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INTRODUCCIO

L'arteriosclerosi és una malaltia d origen multifactorial (1), és a dir, hi ha molts factors
que influeixen en la seva aparicio i posterior desenvolupament. Un dels principals mecanismes
implicats en el desenvolupament de l'arteriosclerosi és la modificacio oxidativa de les
lipoproteines (2), concretament de la lipoproteina de baixa densitat (LDL). In vivo, l'oxidacié de
la LDL (LDLox) pot ser induida per cél.lules que secreten al medi radicals lliures d'oxigen o que
transfereixen lipoperoxids intracel.lulars directament cap a la LDL. Les lipoproteines modificades
resultants d'aquest procés d'oxidacid, poden ser reconegudes per uns receptors anomenats
"scavenger" que es troben a la superficie de macrofags derivats de mondcits circulants. Aquestes
cellules, després de reconéixer les LDLox les internalitzen i es van carregant de colesterol fins
a transformar-se en les anomenades "cél.lules espumoses” (3). La infiltraci6 i deposicié d'aquest
tipus cel.lular a la paret arterial es consideren els passos inicials en la formacié de la placa
d'ateromai de l'aparici6 de la subsequent malaltia cardiovascular.

El desenvolupament d'aquest tipus de malaltia ha estat relacionat amb un consum elevat
de colesterol i grasa saturada (4). No obstant, a Franga la incidéncia de coronariopatia es baixa
malgrat ser un pais amb una dieta rica en greixos. Aquest fenomen es coneix com a "Paradoxa
Francesa" i ha estat atribuit, en part, al consum regular de vi (5). De la mateixa manera, la
incidencia de malalties cardiovasculars és baixa en els paissos mediterranis en general (6,7), fins
ara aquest fenomen havia estat associat a un elevat consum de grasa monoinsaturada en la dieta
de tipus mediterrani (8) pero actualment també pot atribuir-se al consum regular de vi que és una
part important de la dieta Mediterrania.

Actualment existeix un debat sobre si la relacié inversa observada entre el consum de vi
i 'arteriosclerosi €s un fenomen causal o per altra banda és només fruit de la casualitat (9-11) .
Existeix controvérsia sobre quins son els mecanismes responsables del paper protector que se li
atribueix al vi (12-14). Una de les hipotesis més acceptades per diversos autors és la teoria
antioxidant (15-20). Existeix també una certa controvérsia sobre si és I’alcohol per se o son els
compostos no alcoholics del vi (majoritariament polifenols) els que exerceixen aquesta activitat
antioxidant.

Alguns estudis demostren la capacitat dels compostos polifenolics del vi d'inhibir l'oxidacio
de les LDL "in vitro" (15.16,21). Els estudis "in vivo" son més controvertits, alguns indiquen que
el consum moderat de vi inhibeix I’oxidaci6 de les LDL dels individus que el consumeixen (17,18)
1 altres afirmen que el consum del vi no té cap efecte sobre la oxidaci6 (20). La majoria d'estudis
centren la seva atencio en el vi negre i els pocs que hi ha fets amb vi blanc no atribueixen a aquest
tipus de vi una capacitat antioxidant (17,18,20). .

L'objectiu d'aquest estudi és comprovar "in vitro" i "in vivo" la capacitat antioxidant de
vins blancs i negres, sotmesos a diferent procés d'elaboraci6, sobre l'oxidacio de les LDL.



MATERIAL I METODES

1. Estudi "in vitro"
Preparacio del vi

Els vins utilitzats a 'estudi in vitro van ser dos vins blancs; un convencional i l'altre sotmés
a una curta maceracio6 del most amb la pell del raim i un vi negre convencional. Els vins en qiestio
van ser elaborats a ’Institut Catala de la Vinya i el Vi (INCAVI).

Vi blanc

Els vins blancs es van obtenir a partir de la varietat blanca de raim macabeu (viura), una
de les més utilitzades en 'elaboracio de vi a Catalunya, Aragd i La Rioja. Una partida de 1000 Kg
de raim va ser dividida en dues parts, Una d'elles va ser tractada segons la metodologia tipica que
es segueix en l'elaboracio del vi blanc: es va obtenir el most en prensa horitzontal i a pressié
moderada, posteriorment es va procedir a la clarificacio, fermentacié amb llevats a temperatura
controlada i finalment a una nova clarificacié amb gelatina i a la filtracié amb terres diatomees.
L'altra part de raim es va procesar d'una manera un xic diferent a l'anterior: es va deixar en
maceracid el most amb la pell del raim durant un periode de 6-8 h a temperatura baixa i
posteriorment es va seguir el procés d'elaboracié del vi blanc convencional. Aquest procés és una
variacio del que s'utilitza habitualment en l'elaboracié del vi negre.

A partir d'aquest moment ens referirem al vi blanc convencional com B1 i al vi blanc
macerat com B2.

Vi negre

Va ser elaborat utilitzant la varietat fempranillo, una de les varietats de raim negre de
major qualitat i de les més utilitzades a les denominacions d'origen espanyoles. El raim es va xafar
i un cop eliminada la llavor, es va deixar el most en maceracié amb la pell durant 4 dies. Després
del prensat, la fermentacié va continuar 4 dies més, al final dels quals es va procedir a un
trasvassament. La clarificacio es va realitzar amb albimina d'ou i finalment la filtracié amb terres
diatomees.

A partir d'aquest moment identificarem el vi negre com N,

Preparacio i quantificacio dels compostos fendlics del vi.

Les mostres de vi es van diluir 1/5 i es van filtrar en un filtre d'un tamany de porus de 0.45
um. Els extractes fenolics es van obtenir per cromatografia liquida d'alta pressié (HPLC) utilitzant
una columna semipreparativa C18 (10 cm de longitud i 7.5 mm didmetre) que es va omplir amb
Silica gel C18 amb un tamany de particula de 0.040-0.063 mm. Com a fase mobil es va utilitzar
consecutivament acid formic (1.91 pmol/L), metanol, aigua desionitzada i metanol-acid formic
(1:1). L'eluient es va monitoritzar en un detector de llum ultraviolada amb una longitud d'ona de
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280 nm. Les concentracions de compostos fendlics en cadascun dels vins es van determinar
mitjangant l'index de Folin-Cicolteau utilitzant acid fosfomolibdic-fosfottngstic segons la técnica
descrita per Singleton (22). Aquesta concentraci6 es va expressar com equivalents d'acid galic
(EAG).

Obtencié i oxidacio de la LDL

A un pool de sérum huma d'individus sans es va afegir 10 ul/ml d'una solucié conservant
que contenia 0.1 mmol/L cloramfenicol, 0.1 mmol/L gentamicina, 100 mmol/L EDTA i 0.2 mol/L
NaCl. La LDL, de densitat 1.019-1.063 g/ml, es va obtenir per ultracentrifugaci6 seqiiencial
preparativa utilitzant KBr segons la metodologia descrita per Havel i cols. (23). La integritat i la
puresa de la lipoproteina es va verificar per electroforesi en gel d'agarosa (24). La LDL es va
dialitzar tota la nit a 4°C amb tampé fosfat i es va oxidar en preséncia o abséncia dels extractes
fenolics dels diferents vins. En un experiment l'oxidaci6 es va realitzar afegint o-tocoferol (un
antioxidant habitual) o etanol per tal de poder comparar els efectes antioxidants. La modificacio
oxidativa es va dur a terme a 37° mitjangant I'adicié de CuSO, preparat al moment (concentracié
final 40 pmol/L per cada 1 mg/ml de massa total de lipoproteina). L'oxidacié es va aturar a
diferents temps amb I'adicié de EDTA a una concentraci6 final cinc vegades superior a la de
coure.

Determinacio dels productes d'oxidacio

El grau d'oxidacio es va determinar mitjangant el seguiment de tres compostos produits
tipicament en el procés d’oxidaci6 lipoprotéica: compostos diénics (CD), substancies que
reaccionen amb I'acid tiobarbitiric (TBARS) i fluorescéncia.

La produccié de CD es va mesurar essencialment com va descriure Esterbauer i cols. (25).
Es va monitoritzar I'absorbancia continuada a 234 nm i la quantitat de dienis presents a la
lipoproteina es va calcular a partir del coeficient molar d'absorcié dels compostos diénics (Ez4mm
=27.000 L.mol".cm™). Els resultats es van expressar com pumol CD/g lipoproteina. A partir de
la cinética de produccié de CD es van calcular diversos index d'oxidacié (26). Compostos diénics
inicials presents a la lipoproteina (CDi); temps previ a l'inici de l'oxidacié (Fase lag) que indica la
resisténcia de la LDL a I'oxidacid; quantitat maxima de CD formats (CD ,,,,); produccié de CD
que ¢s la diferencia entre els CD,,, i els CD; ; velocitat maxima d'oxidaci6 que es calcula a partir
del pendent de la corva durant la fase de propagaci6 (V,,, ); i temps maxim (T, ) és el temps
necessari per produir la maxima quantitat de CD.

Els TBARS es van determinar segons el métode descrit per Yagi (27). Es va utilitzar com
a patr6 el malondialdehid (MDA) que es forma a partir d'un compost anomenat 1,1,3,3-
tetrametoxipropa. Els resultats es van expressar com pmol MDA/g lipoproteina.

La fluoresceéncia total es va mesurar a les lipoproteines per fluorimetria (excitacio 360 nm
i emissio 430 nm) (28). Amb l'objectiu de distingir entre la fluorescéncia lipo i hidrosoluble, els
lipids de 1 ml de LDL es van extreure amb 1 ml d'etanol i 2 ml d'hepta. La fluorescéncia associada
a la fase heptanica es va mesurar com en el cas de la fluorescéncia total. La fluorescéncia
hidrosoluble es va calcular per diferéncia entre la total i la liposoluble. Els valors obtinguts es van
expressar com unitats de fluorescéncia relativa (URF)/g lipoproteina.



Vitamina E

La concentracio de vitamina E (vit E) es va mesurar amb el métode descrit per Tsen (29).
Breument direm que es va fer una extraccié dels tocoferols de les LDL amb hepta i es va
quantificar per adicié d'una solucié reactiva que contenia batofenantrolina (4,7-difenil-1,10-
fenantrolina) i FeCl,. El complexe colorejat que resulta de la conversié de Fe*" a Fe** es va
mesurar espectrofotométricament a 534 nm utilitzant com a standar a-tocoferol. Els resultats es
van expressar com mg d'equivalents d'«-tocoferol/g lipoproteina.

Analist estadistic

Tots els valors es representen com mitjana = SEM. La normalitat de les distribucions es
va confirmar previament a les comparacions estadistiques. La comparaci6 entre dos grups es va
fer mitjangant l'aplicacio del test de la ¢ de Student i entre tres grups mitjangant un Anova. El nivell
de significacio es va fixar en p < 0.05.

2. Estudi "in vivo"

Subjectes

Es van reclutar 18 individus varons amb un rang d'edat entre els 25 i 50 anys. Sis d'aquests
individus només eren consumidors de begudes alcoholiques d'una manera esporadica 1 12 eren
bebedors habituals que no excedien 30 g/dia d'alcohol. Tres dels subjectes eren fumadors
habituals. Cap dels participants estaba prenent farmacs que poguessin interferir en el metabolisme
lipidic ni en els mecanismes oxidatius. Durant la setmana anterior a l'inici de I'estudi, els voluntaris
no van consumir cap beguda alcoholica considerant-se aquest temps com a periode basal. Al
finalitzar aquest periode, els voluntaris es van randomitzar en dos grups i cada grup va consumir
250 ml/dia de vi negre o blanc durant dues setmanes. La ingesta de vi es va repartir en dos tomes
de 125 ml cadascuna durant el dinar i el sopar. L' inica beguda alcohélica permesa mentre va
durar l'estudi va ser el vi en concret i es va recomanar als participants que no modifiquessin els
seus habits higiénico-dietétics durant el mateix. En acabar el periode basal i el periode d'ingesta
es va determinar a tots els subjectes un perfil lipidic complert i un analisi de la resisténcia de la
LDL a Il'oxidacio.

Vins

Els vins utilitzats a I'assaig "in vivo" van ser elaborats com ja s'ha descrit en la metodologia
corresponent a l'estudi "in vitro" pero es va eliminar el vi blanc macerat, aixi els subjectes van ser
consumidors d'un vi negre convencional i d'un vi blanc convencional.
Mostra

Es van recollir 20 ml de sang en tubs siliconats sense anticoagulant i es van centrifugar a

3000 r.p.m. durant 15 minuts per a I’obtencié del sérum. El sérum es va suplementar amb 10 pl/ml
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d’una soluci6 conservant que contenia 0.1 mmol/L de cloramfenicol, 0.1 mmol/L gentamicina,
100 mmol/L. EDTA i 0.2 mol/L. NaCl i es va procedir immediatament a I’obtencié de les
lipoproteines.

Perfil lipidic

La fraccio de lipoproteines de molt baixa densitat (VLDL) (d = 1.006 g/ml) i la fraccid
de LDL (d = 1.019 - 1.063 g/ml) es van obtenir per ultracentrufugaci6 preparativa amb solucions
de KBr (23). La puresa de les lipoproteines es va comprovar per electroforesi en gel d’agarosa
(24) 1 SDS-PAGE. La fraccié HDL i la seva subfracci6 HDL, es van obtenir per precipitaci6
selectiva amb polietilenglicol amb un reactiu comercialitzat per IMMUNO AG. El colesterol,
triglicérids i fosfolipids del sérum i el colesterol de les diferents fraccions lipoprotéiques es van
determinar per métodes colorimétrics utilitzant kits comercialitzats per Boehringer Mannheim
(Alemania). Les apolipoproteines apo A i apo B també es van analitzar per métodes colorimétrics
emprant kits comercials(Boehringer Mannheim). La lipoproteina (a) (Lp(a)) es va quantificar en
sérum mitjangant un analisi automatitzat d° immunoprecipitines i comercialitzat per Incstar
(Minnesota, USA). Totes aquestes magnituds es van determinar en un autoanalitzador Hitachi
705.

Oxidacié de la LDL

La LDL separada del sérum de cada subjecte al finalitzar el periode basal i el d’ingesta,
es va oxidar segons la metodologia ja descrita en apartat corresponent de 1’estudi “in vitro” (25).
El grau d’oxidaci6 aconseguit es va caracteritzar també amb els index d’oxidacio:
CD,.x - CD, V., T.u, Fase lag.
Altres magnituds
Proteines

Les proteines de la fraccié LDL es van determinar mitjangant el métode de Bradford (30)
utilitzant albumina sérica bovina com standard.
Vitamina E

Les concentracions de vitamina E (vit E) del sérum i de la fraccié LDL es va determinar
com ja s’ha descrit en I’apartat referent a I’estudi “in vitro” (29). Els resultats van ser expresats
com mg d' equivalents d'a-tocoferol/L de sérum o com mg d'equivalents d' o~tocoferol/mg de
lipid de la LDL.
CETP

L’enzim transferidor d’esters de colesterol (CETP) és un enzim del metabolisme del

5



colesterol sobre el que s’hipotetitza que pot estar relacionat amb I’augment del colesterol de les
HDL provocat per I’alcohol. L’activitat CETP en sérum es va determinar mitjancant un kit
comercial (Wak-hemie, Bad Homburg, Alemania) que es basa en una emissi6 de fluorescéncia
detectable a 465 nm excitaci6 i 535 nm emissi6 quan es produeix la reacci6 catalitzada per aquest
enzim.

Analisi estadistic

Per comparar el periode basal amb el d'ingesta dintre de cadascun dels dos grups
dindividus es va aplicar el test de la 7 de Student per dades aparellades. Per comparar els resultats
del grup consumidor de vi negre amb el consumidor de vi blanc es va aplicar el test de la ¢ de
Student per dades independents. El nivell de significaci6 es va fixar en p < 0.05.



RESULTATS
Estudi “in vitro”

La concentraci6 de compostos fendlics del vi negre va ser substancialment més alta que
la dels vins blancs: 11411 umol EAG/L per al vi negre convencional respecte a 3645 umol EAG/L
per al vi blanc macerat amb la pell del raim i 1717 pmol EGA/L per al vi blanc convencional.

La LDL es va oxidar en preséncia de volums idéntics dels extractes fenolics de cadascun
dels vins i a partir de la cinética de produccié de CD es van calcular els index d’oxidaci6é que
apareixen a la faula 1. Com es pot observar, la fase de laténcia era més llarga quan la LDL es va
oxidar en presencia dels diferents extractes dels vins que quan es va oxidar sense afegir-hi els
extractes. L’increment en la fase de laténcia estava en relaci6 directa a la concentracio polifendlica
dels extractes, és a dir que va ser en ordre decreixent N>B2>B1>LDL sense extracte. Respecte
a altres indexs calculats, la produccié de dienis i la velocitat maxima van ser similars en tots els
cassos excepte per al vi negre que va mostrar una velocitat de producci6é de CD inferior.

Taula 1
LDLc B1 B2 N
(n=2) (n=2) (n=2) (n=2)
Fase lag 101 152 304 714
(min)
CD, 45 45 45 45
(umol/g LDL)
CD,... 176 181 177 181
(pmol/g LDL)
Cb,,,, - CD, 132 136 132 136
(umol/g LDL)
T,.. 155 : 208 360 788
(min)
V ax 33 33 33 25
(umol/min/g LDL)

La LDL es va oxidar en abséncia (LDLc) i preséncia dels extractes diluits 1/1500 que van resultar a una
concentracio final de 1.14,2.43,17.60 pmol EAG/L per B1, B2 i N respectivament. Els valors representats
son la mitjana de dos experiments independents.



Per excloure la possibilitat de que I’efecte antioxidant observat fos degut a I’activitat
quelant de metalls dels polifenols del vi, es va repetir I’assaig utilitzant una concentracié de coure
5 vegades superior a la habitual i es va observar que les fases de laténcia van ser similars en tots
els cassos (93 vs 91, 137 vs 143, 320 vs 281 i 774 vs 670 min per la LDL oxidada sense extracte,
amb B1, amb B2 i amb N respectivament).

En un altre assaig la LDL es va oxidar en presencia de la mateixa concentraci6 de tots els
extractes (8umol EAG/L) i es van obtenir els indexs d’oxidacié que apareixen a la faula 2. Encara
que tots els extractes es van afegir a la mateixa concentracié fenolica, ’increment en la fase de
laténcia va ser diferent entre els diferents extractes, essent maxima per B2 seguit de N i de B1.
La velocitat i la produccié maxima de CD en tots els cassos va ser inversament proporcional a
I’increment en la fase de latencia.

Taula 2
LDLc B1 B2 N
(n=2) (n=2) (n=2) (n=2)
Fase lag 78 410 516 442
(min)
CD, 53 53 53 53
(umol/g LDL)
CD,x 169 152 . 133 140
(umol/g LDL)
CD,,.. - CD; 116 99 80 87
(umol/g LDL)
tinax 128 470 570 510
(min)
\ . 34 2.6 22 24
(umol /min/g
LDL)

La LDL es va oxidar en absencia (LDLc) i presencia dels extractes adicionats tots a la mateixa concentracid,
8 pmol EAG/L. Els valors representats son la mitjana de dos experiments independents.



El contingut de vitamina E de la LDL en el transcurs del procés oxidatiu es representa a
la figura 1. La concentracié d’equivalents d’a-tocoferol a I’inici de ’oxidacié (mesura de la
capacitat antioxidant) va ser més elevada en preséncia dels extractes que en absencia dels
mateixos. La pérdua de vitamina E caracteristica en I’oxidaci6 de la LDL, es va retrassar degut
a la presencia dels extractes. Després de 4 hores d’oxidacio, el potencial antioxidant s’havia
exhaurit completament en tots els cassos.

Les figures 2 i 3 mostren I’efecte dels extractes en la produccié de TBARS i fluorescéncia.
En relaci6 a la LDL control, la formacié de TBARS va estar drasticament inhibida per I’adicié de
B1 i completament inhibida per B2 i N inclis a les 9 hores d’incubacio (figura 1A). No obstant,
quan Poxidacié es va allargar fins a 24 hores, es va perdre aquest efecte inhibidor (no es va arribar
a la significaci6 estadistica, figura 2A). La produccié de fluorescéncia també es va inhibir
significativament fins i tot a les 9 hores d’incubaci6 en preséncia de cadascun dels extractes (figura
1B). De forma diferent al que es va observar en els TBARS, a les 24 hores d’oxidaci6 tots els
extractes continuaven exercint un efecte inhibidor en la produccié de fluorescéncia total (figura
2B). L’efecte inhibidor de N i B2 va ser significativament més gran que el produit per B1. A les
24 hores d’oxidacio, la fluorescéncia liposoluble en preséncia dels extractes no va experimentar
cap canvi respecte a la LDL control. No obstant, la fluorescéncia hidrosoluble produida va ser
significativament més petita en preséncia dels mateixos. N i B2 van produir una major
concentracié de compostos fluorescents hidrosolubles que B1 sense que aquesta diferéncia fos

“gignificativa.

Figura 1
2.5

*|LDLc =« B1 B2 *N

mg equivalents o{~tocoferol/g LDL

Temps (h)

Concentracié de vitamina E durant 1’oxidacié de la LDL. La concentracié dels extractes era de 8 pmol
EAG/L. Cada punt es la mitjana de 4 experiments independents.



Figura 2
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Formaci6 de TBARS (A) i fluorescéncia (B) durant 9 hores d’oxidaci6. Tots els extractes es van afegir a la
mateixa concentraci6 (8umol EAG/L). L'analisi estadistic es va fer ales 3, 6 1 9 h d'oxidacié i es va comparar
l'efecte produit per cadascun dels extractes amb la LDL control (* p = 0.0001). Cada punt és la mitjana de
quatre experiments independents. Els quadres representen la LDL control, els triangles 1a LDL en presencia
" dels extractes de B1, les creus LDL amb els extractes de B2 i els rombs amb els extractes de N.
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Figura 3
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Produccio de TBARS (A) 1 fluorescéncia (B) a les 24 hores d'oxidacio. La fluorescencia ha estat separada
en fluorescéncia hidrosoluble (negre) i liposoluble (blanc). Es va comparar estadisticament I'efecte dels
extractes en la produccié de TBARS com de fluorescéncia. En aquest cas només hi havia diferéncies
significatives en la fluorescéncia. Concretament s'han representat les diferencies en la fluorescencia total en
presencia dels extractes respecte a la LDL control (* p<0.0001) , també s'han comparat els extractes entre
si{o p<0.0001 quan es compara B2 o N amb B1).
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Per poder avaluar la capacitat antioxidant dels extractes, aquesta es va comparar amb la
produida per I’alfa-tocoferol, un antioxidant ben concegut i d'Gs habitual. Per aconseguir
increments en la fase de latencia comparables als obtinguts oxidant en preséncia de 8 pmol
EAG/L dels extractes del vins, van fer falta concentracions d’alfa-tocoferol de 5 a 8 vegades
superiors (40-60 pmol/L). També es va analitzar ’efecte de I’alcohol sobre l'oxidacié oxidant
LDL en presencia d’etanol pur. L’etanol al 1% no va produir cap efecte sobre la fase de latencia.
No obstant, al 10 % va demostrar capacitat antioxidant (taula 3).

Taula 3
Fase lag
(min)
LDL control 78
B1 (8umol EAG/L) 410
B2 (8 umol EAG/L) 516
N (8 umol EAG/L) 442
a-tocoferol
(40 pmol/L) 398
(50 pmol/L) 500
(60 umol/L) 583
Etanol
1% 82
10% 99

Les dades que apareixen representades a la taula sén la mitjana de dos experiments independents.
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Estudi "in vivo"

En la taula que es presenta a continuacié (taula 4) es resumeixen els resultats obtinguts

en quant a les diferents magnituds analitzades en el perfil lipidic.

Taula 4
Vi negre (n=9) Vi blanc (n=9)
Basal 2 setmanes Basal 2 setmanes

Colesterol 183.33(26.69) 185.11(33.74) 200.56(49.23) 198.00(42.12)
(mg/dl)
Triglicérids 118.22(76.38) 129.89(108.72)  120.00(67.11) 141.89(76.41)
(mg/dl)
Colest. VLDL 17.11(12.25) 16.89(10.89) 21.00(14.26) 17.78(11.61)
(mg/dl)
Colest. LDL 98.67(26.00) 99.67(31.74) 116.89(42.38) 114.44(32.92)
(mg/dl)
Colest. HDL 46.44( 6.80) 46.89( 9.58) 47.44(11.39) 46.11(10.04)
(mg/dl)
Colest. HDL, 14.11(11.28) 14.22( 7.76) 10.00( 6.26) 9.00( 3.20)
(mg/dl)
Colest. HDL, 32.44(12.15) 32.67(10.39) 37.44(10.21) 37.22( 7.38)
(mg/dh)
Apo A 140.56(13.95) 143.44(18.22) 139.44(20.88) 141.11(23.49)
(mg/dl)
Apo B 79.11(22.77) 82.11(26.16) 90.78(30.34) 93.44(25.62)
(mg/dl)
Lp (a) 25.44( 6.59) 26.00(20.42) 17.75(18.42) 16.50(19.21)
(mg/dl)
Act. CETP 90.10(22.24) 91.56( 9.98) 88.56(10.72) 87.52(11.80)
(pmol/ml/3h)

Els valors so6n la mijana (desviacio standard).

Com es pot observar en la taula, la ingesta diaria de 250 ml de vi negre o blanc no va
modificar significativament cap de les magnituds del perfil lipidic; el colesterol total, els triglicérids
totals i el colesterol de les diferents fraccions de lipoproteines no van experimentar cap variacio
significativa després d’haver consumit ambdos tipus de vi. Tampoc van experimentar variacio els
valors de les apoproteines apo A i apo B del sérum. Un altre factor analitzat i que tampoc va
variar significativament va ser I’activitat de ’enzim CETP que com ja s’ha dit anteriorment
participa en el tranisport revers de colesterol.
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En quant a la composicié de la LDL, la taula 5 mostra els resultats de l'analisi del
contingut percentual de colesterol, triglicérids, fosfolipids i proteines de la LDL després de la
ingesta dels dos tipus de vi. El vi blanc no va produir cap modificacié en el contingut percentual
de les diferents fraccions de la LDL en canvi, el vi negre va produir una disminuci6 significativa
del tant per cent de fosfolipids.

Taula 8§

Vi negre (n=9) Vi blanc (n=9)

Basal 2 setmanes Basal 2 setmanes

% Colesterol ~ 43.58( 335)  44.64( 3.62)  44.21( 2.07)  44.75( 2.68)

% Triglicérids ~ 8.81( 2.65)  10.40( 5.16) 9.01( 2.03) 9.23( 1.58)
% Fosfolipids ~ 28.44( 1.07)  26.69( 1.42)* 27.99( 1.88)  26.77(0.76)

% Proteines 19.39( 1.65)  18.27( 1.49)  18.78( 1.41)  19.24( 1.80)

Les dades s'expressen com mitjana (desviacio standard). * p=0.01 respecte a les dades basals.

En quant a 'oxidaci6 de la LDL, els diferents index d'oxidaci6 calculats es resumeixen a
la taula que es presenta a continuaci6 (taula 6). En aquesta taula es pot observar que el vi negre
va produir un increment significatiu en la fase de latencia (temps previ a 'inicia de I’oxidacio) de
la LDL, aixi com una disminuci6 de la velocitat de produccié de CD. En el cas del vi blanc també
es va incrementar la fase de latencia de la LDL tot i que no es va arribar a la significacio
estadistica (p = 0.059). El temps necessari per obtenir la maxima produccié de CD també va
augmentar significativament respecte al valor basal després del consum dels dos tipus de vi.
Respecte a la vitamina E, el consum de vi negre va disminuir significativament el contingut de
vitamina E del sérum perd en canvi va incrementar també significativament el contingut de
vitamina E de la LDL. El vi blanc no va provocar una modificaci6 significativa del contingut de
vitamina E del sérum ni de la LDL.
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Taula 6

Vi negre (n=8)

Vi blanc (n=6)

Basal 2 setmanes Basal 2 setmanes
Fase lag 49.38(10.85) 75.12(10.43) 49.67( 3.98) 63.33(13.22)
(min) p<0.0001
Vas(pimol/g 6.38( 0.77) 5.57(0.67) 6.10( 0.82) 6.28( 1.96)
lipid LDL/min) p<0.02
T 88.12(13.61) 118.12(16.68) 87.50( 5.24) 115.00(14.83)
(min) p<0.03 p<0.02
Cd,,,,~Cd,(umol  200.63(34.40) 196.21(28.98) 191.11(24.49) 205.73(50.08)
/g lipid LDL)
Vit E 9.83(1.67) 8.86( 1.34) 10.63( 2.39) 9.83( 1.44)
(mg/L sérum) p<0.03
Vit ELDL (mg  0.74( 0.40) 1.69( 0.58) 0.97(0.75) 1.60( 1.16)
/g lipid LDL) p<0.02

Les dades s'expresen com mitjana (desviacio standard). Les p representen diferencies significatives respecte

als valors basals.
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CONCLUSIONS

Actualment el vi i els acids grassos monosaturats, principalment l'acid oleic de I'oli d'oliva,
presents a la dieta mediterrania, estan sent subjectes d'investigaci6. Semba ser que el consum
moderat d'alcohol confereix una protecci6 en el desenvolupament de la malaltia arteriosclerotica.
No obstant, el mecanisme pel qual s'exerceix aquesta capacitat antiaterogénica encara no esta clar.
Fins al moment, s'hipotetitza que pot ser per l'augment de la fraccié de HDL induida per I'alcohol.
Stha proposat que la HDL actua com acceptor de I'excés de colesterol transportant-lo desde els
teixits periférics al fetge, anomenant-se aquest procés transport revers del colesterol.

Un altre possible mecanisme és la influéncia de l'alcohol en la homeostasi (5). L'alcohol
redueix l'agregacio plaquetaria i també influeix en els sistemes de la coagulacio reduint les
concentracions de fibrindgen en circulacio6 (14).

Darrerament, l'arteriosclerosi s'ha relacionat amb les modificacions de les lipoproteines,
particularment de la LDL, produides per l'estrés oxidatiu. L'alcohol per si mateix podria actuar
com a factor protector reduint la susceptibilitat de les lipoproteines a la oxidaci6, com ha estat
demostrat “in vitro” (31) o facilitant ’absorcié d’altres antioxidants pel lumen intestinal (32). No
obstant, les begudes amb un elevat contingut alcoholic, com el Vodka, no proporcionen aquesta
proteccio (33). Pel que es refereix al vi, el tipus de vi que es consumeix sembla jugar un paper
critic. Per exemple, el vi negre inhibeix la oxidaci6 de les LDL “in vitro” (15,16) pero el seu paper
“in vivo” és controvertit (17,18,20). Els estudis sobre el consum de vi blanc no i atribueixen
propietats antioxidants, siné que inclis li confereixen propietats pro-oxidants (17,18).

Per altra banda, l'efecte antiaterogénic del vi negre podria ser degut, en part, a les
propietats antioxidants dels compostos fenolics que conté (15,16, 34). La pell del raim és rica en
polifenols i una incubacié prolongada del vi amb aquesta pell durant el proces d'elaboracio,
proporciona un elevat contingut de polifenols al vi negre (35,36). En l'estudi "in vitro" es van
investigar tres tipus de vi: un vi negre convencional, un vi blanc convencional i un vi blanc que
havia estat en contacte amb la pell del raim durant el procés de produccio.

Com era esperable, el vi negre presentava unes concentracions més elevades de compostos
polifenolics, seguit del vi blanc que s'havia elaborat en contacte amb la pell del raim i finalment
del vi blanc convencional. Els resultats de I'estudi "in vitro" demostren que els polifenols del vi
blanc, tot i que en aquest vi estan en menor concentracid, també li confereixen una capacitat
antioxidant, com es demostra per l'increment en la fase de latencia de la oxidacié de les LDL en
presencia de qualsevol dels tres vins. El fet que per obtenir uns increments en la fase de latencia
similars als obtinguts amb els vins sigui necessaria una concentracié de 5 a 8 vegades superior
d'alfa-tocoferol (antioxidant emprat habitualment), suggereix que els extractes polifenolics actuen
com a potents antioxidants. D'altra banda, el fet que una concentraci6 de coure 5 vegades
superior a la habitual no produeixi cap canvi en la fase de latencia de les LDL, demostra que
I'efecte antioxidant no és degut a una capacitat de quelar metalls per part dels polifenols.

Quan la LDL es va oxidar en preséncia del mateix volum de cadascun dels extractes,
lincrement de la fase de laténcia era directament proporcional a la concentracié fenolica dels
mateixos. Aixo ens indica que les diferéncies en la capacitat antioxidant d'aquests vins poden ser
degudes a la concentraci6 de polifenols. De ser aixi, el vi negre podria ser el més protector, seguit
del vi blanc macerat i del vi blanc convencional.

No obstant, quan els extractes es van afegir a la LDL a la mateixa concentracid, l'extracte
procedent del vi blanc macerat amb la pell del raim va exercir un efecte inhibidor superior al del
vi blanc convencional i inclus al del vi negre. Aixd ens suggereix que si bé la concentracio relativa
de polifenols és critica en la capacitat antioxidant, també el tipus de polifenols que hi ha al vi hi
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juga un paper important.

La mesura de TBARS reflexa la produccio d'aldehids a partir de la descomposicid
progressiva dels acids grassos de la LDL. durant l'oxidacio d'aquesta lipoproteina (37). La
fluorescencia, per altra banda, esta totalment asociada a la descomposici6 de la apoproteina B de
la LDL i és el resultat de la uni6 dels grups amino lliures de la proteina amb els aldehids formats
durant la peroxidaci6 lipidica (38). La produccié de TBARS i de compostos fluorescents va ser
inhibida en preséncia de tots els extractes, d'una forma maxima per l'extracte del vi negre, seguit
del blanc macerat i del vi blanc convencional. La inhibici6 de la fluorescencia total es va donar a
carrec de la fluorescencia hidrosoluble més que no pas de la liposoluble. Aquestes dades
juntament amb l'observacio de que l'adici6 d'extractes va reduir la produccié de fluorescencia total
a les 24 hores d'oxidaci6 perd no la de TBARS, suggereixen que els polifenols del vi poden
endarrerir perd no inhibir la lipoperoxidacio lipidica. No obstant, si que inhibeixen la
descomposicié de la apo B. Aixé comportaria un clar efecte antiaterogénic, ja que canvis en
l'estructura de la apo B disminueixen el reconeixement normal de la LDL pel receptor (39) i
afavoreixen el reconeixement d'aquesta lipoproteina pel receptor "scavenger" (40) la qual cosa,
indueix a I'acumulacié anormal de colesterol als macrofags i posterior transformacié en cél lules
€spumoses.

La resisténcia natural de la LDL a l'oxidacié és un reflexe del contingut d'antioxidants
d'aquesta la lipoproteina (41). La figura 3 demostra que la capacitat antioxidant inicial del sistema
dincubaci6 era superior en preséncia dels extractes de cadascun dels vins, ara bé, l'efecte inhibidor
es va prolongar fins a les 9 hores d'incubacié i la vitamina E ja s'havia consumit practicament del
tot a les 4 hores d'oxidacié. Per tant, aixo ens indica que l'efecte inhibidor "in vitro" sembla que
no és explicable pel contingut de vitamina E de la LDL. En canvi, en l'estudi "in vivo", i com es
discutira més endavant, la major resisténcia a l'oxidacié presentada per la LDL dels subjectes
consumidors de vi sembla estar relacionada amb el contingut de vitamina E d'aquesta lipoproteina.

Els resultats obtinguts "in vitro" sobre l'efecte antioxidant del vi blanc han estat confirmats
enlapart "in vivo" del treball en la que es van comparar els efectes produits pel consum moderat
de vi negre enfront al de vi blanc. Els resultats indiquen que el consum moderat (250 ml/dia) de
vi negre durant dues setmanes redueix la susceptibilitat de la LDL a l'oxidacio i suggereix que el
consum de vi blanc pot exercir també un efecte beneficiés en el desenvolupament de
l'arteriosclerosi en contra del que han manifestat alguns autors (17,18,20).

Alguns estudis demostren que la ingesta de vi negre i blanc produeix canvis significatius
en els lipids de la sang (42). En aquest estudi no es van detectar canvis significatius en el
colesterol total, triglicérids, colesterol HDL, colesterol LDL o apolipoproteines al finalitzar la
ingesta dels dos tipus de vi. El resultat en les HDL resulta un xic inesperat, ja que l'increment
d'aquesta lipoproteina, i per tant del transport revers de colesterol, ha estat un dels principals
mecanismes pels que s'explica el paper protector de l'alcohol. Aquest resultat pot ser degut a que
la quantitat diaria de vi ingerida pels voluntaris d'aquest estudi, inferior a la utilitzada en altres
estudis (17,20,42), no sigui suficient per produir modificacions en el perfil lipidic. A més, alguns
autors han descrit que l'increment en el colesterol HDL produit per la ingesta d'alcohol es
produeix després de com a minim tres setmanes d'ingesta (43) pero la durada d'aquest estudi va
ser de només dues setmanes i aquesta podria ser també la causa de no haver-se produit cap canvi
significatiu en les diferents magnituts lipidiques.

El que si es va observar va ser que després del consum de vi negre es va produir una
modificacio en la composicio de la LDL, concretament va disminuir el contingut de fosfolipids
d'aquesta lipoproteina. S'hipotetitza que l'oxidacio de la LDL s'inicia per la descomposicio dels
seus acids grassos poliinsaturats (44). Aquest tipus d'acids grassos es localitzen majoritariament
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al nucli de la LDL. Els acids grassos poliinsaturats de la fraccio de fosfolipids son els primers que
s'oxiden, posteriorment l'oxidacié continua pels esters de colesterol 1 consecutivament per tota
la particula (45). Aixi dones, una disminuci6 de la fracci6 lipidica que actua com a substrat inicial
de l'oxidacio, explicaria la major resisténcia a la oxidacié de la LDL dels individus consumidors
de vi negre. En conclusio, la proteccio de la LDL davant l'oxidacié exercida pel vi negre es podria
explicar per la modificacié de la composicié de la lipoproteina i per la propia activitat antioxidant
dels compostos fenolics.

Durant l'oxidaci6 de la LDL dels subjectes consumidors, la fase de latencia en la produccio
de CD va augmentar significativament després de la ingesta de vi negre. El vi negre també va fer
disminuir significativament la velocitat méaxima de produccio de CD. El consum de vi blanc també
va incrementar la fase de latencia i encara que no es va arribar a la significacié estadistica
(p=0.059) el resultat esta molt proxim a aquesta significacio, probablement amb un nimero és
elevat de subjectes s'hi arribaria. La major capacitat antioxidant del vi negre probablement sigui
deguda als polifenols procedents de la pell del raim (35), ja que per la mateixa quantitat de vi
ingerida, amb el vi negre es consumeixen més polifenols. No obstant, a l'expressar la fase de
latencia en relaci6 a la quantitat de polifenols (dades no mostrades), el vi blanc va produir un
increment més gran per mg d'equivalents d'acid galic. Aixo demostra que encara que la
concentraci6 polifenolica sigui menor, la qualitat dels polifenols presents al vi blanc és inclus
superior a la dels polifenols del vi negre.

La capacitat antioxidant del vi sembla estar relacionada amb el contigut de vitamina E de
la LDL, ja que al finalitzar les dues setmanes d'ingesta de vi blanci de vi negre el contingut de
vitamina E de la LDL va ser superior a la del periode basal tot i que només es va obtenir un
resultat significatiu en el cas del vi negre. Aquest resultat pot indicar que els polifenols podrien
contribuir a retrasar el consum de vitamina E durant el procés d'oxidacio o bé a una regeneracio
d'aquest antioxidant present a la LDL.

En conclusiod, sembla bastant evident a partir dels resultats presentats que els polifenols
del vi poseeixen capacitat antioxidant "in vitro". D'altra banda, els resultats també demostren que
el vi blanc, tot i que presenta una concentracié polifenolica inferior al vi negre, presenta un clar
efecte antioxidant "in vitro" i també es pot apreciar un cert efecte "in vivo". Finalment, també
podem concloure que el vi elaborat en contacte amb la pell del raim millora no nomeés les seves
qualitats organoléptiques sind també el seu potencial efecte antiaterogenic.
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