Cai, 1991).

Se suelen seguir las pautas marcadas por Porter et al. en 1982 para nombrar estos
compuestos. Segun éstas, el C4 de la unidad flavan—3—ol seria equivalente al C1 de un azucar
sencillo de un oligosacarido. Las unidades estructurales basicas de los oligdmeros se hombran
segun la denominacion trivial de los mondémeros flavan—-3—ol. Los nombres de catequina,
epicatequina, epigalocatequina, etc., convencionalmente se reservan para las unidades de
configuracion 2R, mientras que los flavan—3-ol de configuracion 2S se distinguen por el prefijo
enantio-. Por otra parte, la direccion del enlace interflavanico se indica entre paréntesis con una
flecha y la configuracion del enlace interflavanico del C4 mediante un a o un B (Escribano—
Bailon, 1993).

1.2.2 Polimeros o Taninos condensados

Los taninos son compuestos fendlicos con un peso molecular comprendido entre 500 y
3000 Daltons (Bate & Smith, 1975; Hagerman & Butler, 1991; Escribano—Bailon, 1993; Martinez—
Valverde, 2000). La solubilidad de estos compuestos en agua depende de su peso molecular;
las formas mas grandes poseen una solubilidad y extrabilidad limitada en cualquier solvente
(Hagerman & Butler, 1991). Estos compuestos se caracterizan por dar las reacciones tipicas de
los fenoles, aunque sus principales caracteristicas son la capacidad para ligarse a proteinas (y
otros polimeros como los polisacaridos) y su capacidad antioxidante debido al gran nimero de
grupos hidroxilo (entre otros grupos funcionales) que posee (Hagerman & Butler, 1991;
Escribano—Bailon, 1993; Martinez—Valverde, 2000). También pueden ligarse a alcaloides,
gelatinas y otros materiales, aunque parecen que son las interacciones tanino—proteina la base
de las actividades biolégicas de los taninos, tales como su influencia en la seleccion de
alimentos, la defensa de las plantas contra los herbivoros y el uso de sus propiedades en el
curtido de las pieles haciéndolas imputrescibles al reaccionar con el colageno y explica también
su astringencia causada por las precipitaciones de las glucoproteinas de la saliva. (Martinez—
Valverde, 2000). Ademas, estos compuestos son objeto de estudio e interés en diferentes
campos como el agroalimentario, el nutricional y el farmacologico.

Los taninos condensados son un grupo heterogéneo de sustancias fendlicas. Se forman
por la condensacion de mas 10 unidades de flavan-3-ol 6 de 5—desoxiflavan—3—ol unidas
comunmente por enlaces C4—C6 o C4-C8 (aunque éstos ultimos son minoritarios). La unidad
basica, como se aprecia en la figura 15, es el flavan-3, 4—diol, pero su inestabilidad hace que se
transforme rapidamente en flavan—3—ol (Bourzeix, 1986; Haslam, 1989; Hagerman, 1991).
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OH
R Compuesto
OH
HO 0 O H Flavan-3-ol o catequina
O OH OH| Flavan-3,4-diol o procianidina monémero
OH R

Figura 15. Estructura quimica de los taninos condensados.

1.2.3 Compuestos fendélicos presentes en el vino

El vino es el producto resultante de la fermentacion alcohdlica del mosto del racimo sano
y maduro, conteniendo consecuentemente, alcohol etilico. En el marco complejo de la
fermentacién aparecen infinidad de productos mayoritarios y minoritarios, que juntamente con
los del racimo de origen y, en funcion de la tecnologia empleada en la vifia, en la bodega,
durante el envejecimiento, etc., modulan que es el vino (Schwarzwalder, 1998).

El conocimiento sobre la composicidon quimica, tanto de la uva como del vino, ha
aumentado considerablemente en los ultimos anos, gracias al desarrollo de técnicas como la
cromatografia de gases, la cromatografia liquida de alta resolucion, la cromatografia en capa
fina, la espectroscopia infrarroja, espectroscopia de masas y la resonancia magnética nuclear
(Soleas, 1997). Se han encontrado en el vino hasta 500 compuestos diferentes (Soleas, 1997).
Generalmente, los vinos contienen 0.8-1.2 g/L de compuestos aromaticos, la mayoria de los
cuales (mas del 50%) son alcoholes, acidos volatiles y acidos grasos esterificados. Otros
compuestos, que a pesar de estar presentes en pequefias concentraciones, contribuyen a las
caracteristicas sensoriales del vino son los carbonilos, fenoles, lactonas, terpenos, acetales,
sulfuros y los compuestos nitrogenados. El gusto y la sensacién en boca que produce un vino se
deben principalmente a compuestos que se encuentran en éste en concentraciones superiores a
100 mg/L, tales como el agua, el etanol, los acidos organicos, los azucares, el glicerol y los
compuestos fendlicos (particularmente, los taninos) (Schwarzwalder, 1998).

La procedencia de los compuestos fendlicos en el vino es diversa: pueden estar
presentes en las semillas o en las pieles de la uva (ver figura 16), ser producidos por el
metabolismo de la levadura, o bien, ser extraidos de la madera de la tinaja (Infante, 1997). La
concentracion de estos compuestos puede incrementarse durante la maceracion de la piel de la
uva, aunque después y, progresivamente, disminuyen a medida que se van formando enlaces
con las proteinas. El envejecimiento posee un efecto importante en la reducciéon de la
concentracion fendlica de los vinos (Infante, 1997). La cantidad y la calidad de los polifenoles en
la uva depende principalmente de la variedad de la vid, del clima, del terreno y de las practicas
de cultivo. La tabla 8 muestra los compuestos fendlicos mas comunes presentes en las plantas y
en el vino.

Pedicelo =

Hallejo o piel
(6-10 capas de celulas) « Pincel
Ac. cafeico
Ac. pCumarico
Ac. fenilico

Ac. gilico

Pepa o semilla +——3 Antocianings

{mabvidina -3- glucosido)

Taninos o procianidinas +— —3

—_, Flavonoles
(mincetina y quercetina)
17,1 % Taninos o procianidinas ,_— * 7.8 Fiavan -3- oles
(polimercs de catequina de tamario (catequinas)
variable esterificadas con acido galico)

Figura 16: Distribucion esquematica de los polifenoles en un grano de uva tinta de Vitis vinifera como Cabernet
Sauvignon. Los polifenoles estan en un 10% en el jugo, 30% en la piel y 60% en las pepitas.
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Atomos de Ejemplos presentes  Concentracién en  Concentracién en

Carbono Esqueleto Tipo en vino vino tinto (mg/L)  vino blanco (mg/L)
6 Ce Fenoles Simples
Benzoquinonas
7 Cg - Cy Acidos Fenolicos Acido Galico 95 7
8 Ce-Co Derivados de Tirosol
Tirosina
Acidos
Fenilacéticos
9 Ce-Cs Acidos cinamicos Acido Cafeico 7.1 2,8
Fenilpropenos
Cumarinas
10 Ce-Cy Naftoquinones
13 Cs -C1-Cg Xantonas
14 Cg- C-Cs Estilbenos Resveratrol 1,5 0,03
Antraquinones
15 Cg-C3-Cs Flavonoides Quercetina 7,7
Isoflavonoides Cianidina 2,8
Catequina 191 35
Miricetina 8,5 0
Malvidina 23,5 1
Epicatequina 82 21
Rutina 9,1 0
18 (Ce-Ca)2 Lignanos
Neolignanos
30 (Ce-C5-Ce)2 Bioflavonoides
n9 (Ce-C3)n Ligninas
ne (Con Carseotcns
n15 (C6-C5-Co)n Taninos Procianidina 5254 143
Condensados

Tabla 8: Principales tipos de compuestos fendlicos en plantas y en el vino. Adaptado de Frankel (1995) y Leighton
(2000).

Como se ha comentado anteriormente, una de las principales caracteristicas de la
estructura quimica de los compuestos fendlicos es la existencia de anillos aromaticos (fenoles)
que permiten a estos compuestos absorber en la zona del ultravioleta (A=280 nm) y proporcionar
fendmenos de resonancia. Asi, si estos compuestos se encuentran en medio acido, aparece una
carga positiva deslocalizada por resonancia sobre el conjunto de la molécula, absorbiendo en la
zona del amarillo—verde y proporcionando una coloracién rojo—violacea . Si el medio en el que se
encuentran estos compuestos es débilmente acido, la carga positiva esta deslocalizada sobre el
atomo de oxigeno del heterociclo (Martinez—Valverde, 2000). Por el contrario, en un medio
alcalino, aparece una funcién quinona en el carbono 4’ de estos compuestos, extendiéndose la
resonancia hacia toda la molécula, absorbiendo en la zona del naranja (hacia 600 nm) y
proporcionando una coloracién azul verdosa (Rohr, 1999). Asimismo, los grupos fenoles se
oxidan facilmente a quinonas, siendo los ortodifenoles los compuestos mas facilmente oxidables.
Este es el caso de acidos fendlicos (como el acido protocatéquico, galico y caféico), de
flavonoles (como quercetol y miricetol), de antocianidoles (como el cianidol, delfinidol y
petunidol) y de las moléculas de flavanos que forman los taninos (Martinez—Valverde, 2000).
Estos compuestos pueden ser oxidados por diferentes agentes oxidantes y, de manera especial,
por el oxigeno del aire que puede oxidarlos mediante un proceso de catalisis normal o mediante
un proceso de catalisis enzimatica (Infante, 1997). En la catalisis normal intervienen metales
plurivalentes como el Fe, Cu y Mn. Por el contrario, la catalisis enzimatica ocurre siempre que se
rompe el hollejo (piel de la uva). Al abrirse la baya, se rompe la estructura vegetal, poniéndose
en contacto los diferentes componentes de las células, que junto con el aire y los diferentes
materiales que estan en contacto con el mosto, provocan este tipo de oxidacién (Martinez—
Valverde, 2000). La vulnerabilidad de la vendimia a la oxidacion depende de la abundancia de
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los sistemas enzimaticos que catalizan la reaccién y, en particular de enzimas como la tirosinasa
(polifenoloxidasa de la uva unida a las membranas celulares) y la lacasa (enzima de origen
exégeno —Botritis cinerea— que, contrariamente a la anterior, posee actividad soluble). Del
mismo modo, la sensibilidad a la oxidacidon depende también de otros factores propios de la
vendimia como la abundancia de substratos facilmente oxidables (particularmente ortodifenoles),
el pH, el contenido en acido ascorbico, etc. Esta facil oxidabilidad de los compuestos fendlicos
puede causar alteraciones en los vinos como la formacion continua de sedimentos en los vinos
tintos (conocido como “quiebra férrica azul”), pardeamiento en los vinos blancos, etc. (Martinez—
Valverde, 2000).

En los vinos tintos, los flavonoides constituyen el 85% del contenido fendlico total (>1000
mg/L). Para los vinos blancos, éstos representan menos de un 20% del contenido fendlico total
(<50 mg/L) (Martinez—Valverde, 2000). Durante la vinificacion, la cantidad de flavonoides
extraidos esta influenciada por muchos factores, entre los cuales podemos destacar la
temperatura, tiempo de contacto con la piel de la uva, tipo de fermentador, proceso de mezcla y
la concentracion de etanol, de 6xido sulfuroso, de levadura, pH y enzimas pectoliticas. Ademas,
la extraccion depende de la concentracion de los compuestos fendlicos del racimo de la uva que
varia con el tipo de cultivo, el proceso de envejecimiento, las condiciones climaticas regionales y
el proceso de vinificacion. La maceracion carbdnica y la termovinificacion tienden a extraer
menor cantidad de compuestos fendlicos en comparaciéon con la maceracion tradicional de las
pieles de la uva (Soleas et al., 1997).

Los flavonoides que se pueden encontrar en los vinos son flavonoles, antocianidinas
(sobre todo en vinos tintos), catequinas (polihidroxiflavan-3-ol) y sus polimeros (denominados
taninos). Los flavonoles y las antocianidinas proceden principalmente de las pieles de la uva
proporcionando la coloracion caracteristica a éstas (uvas amarillas en el caso de los flavonoles y
tintas en el caso de los antocianos), mientras que las catequinas y los flavan-3,4-dioles
provienen de las semillas y del tallo. Todos estos compuestos se pueden encontrar libres o
polimerizados con otros flavonoides, azucares (glicosidos), no flavonoides (derivados acilo) o
una combinacién de éstos (Soleas, 1997). En los mostos y en los vinos jovenes las procianidinas
presentan pesos moleculares medios en torno a 500-700 (dimeros, trimeros), mientras que en
los vinos viejos se producen condensaciones con pesos moleculares medios en torno a 2000—
3000 (diez moléculas condensadas) (Martinez—Valverde, 2000). En la uva tinta se encuentran
cinco tipos de antocianos los cuales son, a la vez, sales de flavilio y glucdsidos porque estan
unidos por enlace glucosidico a una molécula de azucar. Los antocianos estan localizados en el
hollejo, mientras que la pulpa es incolora de forma que se pueden obtener mediante suave
presién vinos blancos de uvas tintas. Solo alguna escasa variedad de uvas (tintoreras) presenta
la pulpa coloreada (Martinez—Valverde, 2000).

Vitis vinifera posee unas caracteristicas genéticas que hace que sus antocianos solo
sean monoglucésidos (en posiciéon 3) mientras que los antocianos de otras especies de Vitis son
preferentemente diglucésidos (en posiciones 3 y 5 del fenilbenzopirilio) y bajo esta forma se
encuentran mayoritariamente en los hibridos. Por cromatografia en papel o en capa fina es
posible reconocer la presencia en un vino de los diglucésidos de las antocianinas (Ribereau-
Gayon, 1968). Entre los antocianos de Vitis vinifera existen también formas aciladas, es decir,
formas en las que una molécula de un &cido es esterificada a un hidroxilo del azucar; se trata del
acido cinnamico y, mas generalmente, del acido paracumarico o paraoxicinnamico. La
proporcion relativa de los diversos antocianos en las distintas variedades de Vitis vinifera no es
la misma y en base a la composicién en antocianos es posible, si no distinguir una variedad de
otra, si al menos reagrupar las variedades en familias similares por composicién antocianica.
Esto puede ser de utilidad para tratar de distinguir objetivamente el origen de los vinos, aunque
en los vinos, las posteriores modificaciones a que estan sujetos los antocianos hacen mas dificil
la solucién del problema (Martinez—Valverde, 2000).

Un buen color en un determinado vino predispone al catador a considerar a éste como
un producto excelente. De este modo, el color de un vino tinto joven esta constituido
fundamentalmente por tonalidades violaceas, que suelen colorear incluso, la espuma del vino al
ser agitado. Estas tonalidades se deben a la presencia de antocianos que tienen tendencia a
desaparecer rapidamente de los vinos tintos jovenes. Se calcula que después de un afo, han
desaparecido totalmente, ya sea por precipitaciones o por combinaciones con los taninos,
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compuestos que también evolucionan y, con el paso del tiempo, el color se va atenuando de
manera que las tonalidades rojizas van cediendo lugar a tonalidades anaranjadas o amarillentas
como consecuencia de la aparicion de nuevos pigmentos originados por la unién de las
antocianinas a taninos y otros compuestos resultantes de la fermentacién alcohdlica (como es el
caso de piruvato, vinil guayacol o vinil ferol). Estos nuevos pigmentos, mas estables que las
antocianinas originales, contribuyen a la modificacion del color del vino tinto con el tiempo
(Schwarzwalder, 1998; Pefia—Neira, 2004).

En el caso de los vinos blancos, la coloracion de éstos no se debe a los antocianos (que
no estan presentes) sino a los flavonoles. Los vinos blancos poseen una coloracién que va
desde el verde al amarillo, en sus diferentes tonalidades, hasta llegar al dorado. En un vino
blanco como el Sauvignon o el Semillén se puede apreciar una tonalidad verdosa con ligeros
reflejos amarillentos. Por el contrario, un Chardonnay posee una tipica coloracion amarilla
verdosa con ligeras tonalidades doradas (Glories, 1984; Schwarzwalder, 1998). La tabla 9
muestra aquellos compuestos responsables de la coloracion de los vinos.

Ademas de proporcionar una determinada tonalidad al vino, los compuestos fendlicos
contribuyen a otorgar a éste otras caracteristicas como la sensaciéon de volumen en la boca,
carnosidad, corposidad y textura, parametros cualitativos fundamentales de estos productos. De
este modo, los acidos benzoicos y los acidos cindmicos, que como se aprecia en la figura 16
estan presentes en la pulpa de la uva, son los responsables, desde el punto de vista enoldgico,
del gusto amargo de los vinos, si bien, los acidos cinamicos también son responsables del
pardeamiento de los vinos blancos (Pefia—Neira, 2004). En el caso de los vinos tintos, los
taninos condensados son los responsables de la astringencia (la lengua queda aspera, sin
lubricacion) que presentan una relacion inversa en cuanto a amargura y astringencia a medida
que aumentan de tamafio (es decir, aumenta el niumero de unidades (+)-catequina y (—)—
epicatequina en su estructura), disminuyendo la amargura en los taninos de mayor tamafo, pero
aumentando su astringencia hasta alcanzar un tamafio que no son solubles, no pudiendo
reaccionar con las proteinas de la saliva, precipitdndolas y, en consecuencia, dejando de
producir la sensacion de astringencia (Goldstein & Swain, 1963; Schwarzwalder, 1998).

Compuesto Color Peso molecular
Antocianos Rojo-violeta 500
Catequinas y leucoantocianos Amarillos 600
Taninos poco polimerizados Amarillo 1000-2000
Taninos condensados y muy Rojo-naranja (proximo al rojo teja) 2000-5000
condensados
Condensados de flavanoles y Rojo 1000-2000
antocianos
Combinaciones entre taninos y - >5000

polisacaridos

Tabla 9. Materia colorante de un vino (Glories, 1984).

Los taninos presentes en el vino presentan cambios por precipitacion, por ruptura de
aquellos de mayor tamano, formacion de otros de tamafio medio (polimerizacién), hecho que
modificara las propiedades sensoriales de astringencia y amargura. Estas reacciones, asociadas
frecuentemente a un medio oxidativo, se ven favorecidas en el caso de la formacién de nuevos
pigmentos y polimerizacion de taninos, por la presencia de acetaldehido, que sirve de puente
entre las moléculas (uniones tanino—antociano y tanino—tanino). Este acetaldehido se forma por
la oxidacion del etanol durante el almacenamiento del vino en barricas o cuando éste se somete
a tratamiento como la microoxigenacion (Macheix, 1990; Es—Safi, 1999).

1.3 Efectos fisioldégicos asociados a los compuestos fenélicos

Los efectos fisiologicos asociados a los compuestos fendlicos se deben a la estructura
de éstos, siendo sus principales propiedades la formacion de complejos con proteinas, la
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formacién de quelatos con iones metalicos y la capacidad para eliminar radicales (capacidad
antioxidante), efectos sobre el metabolismo glucidico, lipidico y mineral, efectos sobre la fluidez
de la membrana, efecto antiinflamatorio y antihistaminico, efecto cardioprotector vy
cardiovascular, efecto antivirico, antibacteriano y antifungico, efecto sobre el tracto
gastrointestinal y efecto antimutagénico.

1.3.1 Interacciones con proteinas

Una importante propiedad de las procianidinas es la capacidad para unirse a proteinas.
En general, se consideran a las procianidinas como agentes ligadores no especificos de
proteinas, ya que los resultados experimentales obtenidos indican que existe especificidad de
uniéon y que ésta es funcion del tamano, la conformacion, la concentracion y la carga de la
proteina, asi como del tipo, peso molecular y concentracion de las procianidinas. También debe
tenerse en cuenta las concentraciones de los dos participantes en la formacion del complejo final
(Hagerman & Butler, 1981; Siebert, 1996; Nack, 1996), que puede ser soluble o insoluble (Van
Buren & Robinson, 1969; Haslam, 1989; Hagerman & Butler, 1981, 1989 y 1991; Tilstra, 1989;
Murria, 1994; Kawamoto, 1995; Yan & Bennick, 1995). La actividad biolégica de las
procianidinas depende de la existencia de los dos tipos de complejos, pudiendo ser detectados
mediante ensayos de unién competitiva (sobre todo en el caso de la deteccion de los complejos
solubles) mediante inmovilizacion de las procianidinas, electroforesis, ensayos de inhibicion
enzimatica (Hagerman & Butler, 1989) o mediante técnicas fluorimétricas mas modernas (Tilstra,
1989).

La formacién de complejos procianidina—proteina esta influenciada por diferentes
factores, siendo el pH uno de ellos (Van Buren & Robinson, 1969; Oh, 1980; Hagerman & Butler,
1981 y 1989; Oh & Hoff, 1986; Da Silva, 1991). La formacion de complejos procianidina—proteina
a pH elevados estd disminuida debido a que los grupos fendlicos de las primeras estan
ionizados, no estando, en consecuencia, disponibles para la formacion de puentes de hidrégeno;
del mismo modo, a valores elevados de pH las procianidinas pueden ser susceptibles de ser
oxidadas, pudiendo formar los productos de la oxidacion enlaces covalentes con diferentes
nucledfilos como es el caso de grupos sulfidrilo y amino de las proteinas (Guinard, 1986;
Hagerman & Butler, 1989). En condiciones de pH bajos, existe también una reduccién drastica
de la formacion de complejos; en este caso, las interacciones que mas se ven afectadas son las
hidrofébicas (Guinard, 1986). Por otra parte, se ha observado que la incapacidad relativa de las
proteinas salivares acidicas para precipitar las procianidinas a pH neutro, posiblemente debido a
las interacciones electrostaticas existentes entre el segmento N-terminal de la proteina (que
posee casi todos los aminoacidos cargados negativamente) y el segmento C—terminal de la
misma (que contiene algunos residuos de aminoacidos basicos), los cuales hace que la proteina
no pueda estar en conformacion extendida, dificultando la accesibilidad de las procianidinas a
los residuos de prolina (Yan & Bennick, 1995). Sin enbargo, a pH 3, la mayoria de aminoacidos
acidicos del extremo N-terminal no estan cargados, no habiendo interaccion entre los dos
extremos de la proteina; es en este caso, cuando los residuos de prolina son mas accesibles,
esperandose mayor precipitacion (Yan & Bennick, 1995). La formacién de complejos insolubles
esta favorecida cuando el pH esta cercano al punto isoeléctrico de la proteina (Van Buren &
Robinson, 1969; Hagerman & Butler, 1989; Kawamoto, 1995; Baxter, 1997). Por tanto, el valor
del pH en la formacién de complejos procianidina—proteina es importante y el valor éptimo del
mismo depende de la proteina en cuestion.

El tiempo de formacion de los complejos procianidina—proteina también es diferente
segun las procianidinas y las proteinas involucradas en la reaccion (Hagerman & Butler, 1989;
Da Silva, 1991). Asimismo, Da Silva et al (1991) comprueban que los complejos entre las
procianidinas y la poliprolina o la gelatina se producen durante las primeras ocho horas de
contacto, mientras que con la caseina el tiempo minimo es de 24 horas.

Otro de los factores que debe tenerse en cuenta es la fuerza i6nica. Se ha comprobado
que la presencia de sales en una soluciéon que contiene procianidinas y proteinas produce un
efecto favorable a la formacién de complejos, hecho que indica la importancia de las
interacciones hidrofébicas en éstos (Van Buren & Robinson, 1969; Oh, 1980; Da Silva, 1991;
Yan & Bennick, 1995; Siebert, 1996).
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Similarmente, la temperatura también posee una importancia significativa en el proceso
de formacion de estos complejos (Oh, 1980; Hagerman & Butler, 1989; Da Silva, 1991). Se ha
comprobado que la concentracion de complejo formado aumenta al aumentar la temperatura
(Siebert, 1996). Este hecho se explica facilmente si las interacciones implicadas en el complejo
son de tipo hidrofébico, ya que al aumentar la temperatura, los grupos hidrofébicos (que tienden
a estar en el interior de las proteinas) quedan expuestos al exterior, aumentando el nimero de
lugares de unién con las procianidinas (Siebert, 1996). No se puede superar un determinado
valor de temperatura debido a que se pueden hidrolizar los puentes de hidrégeno que mantienen
unidas las procianidinas a las proteinas o bien éstas se podrian desnaturalizar (Siebert, 1996).

Otros factores a tener en cuenta en el proceso de unién de las procianidinas a proteinas
es la concentracién de iones metalicos, la concentracién de diferentes surfactantes (como
dimetilformamida, dimetilsulféxido, dioxano o polivinilpirrolidona) o la presencia de detergentes
en el medio, debido a que puede haber competencia entre ellos y la procianidina para formar
puentes de hidrogeno o enlaces hidrofébicos con la proteina (Van Buren & Robinson, 1969;
Bergman & Mattice, 1987; Hagerman & Butler, 1989 y 1991; Tilstra, 1989; Yan & Bennick, 1995;
Siebert, 1996; Sun & Mattice, 1996; Baxter, 1997; Serafini, 1997). La concentracién de etanol en
el medio también es importante ya que parece que reduce las interacciones quimicas entre los
grupos hidroxilo de las procianidinas y las proteinas (Van Buren & Robinson, 1969; Guinard,
1986; Da Silva, 1991; Siebert, 1996; Serafini, 1997).

Del mismo modo, la conformacion, el peso molecular y la estructura de las procianidinas
también poseen una importancia decisiva en la formaciéon de complejos procianidina—proteina
(Hagerman & Butler, 1981; Asquith, 1987; Tilstra, 1989; Hagerman & Butler, 1989; Da Silva,
1991; Serafini, 1997). Se conoce que la movilidad conformacional de las procianidinas aumenta
la union de éstas a proteinas (Hagerman & Butler, 1991) y que las procianidinas diméricas con
enlace C4—-C6 entre los mondémeros, se unen mas fuertemente a las proteinas que los dimeros
con enlace C4—C8; sin embargo, no se aprecian diferencias significativas con los trimeros (Da
Silva, 1991). Ademas, se ha comprobado que la unién de las procianidinas a las proteinas es
mas fuerte cuanto mayor es el peso molecular de los primeros (Van Buren & Robinson, 1969;
Bergman & Mattice, 1987; Outtrup, 1987; Baxter, 1997). El numero de grupos galoil presentes en
la estructura de la procianidina y la posicion de éstos son también factores a tener en cuenta, ya
que, debido a problemas estéricos, es mejor que estos grupos estén ampliamente separados
unos de otros (Haslam, 1989; Da Silva, 1991; Murria, 1994; Kawamoto, 1995; Charlton, 1996).
Asimismo, también es importante el numero de grupos O-dihidroxifenoles en la estructura de las
procianidinas, ya que son éstos por los sitios donde se uniran a las proteinas (Da Silva, 1991).

Por otra parte, la conformacién de las proteinas también es importante en la unién de
éstas con las procianidinas (Hagerman & Butler, 1981; Asquith, 1987; Bergman & Mattice, 1987;
Hagerman & Butler, 1989; Da Silva, 1991; Serafini, 1997). Las proteinas globulares y las que
estan débilmente enrolladas poseen una afinidad por las procianidinas mas pequefas que las
proteinas que estan conformacionalmente estiradas (Hagerman & Butler, 1981; Bergman &
Mattice, 1987). Las secuencias proteicas ricas en prolina tienen gran afinidad por los taninos
(Hagerman & Butler, 1981; Hagerman, 1980 y 1981; Asquith, 1987; Da Silva, 1991; Murray,
1994; Yan & Bennick, 1995; Charlton ,1996; Sun & Mattice, 1996; Serafini, 1997; Lu & Bennick,
1998). Todos los residuos prolina poseen afinidades similares de unién con las procianidinas
(Outtrup, 1987) y que secuencias con prolinas consecutivas son lugares de unién
geométricamente preferidos; se cree que esto es debido a que el anillo pirrolidina adopta una
geometria rigida que es mas accesible y favorable en la asociacion con la procianidina (Tilstra,
1989; Charlton, 1996; Baxter, 1997). Esta elevada afinidad de las procianidinas por la prolina se
debe a que éste es un aminoacido que posee un oxigeno carbonilo ligado a un nitrégeno
carbonilo secundario, el cual es un buen aceptor de enlaces de hidrégeno (Outtrup, 1987) y a
que este aminoacido ayuda al péptido a mantener la estructura extendida, maximizando la
superficie disponible para la unién (Da Silva, 1991; Murray, 1994; Sun & Mattice, 1996; Baxter,
1997; Serafini, 1997). En el caso de la poliprolina, los grupos involucrados en la interacciéon son
los orto—hidroxilo de la parte catecol de la molécula (Sun & Mattice, 1996). De entre todas las
proteinas ricas en prolina con gran afinidad por las procianidinas deben destacarse las proteinas
salivares ricas en prolina (Murray, 1994; Yan & Bennick, 1995 y 1998; Charlton, 1996; Sun &
Mattice, 1996; Serafini, 1997) y las histatinas (proteinas de bajo peso molecular con un elevado
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porcentaje de aminoacidos basicos, ricas en histidina) (Yan & Bennick, 1995). Sin embargo, se
ha demostrado que la polihidroxiprolina posee poco efecto cuando se une a la catequina (Tilstra,
1989; Sun & Mattice, 1996) debido a que el grupo hidroxilo provoca una disminucién en la
flexibilidad del anillo pirrolidénico (Tilstra, 1989; Sun & Mattice, 1996). Otros autores han descrito
la gran capacidad que presenta la albumina bovina para precipitar las procianidinas (Haslam,
1989; Da Silva, 1991; Kawamoto, 1995).

La longitud, el tamafo y la hidrofobicidad de las proteinas son factores que también
deben tenerse en cuenta (Hagerman & Butler, 1981; Da Silva, 1991; Baxter, 1997). Cuanto
mayor es la proteina, mayor nimero de enlaces posee (aunque ésta no es una relacion lineal),
cosa que indica que la interaccion involucra multiples lugares de union (Hagerman & Bultler,
1981; Da Silva, 1991; Charlton, 1996; Baxter, 1997); ademas, la proteina de gran tamafio tiene
mas facilidad para plegarse y establecer fuerzas intermoleculares. Las proteinas con un peso
molecular inferior a 20 KDa tienen baja afinidad por las procianidinas (Hagerman & Butler, 1981).
Por otra parte, se ha demostrado que los péptidos pequefios forman complejos solubles con las
procianidinas, mientras que los péptidos de mayor tamafio precipitan (Outtrup, 1987).

La formacion de complejos procianidina—proteina se ve favorecida por la existencia de
un numero elevado de grupos metileno en las cadenas laterales de los aminoacidos (Oh, 1980).
De la misma manera, se supone que la existencia de un carbohidrato ligado a una proteina
puede aumentar o disminuir la eficiencia de la formacion de complejos procianidina—proteina,
dependiendo de si la estabilizaciéon se produce en una estructura abierta o compacta (Hagerman
& Butler, 1991).

La cantidad de complejo procianidina—proteina y la solubilidad de este depende de la
concentracién tanto de la proteina como de la procianidina (Da Silva, 1991; Siebert, 1996). De
esta manera, la formacion de complejos insolubles esta favorecida si existe exceso de
procianidina (Kawamoto, 1995; Baxter, 1997), pero sin embargo, la formacion de complejos
procianidina—proteina solubles se da en presencia de un exceso de proteina (Hagerman &
Butler, 1989; Naczk, 1996).

Los enlaces que participan en la formacién de los complejos procianidina—proteina son
de cuatro tipos diferentes: puentes de hidrogeno entre los grupos O—dihidroxifenol y los grupos
cetoimida de la proteina, enlaces idnicos entre el anién fenolato y el lugar catidnico de la
molécula de proteina, interacciones hidrofébicas entre la estructura del anillo aromatico de las
procianidinas y las regiones hidrofobicas de las proteinas y enlaces covalentes (Oh, 1980;
Guinard, 1986; Da Silva, 1991; Hagerman & Butler, 1991). Hoy en dia, se cree que el tipo de
interacciones predominantes son los puentes de hidrogeno y/o las interacciones hidrofébicas y
debido a esto, se postula que la formacion de complejos es reversible (Yan & Bennick, 1995;
Serafini, 1997). Otros autores dan mas importancia a los puentes de hidrégeno en la formacion
de los complejos procianidina—proteina (Guinard, 1986; Outtrup, 1987), mientras que otros se
inclinan por las interacciones hidrofébicas (Siebert, 1996).

En cuanto a la forma de unidon procianidina—proteina se cree que el modo de accién
predominante es el apilamiento hidrofébico del anillo polifendlico con la prolina; en una
secuencia repetida de prolinas, el primer residuo es el lugar de union preferido para las
procianidinas (este es el caso de las proteinas ricas en prolina y las histatinas salivares). Las
procianidinas de pequefio tamafio pueden unirse con otro anillo fendlico apilado contra un
residuo de prolina, mientras que cuando aumenta el grado de polimerizacién de la procianidina
puede ocupar dos 0 mas prolinas consecutivas (Baxter, 1997).

En nuestro laboratorio se demostré que el transporte plasmatico de la epicatequina era

realizado por unas determinadas proteinas. En el caso de la rata, la epicatequina se unia a
transferrina, mientras que en los humanos se unia a la Apo A1 (Brunet, 1999).

1.3.2 Formacion de complejos con iones metalicos

Las procianidinas no solamente pueden ligarse a las proteinas, sino que también pueden
ser potentes queladores de iones hierro y cobre, reduciendo de esta forma la formacion de
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radicales libres derivados de la reaccion de Fenton (ver figura 17) (Saija, 1995; Sano,1995; Cook
& Samman, 1996; Rémésy, 1996; Van Jaarsveld, 1996). Esta proapiedad de quelar metales hace
que la biodisponibilidad de algunos iones metalicos como el Fe™ vy el Al pueda ser inhibida o
bien, pueda ser incrementada como en el caso del Cu*? (Marmolle, 1997). La explicacién a estas
diferencias observadas es probable que se encuentre en la afinidad para formar complejos con
las procianidinas de estos iones metalicos. El significado nutricional de la formacion de los
complejos procianidina—ion metalico se limita al intestino, aunque una vez se han absorbido y
metabolizado, retienen parte de su capacidad reductora (Hamdaoui, 1997).

0, +Fe™ (Cu™) — Fe'” (Cu") + O,
Fe'? (Cu*) + H,0, — Fe™ (Cu®) + OH™ +OH’

Fe'? (Cu’) + ROOH — Fe™ (Cu'®) + RO" + OH"

Figura 17: Reaccién de Fenton.

1.3.3 Actividad antioxidante y eliminadora de radicales libres

Los seres vivos producen regularmente un determinado numero de especies oxigenadas
altamente reactivas como 'O,, 0,7, OH, NO' y radicales libres alquilos y peroxilos. Estas
especies reactivas causan dafos a los lipidos, las proteinas y al DNA, ademas de participar en
procesos de patogénesis y envejecimiento (Kehrer, 1994). El cuerpo humano posee una amplia
coleccion de defensas fisiolégicas antioxidantes que eliminan radicales libres y quelan metales.
El consumo en la dieta de polifenoles, junto con otros antioxidantes naturales (como la vitamina
C, E y los carotenoides) también contribuyen a estas defensas (Gutteridge, 1994).

Todos los polifenoles son capaces de eliminar '0,, 0,7, OH, NO' y radicales libres
alquilos y peroxilos, a través de propiedades dadoras de electrones, generando un radical
fenoxilo relativamente estable. Los flavonoides con un grupo O—dihidroxifenilo como anillo B y un
anillo C completamente saturado, como es el caso de (galo)catequinas y muchas procianidinas,
poseen el lugar de contacto con los radicales libres en el anillo B, y la sustitucion del anillo A
solamente posee una influencia limitada en los potenciales de reduccién del radical semiquinona
formado (Jovanovic, 1998), que se muestra bastante estable (Bors & Saran, 1987). Las
galocatequinas, con un anillo B 3’, 4’, 5—trihidroxifenilo, eliminan radicales libres de una forma
mas eficiente que las catequinas (Rice—Evans, 1996; Jovanovic, 1998). Asimismo, la galoilacién
junto con el grupo 3, 4, 5-trihidroxifenilo en la molécula, también aumenta las propiedades de
eliminacién de radicales (Rice—Evans, 1996).

Debido a la falta de substratos facilmente disponibles, las procianidinas han recibido
menor atencién que sus homoélogos monomeéricos, demostrandose que también son efectivas en
la eliminacién de O, y OH' (Da Silva, 1991; Saint-Cricq, 1999) en soluciones acuosas con igual
eficiencia que la quercetina o el hidroxitolueno butilado (Plumb, 1998). La galoilacién aumenta la
capacidad de eliminacién de radicales libres tanto en las procianidinas (Da Silva, 1991; Plumb,
1998), como en las teaflavinas (Millar, 1996). Los dimeros de procianidinas con doble enlace tipo
A son menos efectivos que sus homoélogos de tipo B (Plumb, 1998; Saint—Cricq, 1999).

La influencia del grado de polimerizacion no esta clara. En algunos experimentos no se
observaron diferencias significativas entre monémeros, dimeros y trimeros (Da Silva, 1991). No
obstante, en otros experimentos, para una concentracion determinada, la capacidad de eliminar
radicales libres aumenta para los trimeros, disminuyendo para procianidinas de mayor masa
molecular (Saint—Cricq, 1999), o bien es la misma para mondmeros y dimeros, decreciendo para
moléculas de mayor grado de polimerizaciéon (Plumb, 1998). Estas discrepancias podrian
atribuirse a diferencias existentes en los ensayos antioxidantes utilizados, a la estructura de la
procianidina probada o a la presencia de impurezas residuales en las fracciones de las
procianidinas (Santos—Buelga, 2000). Tanto la naturaleza de las unidades monomeéricas como la
posicion del enlace intermonomérico no poseen una influencia significativa sobre la actividad de
eliminacién de radicales libres (Plumb, 1998).
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Las procianidinas también se muestran efectivas al inhibir la peroxidacién lipidica,
aunque, en este caso, la galoilacion posee un efecto negativo sobre la capacidad antioxidante
(Plumb, 1998). Las procianidinas con un grado de polimerizacion medio entre 8 y 10, muestran
una capacidad antioxidante comparable a (-)—epigalocatequina galato (Santos—Buelga, 2000),
mientras que otros estudios muestran como la capacidad antioxidante decrece cuando el grado
de polimerizacién aumenta desde monémeros hasta hexameros (Bos, 1996; Plumb, 1998).

Para que un compuesto fendlico sea clasificado como antioxidante debe cumplir dos
condiciones basicas. La primera es que cuando se encuentre en una concentracion baja con
relacion al substrato que va a ser oxidado pueda retrasar, ralentizar o prevenir la oxidacién
mediada por un radical libre. La segunda es que el radical formado tras el secuestro sea estable
y no pueda actuar en oxidaciones posteriores (Pratt, 1992). Los métodos utilizados para evaluar
la capacidad antioxidante de mezclas complejas como vino, extractos de tejidos, fluidos
biolégicos, etc, son varios. No existe un unico método y los indices obtenidos para una muestra
dependen del procedimiento utilizado para evaluarla. Es necesario tener en cuenta que las
determinaciones de la capacidad antioxidante realizadas in vitro solamente dan una idea
aproximada de lo que puede ocurrir en situaciones complejas in vivo. No obstante, la capacidad
antioxidante de una mezcla no viene dada por la suma de las capacidades antioxidantes de cada
uno de sus componentes, sino que también depende del microambiente en el cual se encuentra
el compuesto. Los compuestos interactuan entre si, pudiendo producirse efectos sinérgicos o
inhibitorios. En general, las diferentes mediciones se expresan en equivalentes de vitamina E,
utilizando TROLOX, que es un analogo soluble de vitamina E (Leighton, 2000).

Algunos de los indices utilizados para determinar la capacidad antioxidante de un
compuesto son: el indice TRAP, el indice TAR, el indice TAA y la inhibicién de la oxidacion de
las LDL. El indice TRAP (potencial antioxidante total) corresponde a la cantidad de radicales
libres que pueden ser atrapados por una muestra que contenga antioxidantes. En este caso, se
mide principalmente la cantidad y no la calidad de los antioxidantes presentes en la muestra, sin
mayor diferencia segun la reactividad de los antioxidantes estudiados (Romay, 1996). Por otra
parte, el indice TAR (reactividad antioxidante total) se define como la concentracion de radicales
libres que pueden ser inicialmente atrapados por la muestra, dependiendo de la cantidad y de la
reactividad de los antioxidantes de la misma (Romay, 1996). El indice TAA (actividad
antioxidante total) es un procedimiento intermedio entre los otros dos, que refleja la cantidad y la
reactividad de los antioxidantes presentes en la muestra. Finalmente, la inhibicion de la
oxidacion de las LDL es otra forma de evaluar la capacidad antioxidante de diferentes
compuestos y mezclas complejas. En este caso, los resultados se expresan como porcentaje de
inhibicidon de la oxidacion de las LDL respecto al control, o bien, se proporciona la concentracion
del compuesto para tener un 50% de inhibicion (IC50) en base a una curva de concentracion
(Romay, 1996).

El contenido total de polifenoles de un vino se correlaciona directamente con su
capacidad antioxidante (Rice-Evans, 1997; Sato, 1996). La tabla 10 muestra la capacidad
antioxidante tanto de un vino tinto, como de uno blanco, utilizando para ello diferentes
procedimientos.

Del mismo modo, se ha evaluado la capacidad antioxidante de los distintos compuestos
puros, basandose en la composicion de polifenoles en el vino y de datos de actividades
antioxidantes equivalentes Trolox (TEAC) de polifenoles puros. Ademas, se ha calculado la
contribucion de cada componente del vino a la capacidad antioxidante de éste (Rice-Evans,
1997; Frankel, 1995). Asimismo, se ha evaluado la capacidad antioxidante del vino mediante su
efecto sobre la oxidacion de las LDL demostrandose que, in vitro, los componentes fendlicos del
vino inhiben la susceptibilidad de las LDL a la oxidacion (Kinsella, 1993; Frankel, 1995; Vinson,
1995; Abu-amsha, 1996; Caldu, 1996; Hurtado, 1997). Adicionalmente, Leighton et al. (2000),
han demostrado que catequina y vino son capaces de proteger a las LDL de la oxidacion, y
estudios similares han puesto de manifiesto que la catequina es, incluso mas efectiva, que la
vitamina E como antioxidante (Leighton, 1997; Frankel, 1993).
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Referencia Indice Sistema Vino Tinto Vino Blanco
Campos Blanqueamiento de radicales 29.1 £ 2.3 mM* 4.2 +1.2 mM*
(1996) TRAP catiénicos ABTS (n=10) (n=3)
Campos TAR Luminol/ABAP 35+ 2 mM* 5.5 mm*
(1996) (n=2) (n=1)
Whitehead TRAP Luminol/Peroxidasa 15.4 £ 3.4 mM* 1.1 +£0.2 mM*
(1995) (n=9) (n=4)
Rice-Evans (1997) TAA Ferrilmioglobina/ABTS 16.7 mM*
(n=6)
Ghiselli TRAP R-ficoeritrina/AAPH 7.8 mM*
(1998) (n=1)
Sato SOSA Hipoxantina-xantina oxidasa 286.5 - 1122 U/mL 39.3 -215.9 U/mL
(1996) (n =23) (n=7)

*Valores expresados mM equivalentes Trolox

Tabla 10. Mediciones de capacidad antioxidante en vino tinto y blanco. Adaptado de Leighton et col, (2000).

Frankel et col (1995) analizaron el porcentaje relativo de inhibicién de la oxidacion de las
LDL de 20 vinos californianos, comprobando que este porcentaje variaba entre 46 y 100% para
vinos tintos y entre 3 y 6% para vinos blancos. Si se comparaban con la misma concentracion de
fenoles totales (equivalente a 10 uM de acido galico), los porcentajes de inhibicién variaban
entre 37 y 65% para vinos tintos y entre 27 y 46% para los vinos blancos. La actividad
antioxidante relativa para estos vinos podia correlacionarse con el contenido de fenoles totales (r
= 0.94) y con la concentracion de acido galico (r = 0.92), catequina (r = 0.76), miricetina (r =
0.70), quercetina (r = 0.68), acido caféico (r = 0.63), rutina (r = 0.50), epicatequina (r = 0.45),
cianidina (r = 0.43) y malvidina—3—glucésido (r = 0.38). Estos datos demuestran que cada
componente fendlico contribuye de diferente manera sobre la capacidad antioxidante de un vino
(Frankel, 1995). Paralelamente, diversos autores han analizado las diversas fracciones del vino
con el fin de identificar los compuestos polifendlicos responsables de la capacidad antioxidante
del mismo. Un resumen sobre algunos estudios realizados, utilizando diferentes métodos de
extraccion y analisis, asi como diferentes procedimientos para evaluar la capacidad antioxidante
en diferentes fracciones del vino, se presentan en la tabla 11.

Los polifenoles pueden interferir en distintas etapas que conducen al desarrollo de
tumores malignos al proteger al DNA del dafio oxidativo, inactivando de este modo los
carcindégenos, inhibiendo la expresion de los genes mutagenos y de la actividad de las enzimas
encargadas de la actividad de procarcinégenos, activando los sistemas enzimaticos
responsables de la detoxificacion de xenobioticos (Bravo, 1998). Uno de los polifenoles mas
estudiado hasta el momento es el resveratrol (abundante en la piel de la uva y en el vino) que
muestra una capacidad quimico preventiva contra el cancer al inhibir los procesos que resultan
en la formacién y dispersion de tumores cancerigenos. El resveratrol previene o reduce en un
98% el niumero de tumores de piel en ratones propensos a contraer cancer (Jang, 1997).

En nuestro laboratorio se han realizado diferentes estudios sobre la capacidad
antioxidante de algunos de los compuestos fendlicos presentes en el vino. Se ha estudiado la
capacidad antioxidante de monémeros, como la catequina y la epicatequina, demostrandose que
el sistema de enzimas antioxidantes en higado se activa en ratas que han consumido vino en
dosis moderadas (Arola, 1997). También se ha observado que un extracto de procianidinas de la
semilla de uva ejerce un efecto protector en hepatomas sometidos a estrés oxidativo,
modificando la expresion de las enzimas antioxidantes (Cu,Zn—superéxido dismutasa, glutation
peroxidasa, glutatiéon reductasa y glutation S-transferasa) (articulo enviado a la revista
Antioxidants & Redox Signalling), asi como un efecto protector de la integridad del DNA (efecto
antigenotoxico) (LI6piz, 2004).
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Referencia Fraccionamiento Sistema Resultado
Abu-amsha Cromatografia en Oxidacion LDL Las dos fracciones con mayor actividad no tenian
(1996) capa fina flavonoides; en ellas identificaron acido cumarico,

acido caféico y acido protocatecuico. El acido
cumarico resulté ser inactivo.

Baldi Extraccién Espectroscopia EPR Las fracciones que contienen compuestos de menor

(1996) liquido/liquido (O2) PM tienen mayor capacidad antioxidante que las que
tienen mayor PM.

Ursini Cromatografia en “Crocin Bleaching  La capacidad antioxidante del vino tinto se debe en

(1996) columna Inhibition” un 55% a antocianinas, 25% a taninos, 15% a

flavonoles y un 5% a acidos fendlicos hidrosolubles.

Kerry Cromatografia en Oxidacién LDL La fraccidon que contiene antocianinas y catequinas es
(1997) columna mediada por Cu la mas activa; seguida por la que contiene acidos
fendlicos, flavonoles y procianidinas.

Ghiselli Extraccién R-ficoeritrina/ La fraccién que contiene las antocianinas es la mas

(1998) liquido/liquido AAPH activa. Las otras dos fracciones que contienen acidos
fendlicos y quercetina-3-glucurénido, procianidinas,
catequinas y quercetina-3-glucésido son menos
activas.

Tabla 11. Resumen de los resultados obtenidos en algunos estudios realizados en distintas fracciones de vino tinto
utilizando diferentes métodos de extraccion y andlisis y procedimientos para evaluar capacidad antioxidante. Adaptado
de Leighton et col, (2000).

1.3.4 Efectos sobre el metabolismo glucidico, lipidico y mineral

Diferentes estudios realizados sobre metabolismo lipidico ponen de manifiesto que un
dieta rica en procianidinas disminuye los niveles séricos de colesterol total y triglicéridos, al
mismo tiempo que provoca un aumento de los niveles de colesterol ligado a HDL y una
disminucién de los niveles de colesterol ligado a LDL y VLDL (Kato & Yoshida, 1981; Imai &
Nakachi, 1995; Rimm, 1996; Cooper, 2004). Yoshino et al (1994) demostraron que la
suplementacion con procianidinas del té (1%) a ratas durante 19 meses reducia los niveles de
colesterol total, triglicéridos y de fosfolipidos, resultados que coincidian con los obtenidos por
Imai & Nakachi (1995). lkeda et al. (1992) también comprobaron que las catequinas del té
poseian actividad hipocolesterolémica, ya que se aumentaba la excrecion de colesterol y de
lipidos totales en ratas alimentadas con una dieta hipercolesterolémica. Ademas, las
procianidinas presentes en el té inhiben la absorcion del colesterol en el intestino, aumentandose
los niveles de excrecion fecal de éste; sin embargo, no se conoce el mecanismo de inhibicién
(Ikeda, 1992; Tebib, 1994; Van Jaarveld, 1996).

La suplementacion con procianidinas poliméricas de semilla de uva (2%) evitan el
incremento de peso del higado y de los niveles de lipidos totales y de colesterol hepatico en la
rata. Este efecto no se observa cuando la suplementacion se realiza con mondédmeros (Tebib,
1994). La suplementacion con quercetina, morina y acido ferulico en pollos deficientes en
vitamina E induce un marcado cambio en la composicién de acidos grasos del higado y del
musculo (Jenkins & Atwal, 1995). En humanos, el consumo durante 10 dias de 200 ml de vino
tinto reduce los niveles de colesterol-LDL, considerandose que estos efectos se deben a los
compuestos no alcohdlicos presentes en el vino tinto, ya que los mismos efectos no se observan
cuando se suministra vino blanco. El consumo de 200 ml de vino blanco o tinto por dia durante
un periodo de 10 dias reduce el nivel de Apo B y aumenta la relacion colesterol-LDL/apo B,
hecho que indica un aumento del tamafio de las LDL. Por el contrario no se observa ningun
cambio morfolégico en las HDL (Sharpe, 1995). En nuestro laboratorio se ha comprobado como
las procianidinas presentes en el vino disminuyen el nivel plasmatico de triglicéridos, acidos
grasos libres, lipoproteinas asociadas a Apo B y colesterol-LDL, mientras que aumentan
ligeramente el nivel plasmatico de colesterol-HDL (del Bas, 2005).
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En cuanto al metabolismo mineral, la ingesta de procianidinas en ratas provoca una
disminucién de la digestibilidad aparente de ciertos minerales (como es el caso del Fe y Ca)
(Nguyen & Canada, 1993; Cook, 1995; Paganga, 1996; Sanders, 1996; Van Jaarsveld, 1996;
Zdunczyk, 1996; Handaoui, 1997). La administracion a ratas de procianidinas poliméricas
extraidas del té negro (0.05 g/100 g dieta) durante un periodo de 28 dias reduce la absorcion de
calcio durante los dias 13—18, alcanzandose niveles normales de absorcion a partir del dia 21;
estos cambios en los niveles de absorcién no modifican el contenido de calcio en el hueso
(Chung, 1998). Ademas, parece ser que la absorcidon aparente de calcio en ratas alimentadas
con una concentracion baja de procianidinas poliméricas no es significativamente menor que las
existente en las ratas control; sin embargo, cuando la concentracion de éstas aumenta, la
absorcion de calcio si que decrece significativamente (Chung, 1998). Galvez et al (1996)
aseguran que la quercetina bloquea los canales de calcio, disminuyendo la concentracién de
calcio disponible para la maquinaria contractil.

Van Jaarsveld et al (1996) muestran que los flavonoides de la dieta disminuyen también
la absorcion de Fe. Cook et al (1995) demuestran que la absorcion de Fe esta disminuida con la
ingesta de este tipo de compuestos, atribuyendo este efecto a la unién del ion Fe con los
polifenoles. Morel et al (1995) y Paganga et col (1996) sugieren que la catequina es mas efectiva
que la quercetina al quelar Fe de cultivos de hepatocitos. En una experiencia realizada con
humanos, Cook et al (1995) sefialan que el vino tinto (y no el blanco) reduce ligeramente la
absorcion del hierro no hemo (efecto atribuido a la mayor parte de los compuestos fendlicos
presentes en el vino tinto); al mismo tiempo, aseguran que esta reduccion en la absorcion del Fe
no afecta al balance de Fe corporal. Resultados similares obtuvieron Hurrell et al (1998) al
comprobar que las procianidinas del té inhiben la absorciéon del hierro no hemo en humanos
procedente de la dieta. Esta inhibicion se explica por la formaciéon de complejos procianidina—
Fe*® estables en el intestino (Disler, 1975). El ligando debe consumirse junto con el Fe*® para
inhibir su absorcidon (South, 1997). Esta inhibicién que ejercen las procianidinas sobre la
absorcion del hierro depende de la presencia de otros nutrientes (Santos—Buelga, 2000).
Hamdaoui et col (1997) comprobaron como el consumo de té causaba un incremento en la
absorcion de cobre, en los niveles plasmaticos de ceruloplasmina y en la retencién en los tejidos
de este metal, particularmente en el higado. Por el contrario, el zinc posee una baja afinidad por
los polifenoles, sobre todo a pHs acidos y neutros, hecho que concuerda con la carencia de
efecto del té, vino y cerveza sobre su biodisponibilidad en humanos (Flanagan, 1985; Ganiji,
1994).

Por otra parte, se ha comprobado que en el metabolismo glucidico las procianidinas
pueden inhibir las enzimas de la via de la glucdlisis y el transporte de lactato (Agullo, 1996; Volk,
1997). En nuestro laboratorio también se ha comprobado que la administracion de procianidinas
a ratas diabéticas inducidas con estreptozotocina posee un efecto antihiperglucémico. Ademas,
las procianidinas estimulan la captacion de glucosa por parte de adipocitos 3T3L1 y miotubos
L6E9 compartiendo vias de sefalizacién de insulina como PI3K y p38 MAPK vy estimulando
también la translocacién de GLUT 4 en la membrana plasmatica (Pinent, 2004).

1.3.5 Efectos sobre la fluidez de la membrana

Las procianidinas pueden ligarse fuertemente a los fosfolipidos (Hagerman & Bultler,
1991; Saija, 1995; Sharpe, 1995); se sugiere que esta interaccion puede ser importante y
decisiva en la actividad in vitro de estos compuestos, ya que posiblemente los complejos
formados podrian alterar la morfologia de la membrana (Hagerman & Butler, 1991; Saija, 1995).
La facilidad que puedan tener las procianidinas para penetrar en la membrana y modificar su
ordenada estructura de bicapa lipidica podria depender de la facilidad de la procianidina para
adoptar una configuracion planar (Saija, 1995). Sin embargo, existen otros factores que modulan
la interaccion de las procianidinas con los lipidos, en el modelo de membrana, entre los que se
puede destacar la presencia de sustituyentes diferentes en la estructura del compuesto, su
liposolubilidad y la presencia de éste en forma de glucésido o de aglicona (Saija, 1995).

Se ha descrito en humanos que el consumo de 200 ml diarios de vino tinto durante un

periodo de 10 dias aumenta la fluidez de la membrana de los eritrocitos; este efecto no se
observa cuando se administra vino blanco, hecho que hace suponer que este efecto es
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consecuencia de los componentes no alcohdlicos del vino. Se considera que la membrana de los
eritrocitos es similar a la de las células endoteliales, sugiriendo que este mecanismo podria ser
protector de la arteriosclerosis al disminuir el riesgo de rotura de la membrana y alterar
flavorablemente la funcién de los receptores (Saija, 1995; Li, 2000; Dell’ Agli, 2004). La influencia
de las procianidinas sobre la fluidez de la membrana puede condicionar otros efectos bioldgicos
de éstas, como es el caso de su efectividad antioxidante (Hagerman & Butler, 1991; Saija, 1995;
Sharpe, 1995), su actividad antimicrobiana y antibacteriana (lkigai, 1993; Chung, 1998). Algunos
autores suponen que las procianidinas, ademas de afectar a la fluidez de las membranas,
también podrian provocar la fusion de las mismas (lkigai, 1993; Saija, 1995).

1.3.6 Efectos antiinflamatorio y antihistaminico

Diferentes autores describen que las procianidinas de la dieta pueden tener efectos
antiinflamatorios (Masquelier, 1986; Laughton, 1991; Stavric, 1994; Ares, 1995; Jenkins & Atwal,
1995; Recio, 1995; Intorre, 1996; Matsuo, 1996; Sanchez de Medina, 1996; Tait, 1996;
Catapano, 1997; Li, 2000; Bernatova, 2002; Zenebe, 2003; Dell’ Agli, 2004; Cooper, 2004).
Existen diferentes evidencias sobre esta afirmaciéon. Se ha descrito una accion protectora de la
catequina contra la Ulcera gastrica (Masquelier, 1986) y también parece que en ratas las
flavonas protegen contra el dafio gastrico inducido por el alcohol (Ares, 1995). Recio et al (1995)
describen que diferentes glucésidos de la quercetina poseen efectos antiinflamatorios en ratones
con inflamaciones, mientras que Sanchez de Medina et al (1996) experimentan con el efecto
antiinflamatorio de la quercitrina. Se cree que para poseer esta actividad antiinflamatoria, las
procianidinas deberian tener una sustitucion metoxi en posicién 5 y una sustitucion metoxi o
metilo en posicion 7. Se ha descrito como compuestos mas activos las procianidinas C1 y A2
(Ares, 1995).

Se han propuesto diferentes procesos de actividad inflamatoria. Uno de estos
mecanismos es la capacidad de las procianidinas para disminuir la liberacién de histamina, y en
consecuencia, de la actividad de la histamina descarboxilasa (Masquelier, 1989; Recio, 1995;
Matsuo, 1996). Para tener esta actividad inhibidora, las procianidinas deben tener una estructura
de trifenol, encontrandose la maxima actividad en el galato de epicatequina (Matsuo, 1996).
Ademas, las procianidinas pueden efectuar su actividad antiinflamatoria debido principalmente a
su capacidad para inhibir la fosfolipasa A2 —enzima responsable de la hidrdlisis y liberacion del
acido araquidénico de los fosfolipidos de membrana— (Jenkins & Atwal, 1995; Recio, 1995), la
ciclooxigenasa (Laughton, 1991) y la lipooxigenasa (Laughton, 1991; Jenkins & Atwal, 1995;
Tait, 1996), o bien debido a la fosforilacion de proteinas especificas causantes de la activacion
de los neutrdfilos (Recio, 1995).

1.3.7 Efectos cardioprotector y cardiovascular

Se considera que las procianidinas pueden ejercer un efecto protector contra las
enfermedades cardiovasculares (Hollman, 1996; Rimm, 1996; Li, 2000; Fitzpatrick, 2002; Dell’
Agli, 2004; Cooper, 2004). Ademas se habla también de las propiedades antitrombéticas de
estos compuestos (Stavric, 1994; Demrow, 1995; Hertog, 1996; Cansen, 1998; Pignatelli, 2000;
Dell’ Agli, 2004; Cooper, 2004). Parece ser que las procianidinas del vino estan mas
relacionadas contra la proteccion de los procesos tromboéticos que con la arteriosclerosis
(Hertog, 1996), cifrandose en un 50% la reduccién del riesgo de contraer enfermedades de este
tipo, debido sobre todo a los efectos antitromboticos y antioxidantes de las procianidinas
(Hollman, 1996).

Hay diferentes mecanismos fisiopatolégicos que explican el papel protector de las
procianidinas. Uno de éstos es el aumento de las lipoproteinas de elevada densidad (HDL) y de
las apoproteinas A1 y A2, asi como la inhibicion de la oxidacion de las lipoproteinas de baja
densidad (LDL) (Bujanda, 1999). Se ha comprobado que la suplementacién a ratas de
procianidinas poliméricas de semilla de uva evita el aumento de la concentracion de LDL y la
disminucién de los niveles de HDL, aunque, sin embargo, estos efectos no se obserban si la
suplementacion se realiza con procianidinas monoméricas (Tebib, 1994). Para algunos autores,
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este mecanismo solamente explica una reduccion del 30-50% del riesgo de enfermedad
cardiovascular (Bujanda, 1999).

La actividad vasodilatadora que presentan las procianidinas influye también en el papel
cardioprotector y cardiovascular de éstas (Stavric, 1994; Formica & Regelson, 1995; Chen &
Pace—Asciak, 1996; Herrera, 1996; Van Jaarsveld, 1996; Bujanda, 1999). Se ha comprobado
como el endotelio vascular sintetiza y libera éxido nitrico (NO), el cual promueve la
vasorelajacion, reduce la agregaciéon plaquetaria y limita el flujo de proteinas plasmaticas
aterogénicas en la pared arterial. El efecto de la vasodilatacion del NO ocurre mediante la
activacion de guanil ciclasa, conduciendo a la acumulacion de cGMP (Li, 2000). Asimismo, se ha
demostrado que las procianidinas modulan la presiébn sanguinea en ratas normales e
hipertensivas (Mizutani, 1999; Diebolt, 2001; Bernatova, 2002), promueven la vasodilatacién,
inhiben la migracion y proliferacion de células musculares lisas e inhiben la agregacién
plaquetaria (Dell’ Agli, 2004). Las procianidinas presentes en las uvas y en el vino tinto provocan
una relajacion del endotelio de los vasos sanguineos, aumentando la generacion y/o la actividad
bioldgica del NO, provocando un aumento en los niveles de cGMP (Fitzpatrick, 1993, 1995 y
2000; Zenebe, 2003). Se ha comprobado en ratas como los componentes fendlicos del vino
aumentan la produccion de NO produciendo vasodilatacion (Andriambeloson, 1997; Bujanda,
1999). La administracién de zumo de uva tinta a pacientes con la funcién endotelial deteriorada
aumenta la relajacion del endotelio y la vasodilatacion de dichos pacientes (Stein, 1999);
ademas, Burns et col (2000) estudiaron la correlacién existente entre el contenido fendlico del
vino y el efecto vasodilatador en voluntarios humanos. Diferentes autores han caracterizado las
procianidinas responsables de la actividad dilatadora del endotelio (Andriambeloson, 1997;
Fitzpatrick, 2000 y 2002) confirmando que las procianidinas monoméricas y los fenoles simples
(como el acido benzéico, galico e hidroxicindmico) no ejercen un efecto vasodilatador, mientras
que las procianidinas poliméricas (dimeros, trimeros y tetrameros) ejercen este efecto
vasodilatador, cifrandose el valor umbral para provocar la relajacion del endotelio por parte de
estos compuestos en 0.5-4 ug/ml (Fitzpatrick, 2000 y 2002). Los polimeros de procianidinas de
elevado peso molecular no provocan una actividad vasodilatadora en el endotelio
(Andriambeloson, 1998). Asimismo, se ha comprobado que las procianidinas reducen la sintesis
de un potente vasoconstrictor como endotelin—1 en células endoteliales de aorta de oveja. Se
cree que la supresién de endotelin—1 ocurre a nivel transcripcional, asociandose la disminucion
en la sintesis de este compuesto con la inhibicion de enzimas fosforiladas de la familia de las
tirosina kinasas (Corder, 2001).

Diversos autores han estudiado el mecanismo mediante el cual las procianidinas
provocan vasodilatacion dependiente de NO en los vasos sanguineos (Andriambeloson, 1999;
Martin, 2002; Zenebe, 2003). Se cree que el incremento de calcio (Ca*?) intracelular es el paso
critico para la activacion de la NO sintasa. Las procianidinas aumentarian el calcio libre citosélico
mediante el aumento de la entrada de calcio extracelular y mediante el aumento de la
movilizacién del calcio desde donde éste esta almacenado intracelularmente (Zenebe, 2003). Se
cree que las vias de senalizacién de calcio que llevan a la produccion de NO podrian activar
multiples dianas celulares (como proteina G, fosfolipasa C, tirosina kinasa) dependiendo de la
composiciéon de procianidinas aplicada. Ademas del incremento de la actividad NO sintasa, las
procianidinas pueden prolongar la vida media del NO, reduciendo su degradacién mediada por
especies oxigeno reactivas (de Aetano, 2001). Leikert et al (2002) afirman que las procianidinas
aumentan significativamente la expresién de la NO sintasa actuando sobre la actividad del
promotor.

La adhesion de leucocitos, monocitos y linfocitos T al endotelio vascular puede causar
aterosclerosis, provocando una respuesta inflamatoria. La sucesiva acumulacion de leucocitos
en la arteria puede empeorar el estado de la placa aterosclerotica (Dell’ Agli, 2004). El proceso
de adhesiéon es facilitado por moléculas de adhesion como ICAM-1 (intercellular adhesion
molecule), E—selectin y VCAM-1 (vascular cell adhesion molecule). La expresiéon de estas
moléculas puede ser regulada transcripcionalmente mediante citocinas inflamatorias como
interleucina—1a y TNF—a (factor de necrosis tumoral alfa) (Dell’ Agli, 2004). Se ha comprobado
que una concentraciéon de procianidinas de 5ug/mL produce una disminucién de la regulacion de
la expresiéon de VCAM-1 modulada por TNF—a en células endoteliales primarias del tejido
umbilical humano, resultando en una disminucion de la adherencia de los leucocitos y de las
células T (Sen, 2001; Bagchi, 2002).
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Las células vasculares de musculo liso también contribuyen a la formacion de lesiones
ateroscleroéticas, ya que su proliferacion y migracion es una prueba crucial en el desarrollo de
esclerosis en la pared arterial (Dell’ Agli, 2004). Uno de los factores mas importantes y potentes
liberado por las plaquetas, las células endoteliales y las células vasculares de musculo liso en el
lugar donde aparece la lesion es el factor PDGF (platelet—derived growth factor) que ejerce su
efecto al activar dos receptores de transmembrana como el PDGF a y 3 (Dell’ Agli, 2004). El
ligando que se une al receptor 3 promueve la activacion de enzimas sefalizadoras importantes
para la proliferacion y migracion celular. La activacion de las vias de PI3K (fosfatidil inositol 3'—
kinasa) y MAPK (mitogen—activated protein kinase) como respuesta a PDGF estan implicadas en
la motilidad de las células vasculares del musculo liso (Knall, 1997; Hedges, 1999; Imai, 1999;
Dell’ Agli, 2004). En este sentido, las procianidinas inhiben la proliferacién de células musculares
lisas de la arteria aorta de rata y la sintesis de DNA (lijima, 2000 y 2002; Dell’ Agli, 2004). Este
efecto antiproliferativo se ha detectado tanto para fracciones de procianidinas de peso molecular
200—400 (catequinas y otros flavonoides) como para oligdmeros de procianidina de peso
molecular 1600-2000, postulandose dos mecanismos diferentes para ello: uno implica la
disminucién de la regulacién de la expresiéon génica de ciclina A mediante la disminucién de la
expresion de los factores de transcripcion ATF—1 y CREB (elemento sensible a cAMP); el
segundo esta asociado a la infraregulacién de la actividad PI3K que interviene en la regulacion
del ciclo celular mediante el aumento de la regulacion de p27k'p1 actuando como inhibidor de una
quinasa dependiente de ciclina (Collado, 2000; Suzuki, 2000). Asimismo, ademas de la
proliferacion, las procianidinas inhiben la migracidon de las células vasculares de musculo liso
mediante la inhibicion especifica de PI3K y p38MAPK, pero no mediante otras MAPKs y ERK1/2
(extracellular signal-regulated protein kinase 1 y 2). La atenuacién de las sefiales que provocan
la proliferacién de las células vasculares de musculo liso también podrian ser consecuencia de la
inhibicién del receptor R de PDGF por parte de las procianidinas (Rosenkrank, 2002).

El efecto en el sistema de coagulacion y fibrinolisis es otro de los mecanismos
cardioprotectores de las procianidinas, ya que éstas disminuyen los niveles de fibrinogeno y
aumentan los niveles de los activadores del plasminégeno y la accidon antitrombina (Bujanda,
1999). Sin embargo, no se ha observado que el consumo de té en humanos modifique la
concentracion de fibrindgeno ni los niveles del activador y del inhibidor del plasmindgeno, por lo
que se piensa que si el té protege contra las enfermedades cardiovasculares, lo hace a través de
mecanismos diferentes al vino (Vorster, 1996).

La reduccion de la agregacion plaquetaria (Hollman, 1996; Van Jaarsveld, 1996) y el
efecto antihipertensivo de las procianidinas (Stavric, 1994; Formica & Regelson, 1995; Van
Jaarsveld, 1996) tienen también una destacada importancia en este efecto protector. Las
plaguetas contribuyen al desarrollo de la aterosclerosis y de lesiones de la arteria coronaria
mediante varios mecanismos (Fuster, 1992). Se ha comprobado que tanto el vino como zumo de
uva pueden afectar a la agregaciéon plaquetaria en el hombre tanto ex vivo como in vitro,
reduciendo la concentracion plasmatica de tromboxano B, y la concentracion disponible de ADP
y trombina para la agregaciéon plaquetaria (Landolfi, 1984; Seigneur, 1990; Demrow, 1995;
Pace—Asciak, 1996; Janssen, 1998; Pignatelli, 2000).

La formacion de un trombo puede causar reducciones en el flujo sanguineo coronario.
Algunos trabajos muestran una eliminacion de estas reacciones tras realizar una administracion
intragastrica o intravenosa de zumo de uva y vino tinto (Demrow, 1995; Janssen, 1998).
También se ha comprobado que la agregacién plaquetaria es fuertemente inhibida por el vino
tinto, moderadamente inhibida por el zumo de uva y no es afectada por el vino blanco (Dell’ Agli,
2004; Cooper, 2004). Del mismo modo, la agregacion plaquetaria se reduce en ratas que
ingieren etanol, vino tinto y blanco, pero cuando las bebidas son eliminadas, las ratas que han
consumido vino tinto no exhiben el efecto rebote sobre las plaquetas que suele observarse horas
después de haber consumido alcohol, hecho que se ha asociado con el infarto en el hombre
(Ruf, 1995).

Pignatelli et col (2000) utilizaron catequina y quercetina en un estudio realizado in vitro,
comprobando que cuando ambos flavonoides son combinados en concentraciones en las que
por separado no ejercen ningun efecto (25uM de catequina y 5 yM de quercetina) se observan
efectos significativos sobre la inhibicion de la agregacién plaquetaria inducida por colageno y
sobre la adhesion plaquetaria sobre éste. Estos resultados sugieren que los flavonoides podrian
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actuar sinergisticamente inhibiendo la agregacion plaquetaria, pudiendo ser este hecho
relevante tras realizar un consumo de vino tinto.

Contrariamente, existen algunos estudios que demuestran que algunos compuestos
fendlicos pueden inducir el desarrollo de la arteriosclerosis. Este es el caso de Wilson et al
(1996) que demostraron que conejos tratados con resveratrol tienen mas lesiones
ateroscleroticas que conejos tratados sin este compuesto.

1.3.8 Efectos antivirico, antibacteriano y antifingico

También se han descrito actividades antiviricas y antimicrobianas de las procianidinas
(Ikigai, 1993; Stavric, 1994; Huyese, 1995; Cook & Samman, 1996; Critchfield, 1996; Valcic,
1996; Chung, 1998) y también actividades antifungicas (Valcic, 196; Chung, 1998). Existen
evidencias de la inhibicion de la HIV-1 proteasa y la integrasa (Critchfield, 1996) y también de la
transcriptasa inversa (Stavric, 1994; Critchfield, 1996) por los flavonoides.

Se cree que el efecto bactericida de las procianidinas es mas acusado sobre las
bacterias Gramm—positivas que sobre las Gramm-negativas, debido a que estas ultimas tienen
la membrana externa muy préxima a la membrana citoplasmatica, hecho que permite la difusién
de la barrera funcional (lipopolisacaridos y lipoproteinas) presente en la membrana externa de
las bacterias (lkigai, 1993). La baja susceptibilidad de las procianidinas por las bacterias
Gramm-negativas puede deberse parcialmente a la presencia de una fuerte carga negativa en
los liposacaridos en la cara exterior de la membrana externa (lkigai, 1993). La presencia de la
procianidina en la membrana cambia la fluidez y la morfologia de ésta, y disminuye el flujo de
tiourea y cicloleucina (lkigai, 1993). Se observa también una elevada capacidad antibacteriana
de las procianidinas del té sobre las bacterias patdgenas intestinales y sobre el crecimiento y la
adherencia de las bacterias en las células epiteliales de la boca (Wiese, 1995). Shet et al, (1988)
publican un articulo donde se estudia el efecto in vitro de diferentes bebidas sobre las bacterias
enteropatégenas (Salmonera typhimurium, Shigella sonnei y Escherichia coli). Se observa como
el vino provoca una disminucién rapida del numero de colonias, especulandose sobre el efecto
del pH y del etanol del vino sobre el efecto bactericida en las bacterias enteropatdégenas. En
cambio, hay autores (Wiese, 1995) que determinan en diversos experimentos que estos efectos
pueden ser provocados por los compuestos fendlicos del vino (Bujanda, 1999).

1.3.9 Efectos sobre el tracto gastrointestinal

Las procianidinas muestran también propiedades preventivas o terapéuticas contra
trastornos gastrointestinales. Se cree que a nivel intestinal las procianidinas estan involucradas
fundamentalmente en la secrecioén acida, en la motilidad intestinal y en la capacidad bactericida
frente a diversos gérmenes enteropatdgenos (Bujanda, 1999). De hecho, vegetales y verduras
ricos en procianidinas se utilizan cominmente en medicina popular para tratar la diarrea. Este
efecto contra la diarrea se atribuye a la formacién de complejos inespecificos entre las
procianidinas y las proteinas de la mucosa intestinal, formandose asi, una capa protectora
(Loeb, 1989). Otro de los mecanismos que explica el comportamiento antidiarreico de las
procianidinas es la formaciéon de complejos entre éstas y compuestos como la toxina del célera
(H6r, 1995) o la inhibicién de la motilidad intestinal (Géalvez, 1991). Se ha comprobado que el
consumo de vino (tanto blanco como tinto) y de cerveza en dosis moderadas aumenta la
secrecion gastrica y la liberacion de gastrina, mientras que si solamente se consume alcohol no
hay efecto o se observa una inhibiciéon. Al mismo tiempo, disminuye la secrecion pancreatica
(Bujanda, 1999). Ademas, la ingestion de vino o cerveza provoca una disminucion de la presion
de los esfinteres superior e inferior del eséfago, favoreciendo el flujo gastroesofagico en
individuos sanos (Bujanda, 1999).

Asimismo, las procianidinas previenen contra las caries dentales (Sakanaka, 1998) al
inhibir la actividad de glucosiltransferasas que catalizan la formacién de glucanos (insolubles en
agua) a partir de glucosa (Hattori, 1990; Sakanaka, 1990) o por inhibicién del crecimiento de los
Streptococus cariogénicos (Sakanaka, 1989; Sarni-Manchado, 1998).
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1.3.10 Efecto antimutagénico. Cancer

Las propiedades anticarcinogénicas y antimutagénicas de las procianidinas se han
puesto de manifiesto en diferentes estudios, tanto in vivo como in vitro en los que se describe la
capacidad de las procianidinas para unirse directamente a agentes carcinégenos, induciendo
enzimas de fase Il (como la UDP-glucuronosil transferasa) e inhibiendo la formacién de aminas
heterociclicas (Kampa, 2000; Yang, 2001; Mckay,2002). Diversos mecanismos moleculares
como la induccién de apoptosis mediada por catequina y la detencién del ciclo celular, la
inhibicién de factores de transcripcion como NF—kB y AP1, la reduccién de la actividad de la
proteina tirosina kinasa y la expresion del mRNA de c—jun sugieren la existencia de diferentes
vias quimiopreventivas para las procianidinas (Ahmad, 1999; Kampa, 2000; Yang, 2001;
Mckay,2002).

Matsushima et al (1996) demuestran la actividad quimioprotectiva de la catequina y que
la administracion a ratas de té verde in vivo inhibe la aparicion de cancer de vejiga, inducido por
la N-butil-N—(4—hidroxibutilo)-nitrosamina. Se ha hablado mucho de la importancia de las
procianidinas como agentes anticancerigenos, describiéndose efectos antiproliferativos de éstas
en los canceres gastrointestinales (Stavric, 1996, Yang, 2001), de pulmén (Hertog, 1994; Akama,
1996; Cross, 1996; Zheng, 1996; Goldbohm, 1996; Le Marchand, 2000), de ovarios (Stavric,
1994; Cross, 1996), de mama (Stavric, 1994; Zheng, 1996; Goldbohm, 1996; Tavani, 1998;
Nakachi, 1998; Nagata, 1998; McKay, 2002), de colon (Baron, 1994; Stavric, 1994; Zheng, 1996;
Cross, 1996; Bushman, 1998; Hartman, 1998; Mufioz, 1998; August, 1999), de esdfago (Kinjo,
1998); de estdmago (Tajima, 1985; Yu, 1995; Zheng, 1996; Inoue, 1998; Hibasami, 1998;
Bushman, 1998; Chow, 1999; Kamajima, 1999; Shibata, 2000; Tsubono, 2001), de vejiga y
rinones (Ohno, 1985; Wakai, 1993; Lu, 1999; Nagano, 2000; Bianchi, 2000), de préstata (Liao,
1995; Jain, 1998; Paschka, 1998; Ellison, 2000; Kampa, 2000) y de piel (Zhao, 1999 a y b;
Katiyar, 1999 y 2001; Kakim, 2000; Elmets, 2001; Uehara, 2001) tanto en animales de
experimentacion como en humanos. También se ha observado este efecto en células
leucémicas (Stavric, 1994). Ademas, mediante la utilizacion de técnicas in vitro, se ha
comprobado que los compuestos fendlicos con mayor actividad anticancerigena son las
procianidinas (Bomster, 1996). Asimismo, se ha comprobado que las catequinas oxidadas
poseen la actividad anticancerigena mas inhibida (Goldbohm, 1996), y se cree que el compuesto
fenolico presente en el té con mayor actividad antimutagénica es el galato de epicatequina (Yen
& Chen, 1996; Valcic, 1996), aunque la epigalocatequina y la epicatequina poseen también una
elevada actividad (Valcic, 1996).

No obstante, debe tenerse en cuenta que una vez iniciado el tumor, comienza un
proceso irreversible, por lo que es importante en la prevencién de los canceres identificar las
sustancias que puedan inhibir la propagacion irreversible del tumor. De este modo, debe
controlarse la estimulacién de la produccion de hidroperéxido, el incremento de la sintesis de
DNA vy la induccién de la actividad ornitina descarboxilasa. Se ha comprobado que la sintesis de
DNA esta inhibida en un 30-35% y que este efecto se produce tanto con procianidinas
monomeéricas como con procianidinas poliméricas, independientemente de la dosis de éstos
(Yang, 2001; . McKay, 2002). Por otra parte, la inhibicién de la enzima ornitina descarboxilasa
por parte de las procianidinas poliméricas es reversible, sugiriéndose que si las prociadinidas
poliméricas se aplican 15 minutos después de la iniciacion del tumor, éstas inhiben la induccion
de la enzima. La efectividad de esta inhibicion aumenta con el grado de polimerizacion. Las
procianidinas de elevado grado de condensacion interfieren en la accion de las sustancias
carcinogénicas y/o con las etapas moleculares de regulacion de la actividad de la enzima (Gali,
1994; Yang, 2001; . McKay, 2002).

1.4 Biodisponibilidad y metabolismo de los compuestos fendlicos
Los efectos fisioldgicos descritos anteriormente para los compuestos fenolicos dependen

en gran medida de la composicidon de los alimentos en estos compuestos. Por esta razoén, se
analizaran las principales fuentes de compuestos fendlicos en el siguiente subapartado.
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1.4.1 Fuentes de compuestos fenélicos en la dieta

La mayoria de los vegetales contienen polifenoles, los cuales estadn presentes en
cantidades diferentes dependiendo de la planta y del grupo de compuesto fendlico estudiado,
diferencidndose estos contenidos de acuerdo con la parte del vegetal que se trate, bien sea
fruto, hojas o parte lefiosa de la planta. En general, las hojas, flores, fruta y otros tejidos de las
plantas contienen glucésidos (Knekt, 1991; Shahidi, 1995). Los tejidos lefiosos contienen
agliconas, las semillas pueden contener ambas formas, mientras que las raices y tubérculos
contienen escasas concentraciones de flavonoides (Knekt, 1991; Justesen, 1998; Price, 1997).
Los principales polifenoles presentes en los alimentos vegetales son los acidos fendlicos,
flavonoides, estilbenos, cumarinas y taninos (detallado en la tabla 12).

Tejido Contenido relativo

Frutas Acido cinamico > catequinas > leucoantocianidinas >
flavonoles

Hojas Flavonoles =~ acido cinamico > catequinas ~

leucoantocianidinas

Corteza y madera Catequina ~ leucoanticianidinas > flavonoles > acido
cinamico

Tabla 12. Concentracion relativa de flavonoides y acidos cinamicos en tejidos vegetales en general. Adaptado de
Martinez—Valverde (2000).

La diversidad estructural de los polifenoles presentes en la dieta no se limita a
diferencias en la estructura del esqueleto carbonado y del estado de oxidacion del heterociclo,
sino que es algo mas complicado, ya que pueden variar los patrones de hidroxilacion de los
anillos fendlicos mediante glucosilaciéon de los flavonoides y acilacion de los acidos fendlicos o
por la existencia de esteroisdmeros. Esta diversidad estructural de los polifenoles hace dificil su
estimacion en los alimentos (Martinez—Valverde 2000).

Debido a esta diversidad estructural y a otra serie de razones, existe una falta de
métodos analiticos estandarizados y, teniendo en cuenta la variacion en el contenido de un
alimento en particular, es especialmente dificil realizar una estimacién de la ingesta diaria de
compuestos fenodlicos. Muchos autores se refieren a los datos publicados hace mas de 25 afos
(Kihnau, 1976). Se ha cifrado la ingesta diaria de estos compuestos en 1 g; sin embargo, no se
detallan los métodos utilizados para determinar este dato. Para la determinacion del contenido
en polifenoles, suelen utilizarse dos técnicas diferentes: por una parte, se puede realizar la
estimaciéon de compuestos especificos como el acido clorogénico en patatas o café, quercetina
en cebollas o catequina en té mediante técnicas cromatograficas, o bien la estimaciéon de los
fenoles totales mediante reduccién con el reactivo de Folin—Ciocalteu (Scalbert, 1992).
Generalmente los valores obtenidos por el primer método son menores que los valores
obtenidos por el ensayo de Folin, debido a que algunos polifenoles no son determinados por
cromatografia. Estos pueden ser compuestos desconocidos que estan presentes en niveles
traza, que no se tienen en cuenta en la caracterizacion de determinados alimentos o bien puede
tratarse de compuestos no resueltos por cromatografia, como es el caso de los polimeros de
procianidinas y de los polifenoles oxidados en manzanas, vinos, té o cerveza (Santos-Buelga &
Scalbert, 2000). Una segunda razén a esta sobrevaloracion obtenida por el método de Folin es
que existen, o pueden existir, otros agentes reductores en los alimentos. Por ejemplo, el acido
ascorbico también reduce el reactivo de Folin, siendo 1 mg de éste equivalente a 0.7 mg de
catequina, que suele utilizarse como estandar en este tipo de ensayos (Singleton & Rossi, 1965).
De este modo, el contenido en acido ascorbico en la patata, tomate, cebolla, manzana y zumo
de naranja (17, 24, 8, 12 y 54 mg/100 g peso fresco, respectivamente) significaria un 40-46% de
la estimacion total de fenoles en patatas y tomates pero solamente un 6—4% en alimentos ricos
en polifenoles como las cebollas y las manzanas (Souci, 1986). Mediante el método de Folin, se
ha evaluado que las verduras (incluyendo las legumbres secas) suponen una cantidad diaria
ingerida de fenoles totales de 218 mg de promedio en una dieta tipo de EEUU (Vinson, 1998).
Debido a la contribucion del &cido ascoérbico a los valores obtenidos mediante el método de
Folin, los valores reales deberian ser mas bajos.
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Los polifenoles no estan distribuidos uniformemente en los tejidos de las plantas,
pudiéndose dar una pérdida o un enriquecimiento en algunos compuestos fendlicos durante el
procesado de los alimentos. Asi, los polifenoles que se encuentran en las capas externas del
grano de trigo, suelen perderse durante el proceso de refinado de la harina (Shahidi & Naczk,
1995). En contraposicion, la presion al fabricar zumo puede llegar a solubilizar los compuestos
fendlicos que se encuentran en partes no comestibles de la fruta. Este es el caso de la florizina
de las manzanas que se encuentra en la piel y especialmente en las pepitas (Spanos &
Wrolstad, 1992).

Las verduras poseen una amplia variedad de compuestos fendlicos dependiendo de la
especie (Bravo, 1998, Knekt, 1997). De forma global, Hertog et al.(1992), encontraron entre un
total de 28 vegetales analizados, que los principales flavonoides presentes en ellos eran la
quercetina seguida del kaempferol. El principal aporte de la quercetina lo constituye la cebolla
(347 mg/Kg), la col rizada (110 mg/Kg), la lechuga (14 mg/Kg) y el tomate (8 mg/Kg) siendo las
principales fuentes de kaempferol la col rizada fresca, el brécoli y las judias verdes (Hertog,
1992). Los taninos estan presentes en las judias y en los guisantes en una concentracion del 2%
expresados como equivalentes de catequina o de acido tanico. En general, las verduras de la
familia Solanaceae aportan gran parte del acido clorogénico de la dieta, como de otros acidos
hidroxicinamicos (Bartolomé, 1996). Asi, los tomates y los pimientos maduros son ricos en
acidos clorofénico y ferulico, siendo la patata uno de los vegetales con mayor contenido en acido
clorogénico (17.36 mg/100 g de peso fresco) el cual constituye el 88.9% del total de los
polifenoles presentes en ella. El contenido en acido clorogénico se encuentra afectado por el
tratamiento térmico, observandose que las mayores concentraciones se presentan en la patata
cruda (0.8 mg/100 g de peso seco), decreciendo en la cocinada en microondas (0.434 mg/100 g
de peso seco) y en la hervida (0.319 mg/100 g de peso seco) (Dao, 1992).

En cuanto a los principales compuestos fendlicos presentes en las legumbres y los
cereales son los flavonoides y acidos fendlicos. El contenido de polifenoles en cereales es
menor de un 1% de la materia seca, excepto para alguna variedad de sorgo (Sorghum bicolor)
en los que alcanzan contenidos superiores al 10% (Bravo, 1998; Knekt, 1997). La harina de
arroz contiene 85.6 mg de acidos fendlicos/100 g de este producto, siendo este contenido similar
al que tienen las harinas de trigo y avena, respectivamente. Tanto en la harina de trigo como en
la de avena destaca el acido ferulico como el principal componente fendlico (Hermann, 1988).
Las legumbres con un mayor contenido en compuestos fendlicos son las de color oscuro entre
las que destacan las judias rojas y las negras. Las isoflavonas son compuestos fendlicos
también presentes en las legumbres (Bravo, 1998).

Los frutos son, por término general, mas ricos en polifenoles que las verduras, con un
contenido total de fenoles de 1-2 g/100 g de peso fresco de algunas frutas como es el caso de
las ciruelas (Macheix, 1990). Las frutas destacan en la dieta por su alto contenido en flavonoles,
conteniendo también cantidades considerables de otros compuestos fendlicos, dependiendo del
tipo de fruta analizada. Existen frutas que poseen un elevado contenido en procianidinas (como
es el caso de las manzanas, ciruelas y uvas) y antocianidinas (cerezas y otros frutos rojos) que
no suelen encontrarse en verduras, a excepcion de berenjenas y legumbres secas (Clifford,
1996; Santos—Buelga & Scalbert, 2000). El contenido de acidos hidroxibenzoicos en las frutas es
bajo en general, con la excepcion de las moras, las frambuesas, la grosella morada y la grosella
roja siendo mayor en general el contenido en &cidos hidroxicinamicos. De éstos ultimos, el acido
caféico es el mas predominante en muchas frutas, constituyendo el 75% del total de estos
acidos y encontrandose en ciruelas, manzanas, albaricoques y arandanos. Sin embargo, el acido
p-cumarico es el componente mayoritario de los citricos y de la pifia (Mancheix, 1990).

Otra fuente importante de compuestos fendlicos son determinadas bebidas como el vino
tinto, el café, el té y algunos zumos de frutas. Estas bebidas son una gran fuente de ingesta de
polifenoles en personas que los consumen diariamente. La cerveza también es una importante
fuente de procianidinas con un contenido total de fenoles que oscila entre 50—100 mg/L (Leupold
& Drawert, 1981), encontrandose niveles elevados de catequina (31 mg/L) o de epicatequina (33
mg/L) en algunas de ellas (Gonzalez—San José, 2002).
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El contenido en polifenoles en los zumos de frutas oscila generalmente entre 2 y 500
mg/L, dependiendo del tipo analizado (Bravo, 1998). El zumo de naranja no es una bebida rica
en polifenoles. Su contenido en vitamina C (50 mg/100 mL) supone un 40% de la estimacion
total de fenoles, mientras que el resto corresponde a flavanonas (Souci, 1986). Las mayores
concentraciones de éstas se han encontrado en la pulpa de la naranja donde se detectan
valores del orden de 31 mg/100 g de peso fresco (Justesen, 1998). Asimismo, el contenido de
hesperidina encontrado en la pulpa del pomelo es menor (1.5 mg/100 g de peso fresco),
encontrandose en éste también, pequefias concentraciones de quercetina y kaempferol (0.5 y
0.4 mg/100 g de peso fresco respectivamente) (Justesen, 1998).

Por otra parte, el vino posee una gran cantidad de compuestos fendlicos y esta siendo
extensamente estudiado. Como se menciond anteriormente, la composicién del vino es
compleja. Ademas, existen diferencias significativas si la muestra a analizar es un vino blanco o
tinto. La concentracion total de compuestos fendlicos en el vino tinto varia entre 1.8 y 4.06 g/L
equivalentes en acido galico, con promedio de 2.57 g/L. Para un vino blanco, los valores
obtenidos son 0.16 a 0.33 g/L, con un promedio de 0.24 g/L (Frankel, 1995). La catequina es el
compuesto fendlico monomérico mas abundante en el vino tinto, seguido del acido galico, el
cual, proviene principalmente de la hidrdlisis de ésteres de flavonoides presentes en la piel y en
las pepitas de las uvas. Los niveles de epicatequina son menores que los de catequina en la
mayoria de los vinos. El contenido en procianidinas oligoméricas de diversas variedades de uva
oscila entre 114 mg/Kg en la variedad Carifiena y 175 mg/Kg en la variedad Pinot noir, hasta los
371 mg/Kg de la variedad Cabernet sauvignon (Bourzeix, 1995). Las concentraciones de acido
cafeico son relativamente bajas tanto para vino blanco como tinto. Este acido es producto de la
hidrdlisis del acido caftarico, siendo la induccion de la hidrélisis dependiente de la exposicién al
sol (Price, 1994). También las antocianidinas, como la cianidina y la malvidina, estan presentes
en cantidades relativamente altas en el vino tinto, entre 0-7 mg/L y 0-90 mg/L, respectivamente y
son las principales responsables de su color, como ya se ha mencionado con anterioridad
(Frankel, 1995).

En cuanto a los flavonoles, considerando la suma de miricetina y quercetina, el
contenido total de flavonoles en vinos tintos varia entre 4.6 y 41.6 mg/L. Miricetina y quercetina
pueden encontrarse libres o conjugadas, siendo la proporcion de las primeras un valor variable
entre 20-50% del total (McDonald, 1998). Los glucésidos de quercetina se acumulan en la piel
de las uvas negras, con lo que los vinos provenientes de estas uvas con una elevada cantidad
de piel en relacion con su volumen (como es el caso de Cabernet sauvignon), contienen
concentraciones mas elevadas de flavonoles (Price, 1994). Por ultimo, la concentracion de
resveratrol (uno de los polifenoles del vino que mas atencion ha suscitado) varia entre 0.003 y
3.0 uM en un vino tinto (Infante, 1997; Jang, 1997). Sin embargo, la presencia y los niveles de
resveratrol pueden ser muy variables debido al caracter fungicida del mismo y a que es inducido
por determinadas infecciones (Frankel, 1995).

Otra de las bebidas con mayor contenido en compuestos fendlicos de interés nutricional,
es el té, destacando por su alta concentracion en catequinas (las cuales constituyen mas del
30% del peso seco de la hoja), flavonoles (quercetina, kaempferol y sus glucésidos), flavonas y
acidos fendlicos (acido galico y acido clorogénico). La fermentacién del té conlleva importantes
variaciones en su composicién fendlica: el té verde es muy rico en flavanoles, mientras que el té
negro contiene elevadas concentraciones de polifenoles oxidados (teaflavinas). Las infusiones
de té poseen concentraciones elevadas de quercetina que oscilan entre 10 y 25 mg/L (Bravo,
1998; Hertog, 1993).

Por otra parte, el chocolate es un producto muy rico en compuestos fendlicos, y un
consumo minimo de éste puede significar una gran contribuciéon a la ingesta de polifenoles
totales en general y de catequina y procianidinas en particular (Arts, 1999). La tabla 13 resume
el contenido en polifenoles de algunos productos que se consumen diariamente.

-65-



INTRODUCCION 0

Teniendo en cuenta todos los datos aportados, la ingesta total de polifenoles se puede
calcular a partir de las cantidades de compuestos fendlicos que contiene cada alimento y tablas
en las que se detallan las cantidades consumidas de los mismos. Como ya se ha comentado
anteriormente, Kiihnau en 1976 determiné una ingesta diaria de flavonoides en torno a 1 g/dia
en USA. Sin embargo, una persona que consume en un dia diferentes cantidades de los
alimentos que aparecen en la tabla 13, ingerira seguramente mas de 1 g diario de flavonoides y
acidos fendlicos, independientemente del método utilizado para estimar los polifenoles (ensayo
colorimétrico de Folin o cromatografia).

Flavonoides
Flavanoles Fenoles totales
Comestibles Acidos Catequina Ensayo
(Cantidad) fendlicos Flavonoles (mondmeros) Procianidinas Flavanonas ~Antocianidinas ~ Cromatografia  de Folin® Referencia
Vegetales
Patata, 200 g 28 28 57 Hughes & Swain, 1962;
Vinson, 1998
Tomate, 100 g 8 0.5 8 37 Fleuriet & Macheix, 1985;
Crozier, 1997; Vinson, 1998
Lechuga, 100 g 8 1 9 23 Vinson, 1998
Cebolla, 20 g 7 7 18 Winter & Herrmann, 1986;
Hertog, 1992; Vinson, 1998
Frutas
Manzana, 200 g 11 7 21 200" 239 440 Hertog, 1992; Vinson, 1998;
Spanos & Wrolstad, 1992;
Hammerstone, 2000
Cereza, 50 g 37 1 3 35 200 276 276 Macheix, 1990; Clifford, 1999
Otros alimentos
Trigo, 10 g 50 50 50 Kroon, 1997
Chocolate, 20 g 16 86" 102 168 Waterhouse, 1996; Adamson, 1999;
Hammerstone, 2000
Bebidas
Zumo naranja, 100 ml 22 22 75 Rousseff, 1987;
Henn & Stehle, 1998
Vino tinto, 125 ml 12 2 34 45° 4 97 225 Ricardo da Silva, 1991;
Ricardo da Silva, 1992;
Frankel, 1995
Café, 200 ml 150 150 179 Brown, 1990; Clifford, 1999
Té negro, 200 ml 8 130 138 200 Brown, 1990; Ding, 1992;

Hertog, 1993a

" Oligémeros hasta grado de polimerizacion 10 (decameros)
2 Oligémeros hasta trimeros

3 Estimacion realizada por el método colorimétrico de Folin-Ciocalteu como equivalentes de catequina o acido galico.

Tabla 13. Contenido en polifenoles de diferentes alimentos. Todos los datos estan expresados en mg. (Adaptado de
Hammerstone, 2000).

La contribuciéon a la ingesta de los polifenoles estd compartida de una forma mas o
menos igual entre la comida y la bebida. Los acidos fendlicos suelen suponer 1/3 de los fenoles
totales, mientras que los flavonoides suponen el resto (2/3). Esta relacion depende en gran
medida del consumo de café (Clifford, 1999). Personas que consumen grandes cantidades de
café, ingieren mas acidos fenolicos que flavonoides. La proporcién de los diferentes flavonoides
ingeridos varia enormemente en funcién de la ingesta de determinados alimentos. Aquellas
personas que consumen a diario frutas o bebidas como vino tinto, té, chocolate o cerveza,
ingieren mayoritariamente flavanoles (principalmente catequinas y procianidinas), antocianidinas
y los productos de su oxidacion. Si se toman juntas frutas y bebidas, esto supondra mas de 2/3
de la ingesta diaria de polifenoles totales (Clifford, 1996; Santos—Buelga & Scalbert, 2000). En
consecuencia, parece ser que la ingesta de polifenoles depende en gran medida de los habitos
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dietéticos. Este hecho afecta, no solo al consumo de polifenoles en su conjunto o a una
determinada clase de ellos, sino también individualmente a cada compuesto fendlico (Santos—
Buelga & Scalbert, 2000).

Sin embargo, todavia existe una falta de precision a la hora de evaluar la ingesta diaria
de polifenoles. La mayoria de los datos existentes sobre el contenido en polifenoles de los
diferentes alimentos, provienen de fuentes muy dispersas. Seria necesario llevar a cabo un
riguroso estudio sobre los tipos de polifenoles que estan presentes en los alimentos utilizando
métodos correctamente estandarizados. En este sentido, desde marzo de 2003 existe en la web
(http://www.nal.usda.gov/fnic/foodcomp/) del Departamento de Agricultura de USA una base de
datos donde se ha publicado el contenido en flavonoides de 225 alimentos; esta tabla de
composicién de los polifenoles permite el calculo de la cantidad diaria ingerida. Existen algunos
trabajos realizados sobre esto, en el caso de flavonoles, flavonas (Hertog, 1992 y 1993b) e
isoflavonas (Reinli & Block, 1996), e incluso, se ha establecido la ingesta de flavonoles
(mayoritariamente quercetina) y flavonas en 21 y 2 mg/dia respectivamente para la poblacién
holandesa (Hertog, 1993b) y, en el caso de las isoflavonas, la poblacion japonesa suele ingerir
una cantidad diaria entorno a 30—40 mg/dia (Kimira, 1998; Wakai, 1999). El consumo en los
paises occidentales es, significativamente inferior debido al menor consumo de productos de
soja (Kirk, 1999).

1.4.2 Absorcion de los compuestos fendlicos

No se conocen los mecanismos de la absorcion gastrointestinal de los polifenoles. La
mayoria de los polifenoles son demasiados hidrofilicos para penetrar la barrera intestinal
mediante difusién pasiva. Tampoco se han identificado todavia los posibles transportadores de
membrana que podrian estar involucrados en la absorcion de los polifenoles. En la actualidad, el
unico transportador activo de membrana descrito es un mecanismo de transporte sodio—
dependiente involucrado en la absorcién de acido ferdlico y cinamico en el yeyuno de rata (Ader,
1996).

Todos los flavonoides (excepto los flavanoles) se encuentran glicosilados o glucosilados
en los alimentos, influenciando este hecho la absorcién de estos compuestos. El destino de los
glicésidos en el estdbmago no esta claro. Algunos experimentos en los que se han utilizado ratas
tratadas quirdrgicamente en las que la absorcién se restringia al estbmago muestran que es
posible la absorcion a nivel gastrico para algunos flavonoides como la quercetina y la daidzeina,
pero no para sus glicosidos (Piskula, 1999; Crespy, 2002). Probablemente, la mayoria de los
glicosidos resisten la hidrdlisis acida en el estdbmago, pudiéndo llegar intactos al duodeno (Gee,
1998). En el intestino delgado solamente se absorben las agliconas y algunos glucésidos,
mientras que los polifenoles que poseen unida una unidad ramnosa alcanzan el colon donde son
hidrolizados por ramnosidasas de la microflora intestinal antes de ser absorbidos (Manach, 1995;
Hollman, 1997). Se podria aplicar lo mismo a los polifenoles que estan unidos a arabinosa o
xilosa, aunque no se ha estudiado este aspecto especificamente. Como regla general, los
glicésidos con ramnosa se absorben mas lentamente y con menor eficiencia que sus respectivas
agliconas, debido a que se absorben en el colon y aqui el proceso de absorcion se lleva a cabo
con mayor dificultad que en el intestino delgado, ya que el area de intercambio es mas pequena.
Este hecho se ha estudiado con glicésidos de quercetina en humanos, donde la absorcion
maxima ocurre 0.5-0.7 horas después de producirse la ingestion de quercetina 4'—glucésido y 6—
9 horas después de la ingestion de la misma cantidad de rutina (quercetina—3—-—rutinésido). La
biodisponiblidad de rutina es solamente el 15-20% de la biodisponibilidad de la quercetina 4'—
glucésido (Hollman, 1997 y 1999; Graefe, 2001). La absorcion de quercetina es mas rapida y
eficiente tras la ingestidon de cebolla (que es rica en glucdsidos) que tras la ingestion de manzana
que contienen tanto glucosidos como glicésidos (Hollman, 1997). La absorcion de los glucosidos
de quercetina ocurre en el intestino delgado, siendo la eficiencia de la absorcién mayor que la
eficiencia de la absorcion de sus agliconas (Hollman, 1995; Morand, 2000). Se ha encontrado
parcialmente el mecanismo subyacente mediante el cual la glicosilacion facilita la absorcién de la
quercetina. Hollman et al (1995) sugieren que los glucdsidos pueden ser transportados al interior
de los enterocitos a través de un transportador de glucosa sodio—dependiente (SGLT1) como se
aprecia en la figura 18. Una vez dentro de los enterocitos, los glucdsidos pueden ser hidrolizados
por una 3—glucosidasa citosélica (Day, 1998). Otra via diferente a ésta implica a la lactato florizin
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hidrolasa, una glucosidasa situada en la membrana del “brush border” del intestino delgado que
cataliza la hidrdlisis extracelular de algunos glucésidos, seguida de la entrada de la aglicona a
través del “brush border” mediante difusion (Day, 2000). Seguramente, las dos enzimas estan
involucradas, aunque la contribucion relativa de ambas sobre los diferentes glucésidos no esta
aun clara. La quercetina 3'—glucésido, que no es un substrato de las R—glucosidasas citosdlicas,
se absorbe, al menos en ratas, tras ser hidrolizada por la lactato florizin hidrolasa, mientras que
la hidrélisis de la quercetina 4'—glucosido parece involucrar a ambas vias (Sensik, 2003; Day,
2003). Sin embargo, en humanos, sea cual sea el mecanismo de deglucosilacion involucrado,
las concentraciones plasmaticas son similares tras la ingestion de quercetina 3’'—glucésido y
quercetina 4'—glucésido (Olthof, 2000).

El efecto de la glucosilacién y/o glicosilacion sobre la absorcién de las isoflavonas es
menos claro que para la quercetina, comprobandose que la hidrdlisis de los glicésidos en sus
respectivas agliconas en las bebidas de soja no cambia la biodisponibilidad de las isoflavonas en
humanos (Michelle, 2002).La glicosilacion no influye en la naturaleza de los metabolitos que se
encuentran en el torrente circulatorio. De hecho, no se han encontrado glicésidos de quercetina,
daidzeina y genisteina en plasma u orina (tanto humana como de rata) tras la ingestién de los
compuestos puros (Manach, 1998; Sesink, 2001; Wittig, 2001; Setchell, 2002). En el caso de las
flavanonas, solo se han detectado niveles traza de glicésidos en orina humana,
correspondiéndose con el 0.02% de la dosis de naringenina administrada (Ishii, 2000).

Las antocianinas constituyen una excepcién, ya que los glicésidos intactos en plasma
son las formas principales que se han encontrado. La explicacion para este hecho puede
encontrarse en la inestabilidad de estas moléculas cuando se encuentran como agliconas o en
un mecanismo especifico de absorcidon o metabolismo para las antocianinas. Passamonti et al
(2002) proponen que los glicésidos de antocianinas son transportados mediante translocasas a
nivel gastrico, debido a que parecen tener una elevada afinidad por este transportador. Ademas,
podrian ser convertidos en glucurénidos mediante la accion de una UDP glucosa
deshidrogenasa (Wu, 2002).

Q: quercetin; Q-4’-G: quercetin 4’-glucoside; Me: Methyl; gluA: glucuronide; COMT: catechol O-methyltransferase;
ST: Sulfotransferase; UDPGT: UDP-glucuronosyltransferase

Small intestine epithelial cell Chlorogenic acid

< Q-3-rutinoside

SGLT1 Q4G
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To colon and microbial metabolism
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Figura 18: Posible ruta de absorcion de un compuesto fendlico glucosilado en el intestino delgado. Adaptado de Burdell
& Coughtrie (1997).
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Las procianidinas difieren de la mayoria de los polifenoles de las plantas debido a su
naturaleza polimérica y a sus elevados pesos moleculares. Esta particular caracteristica deberia
limitar su absorcidn a través de la barrera intestinal. De hecho, los oligdmeros que poseen un
tamafo superior a trimeros poseen una probabilidad muy baja de que sean absorbidos en el
intestino en sus formas nativas (Manach, 2004). Los experimentos realizados in vitro con capas
de células Caco—2 como modelo de absorcion muestran que solamente dimeros y trimeros de
flavanoles son capaces de atravesar el epitelio intestinal (Deprez, 2001).

La procianidina B2 se absorbe pobremente en ratas mientras que la procianidina B3 no
se absorbe (Hollman, 1995; Baba, 1997). Spencer et al. (2000) estudian la probabilidad de que
las procianidinas oligoméricas sean hidrolizadas en condiciones &cidas para proporcionar
dimeros y mondémeros en experimentos in vitro. Sin embargo, se ha comprobado en ratas que la
procianidina dimérica B3 purificada, asi como procianidinas extraidas de la semilla de uva con
un elevado grado de polimerizacién, no son degradadas en mondmeros que sean absorbidos
mas facilmente (Donovan, 2002). Del mismo modo, se ha investigado la estabilidad in vivo de las
procianidinas en el estdmago de voluntarios humanos que habian consumido una bebida de
cacao rica en procianidinas, confirmandose que las procianidinas no son degradadas en las
condiciones acidas existentes en el estbmago (Rios, 2002).

Las procianidinas diméricas son ligeramente absorbidas en humanos. Se ha detectado
procianidina B2 en el plasma de voluntarios que consumieron una bebida de cacao; sin
embargo, la maxima concentracion plasmatica de procianidina B2 se alcanza 2 horas después
de la ingestiéon y es menor que la concentracion plasmatica de epicatequina obtenida en una
ingestion equivalente de este compuesto (0.04 ymol/L para la procianidina B2 y 6.0 ymol/L para
la epicatequina) (Holt, 2002).

Las procianidinas oligoméricas, que son uno de los polifenoles dietéticos mas
abundantes, son pobremente absorbidas, ejerciendo solamente una actividad local en el tracto
gastrointestinal o una actividad mediada por los acidos fendlicos producidos en la degradacion
microbiana de las mismas. No obstante, la accion local realizada es importante debido a que el
intestino esta expuesto particularmente a agentes oxidantes pudiendo ser afectado por una
inflamaciéon y numerosas enfermedades como el cancer (Halliwell, 2000). La concentracién de
polifenoles en el colon puede alcanzar varios cientos de micromoles por litro (Scalbert, 2000) y
junto con algunos carotenoides constituyen los unicos antioxidantes de la dieta presentes en el
colon, ya que las vitaminas C y E se absorben en los segmentos superiores del intestino.

Scalbert et al. (2000) han realizado una hipotesis de trabajo que permitiria una
prediccion de la absorcion de estos compuestos de la dieta. Esta hipotesis se muestra en la
figura 19 y podria ser de utilidad en el disefio de futuros experimentos sobre el estudio del
proceso de absorcidon de estos compuestos. El modelo se basa en datos de experimentos
realizados con voluntarios humanos in vivo junto con el conocimiento desarrollado sobre
estudios de especificidad enzimatica y modelos animales (Scalbert, 2000).

Los efectos de la matriz de los alimentos sobre la biodisponibilidad de los polifenoles no
se ha estudiado con detalle. Pueden darse interacciones directas entre los polifenoles y algunos
componentes de los alimentos, como proteinas y polisacaridos, que podrian afectar al proceso
de absorcion de estos compuestos. Asimismo, factores como el pH gastrico e intestinal,
fermentaciones intestinales, excrecion biliar, tiempo de transito, entre otros, pueden afectar a la
absorcion de los polifenoles. Las enzimas y los transportadores involucrados en la absorcién y
en el metabolismo de los polifenoles pueden ser inducidos o inhibidos por la presencia en la
dieta de algunos micronutrientes o agentes xenobidticos (Manach, 2004).
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la microflora en el colon

Figura 19: Esquema para la prediccion de la absorcion de los polifenoles en humanos. Adaptado de Scalbert (2000).

1.4.3 Metabolismo de la microflora intestinal

Aquellos compuestos fendélicos que no son absorbidos en el estbmago o en el intestino delgado
alcanzan el colon, donde la microflora hidroliza los glicésidos a sus respectivas agliconas, que
son metabolizadas dando lugar a varios acidos aromaticos (Kuhnau, 1976; Scheline, 1991).
Ademas, los polifenoles absorbidos, metabolizados en el higado y excretados a la bilis, también
alcanzaran el colon, pero en una forma quimica diferente, como por ejemplo, en forma de
glucurénido (Bokkenheuser, 1987). Las agliconas sufren una rotura, produciéndose la apertura
del heterociclo en diferentes puntos dependiendo de la estructura quimica: los flavonoles
producen principalmente acido hidroxifenilacético, las flavonas y flavanonas producen acido
hidroxifenilpropionico, mientras que los flavanoles dan lugar a fenilvalerolactonas y &cido
hidroxifenilpropionico (figura 20). Estos acidos son aun mas metabolizados hacia derivados de
acido benzoico.

El colon puede llegar a contener alrededor de 10" microorganismos por cm® con un
potencial hidrolitico y catalitico enorme. Las reacciones de deconjugacion ocurren faciimente. A
modo de ejemplo, la quercetina—3—-O-ramnoglucésido y la quercetina—3—O-ramndsido no son
hidrolizadas por enzimas humanas, pero son, sin embargo, facilmente hidrolizables a quercetina
por la microflora intestinal por medio microorganismos como Bacteroides distasonis (que poseen
actividad a-ramnosidasa y R—glucosidasa), Bacteroides uniformis (R—glucosidasa) y Bacteroides
ovatus (R—glucosidasa) (Bokkenheuser, 1987). Enterococcus casseliflavus utiliza parte de la
azucar de la quercetina—3—O—glucdsido para dar como productos formato, acetato y lactato pero
no metaboliza mas la aglicona. La quercetina—3—O—glucosido es transformada en acido 3, 4—
dihidroxifenilacético, acetato y butirato en el colon debido a la accién de Eubacterium ramulus.
Se estima que el numero de bacterias capaces de utilizar quercetina—3—0O—glucésido es de 107—
109 por gramo de masa seca (Schneider, 1999).
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Figura 20: Reacciones metabdlicas de las catequinas en tejidos corporales y en el colon. Adaptado de Hollman (1997).

A diferencia de las enzimas presentes en los tejidos humanos, la microflora del colon
cataliza la rotura del propio polifenol a compuestos mas simples como &cidos fendlicos. Las
bacterias presentes en el colon son capaces de romper el anillo de catequina en las posiciones
indicadas en la figura 21 mediante una flecha roja. Consecuentemente, los sucesivos
metabolitos formados poseen estructura de valerolactonas (fenil-Cs: un anillo bencénico con una
cadena lateral que acaba con un heterociclo de 5 carbonos), acido fenilpropionico (fenil-Cj) y
acidos benzoicos (fenil-C,). Estos metabolitos microbianos obtenidos se absorben y se conjugan
con glicina, acido glucurénico o sulfato (Manach, 2004). Se conocen bien las vias metabolicas y
los sitios de rotura de este tipo de reacciones en animales, asi como la influencia de la estructura
quimica sobre la degradacion. Por ejemplo, la ausencia de un grupo hidroxilo en una posicién 5,
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7, o 4’ protege al compuesto de las roturas que puede sufrir en el intestino (Griffiths, 1972). Sin
embargo, los datos disponibles sobre este tipo de reacciones en humanos son limitados, siendo
posible la identificacion de nuevos metabolitos microbianos; debe también evaluarse la
variabilidad interindividual existente, la composicion de la microflora intestinal y el tipo de dieta
ingerida para conocer mejor la produccion de los metabolitos microbianos (Manach, 2004).

Das et col. (1971) hallaron en plasma glucuronidos de los principales metabolitos
producidos en el colon de ratas. Este es el caso de tres valerolactonas diferentes, acido 3—
hidroxifenilpropionico, ademas de sulfatos de d—(3—hidroxifenil)-y—valerolactona. La fision del
anillo heterociclico de catequina esta totalmente mediada por los microorganismos del colon;
ademas las bacterias presentes en este 6rgano también son capaces de degradar los acidos
fenolicos (Das, 1968 y 1971; Griffiths, 1964).

Asimismo, la circulacion biliar es importante para el metabolismo de la catequina en
roedores. En ratas canuladas en el conducto biliar, cerca de un 40% de la catequina
administrada oralmente, es absorbida y posteriormente secretada junto a la bilis en el intestino
delgado (Hackett, 1986) en forma de conjugados glucurénicos o sulfatos de catequina, y del
metabolito hepatico mas abundante 3'-metoxi—(+)—catequina (Shaw, 1980). Las catequinas
secretadas junto a la bilis también son degradadas por las bacterias presentes en el colon. Tras
la hidrdlisis de los conjugados, la catequina, el acido fedlico y los metabolitos de lactona serian
reabsorbidos nuevamente (Shaw, 1980; Das, 1971). Cerca de un 60% de los metabolitos de 3'—
metoxi—(+)—catequina que son secretados junto a la bilis son reabsorbidos en una circulacion
enterohepatica (Hackett, 1983).

Algo similar ocurre en el caso de los flavonoles. El primer paso en la degradacion de
estos compuestos en el colon es la fisiébn del anillo por parte de las bacterias. Los lugares
especificos de la rotura del anillo C de los flavonoles se muestran con flechas rojas en la figura
21. Los ultimos resultados aportados indican que los acidos fendlicos formados solamente
poseen intacto el anillo B (Kallianos, 1959; Masri, 1959; Petrakis, 1959; Shali, 1991; Martinez—
Valverde, 2000; Walle, 2004). No obstante, tras la supresion de los microorganismos presentes
en el colon con un antibiético, no se encontraron los acidos fenilacéticos (tipicos en la fision del
anillo de la quercetina), rutina y miricetina en ratas (Nakagawa, 1965; Griffiths, 1972; Baba,
1981).

Los metabolitos encontrados en la orina tras una administracion oral de flavonoles son
similares a aquellos producidos por una incubacién anaerébica in vitro de miricetina, miricitrina
(miricetina—3—O-ramndsido) y rutina con microorganismos del intestino ciego de rata (Griffiths,
1972; Baba, 1983). Los acidos fendlicos formados tras la fision del anillo C de los flavonoles
estan sujetos a posteriores biotransformaciones por parte de enzimas y bacterias. La
biotransformacion llevada a cabo por las enzimas, generalmente dan lugar a &acidos
fenilpropiodnicos y fenilacéticos (Masri, 1959; Das, 1971 y 1974; Honohan, 1976).

El acido O-hidroximetoxifendlico excretado en la orina en cerdos, ratas y en el hombre,
podria estar generado por la fision del anillo O—metilado de los flavonoides secretados con la
bilis. Los acidos fenilpropiénicos suelen ser convertidos en acidos benzodicos mediante la R—
oxidacién de la cadena propilo en todas las especies (DeEds, 1957; Booth, 1957 y 1958 y 1959;
Das, 1968 y 1969;Hackett, 1983). Por ejemplo, se ha comprobado que cuando se incuba
quercetina—3—O-ramnésido con bacterias intestinales humanas en condiciones anaerdbicas, se
obtienen como metabolitos quercetina, acido 3, 4—dihidroxifenilacético y acido 4—hidroxibenzoico
(Das & Griffiths, 1969).

La figura 21 resume el metabolismo desarrollado por la microflora intestinal presente en
el colon sobre una molécula de quercetina (flavonol). El resultado de este metabolismo es la
formacién de diferentes acidos de menor tamafio molecular que la quercetina de la que
provienen (Hollman, 1997).
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Figura 21: Reacciones metabdlicas de los flavonoles en tejidos corporales y en el colon. Adaptado de Hollman (1997).

Estudios recientes demuestran que las concentraciones plasmaticas y la excrecion
urinaria de los metabolitos microbianos en humanos pueden ser mayores que la concentracién
de metabolitos titulares, en especial para los polifenoles presentes en el vino, los cuales no son
facilmente absorbidos (Rechner, 2002; Gonthier, 2003 a y b). Por otro lado, se ha comprobado
que si se cultiva la microflora del colon humano in vitro y en condiciones anaerdbicas, ésta es
capaz de romper polimeros y oligémeros de procianidinas en acidos fendlicos de menor peso
molecular que podrian ser mejor absorbidos in vivo a través del colon (Déprez, 2000). Ademas,
la identificaciéon y cuantificacion de los metabolitos microbianos constituye un importante campo
en la investigacion. Algunos de estos metabolitos microbianos poseen efectos fisioldgicos; este
es el caso del 4cido hidroxifenilacético que parece inhibir la agregacion plaquetaria (Kim, 1998).
Ademas, algunos &cidos aromaticos de bajo peso molecular, de entre la amplia variedad de
éstos, pueden ser utilizados como biomarcadores de la ingesta de polifenoles. Se ha encontrado
una asociaciéon entre la ingesta de polifenoles y la cantidad de acido hipurico excretado en
humanos que han consumido té negro o un extracto crudo de Equisenum arvense (Graefe,
1999; Clifford, 2000). Sin embargo, el acido hipurico no es un producto de degradacién de la
catequina, pudiendo derivar de fuentes diferentes a los polifenoles como acido quinico y
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aminoacidos aromaticos; ademas, algunos autores creen que el acido hipurico no es un
biomarcador conveniente de la ingesta de polifenoles (Gonthier, 2003; Manach, 2004), ya que
existen otros acidos (como el acido 3-hidroxihipurico) que pueden ser biomarcadores mas
fiables de la ingesta de estos compuestos (Rechner, 2001).

Finalmente y a modo de corolario o resumen final, los polifenoles provenientes de la
dieta alcanzan el intestino delgado donde pueden ser absorbidos. Aquellos compuestos
fendlicos que sean absorbidos, llegan al higado, donde son metabolizados (mediante reacciones
de conjugacion), pudiendo alcanzar, por un lado diferentes tejidos corporales, o bien, son
transportados al rifidén, para posteriormente ser expulsados a través de la orina. Del mismo
modo, los polifenoles también pueden ser metabolizados en los tejidos, desde donde pueden ser
transportados al rifién para su eliminacién via orina. Esta es una forma de eliminacion de estos
compuestos del cuerpo. Sin embargo, existe otra forma de eliminar estos compuestos, como es
a través de la bilis. Una parte de los compuestos fendlicos que llegan al higado pueden ser
eliminados via bilis, pudiendo alcanzar otra vez el intestino delgado.

Por otra parte, los polifenoles provenientes de la dieta que han alcanzado el intestino y
que no son absorbidos, son transportados (junto con aquellos polifenoles expulsados via bilis) al
intestino grueso, donde son metabolizados por las bacterias presentes en este 6rgano. Los
compuestos resultantes de este proceso de metabolizacion son compuestos de un tamaro
molecular inferior al de los compuestos de los que provienen. Este hecho hace que estos nuevos
compuestos formados puedan ser absorbidos facilmente en el colon o bien ser eliminados del
cuerpo via heces. La figura 22 resume el proceso de absorcion, transporte y eliminacion de los
polifenoles a través de los diferentes érganos corporales implicados.

Polifenoles
dieta

Tejidos

Intestino ?

delgado —> Higado ¢

Bilis

Rifon

Colon

Orina

Heces

Figura 22: Proceso de absorcion, transporte y eliminacion de los polifenoles consumidos en la dieta a través de los
diferentes 6rganos corporales humanos implicados. Adaptado de Bokkenheuser (1987).

1.4.4 Metabolismo de los compuestos fendlicos

Una vez absorbidos, los polifenoles estan sujetos principalmente a tres tipos de
conjugacion: metilacion, sulfatacion y glucuronidacion. La enzima catecol-O—metiltransferasa
(EC 2.1.1.3) cataliza la transferencia de un grupo metilo desde la S—adenosil-L-metionina a los
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polifenoles que poseen una subunidad catecol (o—difenolico). Este tipo de reaccién esta bastante
descrita para la quercetina, catequina, acido caféico y luteolina; ademas, Wu et al (2002) han
mostrado recientemente por primera vez la metilacion de cianidina en humanos. Generalmente,
la metilacion ocurre predominantemente en la posicion 3’ del polifenol, aunque también y de
forma minoritaria pueden ser metilados en la posicién 4’ dando lugar a compuestos 4'-O—
metilados. De hecho, se ha encontrado una gran cantidad de 4’-metilepigalocatequina en
plasma de voluntarios humanos que ingirieron té (Meng, 2001; Lee, 2002). La enzima catecol-
O-metiltransferasa esta presente en un amplio rango de tejidos, siendo su actividad mayor en el
higado que en los rifiones (Tilgmann, 1996; Piskula, 1998), aunque también se ha detectado la
actividad de esta enzima para la catequina en el intestino delgado de ratas (Donovan, 2001).

Las sulfotransferasas (EC 2.8.2.1) catalizan la transferencia de un grupo sulfato desde
3’ —fosfoadenosina—5'—fosfosulfato a un grupo hidroxilo presente en varios substratos (esteroides,
acidos biliares, polifenoles, etc.). No obstante, no se han identificado claramente ni las isoformas
que estan involucradas especificamente en la sulfatacion de los polifenoles, ni las posiciones de
sulfatacion de éstos, aunque se conoce que este tipo de reacciones ocurre principalmente en el
higado (Falany, 1997; Piskula, 1998). El substrato enddégeno de estas enzimas son las
iodotironinas aunque también pueden incluirse como substratos el 4-nitrofenol, fenoles e
hidroxiarilaminas (Coughtrie, 1998). Se ha descrito que en el higado hay una elevada actividad
de SULTA1, mientras que en el colon la actividad mas elevada es la de SULTA13 con una gran
actividad sobre los grupos catecol que forman parte de los compuestos fendlicos. Por regla
general, las sulfotransferasas no son inducidas por la dieta, compuestos xenobiéticos o por el
ambiente (Burchel, 1995). Algunas sulfotransferasas son inhibidas por algunos polifenoles como
es el caso de la quercetina que inhibe la sulfotransferasa humana SULT1A1 (Walle, 1995).
SULTA1 también es inhibida por la ingesta de café fuerte o vino tinto dealcoholizado. No existe
una enfermedad genética especifica asociada con la deficiencia de sulfotransferasas, aunque
existe una gran variacion entre la poblacion humana (Burchell & Coughtrie, 1997).

La UDP—gucuronosiltransferasa (EC 2.1.4.17) es una enzima de membrana que esta
localizada en el reticulo endoplasmatico de varios tejidos catalizando la transferencia de un
acido glucuroénico desde el acido UDP—glucurénico a esteroides, acidos biliares, polifenoles,
miles de componentes de la dieta y compuestos xenobidticos. La presencia en la sangre portal y
mesentérica de metabolitos glucuronidados tras realizar una perfusion con polifenoles en el
intestino delgado de ratas muestra que la glucuronidaciéon de los polifenoles ocurre en primer
lugar en los enterocitos antes de que estos compuestos sean mas conjugados en el higado
(Sfakianos, 1997; Spencer, 1999; Crespy, 2001). Probablemente, este también sea el caso que
ocurre en humanos, ya que se ha comprobado que la glucuronidacién de quercetina y luteolina
in vitro en microsomas del intestino humano es marcadamente mas elevada que la
glucuronidacion existente en microsomas del higado humano (Boersma, 2002). Se han
identificado en humanos cerca de 15 isoformas de UDP—glucuronosil transferasas (que poseen
una gran especificidad por substratos) con diferente distribucion tisular (Fisher, 2001). La
subfamilia de UDP—glucuronosil transferasas llamada UGT1A se localiza en el intestino donde
desempefia un importante papel en el metabolismo de los polifenoles. La UGT1A también se
encuentra en el higado y los rifiones. Las subfamilias de enzimas UGT1A3, —1A4, —1A6 y —1A9
se encuentran localizadas en el higado humano mientras que las enzimas UGT1A1, —1A3, —1A4,
—1A6, —1A8 —1A9 y —1A10 se expresan en el colon humano. En el riidn se expresa altamente la
enzima UGT1A9. UGT1A7 y UGT1A10 se expresan en el epitelio gastrico humano (Mojarrabi &
Mackenzie, 1998; Strassburg, 1998 y 1999). Estas isoenzimas poseen un amplio patron de
expresién polimorfico, resultando en una elevada variabilidad interindividual en la
glucuronidacion de los polifenoles. Las isoenzimas activas de la familia 1A difieren segun el
polifenol considerado (Doerge, 2000; Boersma, 2002). La glucuronidacion in vitro de quercetina,
luteolina o isoramnetina con microsomas de intestino e higado humano y de rata muestran que
incluso si la naturaleza de los glucurénidos formados es constante, la proporcién de varios
metabolitos formados varia ampliamente dependiendo de las especies y de los o6rganos
implicados (Morand, 1998; Day, 2000; Boersma, 2002). El nivel mas elevado de conjugacién se
observa en la posicién 7 del polifenol, mientras que la posicion 5 no parece ser un lugar donde
se lleve a cabo este tipo de reacciones de glucuronidacién. Para la mayoria de los flavonoides,
una amplia proporcion de los glucurénidos formados en la mucosa intestinal se secretan otra vez
al lumen intestinal, hecho que reduce la absorcién de estos compuestos (Crespy, 1999;
Andlauer, 2000). En este proceso podria estar implicado el transportador multiresistente proteina
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2 (MRP2) o la glicoproteina P (Walle, 1999; Ayrton, 2001). La proporcion de glucurénidos
secretados a través de la mucosa intestinal depende en gran medida de la estructura del
polifenol (Crespy, 2003). Ademas, la excrecion intestinal de glucuronidos no ocurre con la
catequina y con el acido ferulico, hecho que indica que éste no es un mecanismo de eliminacién
para todos los polifenoles (Donovan, 2001; Adam, 2002; Crespy, 2003). La figura 23 muestra las
etapas metabdlicas existentes en el metabolismo de los polifenoles.

[ Polifenol |—Aztcar|

CBG/LPH

Polifenol

coMT

[ Polifenol |—{ Metilo |

UDPGT

Acido
glucurénico

[ Polifenol |—{ Metilo |

SULT

Acido

[Suifato] glucurénico

[ Polifenol |—{ Metilo |

Figura 23: Esquema simplificado que muestra el metabolismo de los polifenoles. CBG: R—glucosidasa citosélica; LPH:
lactato florizin hidrolasa; COMT: catecol-O—metil-transferasa; UDPGT: UDP glucuronosil transferasa; SULT:
sulfotransferasa. Adaptado de Scalbert (2000).

Por otra parte, se ha comprobado que la sulfatacion en ratas macho es el doble que en
ratas hembra. Estos resultados se confirman mediante incubaciones in vitro con
sulfotransferasas no fraccionadas del higado de rata (Hollman, 1999). Sin embargo, se han
encontrado conjugados de quercetina en orina y plasma, asi como 3'—-metoxiquercetina tras una
administracion oral diaria de quercetina en humanos (Hollman, 1996 y 1997). La figura 24
muestra el metabolismo descrito para la quercetina.
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Figura 24: Reacciones metabdlicas propuestas para la quercetina. Adaptado de Scalbert (2000).

El destino metabdlico en el higado de los conjugados producidos en el intestino no esta
demasiado claro. Se ha comprobado que tras la penetracion de quercetina 7—glucurénido y
quercetina 3—O—glucurénido en células HepG2, éstas experimentan dos tipos de metabolismo:
metilacion del grupo catecol y deglucuronidacion seguida de sulfatacion en la posicion 3’
(O’Leary, 2003). Sin embargo, la quercetina 4'—glucurénido no es metabolizada en las mismas
condiciones. Esto se explica por un nivel muy bajo de penetracion de la quercetina 4'—
glucurénido dentro de las células o por una baja afinidad de las enzimas implicadas en este
metabolismo por este substrato. Parece probable la existencia de una compleja serie de enzimas
conjugadoras y transportadores de los hepatocitos involucrados en la regulacién de la absorcion,
produccion y liberacion de varios metabolitos de los polifenoles (Vore, 1994; Sallustio, 2000). La
actividad de estas enzimas y de los sistemas de transportadores depende de la naturaleza del
polifenol, pudiendo estar influenciados por polimorfismos genéticos que provocan importantes
diferencias interindividuales en la capacidad de metabolizar los polifenoles (Manach, 2004).

La importancia relativa de estos tres tipos de conjugacion (metilacion, sulfatacion vy
glucuronidacion) varia acorde con la naturaleza del substrato y con la dosis ingerida del mismo.
Por término general, la sulfatacion es una via que posee una mayor afinidad pero una menor
capacidad que la glucuronidacion, ya que cuando las dosis ingeridas aumentan, se observa un
cambio desde la sulfatacion hacia la glucuronidacion (Koster, 1981). El balance entre la
sulfatacién y la glucuronidaciéon de los polifenoles también se ve afectado por las especies, el
sexo y por la privacion de alimentos (Piskula, 2000). Ademas, la inhibicion de la metilacion por
un inhibidor especifico cambia el metabolismo de los glucurénidos de quercetina hacia la
sulfatacion en las células HepG2 (O’Leary, 2003). En general, la capacidad para la conjugacion
es elevada sin reparar en las contribuciones respectivas de la metilacion, sulfatacion vy
glucuronidacion. Generalmente, la concentracion de la aglicona libre en el plasma tras la
ingestion de una dosis nutricional es baja, excepto para las catequinas de té (77% para la
epigalocatequina galato) (Lee, 2002). Igualmente se ha observado saturacion en los procesos de
conjugacion en ratas a las que se les ha administrado una elevada dosis de polifenoles y en
ratas a las que se les ha suministrado una dosis aguda de éstos (Sfakianos, 1997; Piskula,
1998). También podria darse una inhibicion competitiva de la conjugacion en presencia de varios
polifenoles y compuestos xenobidticos en el intestino, aunque este hecho no se ha estudiado
(Manach, 2004). En estas condiciones pueden circular por el torrente sanguineo cantidades
significantes de agliconas libres que, probablemente tendran unos efectos biolégicos diferentes a
los que tendrian los metabolitos conjugados.
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La identificacion de los metabolitos que circulan en el torrente sanguineo solamente se
ha llevado a cabo para algunos polifenoles. Esta identificacion no solamente debe incluir el
numero y la naturaleza de los grupos conjugados, sino de las posiciones de estos grupos en la
estructura del polifenol, ya que estas posiciones pueden afectar a las propiedades biolégicas de
los conjugados (Day, 2000). Los compuestos mas abundantes en el plasma humano después
del consumo de cebollas, que contienen una elevada concentracion de glucosidos de
quercetina, son la quercetina 3-O-—glucurdnido, 3'—O-metilquercetina—3—0O—glucurénido vy
quercetina 3'-O—sulfato (Day, 2001). Sin embargo, el andlisis mediante cromatografia liquida
acoplada a un espectrometro de masas de muestras de plasma humano, obtenidas en
condiciones muy similares, no confirma la presencia de quercetina sulfatada (Wittig, 2001). Para
otros polifenoles solamente existen escasos datos sobre la proporcion de varios tipos de
conjugados y de los porcentajes de las formas libres en plasma (Baba, 2000; Doerge, 2000;
Setchell, 2001;Shelnutt, 2002; Manach, 2003; Zhang, 2003). Generalmente, los principales
compuestos conjugados que circulan por el torrente sanguineo son glucurénidos (Manach,
2004).

1.5 Analisis cualitativo y cuantitativo de los compuestos fendlicos

La identificacién y la cuantificacion de los compuestos fendlicos de la dieta ha
despertado gran interés por su importancia nutricional, lo que ha hecho que cada dia sean mas
los datos que se pueden encontrar en la bibliografia cientifica sobre el perfil fendlico de los
alimentos. Del mismo modo, la necesidad de detectar y cuantificar estos compuestos en
muestras animales con la finalidad de estudiar su proceso de absorciéon y metabolismo, la gran
diversidad de compuestos fendlicos dispersos en los tejidos vegetales, asi como sus diferentes
estructuras quimicas, han traido consigo la necesidad de desarrollar un gran niumero de técnicas
analiticas para su identificacion y cuantificacion. Las primeras técnicas desarrolladas fueron
técnicas espectrofotométricas, que si bien tienen interés desde el punto de vista del control de
calidad, no aportan la suficiente informacién desde el punto de vista nutricional, por lo que ha
sido necesario recurrir a otras técnicas mas precisas, como las cromatogréficas, que permiten la
identificacion individualizada de cada uno de los polifenoles de interés nutricional (Martinez—
Valverde, 2000). Debido a que la presente tesis se dedica por completo al estudio de las
procianidinas, este apartado se centra en el analisis de estos compuestos desde un punto de
vista tanto cualitativo como cuantitativo. Los métodos utilizados para el analisis de procianidinas
se pueden dividir en tres categorias: métodos convencionales, métodos basados en efectos
bioldgicos y métodos cromatograficos.

Los métodos convencionales (como por ejemplo los ensayos colorimétricos) son rapidos
y baratos, ya que no son necesarios procedimientos de limpieza de la muestra, que por lo
general suelen ser muy tediosos. Sin embargo, poseen ciertos inconvenientes, como poca
especificidad para algunos grupos de compuestos, las reacciones raramente siguen un orden
estequiométrico y muchas variables de los disefios experimentales hacen imposible una
coleccién de datos proporcionados. Por otra parte, los métodos convencionales representan un
compromiso entre viabilidad y precision (Rohr, 1999).

Los métodos basados en efectos bioldgicos, enfocados con caracteristicas fisico-
quimicas especificas, son importantes para establecer una actividad biolégica potencial. Se cree
que las interacciones entre las procianidinas y las proteinas son responsables de la mayoria de
los efectos biolégicos, enolégicos y tecnoldgicos. De ahi que muchos métodos estén basados en
determinar las interacciones polifenol—proteina. Las interacciones entre los compuestos fendlicos
y proteinas especificas es un tema bastante estudiado. Se ha caracterizado recientemente la
inhibicién de la elastasa por extractos de espino (Shahat, 1996; Chatterjee, 1997). Sin embargo,
las procianidinas no solamente interaccionan con proteinas. Las reacciones con otros
biopolimeros como los carbohidratos, también son viables. Es posible que las propiedades
antioxidantes y la habilidad para unirse a iones metalicos sean las causantes de la forma de
actuar de estos compuestos. Existen algunos trabajos en los que se ha estudiado la eliminacion
de los radicales libres y el poder antioxidante de estos compuestos, que podria ser utilizado
como una alternativa a la quimica aplicada cominmente o a los métodos de precipitacion de
proteinas en el analisis de procianidinas (Aviram, 2000; Loft, 2000; Young, 2001).
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Debe hacerse hincapié en que los resultados obtenidos con métodos convencionales o
con los métodos basados en efectos bioldgicos, son totalmente empiricos. Teniendo en cuenta
los efectos heterogéneos de las matrices, la diversidad estructural de los compuestos fendlicos
analizados y los numerosos ensayos disefiados, quizas seria mas adecuado hablar de
estimacion de polifenoles en lugar de contenido. Estos dos tipos de métodos no son
convenientes durante el almacenamiento y procesamiento de las bebidas o durante el desarrollo
estacional de los tejidos de las plantas ya que esto produce cambios en los compuestos
fendlicos presentes en las muestras, de manera que al estudiar un determinado compuesto
fendlico, éste esta sujeto a cambios en su estructura que afectaran a su determinacion. Solo los
procedimientos cromatograficos son lo suficientemente especificos como para permitir la
determinacion individual de procianidinas. Es necesario e indispensable que el trabajo con las
muestras sea rapido y simple para mantener los compuestos fendlicos o menos alterados
posible.

1.5.1 Métodos convencionales

Existen numerosos trabajos que hablan sobre este tipo de métodos (Scalbert, 1992;
Waterman, 1994; Singleton, 1988; Delcour, 1988; Deshpande, 1986), pudiendo dividirse éstos
en tres categorias: ensayos colorimétricos basados en reacciones redox o en reacciones de
complejacién, ensayo de grupos funcionales y otros métodos, como por ejemplo, métodos
gravimétricos o volumétricos.

Para determinar el contenido en procianidinas de una muestra, suelen utilizarse los
ensayos de grupos funcionales especificos. A la hora de analizar el contenido polifendlico de una
muestra, primero habria que distinguir entre contenido en polifenoles y en "no" polifenoles de la
misma. Esta distincion deberia hacerse antes de utilizar un ensayo de determinacion de
compuestos fendlicos y después de realizar una precipitacion con proteinas, con Nylon 66 o
polivinilpirrolidona (PVPP). En términos generales, tanto lipidos como clorofilas deben eliminarse
de las muestras vegetales mediante una extraccion liquido-liquido antes de realizar un ensayo
colorimétrico (Porter, 1989). Hoy en dia el método mas utilizado para estimar el contenido total
de compuestos fendlicos en extracto de plantas, asi como en alimentos y bebidas es el método
de Folin-Ciocalteu. Sin embargo, algunos autores prefieren el método azul de prusia debido a
que presenta menos interferencias con compuestos que no son de origen fendlico como las
proteinas. Ademas, con este método, se puede calibrar con un estandar bien definido como el
azul prusiano. Los métodos gravimétricos se utilizan raramente para estimar los compuestos
fendlicos en la actualidad (Rohr, 1999).

1.5.1.1 Ensayos colorimétricos basados en reacciones redox y reacciones de
complejacion.

Este tipo de ensayos se basa en las propiedades 6xido—reductoras de los compuestos
fendlicos y en la capacidad de éstos para formar complejos con diferentes metales. El color
obtenido en los ensayos basados en reacciones redox dependera en gran medida del potencial
redox de los grupos fendlicos. Por ejemplo, utilizando el método azul de prusia se encontré una
diferencia de respuesta de aproximadamente 7 veces entre la quercetina y la hidroquinona.
Ademas, las reacciones de los fenoles con los reactivos Folin—-Denis y Folin—Ciocalteu son
estequiométricamente predecibles. El floroglucinol (representado en la figura 25) reacciona como
un monofenol, mientras que el catecol (ver también figura 25) reacciona como un difenol,
proporcionando el doble de color que el floroglucinol. La absorbancia molar de los polifenoles
oligoméricos es aproximadamente igual a la suma de los componentes monoméricos que lo
constituyen. Como término general, los productos tipo pirogallol (ver figura 25) son facilmente
oxidados. Los compuestos orto—difenoles (tipo catecol) son oxidados, mientras que los mono-y
meta—fenoles (tipo floroglucinol) y sus derivados metoxilados son menos susceptibles a la
oxidacion (Singleton, 1988).
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Figura 25. Estructura quimica del floroglucinol (1, 3, 5-trihidroxibenceno), pirogallol (acido pirogalico) y del catecol (1, 2—
di—hidroxibenceno).

El gran inconveniente de los ensayos basados en reacciones redox es que cualquier
compuesto que haya en la muestra susceptible de ser oxidado, también reaccionara. Algunos de
estos compuestos son el acido ascérbico, didéxido de sulfuro (en vinos), aminas aromaticas y
carbohidratos (Singleton, 1988; Scalbert, 1992). Los ensayos de formacion de complejos
metalicos son mas especificos que los ensayos redox ya que el color que adquieren los
complejos depende de un patron especifico de sustitucion en el anillo fendlico. Las
procianidinas, como se ha explicado anteriormente, forman quelatos con iones metalicos a
través de sus grupos orto—difendlicos de su anillo B (Slabbert, 1992).

1.5.1.2 Ensayos colorimétricos basados en los grupos funcionales.
Suelen utilizarse los siguientes ensayos: ensayo de la procianidina, ensayo de la

vainillina y ensayo de dimetilaminocinamaldehido (DMACA).

Ensayo de la procianidina

La degradacion acida es ampliamente utilizada en la identificacion de las procianidinas.
Al poner éstas en solucion acida, se rompen para formar carbocationes a partir de sus unidades
superiores, y flavan—-3—-oles de sus unidades inferiores. Inmediatamente, los carbocationes son
convertidos en antocianidinas mediante autooxidacién. La secuencia de reacciones que sufre la
procianidina B1 (dimero) al realizar este tipo de ensayo, se detalla en la figura 26. En el caso de
las procianidinas, se produce una coloraciéon roja, mientras que ésta sera naranja para las
propelargonidinas y malva, purpura y azul para las prodelfinidinas (Harborne, 1984).

Los flavan—3—oles monomeéricos solo pueden detectarse al comienzo de la reaccion o si
se utilizan condiciones medianamente acidas en el medio (Tits, 1992). Bajo las condiciones en
las que se realiza el ensayo de procianidina, los monémeros forman productos de color amarillo—
marronoso que puede influenciar en la medida de la absorbancia a la longitud de onda de
deteccion.

El rendimiento tedrico para un dimero es de un 50%, pero por ejemplo, para la
procianidina B2 es solo del 30%, o si se compara con su cuantificacion mediante HPLC, es de
un 13%. Las procianidinas con un mayor grado de polimerizaciéon producen mas antocianidina
que las procianidinas diméricas, ya que hay mas unidades susceptibles de ser convertidas en
carbocationes. De este modo, para un polimero de procianidina con un grado de polimerizacion
medio de 9.4, se obtiene un rendimiento de cianidina de un 58%. Los rendimientos tan bajos que
se obtienen se deben a reacciones laterales que llevan a la formaciéon de polimeros que no
absorben a una longitud de onda de 450 nm. Estas reacciones laterales son fruto del efecto
matriz. Algunos compuestos de extractos de madera contienen anillos aromaticos conjugados
que absorben a 550 nm., si la mezcla de reaccion es incubada durante mas de 15 minutos. Se
recomienda el uso de blancos en este tipo de ensayos (sustitucion del componente acido por
agua) (Waterman, 1994; Deshpande, 1986). Los resultados analiticos dependen en gran medida
del estandar utilizado en la preparacion de los patrones. Si se utiliza cianidina como estandar
(Waterman, 1994), los valores seran infraestimados ya que solo se produce un porcentaje de
pigmento rojo que absorbe a 550 nm. Las procianidinas purificadas son los mejores patrones
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para el ensayo de la procianidina (Deshpande, 1986). El problema estriba en que las
procianidinas oligomeéricas no estan disponibles a nivel comercial. Por otra parte, la pureza de
las procianidinas oligoméricas que pueden comprarse, como por ejemplo los polifenoles
Quebracho, es desconocida y no se garantiza una calidad determinada. Ademas, algunas de
estas procianidinas produce una curva de calibracién bifasica y el color obtenido en la reaccion
por parte de estas procianidinas decrece durante su almacenamiento (Waterman, 1994).

Procyanidin B1 OH /

HO.

OH

(+)-catechin

OH
OH
HO. 0
. 3 OH

OH o = 5

‘OH OH

OH
quinone methide carbocation
120,
HO

side reactions
i. e. attack by
nucloephiles

cyanidin

Figura 26. Secuencia de reacciones sufrida por la procianidina B1 en el ensayo de la procianidina (Rohr, 1999).
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Ensayo de la vainillina

Este ensayo se basa en la elevada reactividad de los compuestos fendlicos con los
aldehidos en medio acido. La reactividad de los nucleos floroglucinol con aldehidos se conoce
desde hace tiempo, siendo populares los procedimientos colorimétricos que utilizan
benzaldehidos sustituidos. EI mas utilizado es la vainillina (4—hidroxi—3—metoxibenzaldehido)
(Butler, 1982). Los aldehidos son protonados en su grupo carbonil-oxigeno en soluciones acidas
fuertes y forman carbocationes electroliticos. La electrofilidad en benzaldehidos substituidos se
reduce por deslocalizacion de la carga positiva. Asi, las reacciones solo ocurren con compuestos
que poseen un patrén tipo floroglucinol o resorcinol (Goldstein, 1963; Geiger, 1985). Los
sustituyentes pueden ser grupos hidréxidos o alcoxidos, mientras que los grupos que atraen
electrones (como por ejemplo los carbonilos) reducen considerablemente su reactividad (Geiger,
1985). La secuencia de reaccion de condensacion de la vainillina con (-)-epicatequina se
representa en la figura 27.

Sarkar y Howarth (1976) han estudiado detalladamente los prerequisitos estructurales
para la reaccion de la vainillina en acido sulfarico al 70%, encontrando que la reacién se limita a
flavonoides que poseen grupos hidroxilo en el anillo A con orientaciéon meta—, un simple enlace
C2-C3, ninguna funcién carbonilo en C4 y un grupo hidroxilo libre en C7. De esta manera, la
reaccion es altamente especifica para un estrecho rango de flavanoles. Los polifenoles
Quebracho, que son utilizados frecuentemente como estandar en otros métodos convencionales,
solo producen una pequefia coloracién (Scalbert, 1992).

Por otra parte, los polifenoles hidrolizables no dan reaccion. Sin embargo, algunos
anillos heteroaromaticos ricos en electrones (como por ejemplo pirrol o indol), algunas
dihidrocalconas (como floretina y florizina) y algunos floroglucinoles basados en florotaninos,
reaccionan positivamente con la vainillina (Geiger, 1985; Sarkar, 1976). Las antocianidinas
pueden interferir sustancialmente en el ensayo de la vainillina, hecho que debe ser corregido por
sustraccién con un blanco (Deshpande, 1986; Sarkar, 1976; Broadhurst, 1978). La reaccion de
condensacion entre la vainillina y los compuestos fendlicos tiene lugar en las posiciones 6 u 8.
La posicién 6 del esqueleto flavano esta favorecida porque esta generalmente menos impedida
estéricamente que la posicion 8.

En contraste con el ensayo de procianidinas, la reaccion de condensacién se da sin
producir depolimerizacion de las procianidinas (Sarkar, 1976). En consecuencia, los monémeros
también reaccionan y pueden obtenerse una multitud de diferentes colores dependiendo de la
complejidad de la muestra. Las absorbancias de las muestras estan influenciadas por el patrén
de sustitucion de la reaccion de condensacion en el anillo. Los productos de condensacion de
los nucleos de floroglucinol muestran una absorbancia maxima en torno a 500 nm., mientras que
los nucleos de resorcinol y de pirogallol proporcionan una absorbancia maxima en torno a 520
nm., (Goldstein, 1963). La cinética de la reaccién del ensayo de vainillina depende de la
estructura quimica de la muestra. Para la (+)-catequina, la reaccion se termina tras 7 minutos,
mientras que el extracto de la madera incrementa el tiempo de reaccién hasta 100 minutos
(Rohr, 1999). El ensayo de la vainillina es mas sensible que el ensayo de la procianidina
(Leukel-Lenz, 1988).

Da Silva et al. (1988), mencionan las siguientes condiciones para que el ensayo de
vainillina produzca resultados 6ptimos, como es utilizar acido sulfurico con una normalidad
comprendida entre 1.8-9N o bien, 20-25% v/v, un tiempo de reaccion de 15 minutos para
mondémeros (como catequina y epicatequina) y de 10 para oligdbmeros y polimeros de
procianidina y una temperatura comprendida entre 25-35°C para los primeros y temperatura
ambiente para los segundos. Asimismo, el contenido en agua de la muestra debe ser bajo (ya
que de lo contrario se produce una disminucién de la absorbancia) y la concentracion de
vainillina éptima es en torno a 10-12 g/L. La absorbancia (que disminuye por efecto de la luz
directa sobre la reaccion) de los productos formados durante el ensayo se mide a 500 nm. La
clorofila y el &cido ascérbico son compuestos que interfieren en esta reaccion.
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Figura 27. Condensacién de la vainillina con (—)—epicatequina (Rohr, 1999).

Ensayo del dimetilaminocinamaldehido (DMACA)

La utilizacion de este reactivo para una determinacién colorimétrica de flavanoles y
procianidinas fue realizado por primera vez por Thies y Fisher en 1971, aunque el primer
protocolo lo realiz6 Mc Murrough y Mc Dowell para purificar extractos de cebada y lupulo
(Humus lupulus) (Mc Murrough & Mc Dowell, 1978). El esquema de esta reaccidn se representa
en la figura 28.

De nuevo, la reactividad de las procianidinas reside en la hidroxilacion en las posiciones
5y 7 del anillo aromatico A, un enlace simple C2-C3 y la falta de una funcién carbonilo en C4. El
reactivo DMACA solo reacciona con unidades terminales aunque los valores de absorbancia
molar para mondmeros, dimeros y trimeros son de la misma magnitud (Mc Murrough, 1978).
Algunos autores sugieren que las absorbancias dependen de la estereoquimica entre los
carbonos C2—-C3 (Vivas, 1994).

En contraposicion con lo que ocurre en la reaccion de la vainillina, los compuestos con
una configuracion 2—-3—cis— muestran una reactividad mayor en ensayo con DMACA que los
compuestos 2-3—-trans—. De esta forma, la (-)—epicatequina da una respuesta de color mas
elevada que la (+)-catequina. Estos resultados también fueron confirmados para dimeros como
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la procianidina B4 y la B2, mostrando unos valores de absorbancia mayores que todas las
procianidinas de configuracion trans— como la B3 (Treutter, 1994).

H,C

\

/N4©70H =CH-CHO
H,C

3

p-dimethylamino-
cinnamaldehyde

H,C
\ +
/NOCH =CH-CH=0OH
H,C

+ (-)-epicatechin

-H,0

HO CH-CH=CH

e OH
HO “

\\\\‘\

OH
OH
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condensation
product

Figura 28. Condensacién del DMACA con (—)—epicatequina (Rohr, 1999).

Igual que ocurre en el ensayo de la vainillina, las dihidrocalconas, el indol, el
floroglucinol, el resorcinol, entre otros muchos compuestos, pueden formar productos de
condensacion con DMACA, absorbiendo éstos a 640 nm (Treutter, 1994). Los aminoacidos
aromaticos y algunos flavonoides que poseen un grupo carbonilo en C4 (naringina y
naringenina) muestran una débil reactividad. Todas estas evidencias, parece que llevan a la
conclusién de que el ensayo con DMACA es mas especifico que el ensayo con vainillina. La
mayor ventaja del ensayo DMACA con respecto al ensayo con vainillina es su mayor
sensibilidad. Asi, en el analisis de legumbres, el reactivo DMACA es 5 veces mas sensible que el
reactivo vainillina. Otra ventaja del ensayo DMACA es que es mas facil de realizar que el ensayo
de vainillina, ya que los experimentos pueden llevarse a cabo a temperatura ambiente sin la
necesidad de un control riguroso de la temperatura. La presencia de interferencias en las
muestras afecta menos al ensayo DMACA que al ensayo con vainillina. El patron mas utilizado
en los ensayos que utilizan DMACA es la (+)—catequina (Treutter, 1994).
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1.5.2 Métodos basados en efectos bioldgicos: precipitacién con proteinas

La reaccion de precipitacion de los polifenoles con proteinas depende de la
concentracion y de la estructura de los compuestos utilizados en este ensayo, del pH del medio
de reaccion, asi como de la presencia de modificadores (Scalbert, 1992; Waterman, 1994).
Diferentes estudios sobre la reaccion de precipitacion en solucion muestran que la afinidad de
las proteinas por los polifenoles varia en algunos 6rdenes de magnitud (Sun, 1990; Cheynier,
1992; Waterman, 1994). Las procianidinas poseen una elevada afinidad por proteinas ricas en
prolina, siendo la seroalbumina bovina (BSA) la proteina mas utilizada en estos ensayos de
precipitacion.

El mecanismo de unién se basa en enlaces por puente de hidrégeno y en interacciones
hidrofébicas (Sun, 1990). La atraccion electrostatica es improbable en el caso de las
procianidinas ya que los grupos hidroxilo del anillo fendlico solo se ionizan a un pH muy alcalino.
La reaccion de precipitacion solamente es posible si existe un determinado niumero de grupos
hidroxilo por molécula que permitan el nimero suficientes de "crosslinkings". La afinidad de las
procianidinas para las proteinas resulta ser proporcional al numero de grupos orto—difenoles y
aumentan con el numero de uniones 43—6 y con el nimero de sustituyentes galoilados
(Waterman, 1994; Cheynier, 1992). En esta reaccion, los polimeros precipitan en primer lugar,
mientras que las unidades de menor tamafio permanecen en solucién (Prieur, 1994). Se pueden
formar complejos solubles polifenol-proteina con polifenoles de alto peso molecular, lo cual se
demuestra por el hecho de que se necesita una concentraciéon umbral de polifenoles para
efectuar la precipitacion (Waterman, 1994). EI minimo grado de polimerizacidon necesario para
causar desnaturalizacién de proteinas es de 6. Por tanto, los monémeros y los oligébmeros de
bajo peso molecular no deberian precipitar, pero pueden ser coprecipitados con compuestos de
peso molecular mas elevado. Todos estos resultados evidencian que el ensayo basado en la
precipitacion por proteinas es poco idoneo si se quiere cuantificar las procianidinas oligoméricas.

1.5.3 Métodos cromatoqréaficos.

A continuacion se describen los métodos cromatograficos mas utilizados en el andlisis
de los compuestos fendlicos.

1.5.3.1 Cromatografia de gases.

La cromatografia de gases solamente ha sido utilizada con éxito en el andlisis de
dimeros en muestras de cerveza. Es inevitable la derivatizacion para mejorar la volatilidad de
estos compuestos. Uno de los grandes inconvenientes de la aplicacién de esta técnica al analisis
de polifenoles es que los oligdbmeros de alto peso molecular son menos volatiles y su resolucion
en los cromatogramas no mejoran los obtenidos por HPLC utilizando deteccién a 280 nm.
Ademas la derivatizacién en matrices complicadas puede no ser cuantitativa o reproducible
(Rohr, 1999).

1.5.3.2 Cromatografia en capa fina.

Para el analisis cualitativo de las procianidinas se suele utilizar la cromatografia en capa
fina sobre silica utilizando un solvente compuesto por tolueno/acetona/acido férmico (solvente
TAF). Mediante esta técnica se pueden separar mondémeros y oligdmeros en funcién de su peso
molecular, hasta un maximo de hexameros o heptameros. Sin embargo, los estereoisomeros
son apenas distinguibles (Lea, 1979; Baoshan, 1998). La tincién de la placa cromatografica con
vainillina permite obtener diferentes manchas rojas correspondientes a los diferentes
compuestos fendlicos existentes en la muestra (Vanhaelen—Fastre, 1989)
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1.5.3.3 Cromatografia liquida de alta resolucién (HPLC).

La cromatografia liquida de alta resolucion es la técnica mas utilizada en el analisis de
procianidinas. La utilizacion de esta técnica en fase normal permite la separacién de las
procianidinas segun su grado de polimerizacion y solo suele utilizarse para analisis cualitativos.
La fase estacionaria escogida suele ser la silica (Rigaud, 1993; Santos—Buelga, 2000). En estas
condiciones, las procianidinas son eluidas por orden creciente de pesos moleculares.
Generalmente, suele ocurrir una deriva considerable de la linea base. Se han llegado a detectar
pentameros en cacao y heptameros en zumo de manzana (en este caso utilizando una columna
cyano). Utilizando las condiciones cromatograficas descritas por Rigaud et al.(1993), se pueden
detectar monémeros flavan—3—oles y algunos oligémeros (Rigaud, 1993).

Sin embargo, el método mas habitual de separar las procianidinas es mediante la
cromatografia liquida de alta resolucion en fase reversa. No obstante, la resolucién solamente es
posible hasta un nivel de tetramero. Las razones por las cuales las procianidinas de elevado
peso molecular no son detectadas son multiples: la capacidad de pico de la fase estacionaria
estd saturada en muestras complejas, las concentraciones de los compuestos individuales
decrece ya que el numero posible de isbmeros aumenta cuando aumenta el grado de
polimerizacion y la sensibilidad de la deteccion es insuficiente (Revilla, 1989). Generalmente, las
muestras de procianidinas son cromatografiadas en sorbentes C18. Suelen utilizarse columnas
C18 en el analisis de vinos y de tejidos de uva porque se obtienen menores tiempos de
retencion, aunque para el analisis de tejidos de manzana, zumos y sidras suelen utilizarse
columnas C6. El eluyente debe contener un acido para suprimir la ionizacion de los acidos
fendlicos. Los gradientes utilizados suelen comenzar con un gran porcentaje de la fase acuosa
(generalmente 80-100%) y como componente organico de los eluyentes suele utilizarse
metanol, acetonitrilo y acido acético. En el caso del analisis de las procianidinas del espino se
utiliza tetrahidrofurano (Treuter, 1994).

Una de las caracteristicas tipicas de los cromatogramas de las muestras de
procianidinas es la presencia de hombros no resueltos y la aplicacién de largos gradientes
lineales, que como minimo aumenta o causa deriva en la linea base (Rohr, 1999). Las
procianidinas de bajo peso molecular que se obtienen como picos individuales en fase reversa,
no eluyen segun su grado de polimerizaciéon. Los factores que influyen en los tiempos de
retencion son: estereoquimica, sustitucion en el anillo B, peso molecular y la polaridad total. Las
procianidinas tipo pirogallol eluyen mas rapidamente que las procianidinas de tipo catecol debido
a su mayor polaridad. La (-)—epicatequina y sus oligdbmeros eluyen mas tarde que los derivados
de (+)-catequina (Rohr, 1999). Ademas, las procianidinas con enlaces 4—6, asi como las
procianidinas doblemente unidas, poseen tiempos de retencién mas altos que las procianidinas
con enlaces 4—8. Los dimeros y trimeros con una unidad (+)—catequina terminal eluyen antes
que sus procianidinas analogas que posean una (—)—epicatequina terminal (Dumon, 1990). Sin
embargo, el orden de elucidn de las procianidinas diméricas y triméricas (C1 y C2) se mantiene
sorprendentemente constante, independientemente del tipo de eluyente &cido y fase
estacionaria utilizada. Por otra parte, los tiempos de retencién de las procianidinas B1, B4 y C1
estan mas afectados por los cambios en el sistema cromatografico que el resto de procianidinas
(Rohr, 1999). Del mismo modo, el comportamiento cromatografico de las procianidinas también
se ve afectado por la concentracion de la muestra inyectada. Cuando se afiaden a una columna
C18 cantidades elevadas de la fraccion procianidina, los picos generados por éstas en el perfil
de elucidon cambian hacia tiempo de retencion menores. Este efecto provocado por la
concentracion es reversible, pudiendo deberse a la formacién de complejos polares de
oligbmeros pequefios consigo mismos 0 con compuestos de elevado peso molecular (Rohr,
1999).

La utilizaciéon de un patrén interno es dificil, ya que los cromatogramas suelen salir muy
poblados de picos. Por tanto, son pocos los métodos que incluyen la adicion de un patrén
interno, aunque, por ejemplo, el acido procatecuico (5 mg/L) se utiliza como patrén en el analisis
de cerveza, cebada y lupulo utilizando deteccién electroquimica, el o—naftol (3.2 mg/L) en el
analisis de zumo de manzana utilizando deteccion ultravioleta a 220 nm y por ultimo
epigalocatequina—3—galato peracetilada en el anadlisis de procianidinas peracetiladas en
muestras de manzana utilizando deteccion ultravioleta a 280 nm (Rohr, 1999).
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Los principales métodos de deteccion utilizados para la identificacion y la determinacion
cuantitativa de procianidinas son: deteccion UV/DAD, deteccion electroquimica y deteccion por
espectrometria de masas (Rohr, 1999; Santos—Buelga, 2000). En el caso de la deteccion
UV/DAD (deteccion ultravioleta y Diode Array), el espectro de absorbancia de los compuestos
fendlicos consiste en dos bandas que muestran un maximo entre 230-240 nm y en 270 nm.
Puede darse el caso de que aparezca una tercera banda entre estos dos maximos, siempre que
los substituyentes estén conjugados con el anillo aromatico (como por ejemplo, acido galico). La
maxima absorbancia a una determinada longitud de onda depende del nimero, posicién y tipo
de substituyentes adicionales en el anillo. Por ejemplo, la sustituciéon orto— y meta— tiene por
resultado un cambio batocrémico. Las procianidinas poseen un maximo a 280 nm. La galoilacién
lleva también a un cambio hipsocrémico, ademas de a un ensanchamiento de las bandas que
puede ser utilizado para distinguir formas acetiladas de no acetiladas (Rohr, 1999).

Habitualmente, las procianidinas se identifican facilmente en los cromatogramas con la
ayuda de un detector UV/DAD, aunque, otros compuestos presentes en la muestra podrian
apreciarse mejor que éstas, debido a que los coeficientes de absorcion molar de las
procianidinas a 280 nm son relativamente bajos si se comparan con los coeficientes de
absorcion molar de acidos fendlicos u otros flavonoides, tal y como se detalla en la figura 29.
Una posible solucién a esta baja sensibilidad a 280 nm es la cuantificaciéon de las procianidinas a
220 nm hecho que ya ha sido utilizado en el andlisis de zumos de manzana (Rohr, 1999). En la
serie (+)—catequina, procianidina B2 (dimero), procianidina C1 (trimero) y un tetrdmero, las
absorbancias molares decrecen, siendo un inconveniente para la deteccién UV/DAD en el
analisis de procianidinas (Rohr, 1999; Martinez—Valverde, 2000).
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(+)-catechin 3038
caffeic acid 8368
100 4 chlorogenic acid 7789
. Quercetin 6971
i k id 7262
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= ot ik spiraeosid 7938
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Figura 29. Espectro de absorbancia UV de un mondmero flavan—3-ol, acidos fendlicos y flavonoides.
Espectros: A = catequina; B = acido caféico; C = quercetina; D = hyperoside; E = vitexina.
Tabla: Absorbancia para soluciones de compuestos referencia 1mM a 280 nm, calculados a partir de datos de HPLC.
(Adaptado de Rohr, 1999.)
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El hecho de que las absorbancias molares de las procianidinas oligoméricas son
raramente la suma de las absorbancias molares de los monémeros que las forman, ha llevado a
la utilizacion de monémeros de referencia como patrones para realizar ensayos cuantitativos,
como la (—)—epicatequina. La cuantificacion en términos de equivalentes de mondémero es una
practica extendida, como por ejemplo en el analisis de manzana, zumo de manzana, vino
blanco, vino tinto, mostos, tejidos de uva, cerveza, etc.

La utilizacién de factores de calibracion es un intento de corregir las diferencias
existentes en las absorbancias molares. Esta aproximacion se ha escogido para la
determinacion cuantitativa de procianidinas en tejidos de uva utilizando (+)-catequina y en vinos
tintos utilizando procianidina B2 (y C2-2'-O-galato) (Santos—Buelga, 2000). El gran
inconveniente de este procedimiento de cuantificacion es que las condiciones experimentales
(como por ejemplo, las cromatograficas) deben permanecer inalteradas, lo cual es, en
ocasiones, dificil de conseguir (Rohr, 1999).

Otro método utilizado para la identificacion y determinacion cuantitativa de las
procianidinas es la deteccion electroquimica, donde las moléculas son oxidadas o reducidas por
un potencial eléctrico generado entre dos electrodos. Los electrones, que son intercambiados
sobre la superficie del electrodo de trabajo, producen una corriente que se puede medir y que es
proporcional al numero de moléculas reactivas (Roston, 1981). ElI comportamiento
electroquimico de los compuestos puede estudiarse con la ayuda de voltamogramas que
proporcionan informaciéon sobre la respuesta de corriente que se genera al aplicar un
determinado potencial. Dependiendo de la organizacion experimental, se puede distinguir entre
voltamogramas hidrodinamicos o ciclicos (Rohr, 1999).

En el caso de los voltamogramas hidrodindmicos, se selecciona un potencial para cada
compuesto. Este tipo de voltamogramas es especialmente indicado para compuestos impuros o
para compuestos que solamente estan disponibles en pequefas cantidades. La utilizacién de un
gradiente de elucion en la fase moévil puede modificar la linea base obtenida en los
cromatogramas (Madigan, 1994; Lunte, 1988). La figura 30 muestra ejemplos de voltamogramas
hidrodinamicos de procianidinas y acidos fendlicos.
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Figura 30. Cromatogramas hidrodinamicos de procianidinas y acidos fendlicos.
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Por otra parte, en los voltamogramas ciclicos, la fase movil riega continuamente la celda
junto con una solucion de analito, mientras el potencial varia gradualmente. En este caso, el uso
de una deteccion electroquimica en modo dual da la oportunidad de acceder reversiblemente a
reacciones redox. La forma de las curvas resultantes depende de las propiedades
electroquimicas del analito y también de la geometria de la celda, la condicién de los electrodos,
el flujo utilizado, etc (Lunte, 1988; Roston, 1981; Hayes, 1987).

En la deteccion electroquimica, los orto—difenoles son oxidados mas facilmente a sus
respectivas quinonas que los meta—difenoles, hecho que ha sido confirmado registrando
voltamogramas de (—)—epicatequina. En este caso, tienen lugar dos reacciones diferentes: la
primera es la responsable de la oxidacion del anillo B de los orto—difenoles y la segunda, a un
potencial mas elevado, representa la oxidacion del anillo A de los meta—difenoles. Asimismo, la
oxidaciéon del anillo B resulta ser reversible, mientras que la del anillo A es irreversible. La
oxidacién del anillo B tiene lugar a potenciales comprendidos entre +0.49V y +0.6V, mientras
que la oxidacion del anillo A ocurre a entre los potenciales +0.8V y +0.85V. Ademas, la
reduccion del anillo B de la quinona tiene lugar cuando el potencial utilizado se encuentra entre
+0.3V y +0.46V (Lunte, 1988; Hayes, 1987). Por regla general, La respuesta generada por los
mondémeros (facilmente oxidables) en la deteccion electroquimica es siempre mayor que la
respuesta generada por las procianidinas oligoméricas (Chiavari, 1987).

La selectividad de la deteccidn electroquimica puede mejorarse utilizando dos electrodos
(dual-mode detection). Basicamente se utilizan dos combinaciones diferentes: dos celdas
amperométricas y la combinacion de una celda culombimétrica con una celda amperométrica. La
diferencia entre estos dos tipos de celda es que en la celda amperométrica solamente reacciona
con una fraccién de los analitos eluidos, mientras que en la celda culombimétrica los analitos (y
todos los demas compuestos eluidos) son cuantitativamente convertidos en funcién del potencial
de trabajo (Madigan, 1994; Roston, 1981).

La sensibilidad en la deteccion electroquimica es superior a la deteccion UV (Roston,
1981) aunque algunos autores colocan a ambas en el mismo orden (Lunte, 1988). Este hecho
puede reflejar otra vez la dependencia de la respuesta del detector con la condicion y el tipo de
electrodos por una parte, y el tipo de celda que posee el detector por otra. En el caso de la (—)-
epicatequina, se obtiene un limite de deteccién del rango de picomolar en detectores dual-mode
(Lunte, 1988), mientras que sin utilizar este tipo de detectores, los limites de deteccién obtenidos
para la (+)—catequina, (—)—epicatequina y procianidina B2 es de 0.1 mg/L (Madigan, 1994). Por el
contrario, el mayor inconveniente de la deteccién electroquimica es que posee menor
selectividad que la deteccion UV/DAD. Los flavonoides y los acidos fendlicos son facilmente
oxidables a potenciales de trabajo elevados (sobre 1.0 V) que suelen utilizarse en el analisis de
procianidinas. La diferenciacion entre procianidina y no procianidina en una deteccion
electroquimica en single—-mode se basa simplemente en los diferentes tiempos de retencion. Si
se aplica un modelo de deteccion dual, se aumenta la selectividad, pero las agliconas de los
flavonoides, con una mitad orto—difenol, muestran un comportamiento electroquimico similar a
las procianidinas. Aunque los voltamogramas son especificos para las procianidinas, la recogida
de solo dos respuestas a dos potenciales diferentes en modo dual no da la suficiente
informaciéon para que sea aplicada con éxito en el andlisis de matrices complejas (Chiavari,
1987).

Por otro lado, un método de identificacién de procianidinas que se esta utilizando
ampliamente en los ultimos afios es la deteccion mediante espectrometria de masas. En este
tipo de deteccion, los compuestos separados mediante cromatografia liquida de alta resolucion
son introducidos en un espectrometro de masas donde estos compuestos son detectados en
funcion de su relacion carga—masa (m/z). Existen diferentes interfases en el mercado para
conectar un aparato de HPLC con el espectrometro de masas y producir las especies idnicas
correspondientes. Comunmente, suelen utilizarse atomizadores calientes APCI (atmospheric
pressure chemical ionization) y electrospray o ionspray (ESP, ISP) como interfases mas
utilizadas. Ademas de diferentes variables experimentales (como por ejemplo la composicion del
eluyente, el modo de ionizacion positiva o negativa), el tipo de interfase posee una enorme
influencia en la ionizacion de los compuestos eluidos. La deteccién de masas se lleva a cabo
principalmente utilizando un espectrometro de masas cuadrupolo. Si se conectan tres
cuadrupolos en serie, pueden producirse fragmentos de iones adicionales de una determinada
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especie i6nica (técnica LC-MS-MS) (Niessen, 1992). La mayoria de los estudios realizados se
han llevado a cabo con interfase de termospray en el modo de ionizacién positiva. La ionizacién
por termospray no es muy sensible (Kiehne, 1996). En el caso de las procianidinas, se ha
obtenido un limite de deteccién de 1 yg (Roeder, 1995), aunque no existen datos disponibles
sobre los limites de deteccion de las procianidinas con otras interfases. Actualmente, la
utilizacion de la cromatografia liquida de alta resolucion con deteccion de fotodiodo array y
acoplado a un despectrometro de masas se ha utilizado para la cuantificacién de flavonoles,
flavonas y flavononas en alimentos. En esta técnica, las areas de pico de cada uno de los
compuestos a investigar se emplean para la cuantificacién, mientras que el detector de masas
se utiliza para aumentar la especificidad del método (Justesen, 1998).

Si se utiliza una interfase de termospray en un modo de ionizacién positivo, se generan
pequefias cantidades de iones moleculares protonados a partir de procianidinas. Esto se cumple
hasta un grado de polimerizacién de tres. La fragmentacion suele ocurrir por la rotura de los
enlaces interflavanicos. Ademas, se genera una secuencia de iones de los cuales el monémero
protonado (m/z = 291) generalmente constituye el pico base. Un manera facil de obtener
informacion sobre el peso molecular de una muestra es utilizar el modo de ionizacién negativo.
Es entonces, cuando se obtienen fragmentos monoméricos y oligoméricos en pequenas
cantidades, indicando que el enlace interflavanico es labil en este modo de ionizaciéon. Pueden
llegar a obtenerse iones moleculares de un nivel de polimerizacion de 7 con un modo de
ionizacién negativo con off-line FAB-MS (fast atom bombardment). También es posible la
caracterizacion de series completas de procianidinas con un grado de polimerizacion
comprendido entre 4 y 17, si se utiliza una técnica de ionizacion electrospray (ES) en modo
negativo. En este ultimo caso, algunas especies idnicas pueden estar doblemente cargadas
(Rohr, 1999).

Lin et al. (1993), estudiaron la rotura del anillo heterociclico de las procianidinas y
flavanoides en experimentos de disociacion inducida por colision con una interfase de
termospray. La pérdida de un fragmento de masa 138 u (unidades de masa) se utiliza para
identificar procianidinas en matrices complejas. También tiene lugar la pérdida de un fragmento
de 152 u tanto en procianidinas como en el resto de flavonoides. La pérdida de este fragmento
es consecuencia de una fision retro-Diels-Alder del anillo heterociclico, hecho que es conocido
como una tipica reaccién de las procianidinas en ambos modos de ionizacién de experimentos
FAB-MS, tal y como indica la figura 31.

OH
HO O
“ OH
“6H
OH \
OH
HO (0]
OH
CH2
OH OH
miz 139 u152

Figura 31. Fision retro-Diels-Alder del anillo pirano de (—)—epicatequina. Ejemplo: interfase APCI, modo de ionizacion
positivo. Adaptado de Rohr, 1999.
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Las procianidinas mondmeros y flavonoles que poseen un grupo funcional oxigenado en
posicion C3 pierden un fragmento de 123 u (representado en la figura 32), mientras que la
pérdida de un fragmento de 165 u se corresponde con flavan—3—oles y flavanonas. No se
observa estas perdidas de fragmentos en flavonas y flavonoles (Lin, 1993).

La ventaja de utilizar la deteccién LC—MS sobre la deteccién UV o la electroquimica es la
tremenda selectividad de esta técnica. El analisis por LC-MS proporciona una informacion
inequivoca sobre el grado de polimerizacién de las procianidinas eluidas. Ademas, los espectros
de masas son mucho mas caracteristicos que los espectros UV. Las procianidinas galoiladas,
por ejemplo, son detectadas facilmente por la existencia de un fragmento de masa
correspondiente al acido galico (170 u). Incluso es posible distinguir entre procianidinas del tipo
A y B, las cuales poseen una diferencia de masa de 2 unidades. Sin embargo, esta
diferenciacion no es facil de conseguir en matrices complejas con un espectro de masas de
primer orden. La deteccion deberia realizarse en modo de ionizaciéon negativo porque los iones
pseudo—moleculares suelen ser, generalmente, mas estables en este modo que en el modo de
ionizacioén positivo (Rohr, 1999).
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Figura 32. Rotura del enlace interflavanico de la procianidina B2 y del anillo heterociclico de la (—)—epicatequina.
Ejemplo: interfase APCI, modo de ionizacion positivo.

Por el contrario, existen algunas limitaciones a la deteccion con MS. Por una parte, es
imposible diferenciar entre diasteroisémeros como la (+)—catequina y la (—)—epicatequina y, por
otra parte, no se puede determinar la configuracién del enlace interflavanico.

Finalmente, debe destacarse que aunque existen multitud de métodos para la
cuantificacion de procianidinas, no existe un unico procedimiento que pudiésemos denominar
"procedimiento estandar". Las razones son numerosas debidas a la complejidad y a las
caracteristicas fisico—quimicas de esta clase de productos naturales.
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2. SINTESIS DE PROCIANIDINAS

"el vino es la vida para el hombre si se bebe con moderacion. ¢Qué vida es la de los
gue del todo carecen de vino?. Fue creado para alegria de los hombres. Alegria del
corazon y bienestar del alma es el vino bebido a tiempo y con sobriedad"
Eclesiastico 31, versiculo 32—-36.






SISTESIS DE PROCIANIDINAS RADIACTIVAS

<&

2.1 Introduccioén

Los compuestos fendlicos presentes en el vino mas estudiados durante los ultimos afos
son las procianidinas. Dentro de éstas, el grupo con el que mas ampliamente se esta trabajando
son las procianidinas de la serie B (dimeros de (+)—catequina y (-)—epicatequina). La descripcion
y caracterizacion de las procianidinas de estructuras de condensacién elevadas es compleja al
aumentar el grado de polimerizacién, ya que el nimero de posibles formas esteroisémeras
existentes crece considerablemente, asi como su grado de similitud quimica. Este hecho
complica enormemente el proceso de aislamiento de estos compuestos.

Se conocen muchos de los efectos bioldgicos desempenados por las procianidinas,
aunque es necesario avanzar mas en el estudio de la biodisponibilidad de estos compuestos.
Este tipo de estudios presentan grandes dificultades debido a la no comercializacién de las
procianidinas en sus diferentes grados de condensacion, ya que solamente se comercializan
monomeros flavan—3—oles (como catequina y epicatequina) y algunas procianidinas diméricas
de la serie B (como es el caso de la procianidina B2). Ademas, ninguna casa comercial fabrica
los compuestos mencionados anteriormente con marcaje radiactivo, hecho que complica aun
mas el estudio de la biodisponibilidad de las procianidinas.

Este hecho hace necesario el estudio de las posibles formas existentes de marcaje
radiactivo de estos compuestos. En este sentido, es interesante el estudio de la biosintesis de
las procianidinas por parte de las plantas, poniendo especial énfasis en las rutas biosintéticas
implicadas en ello, asi como en las enzimas y precursores que son esenciales para que la planta
sintetice estos compuestos. Del mismo modo, también posee una gran importancia el
conocimiento de la reactividad quimica de las procianidinas con la finalidad de encontrar algun
compuesto capaz de reaccionar con éstas para formar un enlace estable. En este caso, la
utilizacion de un compuesto quimico marcado radiactivamente podria facilitar el marcaje
radiactivo de las procianidinas. Por esta razén, se estudia a continuacion la biosintesis de las
procianidinas en las plantas y posteriormente la reactividad quimica de estos compuestos.

2.1.1 Biosintesis de las procianidinas

El término de procianidina (también llamadas proantocianidinas) surge originalmente de
la observacion de que cuando se calientan estos compuestos en acido mineral, las procianidinas
dan origen a pigmentos antocianidina. Por consiguiente, es una idea errénea la tendencia
existente a creer que las procianidinas son los precursores biosintéticos de las antocianidinas
(Grotewold, 1994). La secuencia de reacciones enzimaticas implicadas en la biosintesis de
procianidinas es comun con la via implicada en la biosintesis de las antocianinas. Los
flavonoides son compuestos sintetizados por las plantas a partir de precursores derivados de
acetato y fenilpropanoide, y juegan un papel importante en el crecimiento y desarrollo de la
planta, asi como en la defensa contra microorganismos y plagas (Dixon, 1999). Tanto la
biosintesis de antocianidinas como la de procianidinas han sido extensamente estudiadas
(Hergert, 1989; Stafford, 1990; Forkman, 1993; Helen & Forkman, 1993; Martin & Gerats, 1993;
Porter, 1993; Holten & Cornish, 1995; Mol, 1998).

Las enzimas implicadas en la via de sintesis de las procianidinas se han establecido a
nivel de catequina para Hordeum vulgare (cebada; Kristiansen, 1986 y 1986) y para Onobrychis
viciifolia (Tanner & Kristiansen, 1993). Se han clonado la mayoria de los genes que codifican
para las enzimas cataliticas y las proteinas reguladoras de la via de sintesis de las
antocianidinas del grano y de algunos tejidos del maiz mediante mutagénesis de transposones y
posteriormente de otros tejidos mediante homologia con las secuencias ya conocidas (Holten &
Cornish, 1995).

La biosintesis de la catequina deriva de la condensacion entre tres moléculas de
malonil-CoA con una molécula de cumaroil CoA, interviniendo en esta etapa la enzima calcona
sintasa (CHS), para formar una calcona que, tras la accién de diversas enzimas (ver figura 33)
dara lugar a una leucocianidina. Todas estas reacciones tienen lugar en el citoplasma de la
célula vegetal, donde la leucocianidina formada puede evolucionar de tres formas diferentes: por
una parte, puede dar lugar a una antocianidina por accidon de la enzima antocianina sintasa
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(ANS), que a su vez, y por mediacion de la enzima flavanol-UDP—glucosil transferasa (FGT)
proporciona antocianina que es convertida a antocianina—glutation mediante la accién de la
enzima glutation—S—transferasa (GST). La antocianina—glutatién formada puede entrar dentro de
la vacuola a través de una bomba transmembrana de glutation (GSH). Por otro lado, la
leucocianidina podria pasar desde el citoplasma al interior de la vacuola a través de un
transportador intervacuolar (LC?) de flavan—-3, 4—diol. Finalmente, por accion de la enzima
leucocianidina reductasa (LAR), la leucocianidina puede ser convertida en catequina que
mediante un transportador de membrana de unidades flavan—3—-ol (C?), pasa desde el citosol al
interior de la vacuola donde puede reaccionar con otras unidades monoméricas para formar
dimeros, trimeros, etc., sintetizando finalmente procianidinas oligoméricas.

3 x Malonyl CoA Coumaroyl CoA
............... ’
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Cytoplasm V
Naringenin chalcone
CHI
%
Naringenin
F3'H
MYC (SniIB) v Legume MYC
and Eriodictyol
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,,,,,,, F3H
................... v
..................... Dihydroquercetin
............................... > DFR 4 ’
v LAR
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Figura 33. Subcelular compartmentalisation and control of (pro)anthocyanidin biosintesis. The intracellular localisation of
the intermediates of anthocyanidin and proanthocyanidin biosynthesis are shown with the known enzymes: chalcone
syntase (CHS), chalcone isomerase (CHI), flavonoid—3'—hydroxylase (F3'H), flavanone-3-hydroxylase (F3H),
dihydroflavanol reductase (DFR), leucoanthocyanidin reductase (LAR), anthocyanidin synthase (ANS, also known as
LDOX), flavanol-UDP—glucosyl transferase (FGT), glutathione—S—transferase (GST), glutathione transmembrane pump
(GSH pump), the putative condensing enzyme (CE?) and intervacuolar flavan-3, 4 —diol (LC?) and flavan—-3-ol (C?)
transporters. The interaction between the regulatory proteins and genes (italics) and structural genes of maize
anthocyanidin synthesis is shown by dotted lines on the left of the diagram; the proposed interaction between a legume
MYC protein and the DFR and LAR genes is similarly shown on the right of the diagram. Adapted from Tanner, 2003.
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De forma muy similar, todos los flavonoides en general derivan de una calcona
precursora formada mediante la condensacion de una molécula de 4—cumaroil CoA (producto
central de la via fenil-propanoide) con tres moléculas de malonil CoA (formado a partir de
acetato por la accion de acetil CoA carboxilasa) mediante la enzima calcona sintasa (CHS) como
puede apreciarse en la figura 34. Esta calcona precursora, mediante la accién de la enzima
calcona isomerasa, puede dar lugar a una flavanona que es un producto esencial en la
biosintesis de los flavonoides, ya que en funcién de la enzima que actie sobre ella, se obtendra
un compuesto u otro mediante diferentes rutas. Una de estas rutas propicia la sintesis de
epicatequina. Muchos genes de la ruta biosintética de los flavonoides han sido clonados de
tejidos que poseen la facultad de acumular grandes cantidades de procianidinas (Dixon, 1999).
Los cDNAs que codifican para calcona sintasa (CHS), flavonoide 3-hidroxilasa (F3H) y
dihidroflavonol reductasa (DFR) han sido clonados de la cebada por Rohde en 1987, Meldgard
en 1992 y Kristiansen y Rohde en 1991, respectivamente.
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Figura 34. The biosynthesis of the major classes of flavonoid derivatives. The enzymes are: CHS, chalcone synthase; CHR, chalcone reductase; CHI, chalcone
isomerase; FSI, flavone synthase |; FSII, flavone synthase II; FLS, flavonol synthase; “IFS”, isoflavone synthase, consisting of 2—hydroxy—isoflavanone synthase
(2—-HIS) and 2-hydroxyisoflavanone dehydratase (2-HID); F3RH, flavanone 3R hydroxylase; F3’H, flavonoid 3'—hydroxilase; F3’ 5'H, flavonoid 3’ 5'—hydroxylase;
DFR, dihydroflavonol reductase; ANS, anthocyanidin synthase; 3GT, anthocyanidin 3—glucosyltransferase; IOMT, isoflavone O—methyltranferase; IFR, isoflavone
reductase; VR, vestitone reductase; DMID 7, 2'—dihydroxy, 4'-methoxyisoflavanol dehydratase. Enzymes in white are 2—oxoglutarate—dependent dioxygenases,
in black bold are cytochrome P450s, and highlighted in gray are NADPH-dependent reductases. Simplifications include not discriminating between the 5-hydroxy
(R4=0OH) and 5-deoxy (Rs=H) flavonoid and isoflavonoids, for which the loss of the 5-hydroxyl occurs because of the co—action of CHR with CHS, and showing
only the anthocyanin pathway leading to the compounds with a di—substituted B—ring (cyanidin derivatives). Parallel pathways function in the formation of the
anthocyanins with mono— and tri— substituted B—rings. In the latter, F3’ 5’H can act at the level of the dihydroflavonol with a mono— or di— substituted B-ring. The
pathway to epicatechin from a dihydroflavonol is shown to follow two routes, both via leucocyanidin. It is unclear whether there is a specific form of DFR that
functions only in condensed tannin biosynthesis. The 4'-O—methylation of the B—ring of isoflavones occurs in alfalfa, pea and other legumes, but not in bean or
soybean.
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Por otra parte, los cDNAs que codifican para la mayoria de las enzimas que intervienen
en la ruta biosintética de las antocianidinas de Vitis vinifera (uva) han sido clonados por Sparvoli
et al. en 1994, y cuatro anos mas tarde se aislaron los cDNAs que codifican para CHS y DFR del
pipirigallo (Onobrychis viciaefolia, de la familia de las leguminosas) (Joseph, 1998).

Las procianidinas mas simples son oligdmeros de catequina y galocatequina. Se cree
que la polimerizacion se inicia mediante un ataque nucledfilo de catequina sobre una 3, 4—cis—
leucocianidina para formar un dimero (Stafford, 1990). Posteriormente, el dimero ataca a otra
molécula de 3, 4—cis—leucocianidina para formar un trimero. Por repeticiéon de este proceso,
puede formarse el polimero extendiéndose como una cadena lineal a partir de un grupo inicial
catequina, como se representa en la figura 35 (Stafford, 1990).

Unidades de
extension

Unidad de inicio

Figura 35: Modelo de un polimero de proantocianidina (después de Stafford, 1990) mostrando la posiciéon y la
numeracion de los carbonos de los anillos A, B y C, asi como los enlaces inter-flavonoides 4-8 y 4-6. Para mayor
claridad, no se han mostrado los grupos hidroxilo. Las flechas rojas muestran el lugar por donde las cadenas pueden ser
extendidas mediante la adicion de otra unidad flavan-3, 4—diol.

La estereoquimica del enlace de los carbonos 2, 3 en los oligdmeros de cebada es trans
y las subunidades flavan—4—ol vecinas estan unidas a través de los carbonos C4—C8 para formar
un polimero lineal. El enlace 4-8 es el enlace predominante encontrado en la mayoria de las
procianidinas. Otros enlaces menos comunes encontrados en este tipo de compuestos son C4—
C6 (dando lugar a polimeros con ramificaciones) y dobles enlaces C4-C8 y C4-C6 (Staford,
1990). No obstante, la estereoquimica observada en las procianidinas de la cebada (una de las
plantas mas estudiadas) no es tipica de las procianidinas mas comunes encontradas en otras
especies de plantas donde la unidad de extensiéon predominante son los compuestos 2, 3—cis,
epicatequina y epigalocatequina (Foo & Porter, 1981). Sin embargo, el compuesto 2, 3—trans
(catequina) actua a menudo como iniciador de la cadena en estas procianidinas mixtas (Koupai—
Abyazani, 1993a y 1993b; Foo, 1996). Ademas, una molécula de procianidina contiene varias
unidades mediante enlaces simples que dotan potencialmente al polimero de un elevado grado
de flexibilidad. Sin embargo, debido a la rotacion restringida que posee el enlace interflavanico,
los polimeros tienden a formar un rizo o una espiral aleatoria como una verdadera hélice (ver
figura 36). Se cree que un polimero que posea bastantes subunidades de catequina, tiende a
formar una hélice con giro hacia la derecha (right—-handed helix) mientras que un polimero con
un gran numero de subunidades de epicatequina podria formar una hélice con giro hacia la
izquierda (left-handed helix) (Haslam, 1977).
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<&

Figura 36: Estructura quimica de un tetramero
de procianidina (a la derecha) y configuracién
espacial que adoptaria éste (a la izquierda).

OH

Por otro lado, la biosintesis de procianidinas puede partir también de naringenina,
teniendo lugar una serie de hidroxilaciones en los carbonos 3’ y 5 del anillo B y una R—
hidroxilacién estereoespecifica del carbono 3 sobre el anillo C (ver figura 37), siendo posible que
diferentes enzimas compitan con el mismo substrato para producir el mismo producto final
mediante diferentes vias (Stafford 1990). Por ejemplo, la hidroxilacién sobre las posiciones 3’ 6
3’, 5’ del anillo B esta catalizada por dos enzimas (flavonoide 3'-hidrolasa y flavonoide 3’, 5’
hidrolasa) que son capaces de hidroxilar tanto la naringenina como el dihidrokaempferol en las
posiciones anteriormente mencionadas. Estas enzimas son P450 microsomales y requieren
NADPH y O, (Heller & Forkman, 1993).

Ademas, una NADP deshidrogenasa, concretamente la dihidroflavanol reductasa,
reduce el grupo carbonilo del carbono 4 de los dihidroflavanoles y dihidrokaempferoles
(quercetina o miricetina) a 3, 4-cis-leuco—pelargonidina, -—cianidina o —delfinidina,
respectivamente. Las dihidroflavanol reductasas implicadas en la biosintesis de las
antocianidinas muestran variacion por la especificidad de substrato, por ejemplo, la
dihidroflavanol reductasa del maiz actua preferentemente sobre dihidrokaempferol vy
dihidroquercetina, mientras que la reductasa de la Petunia convierte preferentemente
dihidromiricetina (Stafford, 1990). Ninguna dihidroflavanol reductasa envuelta en la biosintesis de
proantocianidinas ha sido, por el momento, substancialmente purificada. Sin embargo, una
dihidroflavanol reductasa de Cryptomeria japonica parcialmente purificada reduce,
preferentemente, dihidroquercetina y no dihidromiricetina (Ishikura, 1988). El grupo hidroxilo en
posicién 4 de los flavan-3, 4—dioles es eliminado en un simple paso por una leucoantocianidina
reductasa, una NADP deshidrogenasa. Se ha demostrado que esta enzima existe en extractos
crudos de cebada y pipirigallo (Tafier & Kristiansen, 1993) y en cultivos in vitro de abetos y Ginko
biloba (Stafford, 1990).

En cuanto al transporte intervacuolar y al proceso de polimerizacion, la extension de las
unidades flavan—3, 4—diol de las procianidinas, leucocianidinas, leucodelfinidinas y la unidad
inicial flavan—3—ol (catequina o galocatequina) deben entrar en la vacuola para que el proceso
de polimerizacion tenga lugar en su interior (Leeds et al, 1995). Los flavan-3, 4—dioles y los
flavan—3—oles son solubles en solventes organicos y podrian pasar a través de la membrana
mediante difusiéon pasiva, o bien, podrian ser transportados por transportadores especificos
(figura 33; LC? y C?; Tanner, 2003). Podria haber un transportador para cada substrato o un
transportador general. Ademas, podria ser posible que este transportador de flavonoles fuera
similar a la bomba glutation de membrana que se cree que estd envuelta en el transporte de
antocianinas. En este caso, seria necesario un paso adicional analogo al paso donde actua la
glutation—S—transferasa en la biosintesis de antocianinas (figura 33; GST; Tanner, 2003). Una
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vez dentro de la vacuola, los flavan—3, 4—dioles son atacados por flavan 3—-oles para formar
dimeros. El dimero atacaria entonces a otra molécula de flavan—3, 4—diol para formar un trimero.
Este proceso se repetiria hasta la formacién de un polimero. Esta polimerizaciéon podria ocurrir
de forma no enzimatica o ser dirigida por alguna enzima (Abrahams, 2003). Stafford propuso en
1990 que el transporte y la polimerizacién ocurrian simultdneamente sobre la superficie de una
transmembrana de un complejo multienzimatico.
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Figura 37: The intermediates of proanthocyanidin biosynthesis. The intermediates from naringenin to the 2, 3- trans
proanthocyanidin dimers are shown with the known enzymes: flavonoid-3’-hydrolase (F3'H, 1), flavonoid-3’, 5’- hydrolase
(F3, 5’H, 2), flavanone-3-hydrolase (F3H, 3); dihydroflavonol reductase (DFR, 4 & 5); leucoanthocyanidin reductase
(LAR, 6 & 7). Intervacuolar transport and condensation may be associated with spte 7. Barley testa accumulates the 2, 3-
trans proanthocyanidins, however, other plant tissues such as the leaves of Onobrychis viciifolia and Lotus species also
synthesise the 2, 3-cis compounds epicatechin, epigallocatechin and 2, 3-cis proanthocyanidins (not shown). Adapted
from Tanner, 2003.

Se ha realizado con éxito la sintesis biomimética de oligdmeros de procianidinas en
condiciones de pH similares a las que existen en las vacuolas de las plantas (Delcour, 1983). De
momento, no se ha obtenido una evidencia de transportadores especificos, sin embargo, es
bastante probable que para el proceso de transporte se requiera una célula funcional entera o un
protoplasto (Abrahams, 2003). Finalmente, existen similitudes entre la regulacion de la
biosintesis de antocianinas y de las procianidinas. El nivel y la especificidad tisular de la
copigmentacion de antocianinas esta controlada por un nimero de genes reguladores (Holten &
Cornish, 1995; Mol et al, 1998). Estos genes reguladores tienen homologia con pro—oncogenes
de mamiferos de la familia de proteinas MYC o MYB (Ludwing & Wessler, 1990). Ademas, se
requiere la presencia de un miembro de una de las dos familias de proteinas reguladoras para la
expresion coordinada de al menos tres genes que codifican para la calcona sintasa,
dihidroflavanol reductasa y flavanol-UDP-glucosil transferasa de la via de las antocianinas en el
maiz (Mol et al, 1998).
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Estas rutas metabdlicas implicadas en el metabolismo de la biosintesis de las
procianidinas pueden ser utilizadas para marcar radiactivamente a estos compuestos, siendo
necesario para ello la utilizacién de un compuesto radiactivo que sea utilizado por la planta y que
pueda ayudar a ésta a sintetizar las procianidinas con marca radiactiva. Debe tenerse presente
que para asegurar la preservacion del is6topo radiactivo en cualquier compuesto marcado, es
mas util el marcaje de aquellos atomos que sean quimicamente mas estables. Por esta razén, es
mas aconsejable marcar un carbono que forme parte del esqueleto carbonado de una molécula
organica que el marcaje de un proton facilmente oxidable o de un grupo amino. De esta forma, el
carbono |sotop|co se puede introducir en las células fotosintéticas como didéxido de carbono
marcado ( COZ) como una molécula marcada que sea precursora en la via de sintesis de las
procianidinas (como por ejemplo fenilalanina) o bien, como fuente de carbono (sacarosa)
(Grusak, 2004).

Laparra et col (1977) cultivan la vid durante 45 dias en una atmésfera enriquecida con
14C02, obteniendo oligémeros de procianidinas marcados con C tras realizar la extraccion de
estos compuestos de las semlllas de las uvas. De forma similar, Abia et col (2001) también
utilizan una atmosfera rica en *CO, como agente para marcar radiactivamente las procianidinas,
las cuales son extraidas de las vainas de las algarrobas (Ceratonia siliqua).

La utilizacion de moléculas radiactivas precursoras de la via de sintesis de las
procianidinas es otro método bastante utilizado para obtener procianidinas con marca radiactiva.
En este sentido, Abia et col (2001) utilizan L-[U— 4C] femlalamna en cultivos in vitro de algarroba
para obtener procianidinas marcadas radiactivamente con C aunque también han conseguido
marcar radlactlvamente estos compuestos utilizando [U-'*C]-cinamato. Las procianidinas
marcadas con '*C son extraidas de las vainas de las algarrobas. Similarmente, tamb|en se han
utilizado moléculas precursoras como '*C—fenilalanina (Krisa, 1999 a y b) y "C—fenilalanina
(Vitrac, 2002) para obtener procianidinas marcadas isotépica y radiactivamente en cultivos de
Vitis vinifera (Krisa, 1999 a y b; Vitrac, 2002) o Marchantia polymorpha (Friederic, 1999)
oscilando el porcentaje de incorporacion del isotopo entre un 4-30% ya que parte de la
fenilalanina marcada se utiliza para la sintesis de proteinas u otros compuestos, o bien, puede
ser oxidada y perdida (Grusak, 2004). De aqui que el marcaje radiactivo de las procianidinas
mediante esta técnica puede ser bastante bajo. Los resultados de incorporacién de
radioactividad en catequinas y antocianidinas obtenida por Vitrac et col. (2002) (actividad
especifica en torno a 260-350 uCi/g) es comparable a los obtenidos por Déprez et al. (1999)
(actividad especifica en torno a 200-500 pCi/g) en el marcaje de catequina y procianidinas
oligoméricas cuando se administran precursores radiactivos como acetato y fenilalanina a
esquejos de sauce.

Una tercera forma de obtencién de procianidinas marcadas radiactivamente mediante
cultivos de plantas es la utilizaciéon de una fuente de carbono que sea utlllzada por la planta
como alimento. Este es el caso descrito por Grusak et al (2004) que utilizan "*C-sacarosa como
fuente de carbono en cultivos in vitro de bayas de arandano (Vaccinium pahalae) y uva (Vitis
vinifera), obteniendo una eficiencia de incorporacion de “Calas procianidinas de un 20-23%.

2.1.2 Reactividad de los compuestos fenélicos

La utilizacion de la maquinaria biosintética de las plantas permite obtener procianidinas
marcadas radiactivamente; sin embargo, es interesante, desde el punto de vista quimico,
comprobar si las procianidinas que estan disponibles comercialmente (catequina, epicatequina,
procianidina B2) pueden ser marcadas radiactivamente. Por tanto, es necesario conocer cual es
la reactividad quimica de estos compuestos y evaluar la posibilidad de llevar a cabo este
marcaje radiactivo. Ya se ha comentado que los flavonoides son productos polifendlicos
naturales cuya estructura incluye dos anillos fendlicos (A y B) unidos por una pequeia cadena
de tres carbonos (ver figura 7). Generalmente, esta cadena forma parte del anillo C fusionado
con el primer anillo aromatico A para formar un heterociclo pirano. Cada uno de los tres ciclos de
este esqueleto puede sufrir numerosas reacciones debido a la elevada reactividad de estos
compuestos, pudiendo ser ampliamente oxidado, dando lugar a diferentes clases de flavonoides
(Nay, 2002). La mayor caracteristica distintiva de los flavonoides es el nivel de oxidacion del
heterociclo oxigenado C, que en las especies altamente oxidadas (como es el caso de 3-
hidroxiflavonas y antocianidinas) poseen una geometria planar, asociada con una elevada
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conjugacion insaturada que es también responsable de su aspecto visible (coloraciones que
comprenden desde el amarillo hasta el violeta). En las especies con un heterociclo saturado,
como es el caso de los flavan—-3—oles, la quiralidad aumenta debido a los estereocentros
existentes, los cuales oscilan entre 1 y 3 (Nay, 2002).

Por regla general, la oxigenacién enzimatica de los polifenoles va acompafada por una
coloracion rojiza que puede ser observada frecuentemente en frutas o verduras dafiadas. Este
fenémeno adquiere importancia desde el punto de vista de la manufacturacién de alimentos y del
sistema defensivo de la planta. Sin embargo, no estan claros los detalles de la reaccién debido a
la complejidad de los productos de oxidaciéon formados. En la manufacturacion del té negro, se
ha estudiado ampliamente el mecanismo de oxidacién de los cuatro principales flavonoides
(catequina, epicatequina, epigalocatequina y sus 3—O-—galatos) en sus hojas, comprobandose
que la presencia de catecol y pirogallol hace que el tipo de oxidaciéon sea caracteristica (Davies,
1999). La teaflavina y sus derivados 3— y 3'-O—galatos son pigmentos rojo anaranjados del té
negro que poseen una estructura benzotropolona y son producidos por una condensacion
oxidativa de epicatequina y epigalocatequina (Tanaka, 2000). Aunque la mayoria de la
epigalocatequina es polimerizada, la presencia de intermediarios quinonas monoméricas y
diméricas se demuestran por el aislamiento de sus derivados fenazina. La estructura del dimero
formado sugiere que el acoplamiento de los anillos B es importante en la oxidacién de la
epigalocatequina. Por el contrario, la oxidacion bajo condiciones similares da lugar a un
metabolito trimérico cuya relacion m/z es 863, hecho que indica que se trata de un trimero de
epicatequina. Este producto se forma mediante un enlace C-C entre el carbono 6’ del anillo B de
una epicatequina y el C6 del anillo de otra epicatequina obteniéndose configuraciones 2, 3—cis.
No ha podido determinarse mediante un analisis estereoscopico la posicion concreta de los dos
enlaces interflavanicos (posiciones 6 u 8). Sin embargo, las posiciones 8 son mas relevantes
porque una sustitucién sobre el anillo A ocurre preferiblemente en la posicion 8 antes que en la 6
(Tanaka, 1994). Esto sugiere que la adicién nucledfila del anillo A del floroglucinol al anillo B de
la O-quinona prevalece en la oxidacion de la epicatequina. El cambio de color observado en el
proceso de oxidacion de estos compuestos va desde un rojo anaranjado hasta un negro verdoso
y se debe probablemente a la formacién de un complejo quinhidrona tipo [T-I1 (Haslam, 1998).

Hashida & Ohara et al (2002) han estudiado la reactividad de unidades monoméricas
(como la (+)—catequina) abundantes en taninos condensados en medio basico donde tiene lugar
la apertura de los anillos pirano. En las reacciones catalizadas en medio basico a 25° C, se
forma ent—epicatequina por epimerizacion en la posicién C2 del anillo pirano, mientras que se
obtienen grandes cantidades de acido catequinico en las reacciones llevadas a cabo a 100° C.
Se supone que estas reacciones se dan a través de una apertura del anillo pirano para
proporcionar un intermedio quinona, seguida por un cierre del anillo pirano o un ataque nucledfilo
de un carbanién en las posiciones C2 6 C8. Paralelamente, también se propone un mecanismo
de reaccién a través de radicales ya que estas reacciones son inhibidas por la exclusiéon de
oxigeno (Kiatgrajai, 1982; Sears, 1984; Kennedy, 1984; Ohara, 1991). Ademas, el tratamiento de
(+)—catequina a pH 12 y una temperatura de 40° C durante 24 horas proporciona la obtencion de
diversos compuestos. Uno de los principales productos obtenidos es idéntico al acido
catequinico, mientras que el otro se identific6 como un dimero acido catequinico—diarilopropanol
(Ohara, 1991), asi como un nuevo estereoisdmero del acido catequinico cuya formacion muestra
que la redisposicion de (+)—catequina a acido catequinico a través de un intermediario quinona
no es estereoespecifica pero si es estereoselectiva (Ashira & Okada, 2002).

La importancia de los polifenoles en la quimica actual deberia acentuarse. Se ha
comprobado como las rutas biosintéticas proporcionan productos como taninos, antocianos,
flavonoides, etc., jugando éstos un papel como condimentos, colorantes y medicinas naturales,
aspectos de gran interés en el campo de la ciencia de los alimentos, desde el punto de vista de
la determinacion de su capacidad potencial como substrato susceptible de ser nitrosilado y/o
glicosilado (Haslam, 1998; Siebert, 1996 a y b). Ademas, algunos polifenoles son capaces de
interactuar con cloro o nitrito para proporcionar productos de mayor potencial mutagénico que
los propios compuestos originales (Lin, 1992). En el caso de las reacciones de nitrosilacion de
compuestos fendlicos se esta prestando una especial atencidon a la posibilidad de suprimir la
formacién de compuestos nitrosos en materiales comerciales mediante inhibidores de estas
reacciones de nitrosilacion. Los bidlogos estan especialmente interesados en el uso de estos
compuestos como modelos de produccién de una amplia gama de canceres (Mirvisch, 1975 y
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1995; Bartsch, 1988; Lijinsky, 1992), mientras que los quimicos estan mas interesados tanto en
el mecanismo de formacion de compuestos nitrosilados (Ridd, 1961; Schmid, 1967; Casado,
1983 y 1994; Garcia—Santos, 1996) como en el bloqueo o inhibiciéon de la formacion de estas
especies (Archer, 1984; Loeppky, 1994; Gonzalez—Mancebo, 1997; Garcia—Prieto, 1998).
Mientras que la reaccion del nitrégeno con los anillos aromaticos es una reacciéon bien
caracterizada (Al-Obaidi, 1985; Schofield, 1980), la nitrosilacion aromatica se ha estudiado en
muy pocos casos, e incluso ciertos substratos susceptibles de ser nitrosilados poseen interés
debido a las propiedades patogénicas de los productos de la reaccion. Las reacciones de
nitrosilacion de los compuestos fendlicos dependen principalmente de tres factores (Fernandez—
Liencres, 1997; Gonzalez—Mancebo, 1999 y 2002): la oxidaciéon del grupo hidroxilo del
compuesto fendlico para el ataque nucleofilico mediante agentes nitrosiladores debe ser
preferiblemente en posicion para—, el efecto hiperconjugativo del sustituyente metilo capaz de
causar una carga electronica que fluye en el nicleo aromatico, asi como la eliminacion del efecto
electronico opuesto de los sustituyentes halogenados y el impedimento estérico de los
sustituyentes alquilo que flanquean el lugar donde se llevara a cabo la nitrosilacion que reduce, o
incluso previene, este tipo de reaccion. La figura 38 muestra esquematicamente el proceso de
nitrosilacién que puede tener lugar en uno de los grupos funcionales que forman parte de los
compuestos fendlicos.

OH OH

+  NaNO, OH

Y
+

NO

Figura 38: Reaccion de nitrosilacién de un grupo funcional que forma parte de los compuestos fendlicos.

Debe prestarse atencion al posible aumento de nitrosilaciones de ciertos compuestos
que potencialmente son C—nitrosilables, como consecuencia de la presencia de sustituyentes
donadores de electrones. Este podria ser el caso de ciertos compuestos presentes en el té que
presentan atomos de carbono altamente nucledfilos, asi como la quercetina presente en los
vinos (tintos en particular), que se ha demostrado que pueden ser genotdxicos al ser
nitrosilados. A pesar de esto, debe puntualizarse que tanto la quercetina como otros flavonoides,
pueden mostrar propiedades antimutagénicas y anticarcinogénicas (Gaspar, 1993). La reaccion
de nitrosilacién de los compuestos fendlicos muestra una fuerte dependencia del pH del medio y
de la permisividad del mismo. Se cifra el pH 6ptimo para este tipo de reacciones en 3,
disminuyendo enormemente la reactividad cuando aumenta el pH del medio. Este dato es de
interés para la ciencia de los alimentos desde que la ingesta de acidos/antiacidos puede afectar
altamente el nivel de nitrosilacion en el estdmago (Gonzalez—Mancebo, 2002). Asi, la
nitrosilacion de los compuestos fendlicos en un medio compuesto por agua/acetonitrilo muestra
que la reaccién puede estar altamente inhibida si el porcentaje del compuesto organico aumenta.
Este hecho posee interés siempre que haya presencia de bebidas destiladas en el estémago
humano, ya que la constante dieléctrica de estas mezclas es menor que la del agua,
esperandose una disminucion de las nitrosilaciones de los compuestos fendlicos in vivo en
presencia de otros compuestos (Gonzalez—Mancebo, 2002). La utilizacion de agentes
nitrosiladores marcados con el is6topo N (como Na'®NO,) (Hakata, 2003) podria permitir el
marcaje de las procianidinas para estudiar el proceso de absorcion in vivo de estos compuestos,
pudiendo ser detectadas mediante resonancia magnética nuclear.

Otro tipo de reacciones que involucran a los compuestos fendlicos y que se pueden
utilizar para marcar radiactivamente a éstos son las reacciones de glucosilacion, las cuales estan
suscitando un enorme interés, ya que los productos resultantes poseen una amplia y diversa
actividad biolégica como acciones antitumorales, antimutagénicas, antihipercolesterolémicas,
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reduccién del riesgo de padecer cancer de prostata, de mama, osteoporosis y mejora de la
memoria a corto plazo de personas ancianas (Kada, 1985; Oguni, 1988; Adlercreutz, 1995;
Tijsburg, 1997; Sanguan, 1998; DiCarlo, 1999; Lee, 1999; Morton, 2000). Durante los ultimos
anos, ha crecido el interés de desarrollar de la manera mas simple los glucésidos de flavonoides
y sus derivados ésteres. Una manera de disminuir el nimero de pasos requeridos en la sintesis
de estos compuestos, es la utilizacion de enzimas glucosidasas y glucosiltransferasas (Di Carlo,
1999). Los flavonoides pueden solubilizarse eficientemente en soluciones muy saturadas,
preparadas con dadores de grupos glucésido, como es el caso de p-nitrofenilglucésidos. Bajo
estas condiciones, se ha comprobado que las glucosidasas comerciales disponibles en el
mercado, aceptan la catequina como substrato. La regioselectividad de la reaccion se cree que
depende de la combinaciéon de enzima-substrato utilizada, pero como minimo, tres posiciones
del flavonoide pueden ser glucosiladas: 5, 7, 4’ (Lee, 1999). El compuesto resultante y los
flavonoides glucosilados pueden modificarse adicionalmente mediante una acilacion
regioselectiva con ésteres de vinilo de acidos arilopropenoicos. Las lipasas de Candida
antarctica y en menor medida Mucor miehei actian como catalizadores apropiados,
disminuyendo la eficacia de la acilacion segun el siguiente orden: vinilo cinamato > vinilo ferulato
> vinilo cumarato (Morton, 2000). Los substratos que poseen un grupo hidroxilo en la subunidad
azucar suelen ser acilados con relativa facilidad, mientras que los flavonoides acilados con 6—
deoxiazlicares se muestran substratos pobres para llevar a cabo la reaccién. La sintesis de (+)—
catequina—R—D—glucopiranésido, (+)—catequina—a—D—glucopirandsido, (+)—catequina—a—D—
maltésido y la esterificacion enzimatica para obtener 6°"—-O—((+)—catequina—7—O—o—D-
glucopiranésido) cinamato se representan en la figura 39 (Vulfson, 2000). Sin embargo y a pesar
de la facilidad con la que se lleva a cabo la glucosilacion de los compuestos fendlicos, esta
reaccion carece de interés para el estudio de la absorcion de las procianidinas in vivo ya que las
formas glucosiladas no son absorbidas, mientras que si lo son las agliconas. En consecuencia,
la utilizacién de glucésidos radiactivos para marcar las procianidinas no es un método idéneo
para el estudio de la absorcion de estos compuestos.

Por otra parte, la reserva de taninos en las plantas lleva consigo la presencia de enlaces
carbono—carbono mediante la union entre si de monémeros flavan—3—oles (Porter, 1994; Ferreira
& Bekker, 1996; Ferreira & Lee, 2000). Este tipo de uniones se realiza mediante el ataque de un
centro nucledfilo del anillo A m-oxigenado de una unidad flavan—3—ol sobre un centro
electrofilico existente en una subunidad carbocatiéon flavan—4—ilo (o equivalente) que deriva de
flavan-3, 4—dioles (Hemingway, 1989; Ferreira, 1999). En ausencia de potentes nucledfilos
flavan—3—oles con su gran poder para formar enlaces carbono—carbono, existen otros centros
alternativos que podrian participar en la formacion de enlaces interflavanicos. Esta situacion
prevalece, especialmente, en fuentes naturales que posean precursores que contengan una
funcionalidad 7, 8—dihidroxi en sus anillos A donde la unién C—C entre procianidinas esta
acompafiada frecuentemente por puentes éter entre leucoantocianidinas (Foo, 1989; Coetze,
1998 a y b; Bennie, 2000).

Este tipo de enlaces que se dan en las plantas constituye una forma natural de
formacién de enlaces carbono—carbono, algo que también puede lograrse quimicamente
mediante la reaccién de Mannich (representada en la figura 40), muy utilizada para introducir
cadenas laterales en fenoles. La aminometilaciéon tipo Mannich es un método que permite
introducir una cadena lateral en varios fenoles (Sun, 1999; Martin, 1999). Anteriormente, ya se
habian descrito reacciones regioselectivas tipo aldol de enolatos fendlicos en agua y alcoholes
(Saimoto, 1996). El tratamiento de 2’, 4'—dihidroxiacetofenona con formaldehido y varias aminas
secundarias en metanol a temperatura de reflujo, introduce selectivamente el correspondiente
grupo aminometilo en posicién C3, obteniéndose unos buenos rendimientos. Similarmente, los
ésteres y los aldehidos pueden ser convertidos en sus derivados 3—aminometilados. La
regioselectividad de la formacioén del enlace carbono—carbono en posicion C3 del fenol se estima
mediante RMN de protdn, mostrando dos dobletes que se corresponden con los protones
aromaticos (Omura, 2001).
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Figura 40: Reaccién de Mannich con substratos fendlicos.
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La utilizacion de formaldehido marcado radiactivamente con 'C permitiria la
introduccién en la procianidina de una pequefa cadena carbonada marcada que podria ser
detectada en un contador beta. Asimismo, la aplicacion de la reaccion de Mannich para marcar
radiactivamente las procianidinas también permite la posibilidad de utilizar aminas primarias o
secundarias con marca radiactiva para esta finalidad. En consecuencia, la utilizacién conjunta de
formaldehido marcado y de aminas radiactivas proporcionaria un mayor grado de marca
radiactiva en las procianidinas pudiendo ser detectadas en concentraciones muy bajas.

Por otra parte, los compuestos fendlicos también pueden sufrir reacciones de metilacion.
En este sentido, el dimetilo carbonato (DMC) es considerado en sintesis organica un agente
metilador alternativo a otros muchos compuestos que poseen un mayor indice de peligrosidad,
como es el caso de los metilhaluros o los dimetilsulfatos (Mauri, 1985; Ono, 1996 y 1997;
Memoli, 2001). La orto—metilacién de fenoles (ver figura 41) da como resultado alquil aril éteres,
productos muy utiles como materiales de partida en la preparacién de fragancias, tintes,
pesticidas, antioxidantes en aceites y grasas o como estabilizadores de plasticos (Dorotea,
1991). La reaccién de metilacion de fenoles con DMC puede llevarse a cabo en un autoclave a
160° C con un sistema catalizador compuesto por una base alcalina o de una amina terciaria
junto con un yoduro (lori, 1981). También se han utilizado como catalizadores aminas terciarias
o fosfinas (Merger, 1980), compuestos heterociclicos que contienen Ny(4—[dimetilamino]-
piridina) (Thompson, 1984), pentaalquilguanidinas (Barcelo, 1990), carbonato de cesio (Lee,
1998) en la preparacion de éteres fendlicos mediante la reacciéon del fenol con un dialquilo
carbonato a una temperatura que oscila entre 120 y 200° C bajo condiciones de presion
constante. La utilizaciéon de un reactivo como el (14CH3)CO permite la utilizacion de esta reaccion
de orto—metilacion para introducir un grupo metilo marcado con "C en la estructura de las
procianidinas, siendo factible, por tanto, el marcaje radiactivo de estos compuestos mediante
este tipo de reacciones.

OH)n OCH,)n

base
+  (CH;0),CO N + CHOH + CO,

Figura 41. Reaccion de orto—metilacion de fenoles.

El hecho de que se puedan agregar nuevos grupos funcionales como glucésidos, N,
NO, y metilos a los compuestos fendlicos se debe, en gran parte a la amplia reactividad de los
mismos. Del mismo modo, los polifenoles son utilizados como elementos de partida para obtener
otros compuestos quimicos como acido catequinico a partir de catequina, teaflavina a partir de
epicatequina, etc. De forma similar, puede llegar a sintetizarse un compuesto fendlico de un
determinado grado de complejidad partiendo de otros compuestos mas sencillos. En este
sentido, Saito et col. (2002), sintetizaron procianidina B3 a partir de un monémero como la
catequina, basandose en la sintesis altamente estereoselectiva de procianidina B3 bencilada
(Thompson, 1972) y de (+)-catequina—(4a—8)—(+)-catequina mediante una reaccion de
condensacion de tetrabencil-catequina con varios derivados de flavan—3, 4—dioles utilizando
TiCl, en CH.Cl,. La figura 42 detalla estas secuencias de reacciones. En consecuencia, es
posible la obtencion de procianidina B3 en una forma diasteroisémera pura sin la utilizacion de
ningun proceso tedioso de purificacion. La participacion de un grupo vecino 3—O-acetilo es muy
efectiva para una condensacion estereoselectiva como ésta (Saito, 2002). Uno de los grandes
inconvenientes de este método de sintesis es que, a pesar de obtenerse procianidina B3
practicamente pura, la cantidad final obtenida es bastante escasa. Esta reaccion de obtencion de
dimeros combinada con algunas de las reacciones quimicas vistas anteriormente, permitirian el
marcaje radiactivo de estos compuestos. No obstante, la escasa cantidad final obtenida hace
que este método no sea el idoneo para sintetizar procianidinas marcadas radiactivamente.
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Figura 42. A) sintesis de los electréfilos y B) condensacién estereoselectiva de los mismos para obtener procianidina B3.

De la misma manera que se obtienen compuestos fendlicos de una determinada
complejidad a partir de polifenoles mas simples, también es posible llegar a sintetizar
monodmeros flavan—3—oles partiendo de compuestos quimicos de gran simplicidad. El analisis de
la estructura de estos compuestos permite comprobar como el esqueleto flavonoide sigue la
pauta C6-C3-C6. Este esqueleto puede sintetizarse segun dos analisis retrosintéticos,
representados en la figura 43 (Wagner, 1975). Por una parte, es posible romper la estructura en
una parte fendlica C6 y en una parte cinamica C3—C6, que podria ser tanto un acido carboxilico,
como un aldehido o un alcohol (como indica la figura 44). Esta ruta retrosintética involucra tanto
a una retro—acilacion (en un acido cinamico, representado en la ruta A) como una retro—alilacion
(en un cinamaldehido o un alcohol cinamico, representados en las rutas B y C,
respectivamente). Cada estado de oxidacion de estos precursores es valioso en la sintesis
especifica de diferentes clases de intermediarios de flavonoides (como podrian ser calconas, 2—
fenil-2H-cromeno o cinamilfenoles, respectivamente).

(©)
CS'Ca'Ce
skeleton
a b
() (0)
+ -+
+
+
C, CyCy CeC, C,-Cq

Figura 43: Andlisis retrosintético de la sintesis de un esqueleto Cc—C3—Cq: estrategias Cg + C3-Cg (a) y Cs-C2 + C4-Cs (b).
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Figura 44: Rutas de sintesis alternativas en la ruta estratégica general C4-C5-Cs.

El acoplamiento de cinamilalcoholes a fenoles catalizado por molibdeno (IV) fue
inicialmente propuesto por Malkov et al. (1999), y puede aplicarse en la obtencion de estos
esqueletos abiertos que se utilizan en la sintesis de flavonoides naturales como precursores
adecuados, tal y como se muestra en la figura 45 (Nay, 2002). La sustitucion alilica puede
utilizarse para, no solamente sintetizar catequina a partir de cianuro potasico, sino para marcar
isotopicamente el compuesto final en el carbono 4 con 3¢, siendo detectado mediante RMN de
proton. Este proceso de smteS|s y marcaje isotopico de la catequina consta de 10 etapas,
partiendo de K *CN V|a CH5"CN ya que, por extrafio que parezca, comercialmente solo se
encuentra disponible 3CH4CN a un precio bastante elevado. El rendimiento total del proceso
esta cifrado en un 4% y los detalles de la reaccion de sintesis se representan en la figura 46
(Nay, 2000).

R
Mo(acac),Cl,
AngF
dlst CH Cly

Figura 45: Reaccion de acoplamiento de fenoles a derivados de alcohol cinamico catalizada por Mo (IV).
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Figura 46. Sintesis de catequina marcada isotdpicamente con "C a partir de K'*CN.

La mejora de esta ruta depende de la preparacién de la catequina 6pticamente activa y
es, lo suf|C|entemente versatil, como para poder extenderla a otros carbonos isétopos, como, por
ejemplo, e para la realizacion de estudios in vitro y e para la deteccion con camara de
positrén permitiendo el seguimiento directo de las moléculas en el organismo (Nay, 2000). Por
otra parte, esta estrategia ha sido poco utilizada para sintetizar catequina debido a la
complejidad de estas reacciones, prefiriéndose la otra ruta sintética alternativa (Jurd, 1969;
Schiemem, 1982; Nay, 1999 y 2002).

En la segunda estrategia sintética (ver figura 44), el esqueleto del flavonoide se rompe
en un parte acetofenona C¢—C; y en una unidad benzaldehido C1—Cg gracias a una operacion de
retrocrotonisacion. La utilizacién de esta ruta es bastante mas frecuente, como resultado de la
facil accesibilidad a los materiales de partida [acetofenonas y benzaldehidos] (Arnaudinaud,
2001). Nay et coI (2003) utilizaron esta sintesis para obtener un derivado roroacetofenona
marcado con *C mediante la acilacion de tri—~O— —bencilfloroglucinol, utilizando 1- [ C] acido
acético, que es transitoriamente activado con TFAA (Tedder, 1955). Posteriormente, el tri-O—
bencilfloroacetofenona, que estd marcado isotopicamente en el grupo carbonilo, es
desprotonado por TiCl, para dar una calcona que finalmente evolucionara hacia una
acetofenona que reaccionara con un benzaldehido para formar el compuesto final calcona con
un elevado rendimiento. Todas las etapas de este proceso se representan en la figura 47
(Kawamoto, 1989).
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Figura 47. Sintesis de epicatequina y catequina 6pticamente puras y marcadas isotépicamente mediante la estrategia
C1-C6 y C6-C2.

Finalmente, los productos obtenidos son (+)-catequina y (-)—epicatequina marcadas con
'3C en el carbono 4 con un rendimiento total del proceso de un 6.2% (Nay, 2000 y 2001). Estas
dos estrategias sintéticas también pueden utlllzarse para la produccién de dimeros. Este es el
caso de la procianidina B3 marcada con 3C en el carbono 4 de la subunldad superior de
catequina. La produccién de este compuesto es posible a partir de 1- [ C] acido acético
mediante la unién de una molécula de flavan—3, 4—diol 6épticamente marcado con una molécula
de catequina natural protegida en medio acido a través de dos rutas sintéticas diferentes. La via
utilizada antiguamente (via del glicol racémico, representada en la figura 48) requeria la union de
una mezcla racémica de flavan-3, 4—diol con catequina benzilada (Arnaudinaud, 2001).
acceso a este intermediario nunca se ha obtenido directamente bajo una forma enantiomérica
pura a partir de una calcona. La resolucién de la mezcla racémica se lleva a cabo mediante la
union con (+)—catequina. Desafortunadamente, este hecho da como resultado otros tres dimeros
diferentes a parte del que realmente interesa (teniendo, por tanto, cuatro compuestos
diferentes). Mediante este método, no solamente existe un descenso del rendimiento de la
sintesis, sino que se plantean numerosos problemas de purificacion de los diferentes
compuestos haciendo de esta estrategia un proceso imposible a gran escala (Arnaudinaud,
2001; Nay, 2000).
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Figura 48. Ruta de sintesis del dimero B3 marcado con *C (via del glicol racémico).

El marcaje radiactivo de los compuestos fendlicos es un proceso factible gracias a que
este tipo de compuestos son altamente reactivos, pudiendo reaccionar con otros polifenoles o
con compuestos de origen no fendlico obteniéndose nuevas especies. La mezcla resultante
puede hacerse progresivamente mas compleja. Estas transformaciones afectan a las
propiedades sensoriales como por ejemplo el color, el gusto y la estabilidad coloidal durante el
almacenamiento y envejecimiento de productos ricos en este tipo de compuestos (Ribereau—
Gayon, 1983; Liao, 1992; Singleton, 1992; Fulcrand, 1996 a; Saucier, 1996 y 1997 b). Como se
ha comentado anteriormente, los compuestos fendlicos son los principales componentes de los
vinos tintos y son responsables de las propiedades organolépticas de los mismos. Durante el
almacenamiento y el proceso de envejecimiento de los vinos, el color de éstos cambia desde un
rojo brillante hasta una coloracién marrdn rojiza. La evolucién del color en los vinos tintos es un
complejo proceso atribuido, en parte, a fendmenos de copigmentacion (Mistry, 1991; Brouillard,
1984 y 1994) y al desplazamiento progresivo de las antocianinas originales por parte de los
nuevos pigmentos formados (Es—Safi, 1999; Vivar—Quintana, 1999; Martinez—Valverde, 2000).
Generalmente, estos pigmentos surgen de la interaccion entre antocianinas y otros compuestos
fendlicos, especialmente flavan—3—-oles como catequinas y taninos condensados. Se han
sugerido diferentes mecanismos para explicar la formacion de estos nuevos pigmentos. En
soluciones modelo, se han demostrado procesos en los que tiene lugar una reaccion directa
entre antocianinas y flavanoles (Jurd & Bridle, 1967; Jurd & Somers; 1970; Somers, 1971; Liao,
1992; Santos—Buelga, 1995 y 1996), reacciones entre antocianinas y flavanoles a través de
puentes etilo (Timberlake & Bridle, 1976; Baranowki & Nagel, 1983; Roggero, 1987; Bakker,
1993; Rivas—Gonzalo, 1995; Escribano—Bailon, 1996;Fulcrand, 1996 a y b; Dallas, 1996 a y b;
Francia—Aricha, 1997; Es—Safi, 1996 y 1999; Vivar—Quintana, 1999) o mas recientemente, la
reaccion entre antocianinas y otros pequenos compuestos como acido glioxilico (Es—Safi, 1999),
vinilferol (Cameira dos Santos, 1996; Fulcrand, 1996) y acido piravico (Fulcrand, 1998; Bakker,
1997 a y b). La presencia en vinos de dimeros malvidina—3—glucésido—catequina detectados a
m/z 809 (M+ ion) unidos a través de un puente etilo y productos de condensacién acetaldehido—
flavanol detectados a m/z 605 y 921 ([M-H]+) es una prueba de estas reacciones de
condensacion en vinos tintos (Cheynier, 1997; Saucier, 1997).

El estudio de la reactividad de diferentes antocianidinas (cianidina—3—-glucoésido,
peonidina—3—glucésido y malvidina—3—glucésido) con acetaldehido en soluciones modelo que
simulan el proceso de envejecimiento de un vino tinto, pone de manifiesto un aumento de la
intensidad del color, seguido de un cambio de éste hacia una tonalidad violeta en todas las
soluciones modelo estudiadas (Dallas, 1996). Este hecho se atribuye a que el acetaldehido
reacciona como un electréfilo atacando las posiciones 6 u 8 del anillo A de la antocianidina, con
la consecuente formacion de polimeros que consisten en unidades monoglucdsido unidas a
través de puentes etilo (CH—CHs;). Es evidente, que pueden formarse muchos tipos de polimeros
ya que tanto las antocianinas como las procianidinas poseen dos posiciones reactivas (Dallas,
1996). Por otra parte, en una solucion modelo que contiene solamente procianidina B2 y
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acetaldehido, Dallas et al (1996) no detectan el dimero B2 ni ningun otro nuevo compuesto
mediante HPLC (280 nm) tras 15 dias de reaccion. Estos resultados podrian ser consecuencia
de la formacion de un grupo polidisperso de productos de reaccion de la procianidina B2 por
debajo de los limites de deteccion. Ademas, si en el medio de reacciéon se mezclan antocianinas,
procianidina B2 y acetaldehido se forman dos nuevos compuestos como resultado de la
condensacion del dimero B2 con cianidina—3—glucésido a través de un puente de acetaldehido
segun el mecanismo descrito anteriormente por Timberlake & Bridle en 1976 (Dallas, 1996).

El mecanismo de esta reaccion se explica mediante un ataque del acetaldehido sobre
los carbonos 6 u 8 de la procianidina B2. El compuesto resultante, reaccionaria mas
favorablemente con la posicion 8 de la antocianina y no con la posicion 6 por analogia del
comportamiento de la sal simple de flavilio (Timberlake & Bridle, 1977) y también, por la gran
carga negativa que posee la posicion 8 (Bendz, 1967). Esta reaccién también tiene lugar con
monodmeros flavan—-3—oles y su mecanismo se representa en la figura 49. El hecho de que los
compuestos polimericen en presencia de acetaldehido para proporcionar otros nuevos
compuestos de mayor peso molecular explica el cambio de color que experimenta la solucién
modelo. Cuando esta condensacion llega a ser lo suficientemente elevada, los pigmentos son lo
suficientemente grandes como para ser insolubles y precipitar (Haslam & Lilley, 1988; Dallas,
1996). Los resultados muestran que, en general, la velocidad de reaccion varia con el tipo de
componente, observandose el siguiente orden decreciente de reactividad:

proc C1 > proc B1 > proc B2-3'-O—galato > proc B3 > epicatequina >catequina
La velocidad de desaparicion de los mondmeros catequina y epicatequina es menor que la de

los dimeros B1, B2, B3 y el trimero C1 indicando la importancia que el grado de polimerizacion
posee en este tipo de reacciones (Dallas, 1996).

0 70 . )(/OH
CH,-CH,0H 3+2—2> CH-C + H ——> cHC
+
Fe ; Cu H H
acetaldehido Acetaldehido
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OH
OH OH
HO o] O
O HC
H OH >q H
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\
H
H,C H,0

Figura 49. Reaccion de polimerizacién desordenada de las procianidinas con acetaldehido.
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Por otra parte, la reaccion directa de antocianinas con flavanoles proporciona pigmentos
de color amarillo anaranjado, si bien, esta reaccién, no esta tan estudiada como la reaccién que
involucra al acetaldehido. Para la condensacion de antocianinas con flavanoles, se han
propuesto dos mecanismos en los que estda implicada la adicién nucledfila de uno de los
reactivos sobre el otro. Los productos resultantes de estos dos mecanismos se han encontrado
en sistemas modelo, pero nunca han sido detectados en vinos (Saucier, 1997). Parece ser que
el primer mecanismo (representado en la figura 50) comienza con el ataque nucleofilico de las
posiciones C6 6 C8 del flavanol sobre el carbono electréfilo C4 de la forma flavilium de la
antocianina dando como resultado un flaveno que puede ser oxidado al correspondiente catidon
flavilium de aspecto amarillento (Jurd, 1967 y 1969; Jurd & Somers, 1970; Somers, 1971;
Baranowki & Angel, 1983; Liao, 1992; Santos—Buelga, 1995 y 1996) o hacia un producto de
condensacion biciclico sin coloracién, previamente caracterizado en soluciones modelo que
contienen malvidina—3, 5—-diglucésido y catequina (Bishop & Angel, 1984).

ataque nucleofflico

Formas T-A
(incoloro)

Forma T-A
(incoloro)

Forma T-AO
(Rojo oscuro)

Figura 50. Estabilizacién del color provocada por la combinacién de antocianos con taninos: T - + A+.
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El estudio de este tipo de reaccién en soluciones modelo que poseen procianidina B2 y
varias antocianidinas permite observar que en el rango de pH 2-5 (Asen, 1972), la solucion
modelo experimenta una gradual pérdida de color en la regién del rojo (520 nm) que va
acompafiada de un incremento de color en la region 420-450 nm, correspondiente a una
coloracion violacea (Dallas, 1996). La eventual formacion de sales de xantilio por condensacion
directa entre compuestos fendlicos y antocianinas fue propuesto por Ribereau—Gayon en 1973 y
por Timberlake & Bridle en 1976.

En el segundo mecanismo (esquematizado en la figura 51), la especie electrofila es un
ion carbonio liberado por la rotura de un enlace interflavanico de una procianidina en medio
acido (Timberlake, 1976; Haslam, 1980), mientras que la antocianidina reacciona en su forma
hemiacetal hidratada como un nucledfilo para formar un nuevo enlace. Este puede ser parte
responsable de la precipitacion eventual de las estructuras con mayor grado de polimerizacién
(Ribereau—Gayon, 1982).

Formas T-AOH __———
(incoloro)

R1

CH,OH

Formas T-A' CH,0H Forma T-AO
(rojo) (rojo oscuro)

Figura 51. Estabilizacién del color provocada por la combinacién de antocianos con taninos: C* + AOH-.
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No obstante, debe destacarse la facilidad con la que se puede desarrollar la sustitucion
electréfila en el anillo A (floroglucinol) de la unidad monomérica flavan—3-ol que esta
comprendida en las estructuras oligoméricas. Estos dos mecanismos difieren en la posicion de la
antocianina o de los flavanoles en los productos resultantes, los cuales se denotan A-T y T-A
respectivamente (Es—Safi, 1999). Ademas, se han detectado mediante cromatografia liquida y
espectrometria de masas con ionizacion electrospray (LC/ESI-MS) “on line” otros tipos de
pigmentos (Cameira dos Santos, 1996). Los pigmentos rojo anaranjados derivados de
antocianina son resultado de un mecanismo de ciclo adicion entre una antocianidina y un vinil—-
ferol (Fulcrand, 1996). Asimismo, se han caracterizado productos similares formados por la
adicion de acido pirtvico (Fulcrand, 1998) o etanal (Bakker, 1997; Cheynier, 1997) a las
antocianinas en uvas negras y en vinos. La figura 52 muestra un esquema de la reaccion de
condensacion de una antocianidina con un flavan—3—ol a través de un puente de acetaldehido.

CH,0H

OH

Forma A-et-T oH H
(incoloro)

Forma Atet-T
(rojo)

Forma A-et-T
(incoloro)

Forma AO-et-T
(rojo oscuro)

Figura 52. Estabilizacién del color provocada por la combinacién de antocianos con flavanoles: A* + Et + T%.
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La finalidad de todas estas reacciones es la formacién de nuevos pigmentos mas
estables que otorgan al color del vino un determinado grado de estabilidad (coloracion rojo
ladrillo) y la disminucién de la astringencia y la amargura del producto, ya que como se aprecia
en la figura 53 cuanto mayor es el grado de polimerizaciéon de los compuestos formados, menor
es la amargura y la astringencia del producto final (Lea, 1990; Tanaka, 1994).
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Figura 53. Evolucion de la amargura y de la astringencia del vino en funcién del grado de polimerizacién de las
procianidinas. (Adaptado de Lea, 1990).

Este tipo de reacciones de polimerizacion que tienen lugar en los vinos pueden ser Utiles
a escala de laboratorio para dotar a las procianidinas de marcaje radiactivo, ya que la utilizacion
de acetaldehido radiactivo en una solucién modelo que reuna las condiciones 6ptimas podria
unir mondémeros mediante puentes de acetaldehido, podria formar compuestos radiactivos de
mayor grado de polimerizacion. Debe tenerse en cuenta que la amplia reactividad de los
compuestos fendlicos ha sido estudiada principalmente en soluciones modelo, ya que los vinos
tintos poseen una quimica altamente compleja, que hace especialmente dificil el aislamiento de
nuevos pigmentos que solo se obtienen en muy pequefas cantidades (Mateus, 2002). De este
modo, los principales parametros estudiados en este tipo de soluciones modelo son la
concentracion de acetaldehido existente en el mismo junto con la temperatura y pH. Por tanto,
es conveniente conocer el grado de estabilidad de las diferentes procianidinas que pueden ser
utilizadas en el estudio de estas soluciones modelo, ya que no todos los compuestos se
comportan del mismo modo en este tipo de soluciones, pudiendo generarse compuestos que
podrian interferir en las reacciones que deben tener lugar en el medio. Asi, la transformacién de
los flavonoles a cualquier concentracion de acetaldehido parece ser una reacciéon con una
cinética de primer orden, pues la condensacion de flavonoles mediante acetaldehido ocurre a
través de un proceso de polimerizacién catalizado por acido, pudiéndose dar al mismo tiempo la
rotura acida de la procianidina inicial (Jurd, 1969; Timberlake, 1976; Haslam, 1980; Rivas—
Gonzalo, 1995; Fulcrand, 1996; Saucier, 1997; Es—Safi, 1999). La velocidad a la que se
desarrolla la reaccién aumenta al aumentar la concentracion de acetaldehido. Los trimeros C1y
T2, asi como los dimeros B1-3—0O—galato y B2-3-O—galato son los compuestos que menor vida
media poseen en el medio de reaccion, incluso sin la presencia de acetaldehido. Dentro de las
procianidinas diméricas, la B2 es el compuesto mas afectado por la presencia de acetaldehido
reaccionando con él rapidamente, seguida por la procianidina B1. Por el contrario, la
procianidina B3 se muestra como el compuesto con menor reactividad, al reaccionar mas
lentamente con el acetaldehido (Dallas, 2003). La fortaleza del enlace interflavanico dentro de
las estructuras oligoméricas parece estar relacionado con la longitud de las moléculas, asi como
la naturaleza de sus unidades constitutivas. Sin embargo, dentro de un determinado grado de
polimerizacion, la presencia de (+)-catequina en el oligdémero parece impartir una estabilidad
adicional a la molécula en la mayoria de las condiciones estudiadas. Muchas de las reacciones
en las que intervienen los taninos parecen proceder mediante y/o competir con la ruptura de
uniones monomeéricas. Asimismo, las estructuras triméricas son las que se muestran mas
sensibles a la presencia de acetaldehido en el medio y a las condiciones de pH y temperatura
(Dallas, 2003). Cuando se ponen en contacto en un medio catequina, epicatequina y malvidina—
3—0O—glucésido con acetaldehido, se observa una disminucién en la concentracién de los
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flavonoles y la aparicién de nuevos productos formados que son eluidos después de sus
precursores, hecho que indica que estos compuestos son menos polares o de mayor tamafio.
Igualmente, poseen un espectro UV-visible entre 250-500 nm similar al que muestran los
flavonoles con un maximo de absorbancia cercano a 280 nm, lo que sugiere que se mantiene la
estructura flavanol original (Es—Safi, 1999). Los analisis realizados mediante LC/MS en modo i6n
negativo indican que los productos formados son oligémeros compuestos por unidades flavanol
(catequina, epicatequina y malvidina—3—O—glucdsido) unidos por puentes etilo formados segun
el mecanismo propuesto por Timberlake & Bridle y confirmado posteriormente por Fulcrand
(1996). Los flavanoles pueden reaccionar a través del carbono 6 u 8, obteniéndose como
productos cuatro compuestos que poseen enlaces C6-C6, C8-C8 y C6-C8 (éstos con
configuraciones R y S) teniendo en cuenta la presencia de un carbono asimétrico en éstos
ultimos compuestos. Conjuntamente con estas estructuras diméricas, también se detectan varios
compuestos oligoméricos hasta un nivel de tetramero. La reaccion se muestra mas veloz con
epicatequina que con catequina (Es—Safi, 1996 y 1999; Francia—Aricha, 1997; Fulcrand, 1996 a
y b). Si el medio de reaccién esta compuesto de epicatequina y malvidina—3—O—glucésido, se
forma un compuesto de sefial m/z 809 que se corresponde con una unidad flavilium unida a una
epicatequina mediante un puente etilo. Asimismo, se detectan varios oligébmeros y polimeros que
finalmente precipitan. En este caso, la reaccidn de polimerizacién se detiene cuando el inicio y el
final de un oligémero estan ocupados por unidades malvidina (Es—Safi, 1999). Estos compuestos
sintetizados no son muy estables cuando son aislados, haciendo dificil su identificacion mediante
métodos espectrales (Fulcrand, 1996 b; Es—Safi, 1999; Remy, 2000). Del mismo modo, se ha
estudiado la reactividad de las catequinas del té con formaldehido, produciéndose la sustitucion
electréfila por parte de éste en los carbonos C6 6 C8 de la (+)-catequina debido a la
nucleofilidad del anillo A (McGraw, 1988; Tobiason, 1988; Takagaki, 2000). Las catequinas no
galoiladas poseen el mismo grado de reactividad que las galoiladas, por tanto, el nimero de
grupos hidroxilo en el anillo B raramente afecta a la reactividad con formaldehido. Por el
contrario, la (—)—epigalocatequina galato y (—)—epicatequina galato, que poseen la unidad galoil
en C3, muestran mucha mayor reactividad que las formas no galoiladas. En el caso de los
flavonoides, incluso aquellos que poseen una estructura floroglucindlica en el anillos A muestran
una menor reactividad que las catequinas. Una de las grandes diferencias entre flavonoles y
catequinas es la existencia de un grupo carbonilo en posicion C4 en los primeros. Es
sobradamente conocido que el grupo carbonilo posee propiedades electrén atractivas. Se cree
que esta cualidad atractora de electrones del grupo carbonilo en el carbono C4, podria disminuir
la densidad de carga en el anillo A y debilitar la nucleofilidad de los flavonoides. Del mismo
modo, la baja reactividad vista con las antocianinas puede deberse a una propiedad electrén
atractiva de la estructura oxonio. Estos datos sugieren que, al menos dos factores sean
necesarios para la existencia de reactividad con formaldehido. Uno de los factores seria la
presencia de una estructura floroglucindlica en el anillo A, y el otro, la ausencia de un grupo
atractor de electrones (como por ejemplo, un grupo carbonilo) que pueda disminuir la densidad
de carga del anillo A (Kiatgrajai, 1982; Takagaki, 2000).

Otro de los parametros importantes a tener en cuenta en las soluciones modelo, es el pH
de las mismas. Los ensayos realizados con diferentes procianidinas (B1, B2, B3, C1, T2, B1-3—
O—galato y B2-3-0O—galato) en soluciones modelo que poseian diferentes pHs (2, 3.2, 3.6, 4, 6)
muestran que la desaparicion de las procianidinas parece seguir un cinética de primer orden y
que es mas rapida a pH 2 especialmente para los trimeros, donde la rotura del enlace C-C es
mas rapida. El pH en el que las procianidinas se muestran mas estables es 3.2 (Dallas, 2003).
Este resultado es interesante, ya que la mayoria de los vinos poseen un pH alrededor de 3.2. El
pH del medio de reaccién es importante, porque en funcién de su valor, pueden tener lugar
reacciones de reorganizacién. Este tipo de reacciones se dan entre las propias procianidinas
pudiéndose llegar a derivados con enlaces C4—C6. Se cree que se forman moléculas de menor y
de mayor tamafio que del precursor del cual provienen. Si el pH es lo suficientemente acido,
podria ocurrir la ruptura de los enlaces interflavanicos de una forma mas facil debido a la
relevancia del caracter nucleofilico de las moléculas. También podria ser posible que se
formaran pequefas cantidades de acetaldehido in situ debido a la oxidacion del etanol, siendo
algunos de los nuevos compuestos formados producto de una reaccion inducida por el propio
etanal (Dallas, 2003). En este sentido, la procianidina B3 libera al medio solamente cantidades
significativas de (+)—catequina a pH 2, un monémero de menor peso molecular que su precursor.
Algo similar ocurre con el trimero T2 que libera (+)—catequina y procianidina B1 (un monémero y
un dimero). Por el contrario, la procianidina B1, que es un dimero, con el tiempo libera al medio
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(+)—catequina (mondmero) y procianidina T2 (trimero). De forma similar, el dimero B2, que se
muestra bastante estable a pH 3.2, tras 35 dias de ser disuelto en el medio, libera (-)-
epicatequina (mondémero) y procianidina C1 (trimero) mayoritariamente, aunque también podria
proporcionar otras procianidinas probablemente mas complejas, mostrando que la rotura y
formacion de enlaces C—C entre las procianidinas puede ocurrir en condiciones suaves y que se
pueden desarrollar reacciones de polimerizacion y depolimerizacion tal y como lo describieron
Timberlake & Bridle y Haslam (Timberlake & Bridle, 1976 a; Haslam, 1977).

Por ultimo, el aumento de la temperatura eleva la velocidad de la reaccion de
degradacion de las procianidinas en el vino (Dallas, 1995). Este tipo de reacciones que se
desarrollan con el aumento de la temperatura, parecen seguir una cinética de primer orden.
Existen diferencias significativas entre la velocidad de degradacion de procianidinas a elevadas
(32y 42° C) y bajas (12 y 22° C) temperaturas (Dallas, 2003). Los trimeros de procianidina T2 y
C1, que reaccionan rapidamente en presencia de acetaldehido y son transformados facilmente a
diferentes pH, también poseen una elevada tasa de degradacion a diferentes temperaturas
cuando las comparamos con otros reactivos quimicos. Entre las procianidinas diméricas, las no
galoiladas son estables en el rango de temperaturas mencionado anteriormente y, también en
este caso, la presencia de (+)—catequina en la molécula, parece darle un grado adicional de
estabilidad al compuesto, especialmente a 22°C (Dallas, 2003). En consecuencia, la temperatura
de almacenamiento de un vino juega también un importante papel en este tipo de reacciones, ya
que influye en la velocidad de transformacion de las procianidinas.

Como se explicara en el siguiente capitulo, el método escogido para sintetizar
procianidinas radiactivas es la reaccion de polimerizacién caracterizada en los vinos entre el
acetaldehido y las catequinas, utilizando soluciones modelo que permitan llevar a cabo este tipo
de reacciones.
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2.2. Obtencidn de procianidinas radiactivas

2.2.1 Sintesis de oligémeros de Epicatequina

El principal objetivo de la presente tesis es el estudio de la absorcién in vivo en ratas de
las procianidinas existentes en el vino. Anteriormente se ha comentado que las procianidinas se
encuentran en los vinos en diferentes grados de polimerizacion (mondémeros, dimeros,
oligébmeros y polimeros) y que su extraccion de diferentes matrices biolégicas (plasma, tejidos,
etc) es un proceso critico en el estudio de estos compuestos, ya que solo se extrae un bajo
porcentaje de ellos. Por esta razon era interesante trabajar con estos compuestos marcados
radiactivamente, pues a pesar del reducido porcentaje de extraccion de los mismos, la marca
radiactiva haria que se detectaran con mayor sensibilidad.

En el capitulo anterior se han estudiado diferentes métodos que ofrecen la posibilidad de
marcar radiactivamente las procianidinas. Uno de estos métodos hacia referencia a la utilizacién
de la maquinaria biosintética de las plantas para sintetizar procianidinas radiactivas a partir de la
administraciéon de una fuente de carbono radiactiva (sacarosa), de un precursor marcado de la
via de sintesis de las procianidinas (fenilalanina), o bien, mediante la administracién de “co,.
Sin embargo, el mayor inconveniente que posee este método es la extraccidon de las
procianidinas sintetizadas de los tejidos vegetales; los métodos de extraccion utilizados suelen
ser tediosos y complejos, dificultando bastante el trabajo.

Otros métodos que podrian utilizarse para marcar radiactivamente las procianidinas se
basan en la amplia reactividad de éstas. Uno de los métodos hace referencia a la facilidad con la
que las procianidinas pueden ser glucosiladas; no obstante y como se comentara
posteriormente, los glucdsidos de las procianidinas no son absorbidos en el tracto
gastrointestinal, con lo que este método de sintesis no puede utilizarse para dotar a las
procianidinas de marca radiactiva, pues no serian de utilidad para el estudio del proceso de
absorcién de estos compuestos in vivo.

La nitrosilacion es una reaccion descrita para los fenoles simples y que podria aplicarse
a las procianidinas para introducir un atomo de N, Andlogamente a la nitrosilacion, las
reacciones de orto—metilacion también ofrecen la posibilidad de introducir un atomo de “Cenla
estructura de las procianidinas en forma de grupo metilo, formandose un enlace C-O entre un
grupo hidroxilo de la procianidina y el grupo metilo. Asimismo, la adicion de una cadena lateral
carbonada que posea YC es posible mediante la reaccién de condensacién de Mannich. No
obstante, la adicion de grupos funcionales a la estructura de las procianidinas mediante estas
reacciones (nitrosilacién, orto—metilacion y condensacion de Mannich) podrian afectar al proceso
de absorcion de las procianidinas al modificar la estructura final de estos compuestos.

Del mismo modo, se ha descrito como a partir de reactivos simples como K'®*CN es
posibles sintetizar epicatequina y catequina marcadas isotopicamente; sin embargo y aunque
este método esta bien descrito en la bibliografia, la necesidad de realizar diez etapas previas
para obtener el producto final marcado, teniendo cada etapa un rendimiento determinado, hizo
desestimar este mecanismo de sintesis.

Las caracteristicas deseadas en las procianidinas sintetizadas (tanto con marcaje
radiactivo como sin él) es que debian ser similares a los oligdbmeros y polimeros sintetizados en
el vino durante el proceso de envejecimiento de éste. Ademas, para estudiar el proceso de
absorcion de estos compuestos in vivo en ratas interesaba que el grado de polimerizacién no
fuese demasiado elevado, siendo preferible la obtencion de oligdmeros (compuestos con un
grado de condensacién comprendido entre 2 y 10 unidades de epicatequina) que polimeros
(cuyo grado de condensacion es superior a 10 unidades de epicatequina). Asimismo, la
presencia de estructuras monomeéricas debia ser inapreciable. Por esta razén, se optd por la
reproduccion en soluciones modelo a nivel de laboratorio de las reacciones de polimerizacion
entre las procianidinas y el acetaldehido que se dan en los vinos.

Anteriormente se ha comentado como en el vino tiene lugar una polimerizacién

desordenada de los taninos en la que juega un importante papel el acetaldehido. La aparicion de
este reactivo en el medio proviene de la reactividad del etanol del vino, ya que éste en medio
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acido (pH = 3-4) y con metales que catalizan el proceso, evoluciona hacia la formacion de
acetaldehido, el cual se torna activo en medio acido, formandose un carbocatién altamente
reactivo que ataca facilmente las posiciones nucledfilas presentes en mondmeros como la
catequina o la epicatequina, iniciandose de esta manera el proceso de polimerizaciéon. Para
reproducir esta reaccién, se realizd un medio de polimerizacion compuesto por dos reactivos
(catequina y acetaldehido) disueltos en una solucién de acido tartarico (4 g/L), que ademas de
proporcionar un pH acido al medio, debia actuar también como catalizador de la reaccién. El
acetaldehido actuaria como reactivo limitante, y por ello se afadié al medio en defecto (20% en
moles de la cantidad de catequina utilizada, que fue de 1 g/L).

Transcurridos quince dias desde la puesta en marcha de este medio de polimerizacion,
no se obtuvieron evidencias (ni mediante cromatografia liquida, ni mediante cromatografia en
capa fina) que indicasen que habia tenido lugar una condensacién entre la catequina y el
acetaldehido, ya que en los cromatogramas obtenidos solamente se detectaba un pico
cromatografico cuyo tiempo de retencion (15.9 min.) coincidia con el tiempo de retencion de la
catequina (ver figura 54). En consecuencia, solamente se detectaba la catequina que habia sido
anadida al medio y ningin compuesto mas. La elevada reactividad del acetaldehido junto con las
posiciones nucledfilas de la catequina deberian haber sido argumentos suficientes como para
haber dado lugar a la formaciéon de nuevos compuestos. Una de las razones por las cuales no
aparecieron nuevos compuestos en el medio seria que el acetaldehido no hubiera podido formar
el carbocatién que atacase a la catequina debido a que el acido tartarico no proporcionaba la
acidez necesaria al medio de reaccidén como para desencadenar la reaccion de condensacion.
Por tanto, habia que buscar otro acido que proporcionase al medio las condiciones idéneas para
poner en marcha un medio de polimerizacién que permitiera obtener oligébmeros y polimeros de
flavan—3—oles.

ECD1 A, Amperometry, Pot=1.000 (F:\DATA\190500\19050002.D)
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Figura 54. Cromatograma obtenido en el proceso de polimerizacidon de catequina con acetaldehido en un medio de
reaccion con acido tartarico.

La busqueda de informacion sobre el tema permitié la puesta en marcha de un segundo
medio de polimerizacion que constaba de acido acético (3% del volumen total), etanol (10% del
volumen total, simulando el contenido etandlico de un vino), agua (2 moles), epicatequina (12
g/L) y acetaldehido (2M). En este caso, se utilizd epicatequina para la realizacion del ensayo, ya
que ésta reacciona mas rapidamente con el acetaldehido que la catequina segun los datos
aportados por Es—-Safi et col (1999). La solucion resultante de afiadir etanol y acido acético
sobre el agua poseia un pH en torno a 2,2. La epicatequina se afiadié en penultimo lugar y al
hacerlo, la solucién adquirié una coloracién blanquecina. En ultimo lugar se realizaba la adicién
del acetaldehido que dotaba al medio de reaccién de una coloracién amarillenta. El medio se
mantuvo a temperatura ambiente, sin agitacion y al pH citado anteriormente.

Veinticuatro horas después de la adicion del acetaldehido, el medio de reaccion poseia
un aspecto turbio, pudiéndose ver un precipitado blanquecino en el fondo. Este nuevo medio,
favorecia la condensacion entre la epicatequina y el acetaldehido, y ademas, la velocidad a la
que se producia la polimerizacion de la epicatequina era elevada. La realizacién de una
cromatografia en capa fina del precipitado obtenido permitié conocer aproximadamente el grado
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de polimerizacion alcanzado (ver figura 55). El grado de condensacion obtenido fue elevado (=
5) ya que la mayoria de los compuestos quedaron en el origen, aunque algunos de ellos se
desplazaron sobre la capa fina dejando un pequefo carril continuo sin que los compuestos
llegaran a separarse por completo.

Procianidina ' .

Precipitad
obtenido

Extracto dé

Figura 55. Cromatografia en capa fina obtenida para el precipitado sintetizado en un medio de polimerizacién con
acetaldehido en exceso.

La recogida de alicuotas del medio de polimerizacién a diferentes intervalos de tiempo
permiti6 el estudio de la evolucién temporal de la condensacion de la epicatequina con
acetaldehido. La primera alicuota (t = 0 h) se recogi6é cuando la epicatequina fue disuelta en el
medio y todavia no se habia afiadido el acetaldehido, obteniéndose de este modo la
concentracion inicial de epicatequina existente en el medio de reaccion antes de comenzar la
condensacion entre ambos reactivos. Las siguientes alicuotas se recogieron 1, 2 y 3 horas
después de la adicién del acetaldehido al medio, proporcionando informacion sobre la evolucion
de la concentracion de la epicatequina durante las tres primeras horas, mientras que las ultimas
tres alicuotas se recogieron a las 24, 129 y 192 horas de haber puesto en marcha la reaccion de
polimerizacion, caracterizandose de este modo la evolucion de la concentracion de epicatequina
en los instantes finales del proceso de condensacion entre epicatequina y acetaldehido. Todas
estas alicuotas fueron analizadas mediante cromatografia liquida de alta resolucién (el protocolo
utilizado serd detallado méas adelante) y en los cromatogramas obtenidos se observé la
evolucion temporal de la epicatequina tanto en los instantes iniciales como en los finales del
proceso de polimerizacion (ver figura 56 y tabla 14).

Tiempo (h) Area Ep (mAU*s) [Ep] (mg/L) % Ep que ha reaccionado

0 115054 12000 -

1 51286,7 5349 55,4

2 20438,3 2132 82,2

3 97444 1016 91,5
24 7804,17 813 93,2
120 4791,07 500 95,8
192 4439 462 96,2

Tabla 14. Datos obtenidos en el control temporal de la concentracion de epicatequina en los instantes iniciales y finales
del proceso de polimerizacién entre la epicatequina y el acetaldehido en medio acido.
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Figura 56. Evolucion temporal de la concentracion de epicatequina en los instantes iniciales y finales del proceso de
polimerizacion entre la epicatequina y el acetaldehido en medio acido.

Los resultados obtenidos indicaban que la concentracién de epicatequina disminuia
rapidamente durante las tres primeras horas de reaccién tras la adicion de acetaldehido. La
desaparicion de la epicatequina del medio para formar compuestos de mayor grado de
polimerizacién parecia seguir un curva exponencial decreciente (ver figura 54) que evidenciaba
la elevada reactividad de los reactivos en las condiciones en las que se realiz6 la reaccion de
condensacion. Estos resultados estaban en concordancia con los observados por Es—Safi et col
(1999) que postulaba una mayor reactividad para la epicatequina con el acetaldehido que para
la catequina. De hecho y como se refleja en la figura 57 y en la tabla 14 solamente durante las
tres primeras horas de reaccién casi el 92% de la epicatequina que se afiadié al medio habia
reaccionado con el acetaldehido. Transcurridas 24 horas, el porcentaje de epicatequina que
habia reaccionado con el acetaldehido era del 93%, porcentaje que se elevaba hasta cerca de
un 96% tras 120 horas de reaccion. Este porcentaje parecia mantenerse estable a partir de este
punto, ya que 192 horas después del comienzo de la reaccién, el tanto por ciento de la
epicatequina que habia reaccionado con acetaldehido era también del 96%, situandose el
porcentaje de epicatequina residual en el medio en torno al 3.8%. En la figura 54 se aprecia
como el acetaldehido reaccionaba con la mayoria de la epicatequina en apenas tres horas de
reaccion, estabilizandose el proceso a partir de este punto, ya que, a partir de aqui la reaccién
de polimerizacion tiene lugar entre dimeros, trimeros, etc., junto con la epicatequina residual
existente en el medio.

En los instantes iniciales de la reaccion de polimerizacion (tres primeras horas) no
aparecia precipitado en el medio, hecho que indicaba que los compuestos formados no poseian
el suficiente tamafio y masa molecular como para precipitar. La apariciéon de precipitado se
observaba a las 24 horas de haberse iniciado la reacciéon de condensacion entre la epicatequina
y el acetaldehido. Este precipitado presentaba una coloracion blanquecina y, como se explicara
mas adelante, estaba formado por oligdmeros y polimeros de epicatequina de diferentes grados
de condensacioén. Este seria el compuesto de partida para el estudio de absorcién in vivo en
ratas de las procianidinas del vino. Ademas, se observé una evolucion en la coloracion del
precipitado formado, ya que si bien al principio éste poseia un aspecto blanquecino, con el paso
de los dias, la coloracion del precipitado se iba oscureciendo cada vez mas, hasta alcanzar una
coloracion marrén. Del mismo modo, se observé también la evolucion de la coloracion de la fase
acuosa, que de la misma manera que el precipitado, se fue oscureciendo paulatinamente hasta
alcanzar una coloracion marrén oscura muy similar a la coloracion que puede presentar
cualquier cofiac. Este hecho hizo pensar que los compuestos sintetizados habian sufrido una
evolucién temporal similar a la que tiene lugar en los vinos durante el proceso de envejecimiento
de éstos. Por tanto, las condiciones en las que se realizaba la reaccion de condensacion
permitian la aparicion y evolucion de nuevos compuestos en el medio de reaccion.
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Figura 57. Seguimiento temporal de la variaciéon de la concentracion de epicatequina en el medio durante el proceso de
polimerizacién: (A) medio de polimerizacion sin acetaldehido, (B) medio de polimerizaciéon tras 1 hora desde la adicién
del acetaldehido, (C) medio de polimerizacién tras 2 horas desde la adicién del acetaldehido, (D) medio de
polimerizacion tras 3 horas desde la adicion del acetaldehido, (E) medio de polimerizacion tras 24 horas desde la adicion

del acetaldehido, (F) medio de polimerizacién tras 120 horas desde la adicién del acetaldehido, (G) medio de
polimerizacion tras 192 horas desde la adicion del acetaldehido.
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Un segundo objetivo que se plantedé fue el control de las condiciones de reaccién en las
que tenia lugar el ensayo, hecho que permitiria la obtenciéon de un determinado grado de
polimerizaciéon al poder detener la reaccién en el momento deseado. Las condiciones de
reaccion modificadas fueron el pH del medio y la temperatura. El aumento del pH del medio no
permitié el control del grado de polimerizacién obtenido ya que tanto a pH 7,5 como a pH 12
aparecia una cantidad de precipitado en el medio similar a la generada a pH acido. Ademas, la
concentracion de epicatequina en el medio tras 24 horas de reaccion a pH neutro o alcalino era
muy pequefa, indicando que toda la epicatequina presente en el medio habia reaccionado con
acetaldehido, ya que éste podia formar, tanto en medio acido como en medio basico, un enolato
(ver figura 58) que se mostraba igual de reactivo con la epicatequina.

20 - O
HC—C + B H,C=C + BH
H H

OH
0] s
4 — > + -
H,C—C + HA HC—C_ + A
H H

Figura 58. Formacion de enolatos reactivos de acetaldehido: (A) a pH basico y (B) acido. Ambas especies se muestran
altamente reactivas con epicatequina.

Consecuentemente, fue imposible controlar el grado de polimerizacién obtenido
mediante una simple variacién del pH del medio, ya que un cambio brusco de éste no detenia la
reaccion. Por otra parte, se tomaron alicuotas de un medio de reaccion al que hacia 3—4 horas
se le habia afiadido acetaldehido y se congelaron a —80°C. A esta temperatura, la reaccion se
detenia, pero proseguia una vez descongelada la alicuota. Esta tampoco era una forma valida
de controlar la reaccién, ya que, si bien a temperaturas bajas ésta no progresaba, cuando
aumentaba la temperatura, volvia a reemprenderse. Este hecho obligaria a tener muy
optimizado el proceso de obtencion de sondas cuya absorcidn queria ser estudiada.

Ni la modificacion del pH del medio, ni la modificacion de la temperatura del mismo
fueron de utilidad para controlar la reacciéon entre la epicatequina y el acetaldehido. Sin
embargo, una manera de evitar que ambos reactivos interaccionasen era la adicion al medio de
reaccion de un tercer reactivo que fuera capaz de ligarse a uno de ellos, impidiéndole que
pudiera continuar con la reaccion de polimerizacion. Debido a que la reactividad del acetaldehido
es mayor que la de la epicatequina en medio acido, debia ser éste el reactivo a controlar. Un
compuesto capaz de interaccionar con los aldehidos e impedir que éstos reaccionen con
terceros es el bisulfito sédico. La adiciéon de una cantidad estequiométrica de bisulfito a un medio
de reaccion tres horas después de la adicion del acetaldehido permitié la neutralizacion de éste,
ya que el bisulfito sddico unia al acetaldehido impidiendo de este modo que prosiguiera la
reaccion. Transcurridas 24 horas desde la adicion del bisulfito, el medio de reaccion no poseia
precipitado, hecho que indicaba que la reactividad del acetaldehido frente a la epicatequina se
habia modificado de tal forma que la reaccién de condensacion entre ambos habia sido detenida
por el bisulfito soédico. La figura 59 muestra como tras 24 horas de reaccion existia en el medio
epicatequina que no habia reaccionado con el acetaldehido. Sin embargo, el inconveniente de
utilizar esta técnica para controlar el progreso de la reaccion fue que el complejo acetaldehido—
bisulfito formado era soluble en el medio, igual que los primeros compuestos formados entre la
epicatequina y el acetaldehido durante las primeras horas de reaccion. El hecho de que el
complejo acetaldehido-bisulfito no precipitara y pudiera ser separado de los productos de
condensacion entre epicatequina y acetaldehido, podria complicar el estudio de la absorcién de
estos ultimos. Por tanto y a pesar de que el bisulfito detenia la reacciéon de polimerizacién entre
epicatequina y acetaldehido, ésta tampoco era una forma valida de controlar el grado de
polimerizacién obtenido en los compuestos de epicatequina sintetizados.
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Figura 59. Paralizacion del proceso de polimerizacion entre epicatequina y acetaldehido al afadir bisulfito sodico al
medio de reaccion.

Todos los intentos realizados para controlar la reaccion de condensacion no habian
permitido ejercer un total control sobre el medio de reaccién. Ademas, teniendo en cuenta que
era el acetaldehido el compuesto con mayor reactividad, se opté por afiadir éste al medio en
defecto con respecto a la cantidad de epicatequina utilizada para ver la evolucién de la reaccion
y determinar si el grado de polimerizacion obtenido era menor. La relacion molar
epicatequina/acetaldehido utilizada era 1/50, estando el acetaldehido en exceso en el medio
respecto de la cantidad de epicatequina disuelto en el mismo. Suponiendo que en el medio
solamente se sintetizaran dimeros de epicatequina [Ep—act-Ep], la cantidad estequiométrica de
acetaldehido necesaria para que reaccionara con la epicatequina era de 1 mmol
aproximadamente, siendo la concentracion final del acetaldehido en el medio de 0.024 M. En
este caso, la relaciéon molar epicatequina/acetaldehido era 5/3 con lo que el acetaldehido estaba
en defecto respecto de la epicatequina disuelta en el medio. La puesta en marcha de un medio
de reaccidén con estas caracteristicas permitid observar que transcurridas 24 horas desde la
adicion de 1 mmol de acetaldehido al medio no habia aparecido precipitado y, ademas, el
porcentaje de epicatequina que habia reaccionado con el acetaldehido fue del 38% (ver figura
60). De esta manera, la reaccién de condensacion entre la epicatequina y el acetaldehido se
ralentiz6 enormemente. La utilizacion de acetaldehido en exceso hacia que casi el 92% de la
epicatequina existente en el medio habia reaccionado con éste en solamente tres horas de
reaccion. Sin embargo, al utilizar una concentracién de acetaldehido 90 veces inferior,
solamente 2/5 de la epicatequina habia reaccionado en un periodo de tiempo de 24 horas.
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Figura 60. Cromatogramas obtenidos (A) tras 24 horas de reaccion y (B) tras 48 horas de reaccion para un medio de
polimerizacién en el que el acetaldehido (1 mmol) esta en defecto con respecto a la epicatequina.
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Tras un periodo de 48 horas desde la adicién de 1 mmol de acetaldehido al medio, no se
observaba la aparicion de precipitado en el mismo, cifrandose el porcentaje de epicatequina que
habia reaccionado en un 55%. De esta forma, se estudié la evolucion temporal de la
concentracion de epicatequina cuyos resultados se resumen en la tabla 15, observandose que la
disminucién de la concentracion de epicatequina en el medio era mas acusada en los primeros
dias de reaccion. Cerca del 70% de la epicatequina inicial que poseia el medio de reaccioén
habia reaccionado durante los cuatro primeros dias, mientras que a partir del séptimo dia de
reaccion, la disminucion de la concentracion de epicatequina en el medio se ralentizaba, si bien
la reaccion no llegaba a detenerse totalmente. Transcurridos 21 dias desde el comienzo de la
reaccion, cerca del 80% de la epicatequina inicial habia reaccionado con el acetaldehido para
formar compuestos de un mayor grado de condensacion. La figura 61 muestra la evolucion
temporal de la concentracién de epicatequina.

Tiempo (dias) [Ep] (mg/L) % Ep que hareaccionado  Aparicion precipitado Coloracion medio

0 12000 - NO marroén claro

1 7440 38 NO amarillo claro

2 5371 55 NO amarillo oscuro

3 4269 64 GRUMOS amarillo muy oscuro
4 3786 68 Si amarillo muy oscuro
7 3146 73 Sl amarillo muy oscuro
8 3014 74 Sl amarillo muy oscuro
9 2943 75 Sl marrén

14 2711 77 Sl marrén (cognac)
21 2556 79 Sl marrén (cognac)

Tabla 15. Datos obtenidos del estudio de la evolucién temporal de la concentracion de epicatequina en un medio de
polimerizacion con acetaldehido en defecto.
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Figura 61. Evolucion temporal de la concentracion de epicatequina en un medio de polimerizacién con acetaldehido en
defecto.

Cuando el acetaldehido era utilizado en exceso, la aparicion de precipitado se
observaba 24 horas después del comienzo de la reaccién. Por el contrario, cuando este reactivo
era utilizado en defecto no se observaba la aparicion de precipitado en el medio hasta
transcurridas 96 horas desde el inicio de la reaccion, si bien, al cabo de 72 horas se apreciaba
un aspecto grumoso de la solucién que indicaba la formacion de productos de condensacion lo
suficientemente grandes como para precipitar. Del mismo modo, se observé como la coloracion
del medio de reaccién evolucion6 paralelamente a la desaparicion de epicatequina. Durante las
primeras 24 horas de reaccion, el color del medio era similar al que podriamos encontrar en
cualquier vino blanco (amarillo claro). Sin embargo, el color del medio evolucioné hacia
tonalidades de amarillo mas oscuras durante las siguientes horas de reaccién, produciéndose
una variacion de color hacia tonalidades marrones tras el decimocuarto dia de reaccion. Esta
misma tonalidad era alcanzada en 3—4 dias en un medio de polimerizacion con acetaldehido en
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exceso. Por tanto, no se pudo ejercer un control total sobre la reaccién para obtener un
determinado grado de condensacion en los compuestos sintetizados, pero si que se pudo
ralentizar la reaccion si el acetaldehido utilizado estaba en defecto con respecto a la
epicatequina. Este hecho permitia (como se comprobard mas adelante) que el grado de
condensaciéon de los compuestos formados fuese menor que el que se obtenia cuando el
acetaldehido era utilizado en exceso. En la tabla 16, se resumen las cantidades utilizadas en los
diferentes medios de polimerizaciéon preparados. Estos medios de reaccion solamente se
diferenciaban en el volumen final del medio y en la cantidad de acetaldehido afiadido al mismo.
En todos los casos, desaparecia el 99% de la epicatequina presente en el medio formandose
abundante precipitado; el precipitado final sintetizado mediante ambos métodos (con
acetaldehido en exceso y en defecto) solamente se diferenciaba, como se explicara mas
adelante, en el grado de polimerizacion final obtenido. La utilizacion de acetaldehido en defecto
permite que la reaccion evolucione mas lentamente, simulando mejor la evolucién seguida por
las procianidinas en el proceso de envejecimiento de un vino. No obstante, la adicién de
acetaldehido en exceso al medio de reaccién permite obtener los oligdbmeros y polimeros de
epicatequina en un periodo de tiempo mas breve. Ademas, la cantidad de precipitado obtenida
en ambos casos es similar. Por ello, y en vista de la rapidez con la que se obtiene el precipitado
en el medio de reaccion, se decidid6 anadir acetaldehido en exceso a los medios de
condensacion para obtener los oligdbmeros y polimeros de epicatequina que serian utilizados
para el estudio de su absorcion in vivo en ratas.

Reactivo Concentracién final Concentracién final
Acido acético 3.4% viv 3.4% viv 3.4% viv 3.4% viv
Etanol 10% viv 10% viv 10% viv 10% viv
Agua 2 moles 2 moles 2 moles 2 moles
Epicatequina 12 g/L 12 g/L 12 g/L 12 g/L
Acetaldehido 212 M 212 M 0.024 M 0.024 M
Volumen
Final 50 mL 10 mL 44.06 mL 8.8 mL

Tabla 16. Composicion de los medios de polimerizacién preparados.

2.2.2 Caracterizacion de los compuestos sintetizados

Puesta a punto la reaccion de condensacion entre la epicatequina y el acetaldehido en
medio acido, se comenzd a trabajar con aquellas técnicas que permitiesen la separacion (en
funcion del grado de polimerizacioén) y caracterizacion de los compuestos sintetizados, ya que
serian éstas las que se utilizarian en futuros estudios de absorcién. Las técnicas utilizadas
fueron: cromatografia en capa fina, cromatografia liquida de alta resolucién y espectrometria de
masas. Finalizada la reaccién de polimerizacion, se procedié a la separacion del precipitado
formado. Para ello podian utilizarse dos técnicas: la filtracion o la liofilizacion. Si se utilizaba la
filtracion, el proceso se realizaba a través de un filtro Whatman n° 1, en el que quedaban
retenidos los compuestos sintetizados para, posteriormente, ser secado en una estufa a una
temperatura de 30°C. El mayor inconveniente de esta técnica de separacion era la imposibilidad
de poder separar del medio la mayoria del acetaldehido residual que habia quedado sin
reaccionar. Por el contrario, su mayor virtud consistia en la separacion de los nuevos
compuestos formados de la epicatequina residual que habia quedado en solucion sin reaccionar
(aunque en muy pequefas cantidades).

Si la separacion del precipitado formado se realizaba mediante liofilizacion, era posible la
eliminacion total de la fase acuosa del medio, obteniéndose el polimero sintetizado con un
aspecto granuloso muy similar al que poseian los patrones comerciales utilizados (epicatequina,
catequina y extracto de procianidinas). La figura 62 representa el perfil cromatografico obtenido
para una solucion de extracto de procianidinas de concentracion 3500 mg/L sin liofilizar (a) y el
perfil cromatografico obtenido para la misma solucion liofilizada y resuspendida en el mismo
volumen inicial (b). Puede apreciarse que el perfil cromatografico de la muestra antes y después
de la liofilizacion es practicamente idéntico, por lo que esta técnica se mostraba valida para la
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eliminacién de la fase acuosa de los medios de reaccién al no modificar el perfil cromatografico
de los picos obtenidos. Del mismo modo, se eliminaba la practica totalidad del acetaldehido
residual que habia quedado en la fase acuosa sin reaccionar. El Unico inconveniente que
presentaba la liofilizacion era que la epicatequina que habia quedado en fase acuosa sin
reaccionar (que solia ser menor del 1% de la epicatequina inicial) quedaba junto al polimero
sintetizado, sin poder separarla del mismo. Para evitar que quedaran restos de epicatequina
junto a los oligémeros sintetizados, se combinaron las dos técnicas de separacion: en un primer
paso se separd el compuesto sintetizado de la fase acuosa del medio de reaccion mediante
filtracidn y, posteriormente, se liofilizé el precipitado filtrado. De esta manera, fué posible separar
la epicatequina residual del oligobmero formado y, al mismo tiempo, eliminar el acetaldehido
residual del mismo. Tanto el acetaldehido como la epicatequina que no reaccionaban, quedaban
en fase acuosa.

DAD1 A, Sig=280,8 Ref=450,100 (071102\07110201.D)
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Figura 62. Perfil cromatografico obtenido para una muestra de extracto de procianidinas (3500 mg/L) (a) sin liofilizar y (b)
liofilizada. Ambos perfiles cromatograficos son muy similares, si bien los picos cromatograficos del cromatograma (b)
estan adelantados un poco con respecto a los picos obtenidos en el cromatograma (a). No obstante, esta Unica
diferencia no es debida al proceso de liofilizacién, sino a que la columna del cromatoégrafo liquido no esta termostatizada,
pudiendo haber variaciones de este tipo en los tiempos de retencion de los compuestos detectados.

Por otra parte, el estudio de los grados de polimerizacién obtenido en los diferentes
precipitados sintetizados se realizd utilizando un técnica cualitativa como la cromatografia en
capa fina, cuyo protocolo se presenta en el esquema 1. Mediante la utilizacién de esta técnica
fue posible estudiar y comparar los diferentes grados de polimerizacion obtenidos para los
oligbmeros y polimeros sintetizados tanto con acetaldehido en defecto como en exceso. Para
ello, se utilizaron patrones comerciales de catequina, epicatequina y procianidina B2 que
proporcionaban informacién sobre los Rfs correspondientes a monémeros y dimeros, mientras
que la utilizacién de un extracto de procianidinas extraido de las semillas de las uvas se utilizé
para obtener informacién sobre los Rfs de compuestos de grado de condensacién superior
(trimeros, tetrameros y pentameros).
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CROMATOGRAFIA EN CAPA FINA

La cromatografia en capa fina en placas de silica gel es una técnica que permite la separacion de las
diferentes procianidinas existentes en la muestra en funcién de su grado de polimerizacién.

Cromatoplacas utilizadas

Las cromatoplacas (Merck) utilizadas son de silica gel-60, sin indicador fluorescente. El tamafio de
estas cromatoplacas es 20*5*0.25 cm.

Preparacién de las muestras y de los patrones

Los patrones y las muestras de los oligdmeros de epicatequina formados deben ser disueltos en agua
0 en una solucién hidroalcohdlica al 20%. Cuanto mayor es el porcentaje etandlico en la solucién en la que se
disuelven las muestras y los patrones, mayor es la distorsion de la linealidad del frente del eluyente. Por tanto,
se utiliza agua como solvente, teniendo en cuenta que la cantidad de ésta debe ser la misma en las muestras y
en los patrones. No se puede utilizar el metanol como solvente para disolver las muestras y los patrones porque
éste actiia como inhibidor de la cromatografia en capa fina. Este efecto inhibidor es superior en los monémeros
que en los polimeros (Brunet, 1999). Los patrones utilizados en esta técnica fueron epicatequina (Fluka)
(monoémero) y extracto de procianidinas (mezcla de mondémeros y oligémeros de flavan—3—oles extraidos de la
semilla de la uva por la empresa Dérivés Résiniques et Terpéniques).

Eluyente

El solvente utilizado en la elucién de los compuestos fendlicos es una mezcla de tolueno (Carlo
Erba)-acetona (QCA)-acido férmico (Carlo Erba), en una proporciéon de 3—7.5-1. La elucién de los compuestos
fendlicos por las cromatoplacas se realiza dentro de una cubeta cromatografica con una atmoésfera saturada con
el solvente de elucion. El proceso cromatografico se detiene cuando la linea de elucion del solvente se
encuentra a 1.5-2 cm por debajo de la parte superior de la cromatoplaca.

Revelador

El solvente revelador es vainillina al 1% (Panreac) en &cido sulfrico (Aldrich). Este es un método de
tincion especifico de las procianidinas, basado en la reaccion de los aldehidos aromaticos con las catequinas,
formando un complejo con coloraciéon que absorbe en el visible. El grado de reactividad de la vainillina con las
catequinas es superior que con los polimeros de éstas.

Célculo de los Rf

Se mide la longitud recorrida por cada mancha y la longitud recorrida por el solvente. El Rf es el valor
numérico que relaciona estos dos parametros.

Esquema 1. Protocolo del método de separacion e identificacion por cromatografia en capa fina de los oligémeros de
epicatequina sintetizados.

El calculo de los Rfs (distancia recorrida por el compuesto desde la linea base dividido
por la distancia recorrida por el frente del solvente) de las diferentes manchas rojizas de las
muestras (aparecidas tras la tincion con vainillina) y su comparacion con los Rfs obtenidos para
un extracto de procianidinas patrén, permitia conocer el grado de polimerizacion de los
oligébmeros de epicatequina sintetizados. En la figura 63 se observa el perfil cromatografico
obtenido para una muestra de oligdbmero de epicatequina sintetizado con acetaldehido en
defecto.

La unica diferencia existente entre ambas cromatografias era el tiempo de reaccion
transcurrido desde la adicién del acetaldehido. La foto (a) representa una cromatografia en capa
fina del medio de polimerizacion a las 24 horas. En el carril superior se inyecté un patrén de
epicatequina, mientras que en el inferior se inyectd un patrén de procianidinas (diferentes grados
de polimerizacién). En el carril central se inyectd la muestra que, como se observa, poseia un
grado de polimerizacién comprendido entre mondmero y trimero. La separacién de los patrones
en los compuestos de diferente grado de polimerizacion era nitida. Sin embargo, en el caso de la
muestra, no se conseguia una perfecta separacion de los diferentes oligdmeros formados. En su
lugar, se obtenia un carril continuo, tefiildo de color rojo (debido al revelador) que informaba del
grado de condensacion de la muestra.
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Figura 63. Cromatografias en capa fina obtenidas para un medio de polimerizacién con acetaldehido en defecto cuando
han transcurrido (a) 24 horas de reaccion y (b) 8 dias de reaccion.

La foto (b) pertenecia al mismo medio de polimerizacion pero 8 dias después del
comienzo de la reaccion. Las muestras y los patrones fueron inyectadas en la capa fina en el
mismo orden que en el caso anterior. Una alicuota del medio de polimerizacién se inyect6 en el
carril central, obteniéndose un aumento del grado de polimerizacion de la muestra con respecto
a la anterior alicuota analizada. En este caso, el grado de polimerizacion se situaba entre
mondmeros y oligdbmeros mayores de cinco unidades, si bien, los compuestos predominantes
parecian ser monomeros, dimeros y trimeros. Los Rfs obtenidos para estas dos cromatografias
en capa fina se presentan en la tabla 17.

Epicatequina patrén 0,85 - - - - -
24 horas
Medio polimerizacion
0,86 0,7 0,55 0.43 - -
acetaldehido en defecto
reaccion T
Extracto procianidinas 0,85 0,68 0,54 0,42 0,33 0,22
patrén
MONOMERO | DIMERO | TRIMERO | TETRAMERO | PENTAMERO | >5
Epicatequina patrén 0,86 - - - - -
8 dias
Medio polimerizacion
0,82 0,71 0,52 0,4 0,34 -
acetaldehido en defecto
reaccion Extracto procianidinas
patrén 0,83 0,72 0,51 0,41 0,32 0,21

Tabla 17. Resultados obtenidos del calculo de los Rfs en la separacién cromatografica en capa fina de dos alicuotas (24
horas y 8 dias de reaccién) de un medio de polimerizacién de epicatequina con acetaldehido en defecto.

Las diferencias existentes en el grado de polimerizacion de dos medios de
polimerizaciéon cuya unica diferencia era la cantidad de acetaldehido utilizada en el ensayo se
ponia de manifiesto al realizar una cromatografia en capa fina (figura 64). El carril (a) pertenecia
a un patrén de epicatequina, el carril (b) a un medio de polimerizacion al que se afadio
acetaldehido en defecto (0.024M) tras nueve dias de reaccion, mientras que el carril (c)
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pertenecia a un medio de polimerizacién con acetaldehido en exceso (2.12M) tras nueve horas
de reaccion y, por ultimo, el carril (d) correspondia a un patron de extracto de procianidinas.
Puede comprobarse como la adicion de acetaldehido en defecto o en exceso al medio de
reaccion afectaba directamente al grado de condensacion final del oligémero de epicatequina
formado. En aquellos medios de reaccion en los que el acetaldehido era afiadido al medio en
defecto, el grado de polimerizaciéon de los compuestos formados oscilaba entre dimeros y
tetrameros, si bien, existia en el medio una gran cantidad de epicatequina sin reaccionar. Sin
embargo, la adicion de acetaldehido en exceso al medio provocaba un aumento del grado de
polimerizacion de los oligémeros de epicatequina, oscilando éstos entre dimeros y compuestos
de grado de condensacion 5 en una cantidad muy superior a aquellos medios a los que se
afadié acetaldehido en defecto, como se comprueba en la gran intensidad del carril continuo
obtenido. La tabla 18 expresa los valores de Rf obtenidos para esta cromatografia en capa fina.

Origen Frente del solvente

s

Figura 64. Cromatografia en capa fina de dos medios de polimerizacion con acetaldehido en defecto (B) y en exceso (C).
(A) es epicatequina patrén y (D) extracto de procianidinas patrén.

Epicatequina patron 0,86 - - - - -
Medio polimerizacion
0,84 0,74 0,66 0,54 - -
acetaldehido en defecto
Medio polimerizacion
0,86 0,74 0,66 0,53 0,32 -

acetaldehido en exceso

Extracto procianidinas
patron 0,86 0,75 0,65 0,52 0,3 0,21
MONOMERO | DIMERO | TRIMERO | TETRAMERO | PENTAMERO | >5

Tabla 18. Rf obtenidos en la cromatografia en capa fina de dos medios de polimerizacién con acetaldehido en defecto y
en exceso.

Por ofra parte, en las muestras destacaba la ausencia de manchas bien definidas que
informen del grado de condensacion alcanzado, obteniéndose en su lugar, un carril continuo.
Esto podria ser debido a que los dimeros, trimeros, etc., de epicatequina que se han sintetizado
en el medio podrian tener unido en uno de sus extremos (0 en los dos) una molécula de
acetaldehido, modificandose de este modo el Rf de este compuesto. En el caso de un dimero
que tuviera una o dos moléculas de acetaldehido unidas a sus extremos, el Rf de este
compuesto estaria entre los Rfs de un dimero y un trimero. De esta forma, no se obtenian
manchas limpias y bien definidas sino solamente un carril continuo (ver figura 65) que informaba
aproximadamente del grado de condensacion alcanzado.

- 165 -



&

SINTESIS DE PROCIANIDINAS RADIACTIVAS

Ly Ep-Act-Ep
Ep-Act-Ep €—
Ep-Act-Ep-Act-Ep €——

-
Ep-Act-Ep—Act
- p— p—

Ep-Act-Ep-Act-Ep

[ >

Figura 65. Representacién esquematica de las manchas obtenidas en la cromatografia en capa fina para los oligémeros
de epicatequina formados. En la figura A, el carril izquierdo representa las manchas que se obtendrian si la separacién
de los diferentes compuestos fuera nitida. El carril de la derecha representa las manchas obtenidas debido a la
existencia de compuestos que poseen una molécula de acetaldehido en posicién terminal. La figura B representa las
manchas realmente obtenidas al revelar los compuestos con vainillina.

Como método de separacion e identificacion, la técnica de la cromatografia en capa fina
con tincion de vainillina al 1% en acido sulfurico (al 70%) permitia la diferenciacion de los
compuestos fendlicos hasta un grado de polimerizacion de pentameros o hexdmeros, aunque la
bibliografia remarcaba que se habia llegado a separar polimeros hasta un nivel de condensacién
de 7 (Lea, 1979; Oh & Of., 1979; Pérez—llzarbe, 1979; Jaworski & Lee, 1987; Markham, 1989;
Putman & Butler; 1991; Escribano—Bailon, 1992 y 1993; Rigaud, 1993; Tits, 1993; Suarez, 1994;
Jolich, 1996; Ossipov, 1997; Matthaus, 1998; Sun, 1998). Sin embargo, Oszmianski & Sapis
(1989) detectaban solamente 6 grados de polimerizacién. Asimismo, esta técnica no permite
distinguir entre diferentes compuestos que posean un mismo grado de polimerizacién. Dado que
los resultados obtenidos mediante la cromatografia en capa fina son cualitativos, se utilizé la
cromatografia liquida de alta resolucion como técnica que permitiese cuantificar y evaluar la
evolucién temporal de la concentracion de la epicatequina en el medio de reaccion. Las
condiciones utilizadas en este método se muestran en el esquema 2.

CROMATOGRAFIA LIQUIDA DE ALTA RESOLUCION

El proceso cromatografico se basa en la técnica cromatografica en fase reversa. El aparato utilizado es un
cromatégrafo Hewlett—Packard, serie 1100 con bomba cuaternatia e inyector automatico.
Columna

La columna utilizada es una Spherisorb ODS-2 (Waters) de 25 cm de longitud, 0.46 cm de diametro interno y 5 pm
de tamafio de particula.

Fase movil
Las fases moviles utilizadas son las siguientes: A: acido formico al 4.5% (Carlo Erba); B: acetonitrilo (Carlo Erba)—
acido férmico 4.5% (Carlo Erba), 10:90. La elucién se produce a flujo constante de 1.5 mL/min y con el siguiente gradiente de

elucion:

Tiempo (min) %A %B
0.1 100 0
10 60 40
20 50 50
30 40 60
35 0 100
50 0 100
60 100 0

Temperatura de trabajo

La separacién cromatografica se realiza a temperatura ambiente. Se intenta que haya poca variacién con respecto a
este parametro, ya que podrian producirse alteraciones en los tiempos de retencion y en la forma de los diferentes picos
cromatograficos obtenidos, llevando este hecho a errores en la cuantificacion.
Deteccion

El detector utilizado es ultravioleta—visible, de diodos integrados. La longitud de onda utilizada en todos los analisis
realizados (tanto cuantitativos como cualitativos) es 280 nm, utilizdndose también la longitud de onda a 254 nm.
Muestras y patrones

Las muestras y los patrones inyectados en el cromatdgrafo para su andlisis deben ser soluciones acuosas.

Esquema 2. Protocolo del método de separacion de los oligdmeros de epicatequina sintetizados y de los extractos de
procianidinas patrones mediante cromatografia liquida de alta resolucion.
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La utilizacion de esta técnica como método de identificacion y de cuantificacion de los
oligbmeros formados presentaba el problema afnadido de la falta de disponibilidad comercial de
patrones de oligémeros de procianidinas con los que comparar tiempos de retencion y areas. En
cuanto a la cuantificacién de la concentracién de epicatequina en el medio de reaccion se
utilizaron rectas de calibracion realizadas con diferentes concentraciones del patrén comercial.
Ademas, para la cuantificaciéon de las estructuras diméricas se utilizaron rectas patrones del
dimero procianidina B2 comercial. La figura 66 muestra los cromatogramas obtenidos para una
mezcla de 4 patrones comerciales (acido galico, catequina, epicatequina y procianidina B2) y de
un extracto de procianidinas patrén, respectivamente. En el cromatograma A, se observa la
correcta separaciéon de los tres patrones monoméricos y del dimero procianidina B2,
obteniéndose de este modo cuatro tiempos de retencion diferentes que permitieron la
identificacion de estos compuestos en un extracto comercial de procianidinas.
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Figura 66. Perfil cromatografico (HPLC) obtenido para (A) una mezcla de patrones comerciales con concentracion final
de cada uno en la muestra de 50 uM, y (B) perfil cromatografico obtenido para un patron de extracto de procianidinas de
semilla de uva de concentracion 2500 mg/L.

La cromatografia liquida de alta resolucién permitio el analisis detallado del contenido
del extracto de procianidina patron. Debido al resultado de la separacion, esta técnica era idonea
para la resolucién de este tipo de muestras por su bajo limite de deteccidon y su elevada
reproducibilidad y precision. La identificaciéon de los picos cromatograficos mayoritarios del
extracto de procianidinas fue posible mediante un proceso de derivatizacién post—columna
puesto a punto por los miembros de la Facultad de Farmacia de Salamanca (Escribano—Baildn,
1993). En la tabla 19, se detallan los tiempos de retenciéon de los diferentes picos
cromatograficos y el nombre del compuesto fendlico correspondiente.

La identificaciéon de la mayoria de los picos cromatograficos obtenidos para un extracto
de procianidinas de semilla de uva fueron de gran utilidad para identificar los compuestos
sintetizados en los medios de polimerizacién, ya que los cromatogramas obtenidos en el control
de la evolucion de la concentracién de epicatequina en estos medios poseian una elevada
reproducibilidad. La figura 67 muestra dos cromatogramas correspondientes a dos medios de
reaccion diferentes. El cromatograma A corresponde a un medio de polimerizacién con
acetaldehido en defecto, mientras que el cromatograma B corresponde a un medio de reaccion
similar, pero con una cantidad de acetaldehido superior (en exceso).
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Orden de Tiempo Nombre del
elucion retencion (min) compuesto

1 4,276 Acido galico
2 12,895 Dimero B3: cat-(4a, 8)-cat
3 14,762 Dimero B1: ep-(413, 8)-cat
4 15,628 Catequina
5 16,174 Trimero: ep-(43, 8)-ep-(4, 8)-cat
6 18,262 Dimero B4: cat-(4a, 8)-ep
7 25,368 Dimero B2: ep-(413, 8)-ep
8 30,606 Epicatequina
9 35,290 Dimero B2-3'-O -galato???: ep-(4RB, 8)-ep-3'-O -galato
10 36,291 Dimero B7: ep-(413, 6)-cat
11 36,969 Trimero C1: ep-(4R, 8)-ep-(48, 8)-ep
12 37,927 Tetrdmero de ep??: ep-(4R, 8)-ep-(4R, 8)-ep-(4R, 8)-ep
13 42,098 Epicatequina-3-O-galato
14 46,722 Dimero B5: ep-(4R, 6)-ep

Tabla 19. Compuestos fenolicos mayoritarios identificados mediante cromatografia liquida de alta resolucién de un
extracto de procianidinas de semillas de uva.
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Figura 67. Cromatogramas obtenidos para: (A) medio de polimerizacién entre epicatequina y acetaldehido en defecto, y
(B) medio de polimerizacion entre epicatequina y acetaldehido en exceso.

El analisis del perfil cromatografico de cada medio de polimerizacién permitié apreciar
algunas diferencias significativas. Si la reaccion de condensacién se realizaba con acetaldehido
en defecto, aparecian en el cromatograma los picos cromatograficos representados en la tabla
20, mientras que en la tabla 21, se representan los picos cromatograficos obtenidos cuando la
adicion de acetaldehido al medio de reaccion se realiza en exceso.
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Orden de Tiempo
elucion retencion (min)
1 2,486
2 29,629
3 42,660

Tabla 20. Picos cromatograficos mayoritarios obtenidos en el analisis mediante cromatografia liquida de alta resolucion
de un medio de condensacion entre epicatequina y acetaldehido en defecto.

Orden de Tiempo
elucion retencion (min)
1 2,424
2 30,409
3 34,020
4 43,245
5 43,819

Tabla 21. Picos cromatograficos mayoritarios obtenidos en el analisis mediante cromatografia liquida de alta resolucion
de un medio de condensacion entre epicatequina y acetaldehido en exceso.

Las principales diferencias existentes entre los cromatogramas anteriores son debidas a
la concentracién de acetaldehido utilizada para la polimerizacion de la epicatequina. El pico
cromatografico con un tiempo de retencién en torno a 2.4 minutos era mayor cuando el
acetaldehido se afadia al medio de reaccién en exceso obteniéndose, ademas, un pico con
tiempo de retencion 34 minutos que no aparecia en el cromatograma del medio de reaccion que
poseia acetaldehido en defecto. El resto de los picos que conformaban el perfil cromatografico
de ambos medios de reaccién era idéntico.

La identificaciéon de todos los compuestos existentes y que generaban estos perfiles
cromatograficos hacia necesaria la utilizacién de otra técnica mas especifica que pudiera aportar
informacion adicional sobre la estructura de los mismos. Una técnica que ofrecia este tipo de
informacion era la espectrometria de masas acoplada a la cromatografia liquida de alta
resolucion. Ademas, la existencia de material bibliografico relacionado con la deteccion de
catequinas y procianidinas mediante esta técnica hizo posible acceder a una serie de datos que
fueron de gran ayuda para la deteccion mediante espectrometria de masas los compuestos
sintetizados en el medio de polimerizacion. En este sentido, Rohr et col (1999) describieron
como se fragmentaba la procianidina dimero B2 proporcionando dos moléculas de epicatequina
en la interfase del espectrometro de masas, generando unas determinadas relaciones
masa/carga (m/z). Ademas, estas dos moléculas de epicatequina obtenidas podian a su vez
romperse en pequefios fragmentos que generan unas determinadas relaciones m/z. En la figura
68 se puede comprobar como la estructura de la epicatequina puede abrirse de dos formas
diferentes.

Por una parte, la epicatequina puede sufrir la rotura del anillo heterociclico formando dos
fragmentos de m/z 168 y 123, respectivamente. Del mismo modo, la epicatequina puede sufrir
otra rotura del anillo heterociclico conocida como fisiéon retro—Diels—Alder generando también
dos fragmentos cuyas relaciones m/z son 139 y 152, respectivamente. Asimismo, la procianidina
B2 (epicatequina—(4R3, 8)—epicatequina) puede sufrir la rotura de uno de los dos anillos
heterociclicos que poseen las unidades epicatequina que la componen, generando los
fragmentos de relacion m/z expresados en la figura 69 (Sun & Miller, 2003). En esta figura se
puede comprobar como uno de los heterociclos puede sufrir tres tipos diferentes de rotura,
proporcionando tres compuestos distintos con unas relaciones m/z distintivas (451, 439 y 425).
Ademas, el compuesto generado cuya relacion masa/carga es 425 puede sufrir la pérdida de un
grupo hidroxilo para formar un nuevo compuesto con una relacion m/z 407.
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Figura 68. Fragmentos generados en la interfase del espectrometro de masas por la procianidina B2 y la epicatequina.
Se apreciar como la procianidina B2 da lugar a dos unidades epicatequina y éstas pueden sufrir dos tipos de rotura del

anillo heterociclico: simple apertura del mismo (representado a la izquierda de la figura) y fision retro—Diels—Alder (parte
derecha de la figura). Adaptado de Rohr et col (1999).
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Figura 69. Fragmentos generados en la interfase del espectrdmetro de masas por la rotura del anillo heterociclico de la
procianidina B2. Adaptado de Sun & Miller (2003).
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La realizacion del analisis de la procianidina B2 patron y de la epicatequina en el
espectrometro de masas permitié la obtencion de las mismas sefales descritas en la bibliografia.
Para efectuar el analisis de la procianidina B2 fue necesario realizar ionizacién quimica. Los
resultados obtenidos se muestran en la figura 70. Debe hacerse constar que todos los analisis
realizados mediante espectrometria de masas fueron realizados por los técnicos del Servei de
Recursos Cientifics de la URV.
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Figura 70. Resultados obtenidos del analisis de la procianidina B2 y de la epicatequina en el espectrémetro de masas. La
Unica diferencia entre ambos compuestos es que la procianidina B2 genera el doble de abundancia en las sefiales m/z
(debido a que la rotura del enlace 43—8 genera dos epicatequinas).

El compuesto mas pequefio que podia sintetizarse en los medios de reaccidn era un
dimero de epicatequina. Este consistia en dos epicatequinas unidas a través de un puente de
acetaldehido. Las procianidinas diméricas naturales poseen enlaces 4a—8, 43—8 6 43—6 entre
las unidades monoméricas que la componen. No obstante, este tipo de enlaces no son los
mismos que se obtienen entre las unidades monoméricas (catequina, epicatequina y malvidina)
y el acetaldehido durante el proceso de maduracién o envejecimiento de un vino. En este caso,
las uniones puente realizadas por el acetaldehido entre un monémero y otro son a través de los
carbonos C8-C8, C6—C6 y C8—-C6 (dando éste ultimo lugar a una mezcla racémica de productos
de conformaciéon R y S) como representa la figura 71 (Timberlake & Bridle, 1976; Baranoski &
Angel, 1983; Bishop, 1984; Roggero, 1987; Baker, 1993; Rivas Gonzalo, 1995; Fulcrand, 1996;
Escribano—Bailon, 1996; Dallas, 1996; Francia—Aricha, 1997; Es—Safi, 1996 y 1999; Vivar—
Quintana, 1999; Remy, 2000; Nanjo, 2000).

Por otra parte, debido a las caracteristicas del espectrometro de masas utilizado en el
andlisis de las muestras, solamente era posible la deteccién de estructuras diméricas,
imposibilitando este hecho el analisis de estructuras con mayor grado de condensacion. Por
tanto, la existencia de dimeros de epicatequina en el medio de reaccion y su posterior analisis
mediante espectrometria de masas hacia necesaria la aplicacion del mismo patron de
fragmentacion de la procianidina B2 y de la epicatequina, pero teniendo en cuenta la presencia
de un puente de acetaldehido, ya que la presencia de éste variaria las relaciones masa/carga
obtenidas para los patrones. En consecuencia, aplicando el mismo patréon de fragmentacion
comentado anteriormente a los posibles dimeros presentes en el medio de reaccién, se obtenian
las relaciones masa/carga presentadas en la figura 72. Del mismo modo, la aplicacién sobre los
dimeros sintetizados del patron de fragmentacion descrito por Sun & Miller (2003) para la
procianidina B2, proporcionaban otras relaciones masa/carga de los fragmentos obtenidos
(descritos en la figura 73) que fueron de gran utilidad para caracterizar a estos compuestos
mediante espectrometria de masas. Las relaciones masa/carga obtenidas para los fragmentos
de los dimeros con puente de acetaldehido en la interfase del espectrometro de masas son
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independientes de los carbonos implicados en el enlace (C8—C8, C6-C6 y C8-C6), aunque en
las figuras 72 y 73 solamente se ha aplicado el patrén de fragmentacion sobre el dimero que
posee el puente de acetaldehido entre los carbonos C8—C8.

Dimero C8-C8 Dimero C6-C8 Dimero C6-C6

Figura 71. Estructura de los dimeros de epicatequina formados durante el proceso el proceso de envejecimiento de un
vino. Solamente se han tenido en cuenta los dimeros formados con epicatequina, ya que es ésta el Unico compuesto

utilizado en los medios de polimerizacién.
OH o CH
0 e
OH HO. (o]
HO. o + I OH
O m/z 289 / CH, OH
OH

OH

m/z 166 m/z 152
OH
J .
W

m/z 123

m/z 152 m/z 123

m/z 455 iz 485

m/z 302

OH
OH
{

OH

m/z 123

m/z 152
Figura 72. Patrén de fragmentacion en la interfase del espectrometro de masas de los dimeros de epicatequina

sintetizados en medio acido. Para simplificar el esquema, solamente se ha representado como ejemplo el dimero C8—
C8.
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Figura 73. Patron de fragmentacion propuesto por Sun & Miller (2003) de la procianidina B2 aplicado a un dimero
sintético C8—-C8.

De este modo, el analisis de diferentes alicuotas de los medios de polimerizacion
mediante espectrometria de masas permitio la identificacion de los compuestos que generaban
los cromatogramas de cromatografia liquida presentados anteriormente. De esta forma, el
compuesto cuyo pico cromatografico poseia un tiempo de retencion de 2.4 minutos generaba
unos fragmentos con unas relaciones masa/carga de 64, 70 y 149 al ser analizado mediante
espectrometria de masas. De forma similar, el compuesto cuyo tiempo de retencion en la
cromatografia liquida era de 34 minutos en un medio de polimerizacién con acetaldehido en
exceso y que no proporcionaba ninguna sefal cromatografica cuando el acetaldehido se anadia
al medio en defecto, generaba unos fragmentos con las siguientes relaciones masa/carga: 71,
89, 99y 115. En la figura 74 se muestran los espectros de masa de ambos compuestos.
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Figura 74. Espectros de masas obtenidos para: (A) compuesto cuyo tiempo de retenciéon en HPLC era de 2.4 minutos y
(B) compuesto cuyo tiempo de retencion en HPLC era de 34 minutos.

El analisis de estos datos revelaban que estos dos compuestos no eran derivados de la
epicatequina, ya que las sefiales generadas por los fragmentos que provenian de estos
compuestos en los espectros de masas eran demasiado pequefias (la sefial m/z de mayor valor
es del orden de 140-150). Las relaciones masa/carga mas pequefias generadas por la ruptura
del anillo heterociclico de la epicatequina son 166, 152, 195 y 123 (teniendo en cuenta la
existencia de un puente de acetaldehido). Ninguna de estas sefiales aparecia en los espectros
de masas generados por los fragmentos formados en la interfase del espectrémetro por los
compuestos de tiempo de retencion 2.4 y 34 minutos.

Ademas, debe tenerse en cuenta que el acetaldehido es un reactivo de una elevadisima
reactividad en medio acido. En estas condiciones, este compuesto es capaz de reaccionar
consigo mismo o con otros aldehidos que pudiera haber en el medio de reaccion. En términos de
Quimica Organica, a esta reaccion se le conoce con el nombre de condensacion aldodlica. De
esta manera, en el medio de reaccion (cuyo pH era acido), el acetaldehido podria reaccionar
consigo mismo para formar dimeros, trimeros, tetrameros, etc. Estos compuestos generarian
unos fragmentos en la interfase del espectrometro de masas con unas relaciones masa/carga
muy diferentes de aquellas que proporcionan los fragmentos provenientes de los flavan—3—oles.
La figura 75 muestra el mecanismo de la condensacién alddlica del acetaldehido presente en el
medio de reaccién consigo mismo. Ademas, la realizacién de un espectro de absorbancia de una
solucién acuosa (100 uM) de acetaldehido indicaba que este compuesto poseia su maxima
absorbancia a 284 nm, longitud de onda a la que la absorbancia de una solucion de
epicatequina (100 uM) era también maxima. Consecuentemente, las senales generadas por el
acetaldehido podrian confundirse en los cromatogramas obtenidos mediante cromatografia
liquida con aquellos compuestos en los que estuviera implicada la epicatequina y que eran

objeto de nuestro interés.

-174 -



SISTESIS DE PROCIANIDINAS RADIACTIVAS

<&

OH
i HA e _
- > ‘ + A
HC™ T HCTN
m/z 44 l T
(o}
i
HZC¢C\
H
m/z 44
Dimeros
B i I °
-C + — —_— —C—H,C— —_—
HC™ N H,c=CN HC— ¢ HL—C( NNy MzT0
H H H H
Trimeros
OH+ OH OH+ 0
Il
S N NN |
/\)J\H Hc=C. H X y Mz
H
Tetrameros
OH+ 0 OH OH+ O
* =C - > /\/\)\)J\ — >
/\/\/U\H HCZTN SN H XN miz122
Pentdmeros
OH+ Q OH OH+ o
NV v YO HCZ™S, X H ) Y W NP miz 148

H

Figura 75. Condensacion alddlica del acetaldehido presente en el medio de polimerizacion consigo mismo.

A tenor de los datos obtenidos, el compuesto de tiempo de retenciéon 2.4 minutos podria
tratarse de un dimero de acetaldehido, mientras que el compuesto cuyo tiempo de retencion era
de 34 minutos podria ser un trimero de acetaldehido. La falta de material bibliografico que
hiciera referencia a este tipos de compuestos y a su analisis mediante espectrometria de masas,
hizo que se tuviera en cuenta solamente el peso molecular del compuesto ya que no se conocia
el patron de rotura que estos compuestos siguen en la interfase del espectrometro de masas.
Ademas, al no tratarse de compuestos derivados de la epicatequina, no fueron estudiados a
fondo. Analogamente, un medio de polimerizaciéon que constaba de acido acético, etanol, agua y
acetaldehido en exceso (sin afadir epicatequina al mismo) generaba el cromatograma
representado en la figura 76.
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Figura 76. Cromatograma generado por un medio de polimerizacion al que no se le afiadié epicatequina. Todas las
sefiales obtenidas en el cromatograma provienen de la condensacion alddlica del acetaldehido consigo mismo.
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Como refleja este cromatograma, se obtenian dos picos cromatograficos cuyos tiempos
de retencion eran 2.39 y 32.3 minutos, respectivamente. Estos tiempos de retencion coincidian
con los tiempos de retencion obtenidos en el perfil cromatografico del medio de polimerizacion
que poseia epicatequina y acetaldehido en exceso. Asi, parecia evidente que los compuestos
que generaban estos picos cromatograficos a estos tiempos de retencion, provenian de la
autocondensacion del acetaldehido y no de la rotura de la estructura de la epicatequina.

Por otra parte, la preparacion de un medio de polimerizacion al que todavia no se le
habia afiadido acetaldehido proporcionaba un perfil cromatografico (ver figura 77) en el que se
apreciaba claramente un pico cromatografico mayoritario con un tiempo de retencion de 29-30
minutos correspondiente a la epicatequina disuelta en el medio y otros dos picos
cromatograficos de tiempo de retencién 15 y 38 minutos. Los compuestos que generaban estas
sefales podrian ser catequina (cuyo tiempo de retencién para el patron comercial esta en torno
a 15 minutos), pudiendo tratarse de impurezas en el patrén comercial de epicatequina, cuya
pureza es del 99% y una estructura dimérica (tiempo de retencion 38 minutos) que podria
tratarse de una autocondensacién de la epicatequina en medio acido. El analisis de este
compuesto por espectrometria de masas (ver figura 78) revelaba la aparicion de algunas
sefiales, producto de la rotura del anillo heterociclico de la epicatequina (m/z 152 y 169). Este
hecho indicaria que este compuesto podria derivar de la epicatequina y ademas parecia tratarse
de un compuesto no demasiado estable ya que no generaba la totalidad de sefiales m/z que
solian obtenerse para la epicatequina patrén. La existencia de este compuesto permanecia en el
medio siempre que hubiera epicatequina disuelta en el mismo. La bibliografia describe como los
flavan—3—oles y los antocianos disueltos en medio acido pueden experimentar reacciones de
isomerizacion y de autocondensacioén (Jurd, 1967 y 1969; Jurd & Somers, 1970; Somers, 1971;
Baranowski & Angel, 1983; Liao, 1992; Bishop & Angel, 1994; Santos—Buelga, 1995 y 1996;
Saucier, 1997; Es—Safi, 1999).

DAD1 A, Sig=280,8 Ref=450,100 (070201\07020103.D)

6.369

Epicatequina
120
100
80
60

40
Catequinag

20

1%

o
E
4172
5.565
18.148

T T T T T
10 20 30 40 50 min

Figura 77. Cromatograma generado por un medio de polimerizacion al que no se le afiadi6 acetaldehido. Todas las
sefiales obtenidas en el cromatograma provienen de la epicatequina.
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Figura 78. Espectro de masas obtenido para el compuesto de tiempo de retenciéon 37—-38 minutos en un medio de
polimerizacion sin acetaldehido.
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La comparacion de los cromatogramas de la figura 65 con el cromatograma A de la
figura 55 revelaba la aparicion de un pico cromatografico con tiempo de retencion 4243
minutos. Este pico poseia un hombro, indicando que podria tratarse de dos compuestos distintos
que no se habrian separado correctamente. El espectro de masas generado por este compuesto
(representado en la figura 79) indicaba la aparicibn de numerosas relaciones masa/carga
pronosticadas para un dimero sintético compuesto de epicatequina—acetaldehido—epicatequina.

Figura 79. Espectro de masas obtenido para el compuesto de tiempo de retencién 42—43 minutos en un medio de
polimerizacion tanto con acetaldehido en exceso como en defecto. El cromatograma de la izquierda esta realizado con
ionizaciéon quimica y proporciona el peso molecular del compuesto estudiado (m/z 606) que se corresponde con un
dimero de epicatequina.

Las sefiales m/z 479 y 453 correspondian a fragmentos obtenidos de la rotura de uno de
los heterociclos de una unidad epicatequina aplicando el patron de rotura descrito por Sun &
Miller (2003), pero teniendo en cuenta la presencia de un puente de acetaldehido enlazando dos
epicatequinas. Ademas, la aparicion del fragmento m/z 453 conllevaba la aparicion de un
fragmento de relacion m/z 152 que también aparecia en el espectro de masas. Del mismo modo,
se producia una rotura retro—Diels—Alder del anillo heterociclico del compuesto en cuestién
proporcionando las sefiales m/z 166 y la anteriormente mencionada m/z 152. El fragmento que
generaba una sefial m/z 335 era producto de una doble fisibn de los anillos heterociclicos,
sufriendo uno de ellos una rotura retro—Diels—Alder, mientras que el otro sufria una apertura del
anillo y posterior rotura del mismo. Este tipo de fision también generaba un fragmento de
relacion m/z 123, presente en el espectro de masas. Del mismo modo, la aparicién de dos
sefiales cuyas relaciones m/z eran 290 y 317 indicaban la existencia de una estructura dimérica
en la que dos epicatequinas estan unidas a través de un puente de acetaldehido, ya que el
fragmento que generaba la relacion m/z 290 era una unidad de epicatequina, mientras que el
fragmento que generaba la sefal 317 se trataba de una unidad de epicatequina unida a una
molécula de acetaldehido (Epicatequina—acetaldehido). Ademas, la relacion masa/carga 606 se
correspondia con el peso molecular del compuesto, indicando este dato que se trataba de un
dimero de epicatequina. Asimismo, por el aspecto que presentaba el pico cromatografico (el cual
poseia un hombro) y los datos descritos en la bibliografia, podrian tratarse de los tres dimeros
de epicatequina con diferentes carbonos implicados en los enlaces (C6—C6, C8—C8 y C6-C8).
La gran similitud en la estructura de estos compuestos dificultaria su separaciéon cromatogréfica
para poder ser estudiados por separado.
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Paralelamente, el Centro de Formacién e Investigacion en Enologia de la Facultad de
Farmacia de la Universidad de Montpellier analizé una muestra de un medio de polimerizacion
con acetaldehido en defecto durante los primeros dias de reaccion. Los resultados obtenidos
revelaban la presencia en las muestras de catequina, epicatequina y procianidina dimero B2.
Este ultimo compuesto podria tratarse de los dimeros sintetizados o del compuesto que
generaba un pico cromatografico con un tiempo de retencién de 38 minutos. Los resultados
obtenidos se muestran en la tabla 22.

Area Concentracién
Compuesto (mAU*s) (mg/L)
Epicatequina 41793 2234,92
Catequina 235 12,7
Procianidina B2 105,17 10,03

Tabla 22. Resultados de los andlisis realizados a un medio de polimerizacién con acetaldehido en defecto para
determinar los compuestos presentes. Centre de Formation et de Recherche en Oenologie. Faculte de Pharmacie.
Montpellier.

Adicionalmente, se analizaron los precipitados obtenidos de dos medios de reaccion
diferentes (uno con acetaldehido en exceso y otro con el mismo en defecto) en el Laboratorio de
Analitica, Investigacion y Materias Primas de la empresa Dérives Résiniques et Terpéniques
situada en la localidad de Dax (Francia) con la finalidad de conocer el grado de polimerizacion
obtenido en cada medio. Los resultados obtenidos se representan en la tabla 23.

Tiempo de % Masa Grado de
o area Muestra
retencion (min) molecular | polimerizacion
16,8 83,13 Oligémero de ep en defecto 2919 9
19,7 7,43 1126 4
21 6,91 860 3
23 2,53 529 2
15,8 96,36 Oligémero de ep en exceso 5075 16
20,48 3,64 963 3

Tabla 23. Grados de polimerizacidn obtenidos para los precipitados de los medios de reaccién con acetaldehido en
defecto y en exceso.

El calculo aproximado del grado de polimerizacion se realizd mediante una sencilla
ecuacion que correlacionaba a éste con el peso molecular del compuesto. Teniendo en cuenta, a
modo de ejemplo, la estructura de un trimero (figura 80) se podia comprobar como este
compuesto estaba formado por tres estructuras de epicatequina y dos puentes de acetaldehido.
Si se designaba N a las estructuras de epicatequina y (N-1) a los puentes de acetaldehido y se
tenian en cuenta los pesos moleculares de ambos, era posible relacionar el peso molecular del
compuesto con el grado de polimerizacion del mismo: (289 * 2) + 288 * (N-2) + 28 * (N-1) =
MW. Resolviendo esta ecuacion se obtenia:

MW+26
N= 316

donde : N = grado de polimerizacién del compuesto
MW = peso molecular del compuesto.
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Figura 80. Estructura de un trimero de epicatequina (en color azul, negro y verde) formado con puentes de acetaldehido
(en color rojo).

Los resultados obtenidos indicaban que el grado de polimerizacion alcanzado para un
medio de reaccion en el que se habia utilizado acetaldehido en exceso era mayor que cuando
éste fue utilizado en defecto. Ademas, casi la totalidad del compuesto formado en un medio de
polimerizaciéon con acetaldehido en exceso era un polimero de 16 unidades. Por el contrario, el
grado de polimerizacién obtenido para un medio de polimerizacion realizado con acetaldehido en
defecto era menor, estando repartido entre oligdémeros de 9 unidades (compuesto mayoritario) y
dimeros (compuesto minoritario). Estos resultados concordaban con la tendencia observada en
la cromatografia en capa fina.

2.2.3 Marcaje radiactivo de los oligbmeros de epicatequina

La utilizacion de acetaldehido como reactivo para enlazar monémeros de epicatequina y
sintetizar oligébmeros y polimeros de ésta era un proceso viable en el laboratorio, simulando un
determinado tipo de reacciones que tiene lugar durante el proceso de almacenamiento y
envejecimiento de los vinos en la bodega. Sin embargo, uno de los grandes problemas
encontrado por los investigadores cuando trabajan con compuestos fendlicos es la gran
dificultad existente en los procesos de extraccién de estos compuestos de matrices biologicas
como plasma y determinados tejidos. Actualmente, los trabajos publicados sobre el proceso de
absorcién de los compuestos fendlicos presentes en el vino son escasos, desconociéndose
como estos compuestos penetran en el organismo, cuales son los compuestos que se absorben
mayoritariamente y cual es el grado de polimerizacién de los mismos. No obstante, la utilizacién
de productos marcados radiactivamente podria simplificar los problemas metodoldgicos
existentes con los procesos de extraccion de estos compuestos, ya que la deteccion de los
compuestos radiactivos es muy sensible y del mismo modo, podria ser tremendamente util en el
estudio de la absorcion intestinal de estos compuestos.

Como se ha descrito anteriormente, la sintesis de catequina o epicatequina radiactivas
era posible a partir de compuestos simples como KCN. Sin embargo, este tipo de reacciones
involucraba una gran cantidad de etapas y de reactivos, para finalmente obtener unos
rendimientos del producto final no demasiado elevados. Ademas, en cada etapa de la sintesis
era necesaria la separacion (no siempre sencilla) del intermedio sintetizado que era el punto de
partida de la siguiente etapa. Por tanto, era interesante buscar alguna técnica alternativa de
marcaje radiactivo de los flavan—3-oles. En nuestro caso, se aprovechd la puesta a punto de un
medio de polimerizacion donde tenia lugar la condensacion de la epicatequina con acetaldehido,
ya que la sustitucion de acetaldehido frio por acetaldehido marcado radiactivamente permitiria la
obtencién de oligémeros y polimeros de epicatequina con marcaje radiactivo. En este sentido, el
acetaldehido radiactivo utilizado (American Radiolabeled Chemicals) estaba marcado
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radiactivamente con "C en los dos carbonos. La actividad especifica del producto era de 55
mCi/mmol, su concentracion de 1 mCi/ml y su pureza un 99%.

El medio de reaccion donde se realiz6 el marcaje radiactivo de los oligdbmeros de
epicatequina era idéntico a los medios anteriores con la Unica diferencia de la sustitucion del
acetaldehido frio por el acetaldehido radiactivo. La concentracion de éste en el medio fue de
6.82 pmoles, con una radiactividad total de 378 uCi. Paralelamente a este medio de
polimerizacién, se realizé un medio de reaccion frio (sin marcaje radiactivo) analogo al radiactivo
para realizar un seguimiento de la evolucion temporal de la concentracién de la epicatequina en
el medio.

La escasa cantidad de acetaldehido afadida al medio (= 7umoles) era consecuencia de
que este reactivo estaba saturado con agua. American Radiolabeled Chemicals lo suministraba
en estas condiciones debido a la elevada volatilidad del mismo. Esta es una forma de asegurar
que el producto no se evaporaria facilmente durante su traslado, llegando a su destino en
Optimas condiciones. La tabla 24 muestra los datos obtenidos del seguimiento de la variacion
temporal de la concentracion de epicatequina en el medio de reaccion.

Tiempo (meses) [Ep] (mg/L) % Ep que ha reaccionado

0 12000 -

3 7594 37
6 6736 44
8 492 96
10 365 97

Tabla 24. Datos obtenidos del estudio de la evolucién temporal de la concentraciéon de epicatequina en un medio frio
analogo al medio radiactivo.

El hecho de que en este medio se utilizaran solamente 7 umoles de acetaldehido
radiactivo hacia que la evolucidon del mismo hacia la formacion de oligémeros de epicatequina
fuera extremadamente lenta, ya que, como puede apreciarse en la tabla anterior, transcurridos
seis meses desde el comienzo de la reaccién no habia reaccionado todavia ni el 50% de la
epicatequina inicial, cuando en este intervalo de tiempo, incluso aquellos medios en los que se
utilizaba acetaldehido en defecto se habia agotado totalmente la epicatequina. En este punto, se
decidioé anadir acetaldehido frio (0.024M) para acelerar el proceso de polimerizacién y obtener la
aparicion de precipitado, ya que se supuso que todo el acetaldehido radiactivo que se anadio al
medio, habria reaccionado con la epicatequina. Como se aprecia en la figura 81, a partir de este
punto, la concentracién de la epicatequina disminuye rapidamente, apareciendo precipitado en el
medio en pocos dias.

20000

[Epicatequina] (mg/L)
3
s
8

Tiempo de reaccién (meses)

Figura 81. Evolucion temporal de la concentraciéon de epicatequina en un medio frio analogo al medio radiactivo. Se
observa como el acetaldehido radiactivo solamente reacciona con el 44% de la epicatequina presente en el medio de
reaccion en un periodo de tiempo de seis meses. En este punto, la adicion de acetaldehido frio al medio facilita que el
resto de epicatequina reaccione con éste, elevandose el porcentaje de epicatequina que ha reaccionado a un 97%.
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La inyeccion de una alicuota de la fase acuosa de este medio radiactivo (la mayoria de
los compuestos presentes en el precipitado no pasan a través de la columna debido a su
tamafio) en un cromatografo liquido con detector de radiactividad en el laboratorio de Recursos
Cientificos de la Universitat de Barcelona permitié la obtencion de dos picos cromatograficos que
poseian radiactividad con tiempos de retencion 2.4 y 13.58 minutos, respectivamente (ver figura
82). Sin embargo, estos tiempos de retencién no coincidian con los tiempos de retencion
obtenidos para los dimeros de epicatequina sintetizados en frio. El pico cromatogréafico con
tiempo de retencion 2.4 minutos correspondia a acetaldehido residual que no habia reaccionado,
mientras que el otro pico cromatografico (13.58 minutos) podria tratarse de algun dimero de
acetaldehido, aunque este hecho no se confirmé. Esto hizo pensar en que, o bien no existian
dimeros en fase acuosa o los que se habian sintetizado no poseian marca radiactiva o si la
poseian, era tan pequefia que no podia ser detectada. Un inconveniente del cromatografo
liquido con detector de radiactividad es que poseia un loop donde la cantidad maxima de
muestra que podia inyectarse era 20 pL. La inyeccion de esta misma cantidad en el
cromatografo de nuestro laboratorio, no generaba picos cromatograficos que se correspondieran
con los tiempos de retencion de los dimeros de epicatequina buscados (42—43 minutos).
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Figura 82. Cromatograma obtenido al inyectar una alicuota del medio de polimerizacién radiactivo en un cromatégrafo
con detector de radiactividad.

No obstante, la inyeccion de una alicuota de 100 yL de medio de polimerizacion permitia
visualizar claramente los picos cromatograficos generados por estos compuestos diméricos.
Quizas la imposibilidad de inyectar una mayor cantidad de muestra en el cromatégrafo liquido
con detector de radiactividad hacia imposible la deteccion de radiactividad en los dimeros
sintetizados ya que se trabajaba muy cerca del limite de deteccion. El medio de reaccién con
acetaldehido radiactivo se filtrd, separando el precipitado de la fase acuosa. El precipitado se
seco en una estufa a 30°C y posteriormente, se deposité durante 24 horas en un desecador de
vacio para eliminar tanto el agua como el acetaldehido residual que pudiera contener. La
cantidad total de oligdbmero de epicatequina sintetizado fue de 0.0966 g con una radiactividad
global de 4.4 pCi. La inyeccion de una alicuota del oligémero radiactivo sintetizado en una capa
fina permiti6 evaluar el grado de condensacion alcanzado. Los resultados obtenidos se
presentan en la figura 83. El grado de polimerizacion obtenido oscilaba entre mondémero y
oligébmeros mayores de 5 unidades de epicatequina. Como se aprecia en la figura, no se
consiguié una separacion neta de la muestra en los diferentes grados de polimerizacion
alcanzados. No obstante, aquellos Rfs que coincidian con las manchas de los patrones fueron
rascadas y analizadas en un contador de radiactividad Beta para evaluar su marca radiactiva,
obteniéndose los resultados presentados en la tabla 25.

-181 -



SINTESIS DE PROCIANIDINAS RADIACTIVAS \/>

Origen Frente del solvente

|
oligomero Ep radiactivo
| v

Patr6n de prociafidinas ‘

Monémero

>Tetramero Tetramero Trimero Dimero

Figura 83. Cromatografia en capa fina del oligémero de epicatequina radiactivo.

Rf  Grado Polimerizacion Radiactividad (dpm)

0,83 1 14044
0,70 2 3123
0,57 3 2552
0,46 4 1709
0,34 25 21012

Tabla 25. Radiactividad de las manchas obtenidas para el oligémero de epicatequina radiactivo en la cromatografia en
capa fina.

Estos datos revelaban la existencia de radiactividad en el oligdmero de epicatequina
sintetizado y contrastaban con los resultados obtenidos al analizar la muestra mediante
cromatografia liquida de alta resolucion con detector de radiactividad. Una explicacion a estos
datos obtenidos podria ser que parte de la radiactividad medida en la cromatografia en capa fina
pudiera deberse a acetaldehido residual que no hubiera sido eliminado totalmente de la muestra,
mientras que los resultados obtenidos tras realizar el analisis mediante cromatografia liquida
podrian explicarse debido a la competencia existente entre el acetaldehido radiactivo y el
acetaldehido frio utilizados en el ensayo. Esta competencia estaba favorecida hacia el
acetaldehido sin marca radiactiva debido a que estaba mas concentrado que el acetaldehido
radiactivo, teniendo mayor probabilidad para unirse a la epicatequina. De este modo, si se
tomaba como muestra un trimero de epicatequina (Epicatequina—acetaldehido—epicatequina—
acetaldehido—epicatequina) podria haberse dado el caso de que los dos puentes de
acetaldehido fueran radiactivos (en este caso la radiactividad medida hubiera sido maxima), que
solamente fuera radiactivo uno de ellos (la radiactividad medida hubiera sido menor) o que
ninguno de los puentes de acetaldehido fuera radiactivo (no detectandose radiactividad). Al estar
el acetaldehido radiactivo mas diluido que el acetaldehido frio, la reaccién estaria desplazada
hacia la formacion de oligbmeros con mayor niumero de puentes de acetaldehido frio, hecho que
haria que la radiactividad puntual medida en un determinado compuesto fuese minima, mientras
que la radiactividad medida para el conjunto del precipitado obtenido fuese apreciable. Este
razonamiento se cumpliria para cada uno de los compuestos sintetizados.
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Finalizado el estudio de la reaccién de polimerizacion entre el acetaldehido y la
epicatequina en medio acido, se comprobd que era posible la sintesis de oligdbmeros y polimeros
de epicatequina en una solucion modelo. Asimismo, teniendo en cuenta los resultados
obtenidos, se decidié utilizar acetaldehido en exceso en las soluciones modelo debido
principalmente a dos razones: la primera se basa en la velocidad de polimerizacién de los dos
reactivos implicados, ya que la utilizacion de acetaldehido en exceso hace posible la obtencién
de una gran cantidad de oligébmeros y polimeros de epicatequina en muy poco tiempo. De hecho
y como ya se ha comentado, en 24 horas se dispone de una cantidad suficiente de precipitado
como para llevar a cabo un estudio de la absorcién in vivo de estos compuestos. Ademas, la
evolucién de los compuestos sintetizados en estas condiciones parece ser mas rapida, es decir,
en menor tiempo se obtiene una variacion de la coloracion de los polimeros y de la fase acuosa
del medio. La segunda razén se basa en la uniformidad que presenta el precipitado sintetizado
en la solucion modelo con acetaldehido en exceso. Los datos expuestos anteriormente reflejan
que el grado de polimerizaciéon obtenido en un medio de reaccion con acetaldehido en defecto
oscila entre 2 y 9, siendo éste ultimo el compuesto mayoritario (83%). Sin embargo, cuando a la
solucién modelo se le afade acetaldehido en exceso, el grado de polimerizacion obtenido
solamente es de 16 y 3, si bien el compuesto mayoritario es un polimero de epicatequina de 16
unidades (96%). Por tanto, la composicion del precipitado sintetizado cuyo proceso de absorcion
fue estudiado es un 3.6% de trimeros y un 96.3% de un polimero de 16 unidades de
epicatequina.
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3.1 Introduccioén

Las funciones bioldgicas descritas para los polifenoles depende en gran medida de la
biodisponibilidad de estos compuestos, siendo de gran importancia el conocimiento del proceso
de absorcion y metabolismo de los mismos. A pesar de los avances producidos en este campo
en los ultimos afos, los conocimientos sobre la absorcidén de los polifenoles en humanos no son
demasiado amplios, consecuencia de la dificultad que comporta llevar a cabo un experimento de
este tipo.

La aparente biodisponibilidad de los flavonoides en humanos se cifra entre un 1-26%,
poseyendo una amplia variabilidad interindividual, asi como, entre los diferentes compuestos
como es el caso de la quercetina, epicatequina e isoflavonas de la soja (Hollman, 1997; Lee,
1995; Karr, 1997). También es muy importante el papel que juega la estructura quimica del
polifenol en el proceso de absorcion, distribuciéon, metabolismo, excrecion y finalmente, las
propiedades biologicas de los mismos (Scalbert, 2000; Spencer, 2001). La mayoria de los
estudios existentes se han realizado con quercetina, catequina, epicatequina y procianidinas
presentes en el té y el cacao (tanto con animales de experimentacion como con humanos),
siendo escasos los estudios realizados con las procianidinas presentes en el vino.

3.1.1 Absorcién de las procianidinas

La biodisponibilidad y la disposicion de los polifenoles es vital para poder explicar los
efectos biologicos de éstos, ya que, para que estos compuestos puedan desarrollar una
actividad bioldgica, deben pasar al torrente circulatorio, es decir, deben ser absorbidos. Del
mismo modo, la concentracion de los polifenoles en el plasma tiene que ser la suficiente para
que puedan llevar a cabo estos efectos (Steinberg, 2003). Ademas, para mantener un
determinado nivel de estos compuestos en sangre, se necesita un consumo frecuente de los
mismos (Hollman, 1997). La mayoria de los polifenoles estan presentes en los vegetales como
ésteres de acidos organicos o como glucésidos. Se considera que las formas glucosiladas no
son absorbidas por el intestino, a menos que sean hidrolizadas por la microflora en el intestino
grueso o en el ileo (Griffiths, 1972). Debido a que los microorganismos degradan
extensivamente los polifenoles de la dieta, solamente tiene lugar una absorcion limitada de los
mismos. Esta afirmacion ha sido cuestionada por diversos autores (Hollman, 1997; Boyle, 2000;
Gee, 2000; Morand, 2000) ya que se ha detectado la absorcion de formas glucosiladas intactas
de quercetina a través de transportadores de glucosa del intestino delgado (Gee, 2000). Los
efectos biolégicos predecidos para los polifenoles in vitro son dificiimente extrapolables a
situaciones in vivo si no se conoce el proceso de absorcion de éstos en el tracto gastrointestinal
y su metabolismo en el cuerpo. Varios autores afirman que las procianidinas son solo
parcialmente absorbidas en ratas (Nakagawa, 1997; Okushio, 1999; Baba, 2000 y 2002) y en
humanos (Richelle, 99; Rein, 2000; Wang, 2000).

Los diferentes estudios realizados in vivo tanto con ratas como con humanos indican que
la biodisponibilidad de los polifenoles varia ampliamente dependiendo tanto del sistema
experimental como de la estructura quimica del compuesto fendlico estudiado (Hollman, 1995 y
1997). La catequina parece ser absorbida en el hombre, aunque solamente un 10% del total es
detectada en el suero tras practicarse una administracion oral (Balant, 1979; Hacket, 1983). La
mayoria de las investigaciones realizadas con humanos se centran basicamente en el estudio de
la absorcion de los polifenoles del chocolate, cacao y té, siendo muy limitados los estudios
realizados sobre la absorcion de los compuestos fendlicos presentes en el vino o en extractos de
semilla de uva.

La administracion de polvo de cacao a ratas permitié a Baba et col (2000) determinar el
poder antioxidante del mismo, detectando en el plasma dos compuestos diferentes identificados
como epicatequina y epicatequina metilada. La maxima concentracién de los metabolitos de
epicatequina en plasma se alcanzaba 1 hora después de que el animal de experimentacién
hubiera ingerido (+)—epicatequina pura o polvo de cacao. La biodisponibilidad de la epicatequina
en ratas es dosis dependiente, ya que cuanto mayor es la concentracion de epicatequina
suministrada, mayor biodisponibilidad y mayor concentracion plasmatica de epicatequina. No
obstante, la concentracion de epicatequina en plasma tras la ingestion de cacao era menor que
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cuando la rata ingeria epicatequina pura (Baba, 2001). Del mismo modo, la administracion oral a
ratas de procianidina B2 permitié el estudio de su absorcién, comprobando la presencia de
procianidina B2, epicatequina y 3—-O-metil-epicatequina en plasma y orina, alcanzando la
maxima concentracion en plasma (35 yM para la epicatequina y 0.5 uM para la procianidina B2)
60 minutos después de producirse la ingestion del compuesto (Baba, 2002).

Por otro lado, Tsuda et al (1999) estudiaron la absorcién en ratas de cianidina—3—O—3—
D—glucdsido encontrando una concentracion maxima en plasma del mismo 30 minutos después
de haberse producido la ingesta del compuesto. Asimismo, transcurridas cuatro horas después
de la ingesta del compuesto no se detectd en plasma la aglicona del mismo, aunque si se
encontré6 un metabolito de la cianidina—3—glucésido, como es el acido procatecuico cuya
concentracidon maxima se alcanzaba 1 hora después de la ingesta y era ocho veces superior a la
maxima concentracion de cianidina—3—glucésido encontrada.

El estudio de la absorcion de las procianidinas también se ha realizado in vitro mediante
la utilizacién de lineas celulares o trozos de intestino extraidos de animales de experimentacion.
En este sentido, Déprez et al. (2000) observaron que procianidinas diméricas y triméricas eran
absorbidas a través de la linea intestinal humana CaCo 2, pero que oligdmeros de procianidina
con un grado de polimerizacion medio de 7 no eran absorbidos, hecho que implicaria que el
proceso de absorcion de las procianidinas depende en gran medida del grado de condensacién
de éstas. La misma linea celular fue utilizada por Rice—Evans et al. (2001) en el estudio de la
absorcién de procianidinas marcadas radiactivamente con *H, comprobando que epicatequina,
dimeros y trimeros eran absorbidos, mientras que oligébmeros de grado de polimerizacion de
hasta 7 no lo eran. Asimismo, al realizar una perfusién de un trozo de intestino de rata utilizando
dimeros de epicatequina, la concentracion de epicatequina en la cara serosa aumentaba
considerablemente, sugiriendo que in vivo estos compuestos entrarian en el organismo via vena
porta (Rice—Evans, 2001). De forma similar, la perfusion de trozos de yeyuno de rata utilizando
dimeros de procianidina B2 y B5 permitié encontrar epicatequina y los dimeros procianidina B2 y
B5 metilados y no metilados en la cara serosa (Spencer, 2001). Carbonaro et al. (2001) utilizaron
segmentos de intestino delgado de rata para estudiar la absorcién de acido tanico (polifenol de
elevado peso molecular) y catequina (bajo peso molecular), comprobando que ambos
compuestos interaccionaban con el intestino, si bien, solamente la catequina era capaz de
atravesarlo, siendo detectada al otro lado del saco intestinal. Ademas, la cantidad de catequina
absorbida crecia de forma dosis dependiente cuando aumentaba la cantidad de la misma
insertada en los segmentos de intestino de rata.

Baba et al. (2000) estudiaron la absorcién en humanos de epicatequina presente en el
cacao y en el chocolate comprobando que ésta se encontraba en el plasma como conjugados
(sulfatada y glucuronidada) de epicatequina metilada y no metilada. EI maximo nivel plasmatico
de epicatequina se alcanzaba dos horas después de que los voluntarios hubieran ingerido cacao
o chocolate, no detectandose en plasma epicatequina sin conjugar. Analogamente, Wang et col.
(2000) evaluaron la relacion dosis—respuesta con la capacidad antioxidante en plasma humano
de la epicatequina presente en el chocolate, comprobando como la mayor concentracion de
epicatequina observada en el plasma era de 562 nmoles/L (0.163 mg/L). Esta se alcanzaba dos
horas después de que los individuos consumieran 80 g de chocolate. La concentracion media
observada en plasma fue de 355 nmoles/L (0.103 mg/L), mientras que la linea base de la
concentracion de la epicatequina en plasma sin consumo de chocolate se cifré6 en 22 nmoles/L
(6.38*10'3 mg/L). La administracién de 375 mg de cacao por kilo de peso corporal a un grupo de
voluntarios permiti6 encontrar en plasma humano procianidina B2 (dimero), catequina y
epicatequina (Holt, 2002). Para estos tres compuestos, la concentracion maxima obtenida (0.041
MM de procianidina B2, 0.16 uyM de catequina y 5.92 uyM de epicatequina) se alcanzaba dos
horas después de que los voluntarios hubieran consumido cacao. Esta concentracion obtenida
para el dimero representaba menos del 1% de los flavonoides no metilados circulantes en
plasma comparado con la concentracion de epicatequina en el mismo punto (2 horas). Es
importante comprobar que, aunque la relacion existente en la preparacién de cacao entre la
epicatequina y la catequina es 1:1, el flavanol predominante en plasma es la epicatequina, con
concentraciones plasmaticas de catequina de solo un 3% la concentracion de epicatequina (Holt,
2002). Una observacion similar fue realizada por Rein et al. (2000).
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Van Het Hof et al. (1999) investigaron la absorcion de catequina presente en el té en
voluntarios humanos observando que tras un consumo repetitivo de este producto, los niveles
plasmaticos de catequina aumentaban considerablemente. También se comprobd que la adicién
de leche tanto al té verde como al negro no afectaba en ninguna medida a la biodisponibilidad
de la catequina presente en el té. En este mismo sentido, Amelsvoort et col. (2001) estudiaron la
concentracion plasmatica de diferentes catequinas del té tras administrar una dosis oral de este
producto a diversos voluntarios humanos. Los niveles de epigalocatequina aumentaban
rapidamente en plasma, cifrandose el tiempo medio de eliminacién de este compuesto en 1.7
horas. La epicatequinagalato no aumentaba tan rapidamente en plasma como Ia
epigalocatequina. El tiempo medio de eliminacion de la epicatequinagalato era de 6.9 horas.
Otro de los compuestos presentes en el té y detectado en el plasma fue Ia
epigalocatequinagalato cuyo aumento en plasma fue el mas lento de los tres compuestos,
teniendo un tiempo medio de eliminacion de 3.9 horas. Los niveles maximos en plasma para
estos tres compuestos se alcanzaban dos horas después de haberse producido la ingestién de
té, mientras que 24 horas después de la ingestion del té, los niveles plasmaticos de
epigalocatequina y de epigalocatequinagalato volvian a ser basales, aunque el nivel plasmatico
de epicatequinagalato era todavia elevado, observandose una interconversion de
epicatequinagalato a epicatequina y de epigalocatequinagalato a epigalocatequina, hecho que
sugeriria que la galoilacion no es un parametro requerido para la absorcion (Amelsvoort, 2001).
Los perfiles de absorcion de epigalocatequina (EGC), epicatequina (EC), epigalocatequinagalato
(EGCgq) y epicatequinagalato (ECg) fueron estudiados por Warden et col. (2001) durante un
periodo de tiempo de 24 horas en individuos humanos a los que se les suministré té negro a
intervalos durante 6 horas, observando que los mayores niveles plasmaticos se obtenian para la
EGC y EC, mientras que el compuesto que menor nivel plasmatico mostré fue la EGCg. La
absorcién, distribucion y eliminaciéon de EGCg presente en el té también fue estudiada por
Ullmann et al (2003), cuantificando en plasma una concentracion de 5 ng/mL de plasma tanto de
EGCg libre como conjugada. La absorcion de EGCg era rapida, cifrandose en 1-3 horas para la
EGCg libre y 1-5 horas para la EGCg total, en contraposicion con los resultados obtenidos por
Amelsvoort et col. (2001).

Por otra parte, Donovan et col (1999) determinaron los niveles de catequina y sus
metabolitos en plasma humano tras una consumicién de vino tinto con y sin alcohol,
consumiendo cada individuo entre 35 mg de catequina en 120 mL de vino, obteniendo los
mayores niveles plasmaticos de catequina y sus metabolitos (50-176 nmoles/L) 1 hora después
de haberse producido el consumo de vino y tras haber realizado un ayuno de 14 horas. La vida
media de estos compuestos era mayor cuando se ingiri6 vino sin alcohol. De forma similar,
Goldberg et col (2003) estudiaron la absorcion de tres compuestos fendlicos (resveratrol,
catequina y quercetina) presentes en el vino, disueltos en diferentes matrices (un zumo
comercial denominado V8, vino blanco y zumo de uva blanca), obteniendo unas concentraciones
maximas en suero de 416-471 ug resveratrol/L, 38.6—141 ug catequina/L y 47.2-126.8 ug
quercetina/L. La absorcidon de resveratrol y catequina (basada en sus concentraciones en suero)
se mostr6 mas efectiva cuando la matriz era zumo de uva que cuando era zumo V8 0 vino
blanco.

La concentraciéon plasmatica de la procianidina B1 resulté ser de 0.0106 pmoles/L
cuando Sano et col. (2003) estudiaron la absorcidon de este dimero en un extracto rico en
procianidinas extraido de la semilla de la uva al administrar a cada individuo una capsula que
contenia 2 g del extracto, compuesto por un 89% de procianidinas, incluyendo un 0.9% de
procianidina B1, un 6% de mondémeros y un 5% de otros compuestos.

3.1.2 Digestiéon de las procianidinas

Gran parte de los trabajos realizados sobre la biodisponibilidad de las procianidinas se
centran principalmente en el proceso de absorcién y conjugaciéon de estos compuestos. A pesar
de todo, es importante conocer el proceso de digestion de las procianidinas en el estdmago para
saber el estado en el que llegan al intestino. Se sabe que los flavonoides de las plantas son
facilmente degradados en soluciones alcalinas (Zhu, 1997; Yoshiro, 1999). Generalmente, el
plasma, los fluidos biliares y los jugos pancreaticos e intestinales son débilmente alcalinos en los
mamiferos, como se refleja en la tabla 26.
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Plasma humano 74-75
Bilis humana 71-85
Jugo intestinal humano 8.3
Jugo pancreatico humano 7-85

Tabla 26. Rango de pHs de diferentes fluidos bioldgicos humanos.

Rice—Evans et al (2000) estudiaron la estabilidad in vitro de oligdbmeros de procianidina
en jugo gastrico y en medio acido (pH = 2). En ambos medios los oligdmeros de procianidina no
eran estables, rompiéndose y generando compuestos de menor grado de condensacion. A pH=2
la descomposicion de los oligdmeros de tres a seis unidades es tiempo dependiente con una
progresiva aparicion de dimeros y mondémeros. Asi, los tetrdmeros son degradados en un 70—
80% formandose principalmente dimeros y algunos mondmeros tras 2.5 horas de incubacion.
Los trimeros eran digeridos en un 70% dando lugar a dimeros y mondémeros (epicatequina
principalmente). Los dimeros eran mas estables que los trimeros en este ambiente acido,
degradandose lentamente (solo un 15% del total) hacia la formacion de monémero, mientras que
la incubacion de epicatequina en este ambiente acido no tuvo ningun efecto sobre su
concentracion. Analogamente, Keen et col (2002) examinaron la estabilidad in vitro de catequina,
epicatequina, procianidina B2 y procianidina B5 al ponerlas en contacto con un medio que
contenia jugo gastrico e intestinal, llegando a resultados concordantes con los obtenidos por
Rice—Evans. En este tipo de ensayos, se excluyen las enzimas digestivas como la tripsina y la
pepsina (en el jugo gastrico) debido a la facilidad con la que los flavonoides se unen a las
proteinas (Yoshiro, 1999; Sazuka, 1996). Al disolver catequina y epicatequina en jugo gastrico
no se aprecia ninguna variacion en la concentracion de estos flavan—-3—oles, llegando a la
conclusiéon de que éstos son estables a este pH acido. Por el contrario, tanto epicatequina como
catequina se muestran inestables a pHs basicos (jugo intestinal), si bien, es ésta ultima la que
muestra menor estabilidad, siendo degradada totalmente en 8 horas. Ambos compuestos dan
reaccion de epimerizacion a pH basico (Keen, 2002; Donovan, 2002). En el caso de las
procianidinas B2 y B5, ambas se muestran vulnerables siendo degradadas tanto en medio acido
como en medio basico. Al disolver estos dos compuestos en medio acido se observa la aparicion
de epicatequina en el medio, asi como isomerizacion, ya que al incubar durante 30 minutos la
procianidina B2 en jugo gastrico, aparece en el medio procianidina B5 y viceversa (la
procianidina B2 en jugo gastrico genera epicatequina y procianidina B5) (Keen, 2002). La
incubacion de procianidina B2 y B5 en jugo intestinal durante 2 horas provoca la completa
degradacion de estos compuestos, proporcionando unos productos de degradaciéon que aun
permanecen desconocidos. En este caso, no se detecta fendmeno de isomerizacion. La
degradacion potencial de estos dimeros, tanto en el estbmago como en el intestino, explicaria la
baja concentracion plasmatica de los mismos (Keen, 2002).

Rios et col (2002) suministraron bebida de cacao (que contenia 733 mg de polimeros de
procianidinas y 351 mg de mondmeros) a voluntarios humanos para examinar si la
depolimerizacién de las procianidinas se produce en el estdmago in vivo, siendo el transito
gastrico de todos los individuos de 50—60 minutos. En este caso, la mayoria de las procianidinas
ingeridas alcanzan el intestino delgado intactas estando disponibles para ser absorbidas o
metabolizadas, resultados que indican la ausencia significativa de depolimerizacién en el
estébmago de las procianidinas presentes en el cacao, no apoyando la hipotesis propuesta por
Rice—Evans. El hecho de que las procianidinas del cacao alcancen el intestino delgado en
humanos sin experimentar cambio alguno concuerda con los resultados obtenidos por Donovan
et al (2002) que no encontraron catequina en la orina o en plasma de ratas alimentadas con una
dieta suplementada con procianidina B3 pura. Estos resultados sugieren que las procianidinas
no serian depolimerizadas en mondémeros en el tracto gastrointestinal de ratas. La ausencia de
degradacion de las procianidinas en el estdmago y su limitada absorcion en el intestino delgado
sugiere que pueden influenciar la digestién o la fisiologia del intestino mediante interacciones
directas con la mucosa intestinal y solutos del lumen intestinal (Plumb, 1988). Como agentes
reductores, las procianidinas pueden limitar el estrés oxidativo en la mucosa intestinal
participando en la prevencién de varios canceres del tracto gastrointestinal (Santos—Buelga,
2000; Clifford, 1996; Caderni, 2000).
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3.1.3 Metabolismo de las procianidinas: degradacién

Anteriormente se ha citado que las procianidinas no son depolimerizadas en el tracto
gastrointestinal de ratas ni en humanos y ademas, las procianidinas oligoméricas con un grado
de polimerizacion medio de 7 no son absorbidas en el intestino, de manera que estos
compuestos llegarian intactos al intestino grueso, donde podrian ser metabolizados en varios
acidos aromaticos por la microflora intestinal (Both, 1957; Das, 1969; Groenewoud & Hunt, 1986;
Scheline, 1991). Los metabolitos formados son, principalmente, derivados de acido
fenilpropiodnico, fenilacético, fenilvalérico y benzdéico con diferentes patrones de hidroxilacion
(Rice—Evans, 2001). Los estudios metabdlicos realizados con catequina mostraron que ésta era
convertida en varios acidos fendlicos simples y en fenilvalerolactonas cuando se suministra
oralmente catequina a conejos (Schelne, 1997). Asimismo, se ha descrito la biotransformacion in
vitro de catequinas y sus galatos por parte de bacterias fecales humanas y de rata, sufriendo las
catequinas una fision del anillo heterociclico, seguida de una para—dehidroxilacion (Meselhy,
1997).

Déprez et al (2000) comprobaron que las procianidinas con un grado de polimerizacién
medio de 6 podian ser degradadas en acidos aromaticos de bajo peso molecular tras ser
incubadas durante 48 horas con la microflora presente en el colon de humanos. Los metabolitos
formados por la accion de la microflora son facilmente absorbidos a través de la barrera
colonica, pudiendo ser transformados en los tejidos por conjugacion con glicina, acido
glucurédnico o grupos sulfato (Quick, 1931; Rechner, 2002). Estos metabolitos poseen actividad
antioxidante contribuyendo a la eliminacién de radicales libres, aunque su importancia
cuantitativa no se ha estudiado in vivo (Das & Giriffiths, 1969; Savai, 1987; Rechner, 2002).

El principal acido aromatico encontrado en ratas alimentadas con catequina, proveniente
de la accién de la microflora intestinal, es el acido 3—hidroxifenilpropiénico, y en menor medida el
acido 3-hidroxibenzadico y el acido 3-hidroxilupurico, encontrandose también como metabolitos
de catequina acido fenilvalérico y fenilvalerolactonas (Griffiths, 1964; Harman, 1978; Goodwin,
1994; Gonthier, 2003). Estos metabolitos fueron previamente identificados pero no cuantificados
en la orina de ratas y humanos alimentados con catequina (Griffiths, 1964; Das, 1971).

Wang et col (2001) aislaron una bacteria intestinal humana (Eubacterium sp strain SDG—
2) capaz de degradar (+)-catequina y (+)—epicatequina mediante la fisién del heterociclo,
obteniéndose como resultado un Unico metabolito [(2R)-1-(3’, 4’—dihidroxifenil)}-3—(2”, 4”, 6”—
trihidroxifenil)-propan—2—ol)], mientras que (-)—catequina y (-)—epicatequina sufrian la misma
rotura del mismo anillo pero generando como productos dos compuestos diferentes [(2S)-1—(3’,
4’'—dihidroxifenil)-3—(2”, 4”, 6”—trihidroxifenil)-propan—-2—ol) y (2S)-1—(3'-hidroxifenil)-3—(2”, 4”,
6”—trihidroxifenil)-propan—2—ol)], uno de ellos debido a una p-dehidroxilacion del anillo B.
Asimismo, esta bacteria no muestra habilidad para transformar los acidos galico y 3, 4-
dihidroxifenilacético mediante dehidroxilacion. Este hecho contrasta con trabajos anteriores en
los que el acido 3, 4—dihidroxifenilacético era convertido en derivados m-hidroxilados tras su
administracion oral a conejos (Scheline, 1960; Pérez—Silva, 1966). Atendiendo a las diferencias
estructurales entre (+)—catequina, (+)—epicatequina, (—)—catequina y (—)—epicatequina (ver figura
12) solamente se diferencian en la configuracién de los carbonos C2 y C3. La configuracién del
C2 no posee ninguna influencia significante ya que el centro quiral no existe tras la fision del
anillo. La configuracién R en el C3 parece ser esencial para la p—dehidroxilacion de (-)—
catequina y (—)—epicatequina, dando como resultado (2S)-1—(3’-hidroxifenil)-3—(2”, 4”, 6”—
trihidroxifenil)-propan—2—ol). De forma similar, esta bacteria muestra habilidad para eliminar un
grupo hidréxido en el anillo B de (-)-galocatequina y (—)-epigalocatequina, ambos con
configuracion 3R (Wang, 2001). Meselhy et col (1997) mostraron como la (+)—catequina y sus
galatos eran transformados a través de la fision del anillo B y posterior p—dehidroxilacion tras ser
incubados con una mezcla de bacterias intestinales humanas (Meselhy, 1997).

Del mismo modo, se han encontrado trazas de &cido 4-hidroxibenzdico, 3, 4—
hidroxifenilpropionico, 3, 4—hidroxifenilacético y ferulico. El acido 3, 4-hidroxifenilacético podria
resultar de la o—oxidacion previa del compuesto. Una a—oxidacion similar (ruta comun para los
polifenoles de las plantas) se ha descrito para la tirosina (Curtius, 1976). Sin embargo, el origen
del &cido ferulico es menos claro. Gonthier et col (2003) identificaron los mismos metabolitos en
ratas alimentadas tanto con polifenoles del vino como con catequina, mientras que Li et al (2000)
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identificaron en orina y sangre humana de individuos que habian consumido té dos derivados de
fenilvalerolactonas [(—)-5—(3’, 4, 5'trihidroxifenil}—y—valerolactona y (—)-5—(3’, 4'—dihidroxifenil)—
y—valerolactona]. Los metabolitos 4—hidroxilados no son frecuentemente descritos debido a que
la microflora actua sobre los grupos hidroxilo en posicién para—, realizando una p-
dehidroxilacién. Asi, el uUnico metabolito 4-hidroxilado de catequina identificado hasta el
momento es el acido 4-hidroxifenilpropiénico en un estudio in vitro con microflora del ciego de
rata (Groenewoud, 1984).

La incubacion de catequina con microflora del ciego de rata también lleva a la formacion
de trazas de acido 3-hidroxifenilvalérico y 3, 4—hidroxifenilvalérico (Scheline, 1970), mientras
que Gonthier et col (2003) identificaron mediante GC—-MS tanto fenilvalerolactonas como acidos
fenilvaléricos, identificando por primera vez un derivado metilado de fenilvalerolactona: 3—
metoxifenilvalerolactona y 4-hidroxifenilvalerolactona. El metabolismo desarrollado por la
microflora intestinal sobre las procianidinas de mayor grado de condensacion permite la
degradacion de éstas en compuestos de menor peso molecular que podrian ser absorbidos
contribuyendo a la capacidad antioxidante de los tejidos internos (Santos—Buelga & Scalbert,
2000).

Los metabolitos de las procianidinas conjugadas excretadas en la bilis también alcanzan
el colon, siendo deconjugadas por las hidrolasas de la microflora que pueden formar metabolitos
reductores (que podrian ser absorbidos), causando la fisiéon del anillo de las procianidinas. Por
ejemplo, los lignanos presentes en la dieta son convertidos a enterodiol y enterolactonas en el
colon, experimentando circulacidon enterohepatica en la que son absorbidos, transportados al
higado y secretados a la bilis. Los compuestos que provienen de la fisién del anillo del polifenol
(como es el caso de trihidroxifenil-y—valerolactona) pueden ser degradados a &cido propidnico o
acido carbonico (Hollman, 1997; Li, 2000).

3.1.4 Metabolismo de las procianidinas: conjugaciéon

Se cree que el 6rgano mas importante en el metabolismo de las procianidinas es el
higado, donde se producen la mayoria de las biotransformaciones que pueden experimentar
estos compuestos al ser metabolizados: oxidacién (introduccion de grupos hidroxilos), reduccion
(introduccion de grupos carbonilos), metilaciéon y conjugacion (Das, 1971; Manach, 1995, 1996 y
1997; Scalbert, 2000). Se ha propuesto la existencia de una actividad de conjugacion en la
mucosa intestinal aunque se desconoce la validez de esta suposicion (Rice—Evans, 2001;
Galijatovic, 2000), y una participacion, aunque en menor medida, de los rifiones (Hollman, 1995;
Manach, 1996) en el metabolismo de las procianidinas.

La capacidad de las procianidinas para ser glucuronidadas parece depender de la
posiciéon de sus grupos hidroxi. Se conoce que si solamente existe un grupo hidroxi en la
posicion 5 (que puede ser también quelada), la glucuronidacion se llevara a cabo en esta
posicién, mientras que en caso de haber grupos hidroxi en las posiciones 5y 7, el principal lugar
de glucuronidacion es 7, mientras que si hay tres, el principal lugar de conjugacion es la posicion
3 tanto in vivo como in vitro (Boutin, 1993).

Wermeille et al (1983) indican que la catequina puede ser hidrolizada por las bacterias
intestinales, aunque hay también evidencias mas recientes que indican que ésta puede ser
metabolizada en el higado de la rata, proporcionando el glucurénido de 3'-O-metil—(+)—
catequina (Okushio, 1998). Se cree que éste es el conjugado mayoritario tanto en la bilis como
en la orina de ratas, aunque también se han encontrado otros conjugados (4'-O-
metilepicatequina,  epicatequina—5—-O—-R—glucurénido y  3'-O-metilepicatequina—5-0O—f3—
glucurénido) en la orina de ratas alimentadas con epicatequina (Okushio, 1998). Del mismo
modo, Harada et col (1999) detectaron (+)-catequina—5—-O—R—glucurénido en plasma de ratas
dos horas después de que éstas ingirieran catequina. Kuhnle et col (2000) estudiaron la
absorcion y el metabolismo de la catequina y epicatequina a través del yeyuno de ratas
encontrando que el 45% de la catequina y epicatequina eran glucuronidadas en éste, mientras
que un 30% de la catequina y de la epicatequina eran O—metiladas y un 20% de ambas eran
metiladas y glucuronidadas. Ademas, la incubacién de epigalocatequina, epicatequinagalato y
epigalocatequinagalato por separado con homogenado de higado de rata permite observar que
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todos estos compuestos son 4”’—O—metilados. Resultados similares fueron obtenidos por Baba et
col (2001) al suministrar epicatequina o polvo de cacao a ratas, encontrando epicatequina 3—-O—
metilada en el plasma, postulando que la actividad enzimatica para la conjugacién y metilacion
se encuentra en la mucosa intestinal, higado y rifiones. Rice—Evans et al (2001) estudiaron la
biodisponibilidad de dimeros de procianidina (B2 y B5) utilizando la linea celular humana CaCo
2, encontrando formas metiladas de ambas en el lado basolateral. Resultados similares fueron
obtenidos por Baba et col (2002) que estudiaron la absorcidn y excrecion urinaria de procianidina
B2 in vivo en ratas, encontrando en la orina formas metiladas de este dimero y 3-O-
metilepicatequina 18 horas después de haber suministrado a los animales el compuesto puro.

Los metabolitos de las procianidinas que circulan por el plasma se presentan como
conjugados derivados (Manach, 1997). En humanos, se ha determinado la presencia de
cantidades substanciales de epigalocatequina, epicatequina y epigalocatequinagalato en
muestras de plasma de voluntarios humanos que habian consumido té verde. La mayoria de la
epicatequina y de la epigalocatequinagalato del plasma estaba en forma de sulfatos, mientras
que la epigalocatequina estaba glucuronidada (Lee, 1995). Similarmente, Amelsvoort et col
(2001) encontraron formas metiladas de epigalocatequina, pero no de epicatequinagalato ni de
epigalocatequinagalato, al suministrar catequinas presentes en el té a voluntarios humanos.

No se conoce muy bien si los metabolitos de las procianidinas poseen las mismas
propiedades bioldgicas que éstas (Booth, 1956), aunque se ha comentado que los metabolitos
de la quercetina poseen las mismas propiedades antioxidantes in vivo que la quercetina
propiamente dicha y que la elevada facilidad de la quercetina para O—metilarse y/o adquirir
grupos sulfatos o glucurénidos reduce la toxicidad de ésta (Aziz, 1998).

3.1.5 Excrecién de las procianidinas

Las vias de excrecion de las procianidinas son tres: a través de la bilis y de la orina (en
el caso de aquellas procianidinas que han sido absorbidas) y las heces (para aquellas
procianidinas que no han sido absorbidas) (Manach, 1996). La cantidad de metabolitos de las
procianidinas presentes en la orina y/o la bilis podria utilizarse como indicativo del porcentaje de
absorcion de estos compuestos en el tracto gastrointestinal (Das, 1971; Hollman, 1995;
Gonthier, 2003). Las procianidinas que no han sido absorbidas se excretan, sin sufrir ningun tipo
de modificacion, en las heces (Manach, 1996). La concentracion de las procianidinas intactas
(compuesto madre y sus formas tisulares conjugadas) en plasma, raramente excede de 1 pmol/L
y sus rangos de recogida en la orina se estiman entre un 1-25% de la dosis ingerida (Scalbert,
2000). Se ha comprobado que en humanos que han consumido chocolate y cacao, el 80% de
los metabolitos de epicatequina son excretados en un periodo de 8 horas desde que se produjo
la ingestion. Ademas, el tiempo medio de eliminacion de la catequina se ha cifrado en 2-5 horas
y el de la quercetina en 24 horas. La cantidad total de metabolitos de catequina y epicatequina
excretados en la orina al cabo de 24 horas se cifré en un 30 y un 50% de la dosis oral ingerida,
respectivamente (Baba, 2000).

Donovan et col (2002) estudiaron la excrecién de los metabolitos de catequina en
humanos que habian consumido vino tinto. La cantidad de catequina libre encontrada en orina
fue muy baja (0.3% del total), mientras que la catequina sulfatada suponia un 40% del total. El
porcentaje de catequina glucuronidada y sulfatada a la vez fue del 37%, mientras que la
catequina solamente glucuronidada poseia unos niveles en orina muy bajos. Las muestras mas
concentradas se obtenian entre las 2 y 4 horas posteriores a la ingestion de vino, conteniendo
un 48% de catequina glucuronidada, un 10% de catequina sulfatada y un 16% de catequina
sulfatada y glucuronidada a la vez. Ademas, Amelsvoort et col (2001) comprobaron en humanos
a los que se les habia suministrado té, que el 13.6% de la EGC ingerida (en parte metilada) fue
excretada en la orina, no detectandose en ésta ni ECg, ni EGCg, las cuales podrian haber sido
eliminadas a través de la bilis (via higado) o haber sido metabolizadas por la microflora intestinal
presente en el intestino grueso, siendo convertidas en otros metabolitos no detectados.
Analogamente, al administrar oralmente a ratas procianidina B2, la suma de las cantidades
recogidas en orina de procianidina B2, epicatequina y 3—O—metilepicatequina fue el 0.48% de la
dosis oral, datos que indican que la biodisponibilidad de la procianidina B2 es menor que la de la
epicatequina y catequina en ratas (Baba, 2002).
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Gonthier et col (2003) detectaron catequina intacta y 3'-O—metilcatequina en orina y
plasma de ratas que habian ingerido catequina, asi como metabolitos procedentes de la
degradacion de catequina como acido 3, 4-dihidroxifenilpropidnico y acido 3, 4-
dihidroxifenilacético. Asimismo, cuando un grupo de ratas consumia polifenoles de vino tinto, se
detectaban pocas cantidades de catequina intacta en orina (0.5 g catequina/100 g polifenoles en
vino ingerido), siendo el metabolito 3'-O-metilcatequina el mas abundante (1.2 g/100 g
polifenoles en vino ingerido), aunque también se detectaron metabolitos como acido vainillinico,
acido 3-hidroxifenilacético, acido p—cumarico, acido caféico y acido hipurico (este ultimo era el
metabolito més abundante cuando las ratas consumian vino tinto).

Hara et col (1997) administraron oralmente EGCg marcada radiactivamente con '*C a
ratas, recuperando en orina un 11.9% de la radiactividad total administrada y un 78.3% en las
heces 96 horas después de haberse suministrado el compuesto. Kohri et al (2001) detectaron un
32.1% de radiactividad en orina y un 35.2% en las heces de ratas, 72 horas después de haberles
suministrado oralmente EGCg marcada radiactivamente con *H.

Natsume et al (2003) administraron oralmente a ratas y a un grupo de voluntarios
humanos epicatequina, comprobando que tanto en plasma como en orina existian metabolitos
de epicatequina, siendo la epicatequina—3'—O—glucurénido uno de los principales. Del mismo
modo, se aislaron dos formas conjugadas diferentes monoglucuronidadas para humanos vy ratas.
En este sentido, Li et al (2001) también sugirieron que la estructura quimica de los metabolitos
de epicatequina en orina humana y de rata eran diferentes. La glucuronizacién de la
epicatequina en rata se produce en la posicion 7 del anillo A, mientras que en humanos, se
produce principalmente en la posicién 3’ del anillo B (Natsume, 2003).

Esta tesis se centra en el estudio de la absorcion in vivo en la rata de los oligdmeros y
polimeros de epicatequina sintetizados. Asimismo se estudia el comportamiento de estos
compuestos en un medio acido (que simula el proceso digestivo que tiene lugar en el estdmago)
y en un medio basico (que simula el proceso de digestién que tiene lugar en el intestino).
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3.2. Estudio de la biodisponibilidad de oligémeros y polimeros de epicatequina

Los oligdmeros y polimeros de epicatequina sintetizados en una solucion modelo se
utilizaron para estudiar la biodisponibilidad de éstos in vivo en ratas. No obstante, antes de
realizar este estudio se analizé el comportamiento de estos compuestos al ser sometidos a unas
condiciones similares a las existentes en el estbmago e intestino durante el proceso digestivo.

3.2.1 Digestién acida y basica de los oligdmeros de epicatequina sintetizados

El objetivo propuesto es, por un lado estudiar el comportamiento de los oligdbmeros de
epicatequina sintetizados en un medio acido que simulara el proceso digestivo que tiene lugar en
el estbmago y, por otro lado, estudiar la estabilidad de los mismos en un medio basico que
simulara un proceso digestivo intestinal.

Anteriormente se ha citado que oligdbmeros de procianidina con un grado de
polimerizacion comprendido entre 3 y 6 no eran estables in vitro en soluciones acidas,
proporcionando compuestos de menor grado de condensacion (Rice—Evans, 2000; Kenn, 2002),
aunque en condiciones in vivo se ha comprobado que estos compuestos llegan al intestino
intactos (Rios, 2002; Donovan, 2002). El entorno acido existente en el estbmago esta generado
por las grandes cantidades de acido clorhidrico que secretan las células parietales. La
concentracion de acido clorhidrico secretado por estas células oscila en torno a 0.16 M. Las
concentraciones de acido clorhidrico utilizadas para estudiar la estabilidad en medio acido de los
oligbmeros de epicatequina fueron 0.32, 0.16 y 0.08 M, simulando de esta forma un entorno
acido mas fuerte, similar y mas débil que el existente en el estbmago durante un proceso
digestivo.

La concentracion de compuestos fendlicos existente en un vino tinto oscila entre los 1.5—
2 g/L. Teniendo en cuenta este factor, la concentracién de oligdmero de epicatequina sobre la
que se trabajo fue 1.5 g/L, simulando a grandes rasgos el proceso que tiene lugar en el
estdbmago durante la digestion de un determinado vino tinto. El proceso de digestion se realizd
con oligémero de epicatequina sintetizado tanto con acetaldehido en exceso como en defecto, y
se prolong6 durante tres horas, manteniendo la muestra a una temperatura constante de 37°C y
en constante agitacién. Transcurrido este intervalo de tiempo, se realiz6 una cromatografia en
capa fina y se inyectd una alicuota en el cromatdgrafo liquido para observar el perfil
cromatografico generado. La figura 84 muestra el esquema del disefio experimental para
estudiar el proceso de digestién de los oligdmeros de epicatequina en medio acido.

0.32M
Hol 3 0-16M

0ligd d icatequina (1.5 g/L +
igémeros de epicatequina (1.5 g/L) 0.08 M

3 horas, 37°C, agitacion
HPLC /\ Capa fina

Figura 84. Esquema del disefio experimental para estudiar el proceso de digestion de los oligémeros de epicatequina
sintetizados tanto con acetaldehido en exceso como en defecto.

La inyeccién de una alicuota de ambos oligdbmeros de epicatequina sin digerir en el
cromatografo liquido permitié visualizar el perfil cromatogréafico presentado en la figura 85.
Puede comprobarse como el cromatograma obtenido no poseia ningun pico cromatografico,
obteniéndose una linea base similar a la que se obtiene cuando se inyecta una determinada
cantidad de agua millipore para limpiar la columna. Estos resultados son debidos al elevado
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grado de polimerizacion que poseia la muestra, ya que al filtrarla a través de un filtro de 0.45
micras la mayor parte de los oligdbmeros quedaban retenidos en éste.

DAD1 A, Sig=280,8 Ref=450,100 (110402\11040201.D)

Figura 85. Cromatograma obtenido al inyectar en el cromatégrafo liquido una alicuota de oligémero de epicatequina sin
digerir sintetizado con acetaldehido en defecto y en exceso.

De forma similar, al realizar una cromatografia en capa fina de ambas muestras sin
digerir, se obtenia un resultado similar: la mayoria de la muestra no era desplazada por la fase
movil, quedando en el origen. Una pequefia parte de oligdbmeros parecia ser desplazada
débilmente por la fase moévil dejando un pequefio carril rojizo junto al punto de partida de la
muestra (ver figura 86). La muestra de los oligdmeros de epicatequina se inyectd en el carril
central, mientras que a su derecha se inyecté una alicuota de procianidina B2 patrén (dimero) y
a su izquierda se inyecté una alicuota de extracto de procianidinas (compuestos de diferentes
grados de condensacion).

Frente del solvente —— >

Mondémero

/ Dimero
Procianidina B2 patrén / Trimero
(dimero) /

Tetramero

7

oni 5 > Tetramero
rigegn ———————————————> \
/ Extracto de

rocianidinas patron
Oligémeros de Ep sin & .

digerir

Figura 86. Cromatografia en capa fina obtenida para los oligémeros de epicatequina sin digerir.

Tras realizar la digestiéon acida de ambas muestras e inyectar una alicuota en el
cromatografo liquido se observaba una variacion en el perfil cromatografico al obtenerse un pico
mayoritario cuyo tiempo de retencién oscilaba entre los 29-30 minutos, como se representa en
la figura 87. Este compuesto podria tratarse de epicatequina ya que al inyectar una alicuota de
este compuesto en el cromatografo liquido se obtiene un pico cromatografico con un tiempo de
retencion en torno a 30 minutos.
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Figura 87. Cromatogramas obtenidos de la digestién de un oligémero de epicatequina sintetizado con acetaldehido en
exceso digerido con HCI (A) 0.08M, (B) 0.16M, (C) 0.32M y de la digestion de un oligémero de epicatequina sintetizado
con acetaldehido en defecto digerido con HCI (D) 0.08M, (E) 0.16M, (F) 0.32M.

Para comprobar si el pico cromatografico obtenido en las digestiones realizadas con el
oligdbmero de epicatequina era o no epicatequina, se afiadié una determinada cantidad de
epicatequina patrén a una de las muestras de oligdbmero que habian sido digeridas con acido
clorhidrico. Si al inyectar una alicuota, aparecia un solo pico cromatografico que incrementaba
su altura y area, significaba que el compuesto resultante de la digestion era epicatequina. Por el
contrario, la aparicion de dos picos cromatograficos con tiempos de retenciéon diferentes,
indicaria que el compuesto obtenido en las digestiones no se trataba de epicatequina. La figura
88 muestra tres cromatogramas correspondientes a (A) un patron de epicatequina, (B) una
muestra de oligdbmero de epicatequina digerido con acido clorhidrico 0.08M y (C) adicion de
epicatequina patréon a la muestra (B) de oligdbmero de epicatequina digerida anteriormente con
acido clorhidrico 0.08M. Los resultados obtenidos indicaron que el tiempo de retencién obtenido
para la epicatequina patrén fue de 29 minutos, muy similar al tiempo de retencién obtenido para
el compuesto resultante de la digestién acida del oligdbmero de epicatequina. El cromatograma
que se obtuvo al anadir epicatequina patron a una muestra de oligémero de epicatequina
digerida anteriormente con acido clorhidrico, solamente mostraba un pico cromatogréafico con un
tiempo de retencion de 29 minutos, cuya area cromatografica habia aumentado casi un 48%. En
consecuencia, parecia evidente que el compuesto obtenido tras realizar una digestion acida del
oligdbmero de epicatequina era epicatequina. Esto indicaba que en medio acido, los oligébmeros
sintetizados eran degradados, liberando unidades monoméricas al medio. Estos resultados
concordaban con los obtenidos por Rice—Evans et al (2000) en los que oligdbmeros de
procianidina presentes en el cacao eran degradados in vitro en medio acido, proporcionando al
medio mondémeros y dimeros.

En la figura 89 se muestran los resultados obtenidos al realizar una cromatografia en
capa fina de los oligbmeros de epicatequina digeridos en medio acido. Puede comprobarse
como el nivel de polimerizacion era aun bastante elevado, aunque se podian observar en ambos
casos la aparicion de una mancha correspondiente a un mondémero y otra que podia
corresponderse con un pentamero al compararla con el patron de procianidinas.
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Figura 88. Cromatogramas obtenidos para una muestra de (A) epicatequina patron (0.01875 mg/L), (B) oligémero de
epicatequina digerido con HCI 0.08M y (C) oligémero de epicatequina digerido con HCI 0.08M al que se le afadieron 20
uL de un patrén de epicatequina de concentracién 1.5 g/L.

Frente del solvente S - <« Frente del solvente
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Figura 89. Cromatografia en capa fina de la digestion de dos oligémeros de epicatequina: (A) sintetizado con
acetaldehido en exceso y (B) sintetizado con acetaldehido en defecto.
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En ambas cromatografias se inyectaron los patrones en los carriles exteriores. En la
fotografia (A), el carril de la derecha correspondia a un patrén de procianidinas, el carril central
era el oligbmero de epicatequina sintetizado con acetaldehido en exceso digerido en medio
acido y el carril de la izquierda correspondia a un patron de epicatequina. En el caso de la
fotografia (B), el carril de la izquierda correspondia a un patréon de procianidina B2 (dimero), el
carril central era el oligdbmero de epicatequina sintetizado con acetaldehido en defecto digerido
en medio acido y el carril situado a la derecha correspondia a un extracto de procianidinas. La
cuantificacion de la epicatequina liberada el medio en las muestras de oligdémeros de
epicatequina digeridas en medio acido, se muestra en la tabla 27, donde los resultados
mostrados son la media de las tres réplicas realizadas para cada proceso digestivo (0.32, 0.16 y
0.08M).

Muestra Acetaldehido en... | [HCI] (M) T Area [epicatequinal Error
(minutos) | (mAU*s) (mg/L)

Oligébmero 0.32 30,084 711,65 15,626 1,197

epicatequina exceso 0.16 29,853 621.21 13,644 0,910

0.08 30,137 417.36 9,104 1,023

Oligébmero 0.32 30,017 | 3.148,56 69,061 2,133

epicatequina defecto 0.16 29,701 2.780,47 60,972 0,761

0.08 30,202 | 2.251,91 49,386 1,538

Tabla 27. Cuantificacion de la epicatequina liberada el medio al digerir en medio acido los oligémeros de epicatequina
sintetizados. El proceso de digestion se realizé por triplicado para cada proceso digestivo (HCI 0.32, 0.16 y 0.08 M). En
la tabla se muestra el valor medio de las réplicas realizadas y el error de cada una de ellas.

Los resultados obtenidos indicaban que cuanto mayor era la concentracién de acido
clorhidrico utilizado en la digestion, mayor era la cantidad de epicatequina liberada al medio. De
este modo, la concentracion de epicatequina que provenia de la degradacién del oligémero era
mayor cuando la concentracion de acido clorhidrico era 0.32M, y en consecuencia, menor si la
concentracion de acido clorhidrico utilizada era 0.08M. Esta tendencia se mantenia tanto para el
oligdmero de epicatequina sintetizado con acetaldehido en exceso como en defecto. Ademas, un
segundo dato de interés mostraba que el oligbmero de epicatequina sintetizado con
acetaldehido en defecto (y por tanto, con un grado de condensacion menor), liberaba al medio
una mayor cantidad de epicatequina al ser expuesto al medio acido, indicando que, cuanto
mayor era el grado de polimerizacion del compuesto, mas estable se mostraba en medio acido.
El porcentaje de epicatequina liberada en las digestiones acidas no sobrepasaba el 0.6% de la
epicatequina total que habia reaccionado con el acetaldehido en el medio de reaccion (para el
oligbmero cuyo grado de polimerizacién era menor) como puede comprobarse en la tabla 28.

Muestra [HCI] (M)| Porcentaje de Ep
liberada

Oligémero de 0.32 0.6
epicatequina 0.16 0.52

act. en defecto 0.08 0.43
Oligébmero de 0.32 0.13
epicatequina 0.16 0.109

act. en exceso 0.08 0.068

Tabla 28. Porcentaje de epicatequina liberada tras la realizacion de las digestiones de los oligémero de epicatequina en
medio &cido.

De este modo, el grado de depolimerizacién de la muestra en medio &cido no parecia
ser lo suficientemente elevado como para fragmentar todo el oligémero en unidades menores. Si
extrapolamos estos resultados obtenidos in vitro a un hipotético caso in vivo, los oligédmeros de
epicatequina podrian alcanzar el intestino practicamente inalterados y ser absorbidos o
metabolizados es éste. Estos resultados concordaban con los obtenidos por Rios et col (2002)
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que comprobaron como los oligdmeros de cacao que habian ingerido un grupo de voluntarios
alcanzaban el intestino sin ser depolimerizados.

Paralelamente, también se estudié la estabilidad de los oligdmeros de epicatequina
sintetizados al ser expuestos a un medio basico, simulando de este modo, el proceso digestivo
que tendria lugar en el intestino. Se utilizé una solucién de hidrégeno carbonato sédico al 1.5%
como reactivo analogo al jugo intestinal. El pH de la solucién basica utilizada era de 8.4. La
concentracion de oligébmeros utilizada en estas digestiones basicas fue la misma concentracion
(1.5 g/L) que se utilizé en las digestiones acidas. El proceso de digestion durd también tres
horas. Durante este periodo de tiempo se mantuvo la temperatura de la muestra constante a
37°C, agitandose la muestra continuamente. Finalizado el proceso de digestion, se analizé la
muestra mediante cromatografia liquida, obteniéndose los cromatogramas presentados en la
figura 90.

DADT A, 5ig=280,8 Ref=450,100 D)
@

0 10 20 30 40 50 min)

DADT A, Sig=280,8 Ref=450,100 1D)
2 o

Figura 90. Cromatogramas obtenidos de la digestion en medio basico de (A) oligémero de epicatequina sintetizado con
acetaldehido en exceso y (B) oligémero de epicatequina sintetizado con acetaldehido en defecto.

Los resultados obtenidos en ambos cromatogramas mostraban unos perfiles en los que
no se encuentraban picos cromatograficos que pudieran corresponderse con epicatequina o con
estructuras diméricas de flavan—-3—oles. Solamente se observaba un pequefio pico
cromatografico (cercano al limite de deteccién) con tiempo de retenciéon en torno a 17-18
minutos, que podria tratarse de catequina. Estos resultados indicaban que, o bien el oligémero
de epicatequina permanecia estable en este tipo de soluciones basicas, o bien era
depolimerizado y los compuestos resultantes de esta depolimerizacion eran inestables en el
medio, degradandose sin proporcionar ningun pico cromatografico. Del mismo modo, al realizar
la digestion en medio basico de un patron de epicatequina (ver figura 91), no se obtuvo ninguna
sefial caracteristica de ésta, obteniéndose un pequefo pico cromatografico con tiempo de
retencion de 16 minutos, que coincidia con el tiempo de retencién de la catequina patron.

DAD1 A, Sig=280,8 Ref=450,100 (070802\07080201.D)
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Figura 91. Cromatogramas obtenidos de la digestién en medio basico de un patrén de epicatequina.
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Por tanto, la epicatequina no se mostraba estable en el medio basico en el que se llevé a
cabo el experimento, estando de acuerdo con los resultados obtenidos por Zhu et col (2002) que
describieron como la catequina, en medio basico, epimerizaba hacia epicatequina, y ésta, en el
mismo medio, se descomponia y en ocasiones mostraba reacciones de epimerizaciéon hacia
catequina. Este hecho permitiria explicar la aparicion del pico cromatografico anterior pudiendo
tratarse de una epimerizaciéon de la epicatequina que provenia de los oligdmeros sintetizados
hacia catequina.

3.2.2 Estudio de la absorcién in vivo en la rata de los oligdbmeros de epicateguina
sintetizados sin marcaje radiactivo

Los estudios realizados sobre absorcidon de procianidinas en ratas son numerosos, si
bien la mayoria de ellos se centran en las procianidinas presentes en el cacao, chocolate y el té
principalmente, siendo minoritarios los ensayos realizados con las procianidinas presentes en el
vino. La simulacién del proceso de envejecimiento que tiene lugar en el vino permitié (como se
ha comentado anteriormente) la sintesis de oligdbmeros de epicatequina, cuya similitud con los
oligbmeros formados en el vino es elevada. Asimismo, se comprobé la estabilidad in vitro de
estos oligébmeros sintetizados en soluciones acidas y basicas. Este apartado se centra en el
estudio de la absorcién in vivo en ratas de los oligdbmeros de epicatequina sintetizados con
acetaldehido sin marca radiactiva. Estos compuestos solamente presentaban formas
oligoméricas y poliméricas de epicatequina, hecho que simplificaria enormemente la obtencion
de informacién mediante cromatografia liquida y espectrometria de masas, ya que las sefiales
que se obtuvieran solamente podrian provenir de la epicatequina. Por esta razén, no se utilizé un
extracto comercial de procianidinas para estudiar la absorcion de estos compuestos, ya que
dicho extracto comercial estd formado de catequina, epicatequina, acido galico, dimeros y
trimeros que involucran unidades de epicatequina y catequina, etc., suponiendo esto una mezcla
heterogénea de compuestos que proporcionarian, al ser analizados mediante las técnicas
anteriormente mencionadas, sefiales que provendrian de diferentes compuestos, dificultando
esto la obtencién de resultados concretos.

Para estudiar la absorcion de los oligdbmeros de epicatequina se utilizaron ratas Wistar
macho (Charles River Laboratories) con un peso comprendido entre los 225-250 gramos. Las
ratas utilizadas en esta experiencia se ayunaron durante un periodo de tiempo de 12 horas, tras
el cual, fueron canuladas oralmente con 500 yL de una solucién de oligémeros y polimeros de
epicatequina que contenia 50 miligramos de dichos compuestos, esperando una hora a que éste
fuera absorbido por los animales. Transcurrido este tiempo, las ratas fueron anestesiadas con
pentobarbital sodico (Sigma), con una concentracién de 60 miligramos de pentobarbital por
kilogramo de peso corporal animal. Posteriormente, se realizé una extraccion total de la sangre
del animal de la arteria aorta abdominal, asi como el higado. La obtencién de plasma a partir de
la sangre extraida se realiz6 mediante centrifugacion a 1000 g durante un periodo de tiempo de
10 minutos, manteniendo la temperatura de la muestra constante a 4°C. Tanto el plasma como
el higado extraido a los animales se guardaron a —80°C hasta su utilizacion.

El plasma obtenido fue tratado con 1000 unidades de RR—glucuronidasa (Sigma) y 100
unidades de sulfatasa (Sigma) durante un periodo de tiempo de tres horas, manteniendo la
muestra a una temperatura constante de 37°C y en continua agitacion. El tratamiento del plasma
con estas enzimas se realizé para eliminar los grupos glucurénidos y sulfatos que los posibles
compuestos que hubieran sido absorbidos pudieran presentar, como consecuencia de las
reacciones de conjugacién que tienen lugar, por ejemplo, en el higado. Ademas, la presencia de
estos grupos conjugados en las procianidinas dificultan la detecciéon de las mismas mediante las
técnicas habituales, siendo por tanto necesario la obtencién de la aglicona. Finalizado el
tratamiento con las enzimas deconjugadoras, se realizd la extraccion de los compuestos
presentes en el plasma mediante la adicion de acetonitrilo, agitando la muestra durante cinco
minutos para, posteriormente, afiadir el volumen necesario de acetato de etilo para extraer los
compuestos a esta fase organica. El protocolo representado en la figura 92 refleja el proceso de
extraccion de los compuestos presentes en el plasma mediante la utilizacion de acetato de etilo.
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Figura 92. Protocolo utilizado en la extraccion con acetato de etilo de los compuestos fendlicos presentes en el plasma
de las ratas.

La fase organica de acetato de etilo obtenida se evaporé a sequedad mediante el paso
de una corriente de nitrégeno, redisolviendo el extracto resultante en un determinado volumen
de solucion hidroalcohdlica al 20%. Por regla general, se utilizaba todo el plasma obtenido para
realizar la extraccion, redisolviendo el extracto seco obtenido en el minimo volumen posible, de
manera que el contenido en los compuestos presentes en el plasma inicial se concentraran el
maximo numero de veces posible. Una vez redisuelto el extracto obtenido se almacenaba a
menos 80°C hasta su utilizacion.

La inyeccién de una alicuota en el cromatografo liquido de la sonda de oligdbmeros de
epicatequina suministrada a las ratas (ver figura 93) permitié establecer un perfil cromatografico
donde solamente se detectaba una pequefia cantidad de epicatequina muy cercana al limite de
deteccion, pudiéndose afirmar que la existencia de epicatequina en la sonda suministrada a los
animales era practicamente nula.

Del mismo modo, el analisis del extracto de plasma obtenido en aquellas ratas que
consumieron los oligdmeros de epicatequina sintetizados sin marcaje radiactivo permitié obtener
el perfil cromatografico presentado en la figura 94, mientras que, también en la misma figura, se
representa el cromatograma obtenido al inyectar en el cromatégrafo liquido una alicuota de un
extracto de plasma de rata a la que se le suministr6 agua en lugar de oligbmeros de
epicatequina.
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Figura 93. Cromatograma obtenido al inyectar una alicuota de la sonda de oligémeros de epicatequina sin marcaje
radiactivo suministrada a las ratas.
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Figura 94. Cromatogramas obtenidos para (A) plasma de rata a la que se le suministré una sonda de oligémeros de
epicatequina y (B) extraccion de un plasma de rata control (sin haber ingerido oligémero de epicatequina).

En ambos cromatogramas se observa como el perfil cromatografico durante los primeros
10 minutos es similar. Asimismo, en el cromatograma (A) de la figura 94 se observa un pico
cromatografico con un tiempo de retencion de 38-39 minutos que no aparece en el
cromatograma correspondiente a la sonda de oligdmeros proporcionada a las ratas y que
tampoco aparece en el cromatograma obtenido para el plasma de una rata control. Por tanto, el
compuesto que generaba este pico cromatografico no provenia de ningun compuesto que
formase parte de la composicién del plasma.

Para la identificacion de este compuesto era necesaria la utilizacion de otra técnica,
como la espectrometria de masas acoplada a un cromatégrafo liquido. En este sentido, se
inyecto una alicuota de extracto de plasma de una de las ratas en el un cromatégrafo liquido que
poseia acoplado un espectrometro de masas, analizando todos los picos cromatograficos
existentes en la muestra, si bien, el Unico pico cromatografico que poseia una estructura que
pertenecia a una procianidina era el pico con tiempo de retencién de 38—-39 minutos. El analisis
de las senales obtenidas hizo necesario tener en cuenta las consideraciones realizadas con
anterioridad al analizar el dimero de epicatequina (con puente de acetaldehido), pero siendo
conscientes de que, si bien los grupos de conjugacién como sulfatos y glucurénidos habian sido
eliminados, no ocurria lo mismo con los grupos metilo y, por tanto, este compuesto encontrado
en plasma podria estar metilado. Este hecho podria modificar algunas de las relaciones m/z
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obtenidas y, en consecuencia, debia ser tenido en cuenta. El espectro de masas obtenido para
este compuesto presente en el plasma se muestra en la figura 95.
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Figura 95 Resultados obtenidos al analizar el pico cromatografico con tiempo de retencién 38 minutos mediante
espectrometria de masas.

El analisis de las relaciones masa/carga obtenidas reveld la existencia de dos
fragmentos (m/z 152 y 138) correspondientes a la fision retro—Diels—Alder sufrida por una
epicatequina, mientras que la relacion m/z 123 indicaba la rotura de una molécula de
epicatequina mediante la apertura del anillo pirano de ésta. Del mismo modo, la sefal m/z 290
indicaba la existencia de una molécula de epicatequina, mientras que m/z 304 senalaba que la
epicatequina se encontraba metilada. Ademas, la existencia de una relacién m/z 334 era
producto de la existencia de una epicatequina metilada unida a un puente de acetaldehido; la
presencia de este fragmento también era confirmada por la presencia de la relacién m/z 318 que
correspondia a una epicatequina unida a un puente de acetaldehido.

Por otro lado, la existencia de relaciones masa/carga de valores elevados indicaban la
existencia de fragmentos de grado de condensacion mas complejo que la epicatequina. Asi, la
sefial m/z 470 se correspondia con un dimero de epicatequina metilado que habia sufrido una
fision retro—Diels—Alder de una de las epicatequinas que lo formaban, hecho que quedd
contrastado con la existencia de una sefal m/z 456 que correspondia al mismo compuesto pero
sin metilar. Igualmente, este compuesto metilado también sufri6 en la interfase del
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espectréometro de masas una rotura del anillo pirano de una de las epicatequinas (m/z 502) v,
posteriormente, la misma rotura en la otra epicatequina que formaba parte del compuesto (m/z
362). Finalmente, la relacion masa/carga 663 indicaba el peso molecular del compuesto,
indicando que se trataba de dos epicatequinas dimetiladas enlazadas a través de un puente de
acetaldehido, es decir, un dimero de epicatequina tetrametilado.

Todas las relaciones m/z excepto la 663 hacian pensar que el compuesto encontrado en
plasma podria estar mono o dimetilado, sin embargo, la relacion m/z correspondiente al peso
molecular del compuesto indicaba que el compuesto encontrado poseia cuatro grupos metilo.
Estas diferencias de apreciacién entre lo que indicaban las relaciones m/z de los diferentes
fragmentos encontrados al fragmentarse el compuesto inicial y la relacién masa/carga que
indicaba la masa molecular del compuesto podrian deberse a la debilidad del enlace establecido
entre el grupo metilo (CH3) y el grupo OH de la epicatequina en la posicion 3’ y/o 4’. Este enlace
se romperia facilmente cuando el compuesto era fragmentado en la interfase del espectréometro
de masas, provocando la pérdida de algunos grupos metilo. La figura 96 muestra la estructura
del compuesto encontrado en el plasma de rata.

HO OH

HO

Figura 96. Estructura del compuesto encontrado en el plasma de varias ratas que habian ingerido oligdmero de
epicatequina sin marca radiactiva.

Conocida la estructura del compuesto hallado en el plasma de las ratas analizadas, se
estudié el tiempo 6ptimo de absorcién de los oligdmeros y polimeros de epicatequina de manera
que la concentracién en plasma del dimero encontrado fuera maxima. Las ratas utilizadas en
este nuevo objetivo se canularon oralmente utilizando la misma cantidad de oligdmeros de
epicatequina citada anteriormente (500 pL de una solucion de oligémeros y polimeros de
epicatequina que contenia 50 miligramos de dichos compuestos). Suministrada la sonda a las
ratas, se esperaron 1, 2, 3 y 4 horas para que los oligdmeros de epicatequina fueran absorbidos.
Este experimento se realizd6 por duplicado. Transcurridos estos intervalos de tiempo, los
animales fueron anestesiados con pentobarbital sédico (utilizando la misma concentracién citada
con anterioridad) y se les extrajo toda la sangre de la arteria aorta abdominal, asi como el
higado.

La obtencion de plasma se realizd en las mismas condiciones comentadas
anteriormente y las muestras se almacenaron a —80°C hasta que fueran utilizadas. Las muestras
de plasma fueron tratadas con las mismas unidades de R—glucuronidasa y sulfatasa citadas
anteriormente como paso previo a la realizacion de la extraccién con acetonitrilo y acetato de
etilo de los compuestos fenolicos presentes en el plasma (consultar el protocolo de la figura 92).
En la figura 97 se representa el protocolo utilizado para establecer el tiempo de absorcion al cual
el compuesto encontrado en plasma presentaba una concentracion maxima.
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Figura 97. Protocolo utilizado en el establecimiento del tiempo 6ptimo de absorcion de los oligémeros de epicatequina.

El analisis mediante cromatografia liquida de alta resolucién de todos los plasmas
extraidos permitié la obtencion de una serie de cromatogramas (ver figura 98) que mostraban un
perfil idéntico al presentado en la figura 94 (A). En todos los cromatogramas se apreciaba la
aparicion de un pico cromatografico de tiempo de retenciéon en torno a 38-39 minutos, que
presentaba una mayor altura y area en aquellas muestras de plasma que habian sido recogidas
dos y tres horas después de la ingestion oral, por parte de las ratas, de los oligbmeros de
epicatequina. Las muestras plasmaticas recogidas una y cuatro horas después de la ingestion
de dichos oligdmeros y polimeros de epicatequina poseian el mismo pico cromatografico con el
mismo tiempo de retencién, pero con una altura y una area inferior a las muestras obtenidas a
las dos y tres horas de la ingestion de la sonda. No obstante, la cuantificacién en término de
equivalentes de epicatequina de estos picos cromatograficos indicaban lo que se ha apuntado
anteriormente: la concentracién del compuesto encontrado en el plasma de las ratas era mas
elevada cuando habian trascurrido 2-3 horas desde la administracion de los compuestos de
epicatequina a las ratas. Los resultados obtenidos se presentan en la tabla 29, y expresan el
valor medio de todas las experiencias realizadas para cada tratamiento.

1 763 17,79
2 1990 37,28
3 1733 32,36
4 1398 25,95

Tabla 29. Concentracion (g/L) en equivalentes de epicatequina de los dimeros encontrados en los plasmas de las
diferentes ratas estudiadas tras un tiempo de absorcién de 1, 2, 3y 4 horas.
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Figura 98. Cromatogramas obtenidos para (A) plasma de rata que ha ingerido oligémero de epicatequina con un tiempo
de absorcion de 1 hora, (B) plasma de rata que ha ingerido oligomero de epicatequina con un tiempo de absorcion de 2
horas, (C) plasma de rata que ha ingerido oligébmero de epicatequina con un tiempo de absorciéon de 3 horas y (D)
plasma de rata que ha ingerido oligémero de epicatequina con un tiempo de absorcién de 4 horas.
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La figura 99 muestra la evolucién de la concentracion del dimero de epicatequina
tetrametilado encontrado en el plasma de las ratas analizadas. Se observa como la mayor
concentracion de este compuesto se alcanza dos horas después de que los animales de
experimentacién ingiriesen la dosis de oligdbmeros de epicatequina, y como ésta va
disminuyendo paulatinamente hasta las cuatro horas. Ademas, el aumento de la concentracién
en plasma de este compuesto es muy marcada entre la primera y la segunda hora, mientras que
la disminucion entre la segunda y tercera hora, y la tercera y cuarta hora es suave. Estos datos
insinuarian que las ratas sacrificadas tres y cuatro horas después de haber ingerido los
oligdbmeros de epicatequina habrian alcanzado la concentracion maxima del dimero de
epicatequina tetrametilado a las dos horas y a partir de este punto, la concentracién plasmatica
del compuesto iria disminuyendo lentamente hasta desaparecer por completo.

40

o | 2,36
25 25,95

20 4 779

Concentracién (g/L)

o v 3o

Horas

Figura 99. Evolucion de la concentracion plasmatica del dimero de epicatequina encontrado en las ratas que habian
consumido oligébmeros de epicatequina.

Paralelamente, se analizaron todos los higados que habian sido extraidos de las ratas,
realizando una homogeneizacion de los mismos. En el proceso de homogeneizacién de estas
muestras se utilizé 1 gramo de higado y 4 gramos de solucién salina. Durante el proceso de
homogeneizacion del higado, éste se mantuvo en todo momento a una temperatura no superior
a 4°C; posteriormente, el homogenado obtenido se filtré a través de una gasa y se destiné la
mitad de éste para realizar una extraccion con acetonitrilo y acetato de etilo utilizando el mismo
protocolo representado en la figura 92, y la otra mitad del homogenado de higado obtenido se
traté con enzimas deconjugadoras R—glucosidasas (1000 unidades) y sulfatasas (100 unidades),
siguiendo el mismo protocolo que se aplicé para el plasma de rata. Finalmente, se realizo la
extraccion con acetonitrilo y acetato de etilo. En ambos casos, la fase organica de acetato de
etilo obtenida se evapor6 a sequedad mediante el paso de una corriente de nitrogeno. El
extracto seco obtenido se disolvié en el minimo volumen posible de una solucion hidroalcohdlica
al 20% para concentrar el mayor niumero de veces la muestra.

La inyecciéon de una alicuota de ambos extractos en el cromatégrafo liquido permitio
obtener dos cromatogramas por cada higado analizado. Cuando el homogenado de higado no
era tratado con enzimas deconjugadoras se obtenia el perfil cromatografico presentado en la
figura 100, comprobandose como solamente aparece un pico cromatografico con un tiempo de
retencion de 40.092 minutos y un area de 619.6 mAu*s. Sin embargo, cuando el homogenado de
higado era tratado con enzimas deconjugadoras, el perfil cromatografico obtenido (ver figura 98)
era diferente, ya que no aparecia el pico cromatografico de tiempo de retencién 40.092 minutos,
sino que aparecia un pico cromatografico con un tiempo de retenciéon de 38.073 minutos y un
area de 506.3 mAu*s. Este tiempo de retencion era el mismo que se encontré en los plasmas
analizados. Por tanto, el compuesto encontrado en plasma (dimero de epicatequina), también
estaba presente en el higado de las ratas. La utilizacion de una recta de calibrado permitio la
cuantificacion de este compuesto en equivalentes de epicatequina. La concentracién obtenida
para el dimero de epicatequina en higado fue de 44 ug de dimero/g de higado. El hecho de
encontrar un dimero de procianidinas en el higado, a una concentracion significativa, confirma
que éste es un 6rgano diana de las procianidinas, sugiriendo que los efectos desarrollados por
estos compuestos y que nuestro grupo ha determinado in vivo, sobre cambios metabdlicos y a
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nivel de expresion génica hepatica pueden ser consecuencia de una interaccion directa de las
procianidinas con proteinas reguladoras y/o sefalizadoras en el higado, hecho que condicionaria
los cambios observados.
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Figura 100. Cromatogramas obtenidos para (A) homogenado de higado de rata sin tratamiento con enzimas
deconjugadoras y (B) homogenado de higado de rata con tratamiento con enzimas deconjugadoras.

3.2.3 Estudio _de la absorcion in _vivo en la rata de los oligbmeros radiactivos de
epicateqguina

Caracterizado el compuesto extraido del plasma e higado de rata y determinado el
tiempo de absorcidn necesario para que la concentracion plasmatica de éste fuera maxima, se
estudio la absorcion in vivo de los oligdmeros de epicatequina marcados radiactivamente con (e
a través de puentes de acetaldehido. Anteriormente se ha comentado que la cantidad total de
oligébmero radiactivo de epicatequina sintetizada fue de 0.0966 gramos, con una radiactividad
total de 4.4 uCi (medidas en un contador beta). El estudio de la absorcion de estos compuestos
oligbmericos se realizd de la misma manera que se explicé en el apartado anterior (se suministrd
a las ratas 1.14 uCi), aunque es este caso el periodo de tiempo existente entre la administracion
oral de los compuestos a las ratas y el sacrificio de las mismas fue de 2 horas. Igualmente, el
plasma obtenido también se traté con R—glucuronidasa (1000 unidades) y sulfatasa (100
unidades) para eliminar los posibles grupos conjugados (glucurénidos y sulfatos) que pudiera
poseer el compuesto absorbido.

Tras realizar la extraccion de los compuestos presentes en el plasma con acetonitrilo y
acetato de etilo, se inyectd una alicuota en el cromatografo liquido obteniéndose el
cromatograma presentado en la figura 101. El perfil cromatografico obtenido era idéntico a los
obtenidos cuando se estudié la absorcion de los oligobmeros de epicatequina sin marcaje
radiactivo, comprobando la existencia de un pico cromatografico de tiempo de retencién 38.143
minutos.
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Figura 101. Cromatograma obtenido al inyectar en el cromatégrafo liquido una alicuota de un extracto de plasma de rata
que habia ingerido oligémero de epicatequina radiactivo.

La inyeccion de una alicuota del extracto de plasma obtenido en el cromatégrafo liquido
acoplado a un espectrometro de masas permiti6 de nuevo el analisis de todos los picos
cromatograficos existentes en el cromatograma, aunque solamente el pico con tiempo de
retencion de 38 minutos poseia naturaleza fendlica. Los espectros de masas obtenidos en el
analisis de este pico cromatografico se presentan en la figura 102. La presencia de una sefal de
relacion masa/carga 289 indicaba la existencia de una unidad de epicatequina que al
fraccionarse en la interfase del espectrometro de masas proporcionaba una serie de fragmentos
cuyas relaciones m/z eran 123, 169 (indicando la rotura del anillo pirano de la epicatequina) y
151 (debido a la fision retro—Diels—Alder de la epicatequina). Ademas, la relacion masa/carga
334 era generada por una epicatequina metilada unida a un puente de acetaldehido, mientras
que la relacion m/z 304 era consecuencia de la presencia de una epicatequina metilada.

Por otra parte, las relaciones m/z superiores a 400 indicaban la presencia de estructuras
de mayor grado de condensacion que una epicatequina. En este sentido, la relaciéon m/z 455
correspondia a un fragmento de dos epicatequinas unidas mediante un puente de acetaldehido
en el que una de las subunidades de epicatequina habia sufrido una rotura retro—Diels—Alder en
su estructura, mientras que la sefal m/z 470 se correspondia con el mismo fragmento pero
indicando que la epicatequina estaba metilada. De forma similar, la relacion masa/carga 502
indicaba la presencia de dos epicatequinas (una de ellas metilada) unidas mediante un puente
de acetaldehido, donde una de las subunidades de epicatequina habia sufrido la rotura del anillo
pirano. Consecuentemente, estas sefales parecian indicar que el compuesto hallado en el
plasma de ratas que consumieron oligémeros de epicatequina marcados radiactivamente era
una estructura dimérica.

Asimismo, las relaciones masa/carga 435 y 477 provienen de la aplicacion del patron de
rotura estudiado por Sun & Miller (2003) para la procianidina B2 a un dimero de epicatequina
con puente de acetaldehido. Ademas, la sefial m/z 435 indica que la subunidad de epicatequina
que no habia sufrido rotura, habia perdido el grupo OH en posicién C3. Del mismo modo, las
sefales m/z 450, 465 y 496 provienen de la aplicacion del mismo patron de rotura citado
anteriormente, pero indicando que estos fragmentos poseian una metilacion (m/z 450) o dos
metilaciones (como es el caso de las sefales m/z 465 y 496) en las posiciones 3’ y 4’ del anillo B
de una subunidad epicatequina.

Finalmente, la relacién masa/carga 636 correspondia al peso molecular del compuesto,
indicando que se trataba de una estructura dimérica de epicatequina (dos epicatequinas unidas
mediante acetaldehido) con dos metilaciones en las posiciones indicadas anteriormente. En
consecuencia, la estructura de este compuesto podria ser una de las representadas en la figura
103, ya que si bien se podia conocer el numero de metilaciones que poseia el compuesto, no se
podia conocer, con las técnicas utilizadas, las posiciones exactas en las que el compuesto habia
sido metilado. Estos resultados concordaban con los obtenidos anteriormente en el estudio de la
absorcion de los oligdbmeros de epicatequina sin marca radiactiva.
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Figura 102. Relaciones masa/carga obtenidas al inyectar en el cromatégrafo liquido acoplado a un espectrometro de
masas una alicuota de un extracto de plasma de rata que habia ingerido oligémero de epicatequina radiactivo. El
espectro de masas muestra las relaciones masa/carga obtenidas hasta m/z 600.
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Figura 102 (continuacion). Relaciones masa/carga obtenidas al inyectar en el cromatdgrafo liquido acoplado a un
espectrometro de masas una alicuota de un extracto de plasma de rata que habia ingerido oligémero de epicatequina
radiactivo. El espectro de masas muestra las relaciones masa/carga obtenidas m/z hasta 650.
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Figura 103. Relacion de las posibles estructuras (al no conocer exactamente las posiciones metiladas) del dimero de
epicatequina encontrado en el plasma de ratas que ingirieron oligdmeros de epicatequina radiactivos.

Por otra parte, se inyect6 una alicuota de un extracto de plasma de una rata que habia
consumido oligdmeros radiactivos de epicatequina en un cromatografo liquido con detector de
radiactividad de la Unidad de Recursos Cientificos de la Universitat de Barcelona obteniéndose
el cromatograma presentado en la figura 104.
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Figura 104. Cromatograma obtenido al inyectar en un cromatégrafo liquido con detector de radiactividad una alicuota de
un extracto de plasma de una rata que ingirié oligémeros radiactivos de epicatequina.

En este caso, se obtenia un cromatograma con una linea base bien definida y algunos
posibles picos cromatograficos que se encontraban muy cercanos al limite de deteccién, puesto
que se confundian con la linea base. Parecia, entonces, que este cromatograma se
caracterizaba por la ausencia de picos cromatograficos que indicasen la presencia en la muestra
de algun compuestos radiactivo. Los tiempos de retencién de estos posibles compuestos
radiactivos eran 1.44, 13.44, 14.31, 36.11, 37.58, 41.04, 42.38 y 58.64 minutos. Debe tenerse en
cuenta que el cromatografo liquido con detector de radiactividad no disponia de inyector
automatico y por tanto, la muestra debia ser inyectada manualmente al mismo tiempo que debia
ejecutarse el programa cromatografico para que los posibles compuestos presentes en la
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muestra pudieran ser detectados. Esto generaba un desfase de tiempo en el cromatograma (en
este caso era de 1.7 minutos). No obstante, no existia ninguna relaciéon clara entre los picos
cromatograficos obtenidos en el cromatograma de la figura 104 y los picos cromatograficos
obtenidos en mediante la utilizacion de un detector UV/visible, ya que los tiempos de retencion
no coincidian en ambos cromatogramas. Este hecho indicaba que, si bien la utilizacion de
acetaldehido radiactivo era un método facil de marcaje de las moléculas de epicatequina
mediante una reaccién de polimerizacion, no era un método valido para el estudio de la
absorcion de estos compuestos ya que no presentaban marca radiactiva cuando eran extraidos
de la matriz bioldégica (en este caso, plasma de rata), debido a que, como se ha comentado
anteriormente en el capitulo 2, los oligdbmeros y los polimeros sintetizados no poseen todos los
puentes de acetaldehido marcados con '4C, como consecuencia de la competencia existente en
el medio de reaccion entre el acetaldehido frio y el acetaldehido marcado con “c (competencia
favorecida hacia el primero). De esta manera, un tetramero de epicatequina podria poseer los
tres puentes de acetaldehido marcado con e, podria tener solamente dos puentes marcados o
incluso ninguno. Esta falta de homogeneidad en el marcaje radiactivo de estos compuestos hace
que sea complicado encontrar en plasma una concentracion de compuestos que posean el
numero necesario de puentes de acetaldehido marcados con "C como para que puedan ser
detectados en un cromatégrafo liquido con detector de radiactividad.

El presente estudio se da por finalizado en este punto, aunque, debido a su importancia
e interés, seria conveniente que tuviera continuacién en el futuro. De este modo, una propuesta
de trabajo podria ser la sintesis de moléculas monoméricas de epicatequina o catequina
marcadas radiactivamente. Asi, podria estudiarse la absorcion de compuestos de bajo grado de
condensacion por un lado, y por otro, utilizando el proceso de polimerizacién antes analizado,
podria estudiarse el proceso de absorcion de los oligdmeros de estos compuestos. En este caso,
como todas las moléculas de catequina o epicatequina estarian marcadas radiactivamente,
serian detectables mediante la utilizacion de un cromatégrafo liquido con detector de
radiactividad. Esta podria ser una futura via de continuacion de este trabajo.
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"el vino protege contra las enfermedades coronarias
y también contra muchos canceres"
Serge Renaud.
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CONCLUSIONES

Es posible la reaccion de polimerizacion entre la epicatequina y el acetaldehido
utilizando un medio de reaccion adecuado. Esta reaccién simula el proceso de
envejecimiento que tiene lugar en los vinos tintos.

No se puede controlar el grado de polimerizacién de los oligdbmeros y polimeros
obtenidos. La elevada reactividad existente entre la epicatequina y el acetaldehido no
puede modificarse mediante la variacion de la temperatura del medio de reaccién, ya
que, si bien a bajas temperaturas la reactividad entre ambos reactivos disminuye, el
aumento de ésta acelera el proceso de condensacion de los mismos. La modificacion
del pH del medio de reaccion tampoco sirve para controlar el grado de condensacién
final, ya que el acetaldehido se muestra igualmente reactivo con la epicatequina tanto en
medio acido como en medio basico. No obstante, la adicion de bisulfito sédico detiene la
reaccion de polimerizacion al reaccionar con el acetaldehido e impedir que éste
reaccione con la epicatequina. Sin embargo, el complejo bisulfito sdédico—acetaldehido
formado no puede separarse de los oligdmeros de epicatequina sintetizados.

El grado de polimerizacion alcanzado en los oligdmeros y polimeros de epicatequina
sintetizados depende de la relacion molar de acetaldehido utilizada, obteniéndose
dimeros, trimeros, tetrameros, nonameros y un polimero formado por 16 unidades de
epicatequina.

Es posible la obtencion de oligdbmeros y polimeros de epicatequina con marca radiactiva
al utilizar acetaldehido marcado radiactivamente con *C para enlazar los monémeros de
epicatequina. El precipitado final obtenido de oligdbmeros y polimeros de epicatequina
posee marca radiactiva. Sin embargo, debido a la gran cantidad de oligémeros
formados, esta marca radiactiva no es suficiente para detectar algun oligdmero marcado
en un cromatoégrafo liquido con detector de radiactividad.

Los oligébmeros y polimeros sintetizados liberan mondmeros de epicatequina cuando son
expuestos a un entorno acido similar al existente en el estbmago humano, si bien,
cuanto mayor es el grado de polimerizacién del oligdmero de epicatequina, menor
cantidad de ésta se libera al medio y viceversa. Ademas, estos compuestos no son
estables al ser expuestos a un medio basico similar al jugo intestinal. Del mismo modo,
la epicatequina patrén tampoco es estable en este tipo de medio sufriendo una rotura
total de su estructura, hecho que imposibilita la captacion se sefales caracteristicas a
través de un cromatégrafo liquido.

Se detectd la presencia de un dimero de epicatequina metilado en el plasma de ratas
que habian consumido una mezcla de oligdmeros y polimeros de epicatequina. Debido
al bajo contenido en dimeros de la muestra suministrada a las ratas, el compuesto
hallado en el plasma podria provenir de la absorciéon de los pequefios fragmentos
obtenidos de la ruptura de los oligdmeros de epicatequina en el tracto gastrointestinal.
Debido a que la utilizacion de la espectrometria de masas acoplada a la cromatografia
liquida solamente permite la deteccion de estructuras triméricas como maximo, no se
puede descartar que sean absorbidas formas oligoméricas mayores que un dimero.

No se encontré radiactividad en el dimero de epicatequina encontrado en el plasma de
ratas que ingirieron oligémero de epicatequina radiactivo, debido a que la gran cantidad
de oligébmeros y polimeros formados disminuye en gran medida el marcaje radiactivo
individual de los compuestos sintetizados.

Se detectd la presencia en el higado del mismo dimero hallado en el plasma. Este
hallazgo indicaria que estos compuestos también alcanzan el higado, donde podrian
realizar una accion directa sobre las células hepaticas y modificar el metabolismo y la
expresion génica de las mismas.
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