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RESUMEN

Diversas investigaciones sefialan los beneficios del con-
sumo moderado de vino tinto en la proteccion cardiovascular.
Estos efectos pueden obedecer tanto a la presencia del eta-
nol como de algunos componentes no alcohélicos, tales como
los polifencles con propiedades antioxidantes. Los estudios
disponibles acerca del consumo crénico moderado de vino
tinto y etanol sobre el potencial antioxidante del plasma
(PAOP), glutation y enzimas antioxidantes son escasos, rea-
lizados en periodos cortos y en 6rganos diferentes al rifion. En
este trabajo se analiza el efecto del vino tinto sobre el PAOP y
el sistema antioxidante del riion. Ratas Wistar recibieron,
durante 10 semanas, como Unica bebida: agua, solucién acuo-
- sa de etanol 12,5% o vino tinto (Cabernet Sauvignon 12,5°)
de alto contenido en palifenoles. En los rifiones se midio gluta-
tion, malondialdehido y actividad de las principales enzimas
antioxidantes. En el plasma se determind el PAOP. Como
resultado se observé un aumerto en el PAOP sdlo en el
grupo que recibié vino. En el rifidn, tanto el etanol como el vino
aumentaron la actividad de las enzimas antioxidantes, sin
embargo sélo el vino disminuyd el indice de lipoperoxidacion.
Podemos concluir que la elevacion del PAOP se produce sélo
por los componentes no alcohdlicos del vino. En el rifion ya
que solo el vino disminuye el indice de lipoperoxidacion,
podriamos sugerir que su consumo ¢rénico moderado prote-
ge alrifion de algunas enfermedades en cuya patogenia parti-
cipan las especies reactivas del oxigeno.
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INTRODUCCION

El alcohol administrado tanto en forma aguda como créni-
ca gencra importantes efectos en la lipoperoxidacién. Asi, se
han sefialado alteraciones en pardmetros de estrés oxidativo
después de la ingesta de alcohol, tales como la concentracion
de glutation oxidado (GSSG), glutation reducido (GSH) y acti-
vaci6n de glutation peroxidasa (GSHpx), superoxido dismu-
tasa (SOD), catalasa (CAT) v produccién de malondialdehido

(MDA) en orina ', cerebro, testiculo, pancreas, higado, entre
otros.

Por otra parte, se han publicado estudios que revelan los
beneficios del vino tinto en cuanto a la proteccién de enferme-
dades cardiovasculares, arteriosclerosis y disminucién de la
oxidacién de lipoproteinas de baja densidad (LDL)?, aumento
de las lipoproteinas de alta densidad (HDL) y reduccion de la
tendencia trombética’.

Se ha postulado que estos efectos se generan tanto a través
del etanol como de los componentes no alcohéblicos, tales
como fos polifenoles que alcanzan en el vino tinto chileno con-
centraciones mas altas que en sus homologos de otras regio-
nes ‘. Sin embargo, trabajos acerca del consumo crénico mode-
rado de vino tinto y/o etanol en cuanto a sus efectos en el glu-
tatién, enzimas antioxidantes y potencial antioxidante del
plasma (PAOP) son escasos, realizados en diversos protoco-
los experimentales, por un periodo inferior a 10 semanas y rea-
lizados en érganos diferentes del rifién, lo que dificulta su
correcto analisis e interpretacion.

Ray et al’ encontraron que uno de los componentes no
alcohdlicos del vino, el resveratrol, es un importante protector
cardiovascular, ya que es un potente atrapador de radicales
peroxilos. Durak et al © también encontraron que el vino tinto
aumenta el PAOP y la concentracion de MDA se mantiene en
: e

FIGURA 1. Efecto del vino tinto v del etanol sobre
la relacion GSH/GSSG en corteza renal y papila renal.
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presencia de un estrés oxidativo, lo que no ocurrié con las
ratas controles, que elevaron la produccién de MDA, Aun
cuando se sabe que el vino tinto favorece el sistema anfioxi-
dante del organismo, el mecanismo por el cual lo hace y la
importancia relativa de los componentes alcohdlicos y no
alcohdlicos aun no se han dilucidado.

El objetivo del presente trabajo ha sido determinar la con-
tribucidn del etanol y los componentes no alcohdlicos del
vino en los beneficios observados en el sistema antioxidantey
los posibles efectos en el rifidn, para lo cual se utilizo un vino

" tinto chileno de alto contenido en polifenoles,

MATERIALYMETODO

Animales:

Para este estudio se utilizaron 33 ratas macho albinas de la
cepa Wistar con pesos entre 200y 230 g, que fueron puestas
en jaulas individuales, mantenidas en una sala temperada en
21° Cy bajo control de luz por un periodo de 10 semanas. La
alimentacion y la bebida fueron entregadas ad libitum. Todo
el tiempo recibieron un manejo por parte de los humanos de
acuerdo a los principios ¢ticos internacionalmente aceptados.

Los animalées se dividieron en tres grupos experimentales
con once ratas cada uno que recibieron una dieta nutricional-
raente balanceada y bebida de la manera que se indica:

1.-Grupo control: con libre acceso al agua

2.-Grupo vino: con libre acceso a vino tinto (12,5° v/v,
Cabernet Sauvignon, de alto contenido en polifenoles, cose-
cha 1998, Vifia Lomas de Cauquenes, Cauquenes, Chile},
como Gnica bebida.

3.-Grupo etanol: tuvo libre acceso a una solucidn acuosa
de etanol de la misma graduacion alcoholica que el vino utili-
zado en el grupo anterior.

El consumo de alimento y bebida se midié diariamente, la
R
FIGURA 2. Produccion de malondialdehido en corteza

y papila renal de ratas controles y tratadas con etanol
0 vino tinto.
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bebida liquida se midi6 por medio de tubos graduados de Rich-
ter. La alimentacién se midio a través de un control diario de
peso, para lo cual se utilizé una balanza (Ohaus) de triple
barra, midiendo el incremento diario de peso y calculando las
calorias ingeridas y el porcentaje de éstas que correspondiana -
ladietaoa alcohol.

Luego de un periodo de 10 semanas s¢ tomaron muestras
de sangre y se extirparon los rifiones, para determinar los
siguientes pardmetros:

Determinacion de capacidad antioxidante del plasma.

Se obtuvo una muestra de sangre del plexo venoso del
saco lagrimal, previa anestesia con eter etilico, la sangre fue
recibida en tubos de plasticos de 3m! con EDTA como anti-
coagulantes. Luego se separ6 el plasma sobre el cual se apli-
¢6 el método de Benzie and Strai’, basado en la reduccién del
hierro férrico a hierro ferroso el cual se hizo reaccionar con
2,4,6-tripiridil-3-triazina a 37°C en buffer acetato Ph 3.6, ana-
lizando la cinética de la reaccion por espectrofotometria a
594nm. Se construyo una curva de calibracion utilizando una
solucion estandar de sulfato ferroso.

Preparacion de las muestras de tejido ‘

Para extraer los rifiones, primero se anestesiaron a los ani-
males con pentobarbital sédice (40mg/Kg), luego se aisld la
vena yugular y perfundi6é con una solucion de KCL 1,15%,
Tris 10mM, Ph 7.4, con el fin de desplazar los gidbulos rojos
del compartimiento intravascular de los 6rganos. Para esto se
utilizé una bomba de infusion continua (Braun, Perfusor
G,Germany) a una velocidad de 40 ml/kg/minuto. Se sacrifi-
caron los animales, se extrajeron ambos rifiones v se deposita-
ron en un vaso precipitado sobre hielo que contenia KCL
1.15% , Tris 10Mm, Ph 7.4 para muestras destinadas a
GSHpx,SOD y CAT; suero fisiolégico para las destinadas a
MDA,; buffer fosfato 0,1 M, EDTA 5mM, Ph 8.0, para GSH y
GSSG.

FIGURA 3. Capacidad antioxidante del plasma en
ratas control, tratadas con etanol o vino tinto.
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- Tabla 1. Ganancia de peso,ingesta energética y consumo de liquido de los grupos experimentales.

{ gr/dia)

Universidad de Chile, Chile Abril, 2000.

K cal / dia /100 gr. rata mL /dia/100gr rata
Ganancia de peso Total Porcentaje Porcentaje
de la dieta del etanol
Control 2,03+0,70 18020 100 0 100+ 145
Vino 1,85 20,48 1995+18 69+6,7* 067" 7,98 +1,29
Etfanol 2,85+ 0,51 214218 T£30" 2+£30° 7,15+ 0,63

*=p < 0,05 vs control

Determinacién de actividad de las enzimas glutatién
peroxidasa, superoxide dismutasay catalasa

Posteriormente se procedio a separar la papila y la corteza
renal y se prepararon homogenizados en corteza al 20% en
KCL1,15%, tris 10Mm, PH 7.4 y en papilaal 2,2 %. Luego se
homogeneizaron los tejidos utilizados en homogenizador de
Potter-Elvehjem de vidrio con véastago de tefléna 1750 r.p.m.,
aplicando 18 strokes. Los homogenizados se centrifugaron a
100.000 g, por 60 min, a 4°C, en ultracentrifuga Sorvall,
modelo GTD-GSB (USA). En el sobrenadante se determin6
laactividad de GSH px, SOD y CAT.

Para determinar la actividad de GSHpx ( EC 1.11.1.9) se
us6 el método basado en la oxidacién de GSH a GSSG, segtin
método de Flohé y Giinzler', siguiendo la cinética de reaccién
por espectrofotometria UV a 346 nm. Una unidad de GSHpx
corresponde a la oxidaciéon de un molde NADPH enun minu-
to. Laactividad de GSHpx se expresé en U/mg de proteina.

Para medir la actividad de SOD (EC 1.15.1.1) se utilizd el
ensayo basado en el incremento de la velocidad de auto-
oxidacidén de 5,6,6a,l1b-tetrahidro-3,9,10-
trihidroxibenzofluoreno, en solucién acuosa alcalina para dar
un croméforo con una absorbancia méxima a 525nm’. La
medicion cinética del cambio de absorbancia se realiza duran-
te un minuto. Una unidad de actividad de SOD se define como
la actividad que duplica el nivel de auto-oxidacién. Los resul-
tados se expresaron como U/mg de proteina.

La actividad de la enzima CAT (EC 1.11.1.6) se midié
espectrofotométricamente a partir de la cinética de descom-
posicion del perdxido de hidrogeno a 240 nm"”. La actividad
deestaenzima se expres6 sobre ]abase de la constante de pri-
merorden para estareaccion (k/mgde proteina).

Ensayo de lipoperoxidaciéon

La lipoperoxidacion se midio sobre homogenizados al
10%en KCL 1,15% de los tejidos a analizar. Se midi6 la for-
macion de MDA, segan el método de Okawa'' basado en la
reaccion con dcido tiobarbittrico a PH 3.5 y posterior extrac-
cién con una mezcla de butanol: piridina como 15:1. La inten-
sidad de la coloracion se midi6 por espectrofotometria a 532
nm, construyendo previamente una curva de calibracién con
1,1,3,3-tetrametoxipropano como estandar. Los resultados se
expresaron en nmoles de MDA/mg de proteinas.

Determinacion de GSHy GSSG
Para la determinacion de GSH y GSSG los tejidos fueron

homogenizados al 1,5% en solucidn de buffer fosfato 0,1%,
EDTA 5 mM, PH 8.0. Posteriormente se adicioné HPG? al
25% en una cantidad que corresponde al 20% del volumen
total y se centrifugd a 100.000 g a 0°C por 30min. El sobrena-
dante se utilizé para medir GSH y GSSG por fluorimetria
segin método de Hissin y Hilf . Los resultados se expresa-
ron como moles/g tejido. Ademas se calculé la relacién
GSH/GSSG.

Analisis estadistico

Método estadistico: los resultados se expresaron como
promedios error estandar de la media y las diferencias signi-
ficativas se determinaron mediante el analisis de varianza
(ANDEVA) no paramétrico, usando el test de Kruskal-Wallis
2 del software STATA 5.1. Se considerd significativas las dife-
rencias conun p <0.05.

RESULTADOS

La ingesta crénica moderada de vino tinto o etanol, porun
periodo de diez semanas generd efectos cuantificados de
acuerdo a los siguientes resultados . La ingesta diaria de ali-
mentos disminuy0 tanto en el grupo vino como etanol, sin
embargo las calorias totales calculadas fueron similares, sin
diferencia significativa. La ganancia de peso no tuvo valores
estadisticamente significativos. En cuanto a la ingesta liquida
diaria no se observo diferencias significativas (Tabla 1),

La Tabla 2 muestra los efectos de una ingesta crdnica
moderada de vino tinto y del etanol en la concentracion de
GSH, GSSGy actividad de GSHpx, SOD y CAT en la corteza
renal. Con respecto al etanol encontramos que el GSSG dis-
minuyd y que la actividad de GSHpx, SOD y CAT aument6,
no se observd diferencia significativa en los demés parame-
tros. En cuanto al vino tinto, aumentd la concentracion de
GSH, laactividad de GSHpx,SODy CAT. Por el contrario, la
concentracion de GSSG experiment6 una disminucién . Estos
efectos se asociaron a una aumento de la relacion GSH/GSSG
(Figura 1)y disminucidn de los nivelesde MDA (Figura2).

Concerniente a la papila renal se pudo observar que el eta-
nol ocasiond una disminucion en la concentracién de GSSG y
GSH (Tabla 3) sin embargo, este Gltimo en niimeros absolu-
tos disminuy6 maés, lo que llevé a una disminucion de la rela-
cion GSH/GSSG (Figura 1). En cuanto a la actividad de
GSHpx, SOD y CAT aument®; no hubo cambios significati-
vos en los demds pardmetros (Tabla 3). Con respecto a los
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efectos del vino se pudo observar un aumento en la actividad
de GSHpx, CAT y SOD y una disminucién en la concentra-
cién GSSG, en tanto que la concentracién de GSH aumentd,
lo que repercutié en un aumento en la relacion GSH/GSSG
(Figura 1). Esto se asocid a una disminucion en la concentra-
cionde MDA (Figura 2). '

El poder antioxidante del plasma se midié mediante el
parametro FRAP, cuyos resultados aparecen en la figura 3,
se observa un aumento de este parametro en el grupo vino, no
asienel grupo etanol.

DISCUSION

En el presente trabajo se analizaron los efectos del vino
sobre la capacidad antioxidante del plasma y el sistema de
defensa antioxidante del rifion, luego de una ingesta cronica
moderada de vino tinto o etanol, midiendo los principales
pardmetros de estrés oxidativo. Para analizar en forma separa-
da la contribucidn del etanol y de los componentes no alcohé-
licos del vino, se incluyd un grup sometido a tratamiento con
solucién acuosa de etanol con la misma graduacién alcohdli-
ca que el vino seleccionado para el estudio. Para apreciar en
forma clara la accidn de los componentes antioxidantes se uti-
lizé un vino altamente rico en polifenoles, que de acuerdoa la
literatura mundial corresponde al vino tinto chileno de la cepa
Cabernet Sauvignon’. En relacién a los resultados obtenidos
acerca de ganancia de peso, consumo de dieta, calorias y
liquido; podemos concluir que a pesar de haber ingerido ali-
mento en menor cantidad ambos grupos experimentales, ingi-
rieron en total las mismas calorias que el grupo control. Por lo
tanto, los résultados obtenidos para los pardmetros de estrés
oxidativo, no estan modificados por la cantidad de calorias
ingeridas. Por otro lado, ya que la ingesta de liquido tampoco
alcanz6 una diferencia significativa, ésta no jugaria un papel
en la modificacidn de estos pardmetros.

Los resultados obtenidos en el presente trabajo caracteri-
zan por primera vez en forma completa los efectos favorece-
dores de las defensas antioxidanizs del vino tinto rico en poli-
fenoles, tanto anivel del plasma como del rifion.

TABLA 2. Efectos del etano! y del vino sobre los niveles de
glutation Oxidado, reducido y las actividades de las enzimas
antioxidantes en la Corteza renal.

Universidad de chile. Chile abril 2000

GRUPO

En primer lugar, se podria sefialar que el aumento de los
niveles de FRAP que s6lo se observé en el grupo tratado con
vino, es concordante con estudios realizados en humanos con
ingesta crénica prolongada de vino tinto y vino desalcoholi-
zado”, podria corresponder a la presencia de los componen-
tes reductores del vino en el plasma, entre los que se encuen-
tran los polifenoles. Aunque la biodisponibilidad de estos
compuestos atin no ha sido completamente dilucidada, se ha
visto que son de rapida absorcion en el tracto digestivo altc™ y
que una vez en el plasma pueden actuar como atrapadores - de
especies reactivas del oxigeno, quelantes del hierro y modula-
dores enzimaticos”. Debido a que los EROs intervienen en -
reacciones de propagacién de radicales libres el aumento del
FRAP puede representar una forma de detener la propagacion
de radicales libres y ademas pueden actuar en la proteccion de
estructuras celulares contra la reaccion de peroxidacion.

En el plasma se ha visto que los EROs oxidan a los LDL,
iniciando una cadena que conduce a la ateromatosis'. La
administracién de vino, y vino desalcoholizado provoca una
disminucién de la susceptibilidad de las LDL ala oxidacién”,
modula la apoptosis" y aumenta las lipoproteinas de alto peso
molecular (HDLY'.

En el rifién, que las enzimas hallan aumentado con el vino
y etanol, sugiere que esto es un efecto generado por este ulti-
mo. En cambio ya que el GSH/GSSG, solo se elevo por el tra-
tamiento con vino tinto, lleva a pensar en un efecto de los com-
ponentes no alcoholicos del vino sobre este parametro. Ade-
mas, ya que los polifenoles son agentes reductores y atrapado-
res de radicales libres, podrian contribuir a esta funcién junto
con el GSH, impidiendo de esta manera que disminuya su con-
centracion. Por el contrario, en el caso del etanol, esta fun-
cién queda entregada solamente al GSH por lo que disminuye
su concentracion. Por lo anterior, pensamos que la lipoperoxi-
daci6n deberia disminuir en el grupo vino y en el grupo etanol
podria haber disminuido en una menor proporcién por el efec-
to protector de las enzimas. Por esto, medimos la produccion
de MDA, el cual confirmo nuestra hipétesis en el caso del
vinoy en el caso del etanol, se observo que el indice de hpope—
roxidacién no tuvo cambios significativos.

Estos resultados son concordantes con otros investigado-

TABLA 3. Efectos del etanoi y del vino sobre ios niveles de
Glutation oxidado reducido y las actividades de las enzimas
Antioxidantes en fa papila renal. Universidad-de chile. Chile
Abrit 2000

PARAMETROS GRUPQ GRUPO PARAMETROS GRUPO GRUPO GRUPO
CONTROL ETANOL VINO CONTROL ETANOL VINO

GSH{( pmol/ g) 0,215 + 0,004 » 0,173 £ 0,001* 0,246 + 0,005* GSH(umollg) 0,215+0,004 0,173+0,001* 0,24610,005*

GSSG (umol / g) 0,080 £0,003 0,066 + 0,004* 0,058 £ 0,001* GSSG{umol/g) 0,080+0,003 " 0,0660,004* 0,059+0,001*

GSHpx (U / mg proteina) 0,308 £ 0,017 0449+ 0,015 0,493 £ 0,009" GSHpx(U/mg.proteina) 0,308+0,017 0,4490,015* 0,493+0,009*

CAT (k / mg proteina) 0,328 + 0,023 0,462+ 0,027* 0,445+0,017* CAT{kimg.proteina) 0,32810,023 0,46240,027* 0,445+0,017*

SOD (U / mg proteina) 8,260 + 0,260 11,880 £ 0,54" 11,280 + 0,320 S0D(U/mg.proteina) 8,260+0,260 11,880+0,54* 11,280+0,320*

1.=p < 0,05 vs control.

1.=p < 0,05 vs control.
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res que han comunicado que el vino disminuye la lipoperoxi-
dacion. Los factores propuestos para explicar esta accién han
sido el resveratrol, potente atrapador de radicales peréxidos™
;el etanol y otros componentes no alcohdlicos, no solo por su
accion directa sino ademés por gatillar un aumento de la con-
centracién de citocromos tales como b5 en el higado”.

Apoyado en lo anterior y debido a que en nuestro trabajo
las ratas tratadas con etanol no acusaron un aumento en el
FRAP lo que si se observé en las ratas tratadas con vino, se
podria atribuir, el efecto protector a los componentes no
alcoholicos del vino. Las acciones sefialadas por los polifeno-
les junto con los antecedentes antes sefialados del vino selec-
cionado para este trabajo (rico en polifenoles) llevan a con-
cluir que la proteccidn puede ser atribuida principalmente a
estos componentes,

Al considerar los efectos renales del vino y etanol se
puede apreciar que tanto el vino como el etanol activan a las
enzimas antioxidantes aqui aralizadas, sin embargo solo el
vino tinto disminuye significativamente la lipoperoxidacién
renal, esto podria deberse a que el etanol ademas de activara
estas enzimas, genera un estrés oxidativo, tan documentado
tanto en efecto agudo como crénico™; este estrés seria de tal
magnitud que contrarrestaria esta accidn protectora, causan-
do de esta manera que no haya cambios en el MDA. Por otra
parte el vino tinto al poseer ademis de etanol, compuestos no
alcohdlicos, pensamos que son estos los que no solo contra-
rrestan los efectos deletéreos del etanol contenido en ¢l vino,
sino que ademas ejercen un poder protector en el rifién en esta-
do basal. Esto nos lleva a hipotetizar que el consumo cronico
moderado de vino tinto podria no solo prevenir enfermedades
cardiovasculares, cuya accion ya esta bien documentada, sino
que ademds podria prevenir enfermedades renales, tales como
la fibrosis tibulo intersticial producida por hiperlipidemia y
otras en que los radicales libres tuvieran algin papel en su
patogenia. Sin embargo mayor cantidad de estudios debieran
serrealizados para confirmar esta hipdtesis.

En resumen: En el presente trabajo encontramos eviden-
cia que la ingesta cronica moderada de vino tinto rico en poli-
fenoles favorece el sistema defensivo antioxidante, tanto a
nivel del plasma como del rifién. En el plasma estos efectos
son atribuibles a los componentes no alcohélicos del vino. En
el rifion sin embargo, existen efectos que son atribuibles tanto
al etanol como a los componentes no alcoholicos del vino. Sin
embargo el efecto final en la lipoperoxidacion solo disminuye
conel vino. Lo anteriornos lleva a la hipétesis de que la inges-
ta crénica moderada de vino tinto podria prevenir no soio de
- enfermedades cardiovasculares, sino que ademds, de enfer-
medades renales en las cuales los radicales libres jueguen
alginrol.
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