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1. Introduccion

Los polifenoles son un grupo de sustancias presentes en la naturaleza,
sintetizados como metabolitos secundarios por las plantas en situaciones de
estrés o adversas como presencia de patdogenos, o bajo condiciones climaticas
cambiantes. Su consumo se ha correlacionado con una disminucién de factores de
riesgo de enfermedades crénicas como la enfermedad cardiovascular, diabetes,
cancer, ateroesclerosis, entre otras(1). Entre los alimentos, fuente de polifenoles,
se encuentran alimentos de origen vegetal, como hortalizas, frutas, frutos secos,
aceite de oliva y el vino tinto, los polifenoles mas importantes por su posible efecto
de este ultimo son el resveratrol, las antocianinas, catequinas y los taninos, el
resveratrol es un compuesto al que se le ha descrito una actividad bioldgica
relacionada con las enfermedades cardiovasculares como la mejoria de la funcién
endotelial y el metabolismo de la glucosa; la reduccién de la inflamacién y

regulacion de los niveles de lipidos en sangre (2).

El consumo de vino durante las comidas es una caracteristica comun cuando se
sigue un patron de dieta mediterranea, en mayor cantidad en paises que por sus
caracteristicas climaticas y tradiciéon son productores de este producto como es el
caso de ltalia, Francia y Espafia (3). Esta dieta mediterranea es una de las dietas
mas recomendadas y mejor estudiadas para la salud cardiovascular. Se
caracteriza por un consumo de grasas monoinsaturadas provenientes de aceite de
oliva, frutas, hortalizas, cereales integrales, legumbres/frutos secos y un consumo

moderado de vino como se menciona anteriormente.

En estudios epidemioldgicos, se ha evidenciado como el consumo de vino tinto
entre 1 6 2 copas al dia durante las comidas, se asocia a un menor riesgo de
enfermedades cardiovasculares, menor mortalidad total en pacientes con infarto



agudo de miocardio, todo esto acompanado ademas de habitos de vida saludable.
Entre estas investigaciones, en Espafia, se realizd el estudio PREDIMED
(PREvencion con Dleta MEDIterranea) donde se buscaba identificar las
asociaciones entre el consumo de la dieta mediterranea con prevencion eventos
cardiovasculares y como a partir de esto se puede realizar prevencién primaria (4).
Sin embargo, la utilizacion de biomarcadores que estimen la ingesta de alimentos
y algunos componentes especificos como en este caso, son algo limitados (5). Por
esta razdn, en el presente subestudio, se tom6é una muestra del estudio
PREDIMED, para llevar a cabo la evaluacion del consumo de vino utilizando como
biomarcador los niveles de acido tartarico, en orina y como este puede ser el
método mas fiable, sensible y robusto para determinar su consumo ya que es el
principal acido organico del vino, esta presente a nivel de gramos en una

unidad/copa de vino, y en cambio no es un compuesto comun en otros alimentos

(6).

2. Metodologia

2.1. Diseno del estudio

El estudio PREDIMED es un ensayo clinico, de grupos paralelos, multicéntrico,
aleatorizado, controlado, que tuvo como objetivo evaluar el efecto de la dieta
mediterranea sobre la prevencion primaria de la enfermedad cardiovascular, se
realizé entre 2003 y 2009. Los participantes eran hombres (de 55 a 80 afios) y
mujeres (de 60 a 80 afos) que tenian diabetes mellitus tipo 2 o al menos 3 de los
factores de riesgo cardiovasculares principales: tabaquismo, hipertension,
lipoproteinas de baja densidad (LDL) elevadas, lipoproteinas de alta densidad
(HDL) bajas, sobrepeso u obesidad y/o antecedentes familiares de cardiopatia

coronaria prematura (4).



El presente subestudio del ensayo PREDIMED, forma parte de un disefio de
casos-cohortes donde se analizé el acido tartarico urinario de muestras basales y
anuales de 1197 participantes. Los participantes fueron seleccionados al azar y se

analizaron muestras de orina al inicio del estudio y al afio de intervencion.

2.2. Determinacion de acido tartarico.

2.2.1. Preparacion de la muestra

Las muestras de orina (20uL) se diluyeron 1:50 con acido férmico al 0,5% en
agua, y 10uL de una solucién con estandar interno, DL-(+)-acido tartarico-2,3-d2.
La dilucién de la muestra se pasé a través de un filtrado y posteriormente
analizado por cromatografia liquida acoplada a espectrometria de masas en
tandem de ionizacion por electrospray LC-ESI-MS/MS. Se realiz6 la correccion de
los datos de acido tartarico en orina mediante la medicion de creatinina en orina,

medida segun el método de Jaffé adaptado por Medina-Remon et al. (6).

2.2.2. Analisis LC-ESI-MS/MS

Las muestras diluidas vy filtradas se analizaron mediante un método rapido basado
LC-ESI-MS/MS. Este método fue desarrollado y evaluado previamente en nuestro

grupo de investigacion (7).

Se utilizé la columna de fase reversa Atlantis TE C18, 100 mmx 2,1 mm, 3um
(Waters, Milford, MA, EE. UU.) acoplada para deteccién al espectrometro de
masas triple cuadrupolo API 3000 (Applied Biosystems, Foster City, CA, EE.UU.).
El espectrdmetro de masas se usé en modo de ionizacidn por electropulverizacion
negativa. La columna se mantuvo con una temperatura de 25 °C a lo largo del
analisis. Las fases moviles A y B fueron acido formico al 0,5 % en agua y acido
férmico al 0,5 % en acetonitrilo, respectivamente. Se utilizo el siguiente gradiente

lineal: mantenimiento al 100 % de A durante 3,7 min, disminucion al 10 % de A
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durante 1.5 min, retorno a las condiciones iniciales durante 1,8 min. El flujo se fijé
en 350 yL/min y el volumen de inyeccion fue de 2 uL(6).

Adicion post-columna de acetonitrilo (250uL/min) se llevé a cabo para mejorar la
eficiencia de ionizacién del analito. Se usaron las siguientes transiciones MS/MS
para la cuantificacion y confirmacion, respectivamente: m/z 149/87 y m/z 149/73
para el acido tartarico, y m/z 151/88 y m/z 151/74 para el is6topo deuterado (6).

2.2.3. Analisis estadistico

Los analisis estadisticos se realizaron con Stata 16.0 (Stata-Corp LP, Tx. EE.UU.).
Las caracteristicas basales de los participantes se presentan como medias y
desviaciones estandar (DE) para variables continuas; y porcentajes para variables
categoricas.

Los valores individuales iniciales y finales del consumo de vino se ajustaron en
funcién de la energia basal (8). Se calcularon los cambios en el consumo de vino y
los intervalos de los niveles acido tartarico en orina (valor de un afio menos el
valor inicial). Los valores basales y los cambios se normalizaron y escalaron en

multiplos de 1-DE con transformacién normal inversa de Blom (9).

Se utilizaron modelos de regresion lineal ajustados multivariables para evaluar las
asociaciones entre el consumo de vino ajustado y el acido tartarico en orina y sus

cambios después de 1 aino.

El modelo 1 se ajustdé por edad y sexo. En el modelo 2 se afadieron el nivel
educativo, habito tabaquico, indice de masa corporal (IMC) y actividad fisica. Por
ultimo, en el modelo 3 se afiadieron la ingesta total de energia, el consumo de
uvas y pasas. El analisis de las diferencias después de 1 afio también se ajustd
por grupo de intervencion en todos los modelos. Se utilizaron estimadores de

varianza robustos para tener en cuenta el centro de reclutamiento. Para mostrar la



relacion entre el consumo de vino y el acido tartarico urinario, se tuvo en cuenta
los mL de vino al dia (1 unidad equivalente a 100 mL).

Los valores se muestran como intervalos de confianza (IC) del 95 % vy la
significacion para todas las pruebas estadisticas se bas6é en el conjunto de
contraste bilateral en p < 0,05 (6).

3. Resultados

3.1. Caracteristicas generales.

La poblacion estudio presenta las caracteristicas generales resumidas en la Tabla
1. Se puede observar que la poblacion femenina fue mayor con un 53,6%, los
participantes tenian una edad media de 68,3 £ 6,1 afos, y un consumo de energia
de 2298 Kcal/dia, un consumo promedio para adultos entre esta edad (10); el IMC
indica un sobrepeso en la poblacion segun los criterios establecidos por la
Organizacion Mundial de la Salud (11). Sin embargo, se encuentra en el limite

superior entre el sobrepeso y la obesidad.

Los niveles de acido tartarico en orina fueron de 13,0 pg/mg creatinina, el
consumo de vino fue de 61,5 mL/dia, teniendo en cuenta que se estimdé que una
copa contiene 100 mL, el consumo de este fue de mas de media copa al dia.

Respecto a los estilos de vida de la poblacion, se identificé un bajo consumo de
tabaco con un 14,4% de fumadores habituales; la mayoria de la poblacion
presentaba diabetes mellitus tipo 2 (DMT2) (53,8%), hipertension arterial (HTA)
(83,4%) e hipercolesterolemia (67,8%), entendible al ser estos, parte de los

criterios de inclusion.



Tabla 1. Caracteristicas basales de la poblacién estudio (n= 1197 )

Edad (anos)

68,3+ 6,1
Actividad Fisica
(MET-min/semana) 2456 +243.2
Energia total (Kcal/dia) 2298,0 £ 620,0
IMC (kg/m?) 29,9 +3,7
Acido tartarico (ug/mg creatinina) 13,0 + 23,8
Consumo de vino (mL/dia) 61,5+ 105,6
Sexo, femenino (%) 53,6
Habito tabaquico (%) 14,4
Escolaridad media - alta (%) 21,5
DMT2 (%) 53,8
HTA (%) 83,4
Hipercolesterolemia (%) 67,8

IMC: indice de masa corporal; DMT2: diabetes mellitus tipo 2; HTA: hipertension
arterial. Los datos se expresan como la media + DE para variables continuas y

porcentaje (%) para variables categoricas.



3.2. Relacién entre los niveles de acido tartarico en orina y el consumo de vino

basal

En la Tabla 2 se muestra la asociacién entre el consumo de vino basal ajustado y

los niveles de acido tartarico en orina. En todos los modelos se identifico que hay

una relacion significativa entre los niveles de acido tartarico en orina y la ingesta
de vino ajustado (= 0,004 (IC 95%: 0,004; 0,005) por 1-DE, p-valor = 0,001).

Tabla 2. Regresion lineal multivariable ajustada entre el consumo de vino ajustado en funcién de la

energia inicial consumida y las concentraciones urinarias de acido tartarico a nivel basal.

B (IC 95%) por

p- valor
incremento 1-DE

B (IC 95%) para terciles de consumo de vino

1 2 3 p-trend

Acido Tartarico
Modelo 1 0,004 (0,004; 0,005) <0,001
Modelo 2 0,004 (0,004; 0,005) <0,001

Modelo 3 0,004 (0,004; 0,005) <0,001

Ref. 0,007 (-0,109; 0,124) 0,805 (0,619; 0,991) <0,001
Ref. 0,012 (-0,100; 0,125) 0,800 (0,611; 0,989) <0,001

Ref. 0,081 (-0,009; 0,171) 0,850 (0,679; 1,021) <0,001

El modelo 1 se ajustd por edad y sexo, el modelo 2 se ajustdé ademas por nivel de educacion, habito

tabaquico, IMC vy actividad fisica, el modelo 3 se ajustd6 ademas por ingesta total de energia, uvas y

pasas. Se utilizaron estimadores de varianza robustos para tener en cuenta el centro de

reclutamiento.

3.3. El uso de acido tartarico como biomarcador del consumo de vino

En el modelo con el ajuste mas complejo (sexo, edad, actividad fisica, consumo de

energia, IMC, habito tabaquico, escolaridad), se identifico que los participantes

presentaron mayores concentraciones de acido tartarico en orina al consumir

mayor cantidad de vino, una vez se divide por tertiles se puede identificar la



relacion lineal. En la Figura 1 se muestra la sensibilidad y especificidad de este
biomarcador, con un area bajo la curva (AUC por sus siglas en inglés) de 0,867 lo

gue indica que es un buen biomarcador de consumo de vino

0.50 0.75 1.00
| | |

Sensibilidad

0.25
|

0.00

T T T T T
0.00 0.25 0.50 0.75 1.00

Especificidad
Area under ROC curve = 0.8676

Figura 1. Curva ROC, comparacion entre acido tartarico y consumo de vino
3.4. Niveles de acido tartarico en orina y el consumo de vino después de un afio.

La Tabla 3 describe la asociacion entre las diferencias en un afilo de consumo de
vino y niveles de acido tartarico en orina. Las concentraciones urinarias de acido
tartarico evaluadas después de un afio, al igual que a nivel basal, indican que
existe una asociacion positiva después de ajustar por todas las covariables (B=
0,002 (IC 95%: 0,001; 0,003) por 1-DE, p-valor = 0,027). Al organizarlo por terciles
se puede observar que el incremento del consumo de vino y de acido tartarico es

lineal porque el valor de la p de tendencia es 0,017



Tabla 3. Regresion lineal multivariable ajustada entre las diferencias de 1 afio de consumo de vino

ajustado en funcion de la energia y las concentraciones urinarias de acido tartarico

B (IC 95%) para terciles de consumo de vino

B (IC 95%) por

p-valor 1 2 3 p-trend
incremento 1-DE
Acido tartarico
Modelo 0,002 (<0,001; 0,257 (0,094; 0,233 (0,059;
0,024 Ref, 0,016
1 0,003) 0,420) 0,408)
Modelo 0,002 (<0,001; 0,254 (0,087; 0,239 (0,063;
0,022 Ref, 0,015
2 0,003) 0,422) 0,416)
Modelo 0,002 (<0,001; 0,254 (0,090; 0,231 (0,035;
0,027 Ref, 0,017
3 0,003) 0,418) 0,427)

El modelo 1 se ajustd por edad, sexo y grupo de intervencién; el modelo 2 se ajusté ademas
por nivel de educacion, habito tabaquico, IMC y actividad fisica, el modelo 3 se ajusté ademas
por ingesta total de energia, uvas y pasas. Se utilizaron estimadores de varianza robustos

para tener en cuenta el centro de reclutamiento.

4. Discusion

La recoleccion de informacién y datos de ingesta dietética presenta varios
desafios debido a que las herramientas para llevarlas a cabo son subjetivas como
los cuestionarios de frecuencia de consumo de alimentos, los recordatorios de
consumo de alimentos por 24 horas y los registros de consumo de alimentos por
varios dias. Todo esto esta influenciado por la capacidad que tienen los
participantes de recordar la cantidad de alimentos consumida, el tipo de alimento,
sus caracteristicas y el tamafio exacto de las porciones (5). La frecuencia de



consumo de alimentos puede mostrar la ingesta dietética habitual, mientras que
los registros de alimentos y recordatorios de 24 horas pueden ser mas precisos,
pero no representativos de la ingesta habitual a lo largo del tiempo (8). Contrario a
esto, los biomarcadores de ingesta de nutrientes pueden hacerlo de forma objetiva
evitando los sesgos de las entrevistas y de esta forma poder asociar con mayor
precision la ingesta dietética con la enfermedad o con factores protectores de la
enfermedad (12). Un claro ejemplo es el consumo de alcohol en general, para su
estimacion se han utilizado métodos como la prueba de identificacion de
trastornos por uso de alcohol por sus siglas en inglés (AUDIT-C) que consta de
tres preguntas para hacer una deteccion practica y valida (13). Sin embargo, sigue
siendo un método que depende de la informacion suministrada por el consumidor,
donde se pueden dar sesgos en personas que abusan de su consumo. Por ende,
el uso de biomarcadores directos del consumo de bebidas alcohdlicas es de gran
utilidad para corroborar el consumo autoinformado y brindaria uniformidad de la
informacion dentro y entre los estudios, puesto que en estudios sobre el alcohol y
el riesgo de la enfermedad cardiovascular hay tendencia a incluir una medida para
el consumo excesivo de alcohol (14).

En esta submuestra de participantes del estudio PREDIMED se pudo observar
como las concentraciones de acido tartarico en orina tuvieron una asociacion
positiva con el consumo de vino desde el inicio del estudio con las muestras
basales y la asociacion con las diferencias después de un afo de intervencion, lo
cual demuestra que hay causalidad. Adicionalmente, se obtiene una curva de
ROC con un area bajo la curva que indica la viabilidad de usar este biomarcador
para identificar y cuantificar el consumo de vino. Esto se ha visto en estudios
anteriores, donde se ha demostrado que es un biomarcador sensible y especifico
del consumo de vino puesto que es el principal acido organico de las uvas y vino
(7). Como se pudo observar en el estudio de Garcia Pérez et al. donde identifican
el acido tartarico como el metabolito mas discriminante en la orina después de la

ingesta de uva tinta ya que fue el unico que aumentd proporcionablemente al
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consumo de esta fruta en todos los participantes durante la duracién del estudio
(15).

Por otra parte, Vazquez Fresno et al. en su estudio sobre biomarcadores
combinados con una submuestra aleatoria de participantes del estudio
PREDIMED, y un grupo de intervencion con vino. Evalu6 un modelo que incluia
tartrato y glucuronido de etilo donde obtiene un AUC de 0,924 para el estudio
PREDIMED, lo que indica también su utilidad para evaluar la exposicion al vino
(16).

Sin embargo, sigue siendo una ventaja el uso del acido tartarico en orina como un
biomarcador individual frente a la utilizacion de cuestionarios para evaluar el

consumo de vino en la poblacion y evitar subestimacion del mismo. (4)

El consumo moderado de vino se ha asociado con beneficios en la salud
cardiovascular, mejoras en el perfil lipidico, arteriosclerosis, reduccién del riesgo
de hipertensiéon y DMT2 como fue descrito por Kim et al (17). Todo esto atribuido a
los beneficios de los polifenoles que se encuentran en el vino (1,17). Sin embargo,
se debe tener en cuenta la cantidad consumida de vino debido a la cantidad de
alcohol que este contiene. Por lo tanto, debe ser de manera habitual pero
responsable, evitando sobrepasar el limite de riesgo (18).

Este estudio tiene como fortalezas su naturaleza longitudinal, que permite
establecer una relacion causal entre el incremento en el consumo de vino y la
excrecion de acido tartarico por orina, con un analisis de muestras bioldgicas,
siendo el primer estudio usando el acido tartarico en orina como biomarcador con
un tamafo muestral grande. Sin embargo, dentro de las debilidades se encuentra
la intervencidn en poblacion adulta mayor, con enfermedades cronicas como
DMT2, HTA, hipercolesterolemia siendo parte de criterios de inclusion del estudio
PREDIMED, por lo que no se puede extrapolar a toda la poblacién.

11



5.

Conclusiones

Es el primer estudio longitudinal con un tamafio muestral grande donde se

evidencio que el acido tartarico en orina es un buen biomarcador del consumo de

vino.

El consumo moderado de vino se ha visto asociado a factores protectores de

diferentes enfermedades crénicas, el siguiente paso es investigar como la

excrecion del acido tartarico se correlaciona con parametros de salud y aumentar

la investigacion para establecer nuevos marcadores de ingesta de alimentos que

puedan ser no invasivos, rapidos, precisos y ademas de eso econdmicamente

viables.
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Lista de abreviaciones

AUC: Area bajo la curva

AUDIT-C: Prueba de identificacion de trastornos por uso de alcohol
DE: Desviacion estandar

DMT2: Diabetes Mellitus Tipo 2

HDL: Lipoproteinas de alta densidad

HTA: Hipertension arterial

IC: Intervalos de confianza

IMC: Indice de masa corporal

LDL: Lipoproteinas de baja densidad

LC-ESI-MS/MS: Cromatografia liquida acoplada a espectrometria de masas en
tandem de ionizacion por electrospray

PREDIMED: Prevencion con dieta mediterranea
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