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Interès�

1.�INTERÈS�

Les�bondats�del�vi�ja�foren�descrites�per�Hipòcrates,�pare�de�la�medicina�moderna,�qui�afirmava�

que�"el�vi�és�cosa�admirablement�apropiada�per�l’home,�tant�en�l’estat�de�salut�com�en�el�de�

malaltia,�si�s’administra�oportunament�i�amb�la�justa�mesura,�depenent�de�la�constitució�

individual".�

Tot�i�que�al�llarg�de�la�història�s’han�descrit�els�efectes�beneficiosos�del�vi,�no�va�ser�fins�l’any�

1992� quan� Renaud� i� Lorgeril� (Renaud� and� de� Lorgeril,� 1992)� van� publicar� l’article� sobre� la�

“Paradoxa�Francesa”,�en�el�qual�el�tema�va�adquirir�una�major�rellevància�científica.�Els�autors�

van�portar�a�terme�un�estudi�epidemiològic�que�va�posar�de�manifest,�com�França�un�país�amb�

un�elevat�risc�cardiovascular�degut�al�seu�gran�consum�de�greixos�saturats,�similar�al�d’altres�

països�desenvolupats�no�mediterranis,�presentava�una�mortalitat�cardiovascular�inferior�a�ells,�

més� propera� a� altres� païssos� mediterranis.� Els� autors� van� proposar� com� a� factor� protector�

cardiovascular�el�consum�moderat�de�vi,�el�que�va�millorar�notablement�el�model�matemàtic�

de�regressió�passant�d’un�coeficient�de�correlació�de�0.73�a�un�de�0,87.�

A� partir� d’aquesta� observació� s’han� portat� a� terme� nombrosos� estudis� clínics� (Estruch� et� al.,�

2004;Badia� et� al.,� 2004;Sacanella� et� al.,� 2007;Vazquez�Agell� et� al.,� 2007)� epidemiològics�

(Mukamal� et� al.,� 2003;Gronbaek,� 2002)� i� revisions� bibliogràfiques� (Urquiaga� and� Leighton,�

2005;Goldfinger,�2003;Burns�et�al.,�2001)�que�intenten�dilucidar�quines�són�concretament�els�

seus�efectes�beneficiosos,�quins�mecanismes�es�troben�afectats�i�finalment�quin�component�o�

components� del� vi� (etanol,� polifenols� o� sinergies� entre� ells)� són� els� responsables� d’aquestes�

accions.�

Per�arribar�a�conèixer�els�possibles�efectes�del�vi,�o�dels�seus�components,�és�necessari�estimar�

de� forma� precisa� la� ingesta� dels� mateixos.� En� assajos� clínics� controlats� on� l’investigador� pot�

conèixer�i�controlar�la�majoria�de�les�variables,�aquest�no�és�un�factor�tan�determinant,�però�es�

tracta�d’un�factor�limitant�en�estudis�epidemiològics�o�en�assajos�clínics�amb�participants�que�

fan�vida�normal.�

Amb�aquesta�finalitat,�en�epidemiologia�nutricional,�existeixen�las�enquestes�alimentàries�i�els�

biomarcadors� nutricionals.� Les� enquestes� són� realitzades� mitjançant� entrevista� personal� o�

qüestionaris�autoadministrats�en�els�que�els�voluntaris�han�de�recordar,�normalment,� la�seva�

ingesta�actual�(últimes�24h)�o�habitual�(últims�6�mesos�o�1�any)�tant�de�quin�tipus�d’aliment�o�

beguda� com� de� quantitat� consumida� (Arija� Val� and� Fernández� Ballart,� 2002).� Aquestes�

estimacions�solen�tenir�biaixos,�degut�a�que�l’enquestat�pot�infraestimar�la�ingesta�d’aliments�
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que� considera� poc� saludables,� com� poden� ser� las� begudes� alcohòliques,� o� sobrevalorar� el�

consum�d’aliments�que�considera�saludables,�como�poden�ser�fruites�i�verdures�(Spencer�et�al.,�

2008).�També�és�molt�habitual�el�biaix�anamnèsic,�per�no�recordar�de�forma�precisa�la�totalitat�

de�la�seva�dieta.�

Degut� a� que� las� enquestes� alimentàries� presenten� diverses� limitacions� els� investigadors�

cerquen�opcions�alternatives�para�estimar�de�forma�més�objectiva�la�ingesta�dels�participants�

d’un�estudi.�Una�alternativa�a�aquests�qüestionaris�són�els�biomarcadors�nutricionals,�els�quals�

presenten� unes� avantatges� evidents� respecte� a� les� enquestes� (Marshall,� 2003;Potischman,�

2003;Spencer�et�al.,�2008),�tot� i�que�com�totes� les�metodologies�també�tenen�els�seus�punts�

febles.�Els�biomarcadors�poden�presentar�tres�avantatges�importants�respecte�a�les�enquestes:�

i)� és� una� mesura� més� precisa� i� objectiva;� ii)� les� enquestes� es� transformen� en� components�

mitjançant�les�taules�de�composició�d’aliments,�les�quals,�en�si�mateixes�presenten�limitacions�

degut�a� la�gran�variabilitat�de�composició� i�de�tipus�d’aliments�que�hi�ha�en�el�mercat;� iii)�és�

una� mesura� que� reflexa� l’estatus� nutricional� de� l’individu,� que� tenen� en� compte� la�

biodisponibilitat� dels� components.� Contràriament,� les� limitacions� més� importants� dels�

biomarcadors� són:� el� cost,� molt� més� elevat� que� qualsevol� tipus� d’enquesta� alimentària� i� la�

disponibilitat� d’un� biomarcador� robust� i� validat� per� mesurar� la� ingesta� d’un� aliment� o� d’un�

component�determinat.�

Un�bon�marcador�biològic�ha�de�complir�uns�estrictes�requisits�per�ser�considerat�com�a�tal,�els�

que� Spencer� et� al� detallen� en� una� recent� revisió� bibliogràfica� (Spencer� et� al.,� 2008):�

i)metodologia� d’anàlisi� robusta;� ii)� sensible;� iii)� específic;� iv)� i� coneixement� sobre� els� seus�

paràmetres�farmacocinètics.�

La�nostra�hipòtesis�de�partida�comença�amb�la�selecció�de�potencials�marcadors�biològics�de�

consumo� de� vi.� Entre� els� possibles� compostos� destaca� el� resveratrol� que� és� un� component�

característic�del�raïm�i�dels�seus�productes�derivats�(Andres�Lacueva�et�al.,�2002;Cantos�et�al.,�

2002b;Lamuela�Raventós� et� al.,� 1995;Romero� Perez� et� al.,� 1996),� i� que� es� troba� present�

únicament�en�petites�quantitats�en�pocs�aliments�(cacauets,�festucs�i�algunes�fruites�del�bosc)�

(Burns� et� al.,� 2002;Rimando� et� al.,� 2004;Sobolev� and� Cole,� 1999;Tokusoglu� et� al.,� 2005).� Al�

1997,� la� revista� Science� va� publicar� per� primera� vegada� els� efectes� anticancerígens� del�

resveratrol� (Jang� et� al.,� 1997)� i� a� continuació� van� sorgir� diversos� treballs� que� han� atribuit� al�

resveratrol,� múltiples� propietats� beneficioses� (Baur� and� Sinclair,� 2006)� (Fig� 1)� relacionades�

amb� la� seva� potencial� activitat� antioxidant,� antiinflamatòria,� vasodilatadora,� antiagregant�

plaquetària,� anticancerígena� i� últimament� s’ha� demostrat� que� també� podria� actuar� com� a�
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mimètic� de� la� restricció� calòrica� (Alarcón� de� la� Lastra� and� Villegas,� 2005;Baur� and� Sinclair,�

2006;Delmas�et�al.,�2005a;Delmas�et�al.,�2006).�

NOMBRE�DE�CITACIONS�EN�EL�PUBMED

�

Figura�1.�Nombre�de�publicacions�aparegudes�en�el�PubMed�per�any�de�la�paraula�

“resveratrol”,�i�els�events�més�destacats�en�la�història�científica�del�mateix�(Baur�and�

Sinclair,�2006).�
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2.�OBJECTIUS�

1. Determinar� els� metabòlits� del� resveratrol� en� teixits� d’humans� després� d’un� consum�

moderat�de�vi.�

2. Establir�un�biomarcador�del�consum�moderat�de�vi�en�humans.�

3. Elaborar�una� taula�de� composició�de� resveratrol�en�aliments,� específica�per� aliments�

d’origen�espanyol.�

4. Conèixer� les� fonts�dietètiques�més� importants�del� consum�de�resveratrol� i�estimar� la�

ingesta�en�la�població�adulta�espanyola.�

5. Valorar� la�utilitat�del�biomarcador�de�consum�de�vi�en�estudis�clínics�com�a�factor�de�

acompliment�del�tractament.�

6. Avaluar� l’estat� antioxidant� de� l’organisme� i� estudiar� possibles� mecanismes� endògens�

de�control.�

�
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3.�INTRODUCCIÓ��
�

3.1. Compostos�fenòlics�

3.1.1. GENERALITATS��

Els�compostos�fenòlics,�químicament�poden�ser�definits�com�a�substàncies�que�tenen�un�mínim�

d’un� anell� aromàtic� substituït� amb� almenys� un� grup� hidroxil.� Constitueixen� el� grup� més�

nombròs� i� està� àmpliament� distribuït� en� el� món� vegetal,� amb� més� de� 8000� estructures�

conegudes� (Harborne,� 1989)� i� són� productes� del� metabolisme� secundari� de� les� plantes� que�

provenen�de�la�via�metabòlica�del�àcid�siquímic�i�del�acetat�(Harborne,�1989).�

Durant�dècades�els�compostos�fenòlics�han�estat�coneguts�per�ésser�responsables�en�part,�de�

diverses�propietats�sensorials�en�aliments�d’origen�vegetal�(Tomás�Barberán,�2003).�Entre�els�

pigments�fenòlics�destaquen� les�antocianines�que�aporten� les�tonalitats�vermelloses,�bleves� i�

liles�típiques�de�moltes�fruites,�hortalisses�i�derivats,�com�el�vi�negre.�També�és�característica�la�

astringència� d’algunes� fruites,� hortalisses� i� derivats� gràcies� a� la� presencia� dels� tanins�

condensats� (proantocianidines).� Fins� i� tot� alguns� fenols� senzills� són� responsables� d’aromes�

característics�d’algunes�fruites�(eugenol�en�plàtans).�

Posteriorment� aquest� compostos� fitoquímics� van� tenir� la� seva� cabuda� en� els� tratats� de�

fisiologia�vegetal,�especialment�por�estar�involucrats�en�el�creixement�i�reproducció�de�plantes�

actuant� com� a� fitoalexines� (Bravo,� 1998).� Les� fitoalexines� són� compostos� sintetitzats� per� les�

plantes�en�resposta�a�infeccions�o�algun�altre�tipus�d’estrès.�

En� el� camp� de� la� nutrició,� l’interès� d’aquests� compostos� fenòlics� es� basa� en� els� possibles�

efectes� beneficiosos� per� a� la� salut� que� la� bibliografia� els� hi� ha� atribuït� (Baur� and� Sinclair,�

2006;Delmas� et� al.,� 2005a;Delmas� et� al.,� 2006;Fremont,� 2000).� Estudis� epidemiològics� han�

suggerit�associacions�entre� la� ingesta�d’aliments�rics�en�polifenols� i� la�prevenció�de�malalties�

relacionades�amb�procesos�oxidatius�i�de�inflamació�(malalties�degeneratives,�cardiovasculars,�

càncers)�(Scalbert�and�Williamson,�2000;Arts�and�Hollman,�2005;Kampa�et�al.,�2007).��

3.1.2. CLASSIFICACIÓ�

Les� substàncies� fenòliques� constitueixen� un� grup� molt� nombrós� de� compostos� que� inclouen�

famílies�de�compostos�amb�estructures�molt�diverses,�algunes�simples�com�els�àcids�fenòlics�i�

altres� de� molt� complexes� com� els� tanins.� Els� polifenols� poden� ser� classificats� en� subgrups�
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segons� els� seus� grups� funcionals� (Taula� 1)� o� la� seva� estructura� base� química� (Taula� 2)�

(Harborne,�1989).�

Taula�1:�Classificació�dels�compostos�fenòlics�segons�els�seus�grups�funcionals.�

Tipus Grup Exemples
Alcohols�fenòlics Tirosol

Àcids�benzoics
Àcid�gàlic,�àcid�
protocatèquic,�àcid�
vainíllic

Aldehids�benzoics Vainillina,�sirigaldehid

Àcidos�cinàmics
Trans �cafèic,�para �
cumàric,�trans �ferúlic

Ésters�dels�àcids�
cinàmics

Àcid�cutàric,�àcido�caftàric,�
àcid�fertàric,�àcid�
clorogènic

Aldehids�cinàmics
Coniferaldehid,�
sinapaldehid

Tanins�hidrolitzables Galotanins,�elagitanins

Fenols�volàtils Eugenol,�4�vinil�guaiacol

Cumarines Escopoletina

Lignans Pinoresinol

Secoiridoids Ligstròsids,�oleuropeïna

Estilbens
Resveratrol,�Piceid,�
Viniferines

Flavones Apigenina,�luteolina

Flavonols Quercetina,�kampferol

Flavanones Naringenina,�hesperidina

Flavanols�o�flavan�3�ols Catequina,�epicatequina

Antocianidines Malvidina,�pelargonidina

Isoflavones Genisteïna,�daidzeïna

Flavanonols
Dihidrofisetina,�
dihidroquercetina

Proantocianidines�o�
tanins�condensats

Proantocianidina�B2

Xalcones Buteïina,�floretina

No�flavonoids

Flavonoids

�
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�

Taula�1:�Classificació�dels�compostos�fenòlics�segons�Harbone�(Harborne,�1989)�

Compostos�fenòlics� Estructura�base�

Fenols�simples� C6�

Àcids�hidroxibenzoics� C6�C1

Acetofenones�i�àcids�fenilacètics C6�C2

Àcids�hidroxicinàmics,�cumarines,�cromones C6�C3

Lignans� (C6�C3)2

Lignines� (C6�C3)n

Naftoquinones� C6�C4

Benzofenones,�xantones C6�C1�C6

Estilbens,�antraquinones C6�C2�C6

Flavonoids C6�C3�C6

Biflavonoids� (C6�C3�C6)2�

Proantocianidines�o�tanins�condensats (C6�C3�C6)n�

�

Dels� subgrups� principals� (Tomás�Barberán,� 2003),� els� que� presenten� les� estructures� més�

simples�són�els�àcids�hidroxicinàmics�i�els�àcids�hidroxibenzoic.�Seguint�l’ordre�de�complexitat�

estructural�es�troben�els�estilbens.�A�continuació�apareixen�els�flavonoids,�grup�molt�nombrós�

del�que�es�conèixen�més�de�5000�compostos�(Harborne,�1989).�La�seva�estructura�bàsica�és�la�

del� 2�fenilbenzopirona� (C6�C3�C6)� (Figura� 2)� i� es� classifiquen� en� 8� subclasses:� flavones,�

flavonols,� flavanones,� flavanols� o� flavan�3�ols,� antocianidines,� isoflavones,� flavanonols� i�

xalcones� (Ross� and� Kasum,� 2002).� També� s’han� de� destacar� alguns� lignans.� Finalment,� són�

també�d’interès�els�tanins,�polímers�complexes�classificats�en�base�a�la�seva�ruta�de�biosíntesi�i�

a� les�seves�propietats�químiques�en�tanins�condensats� i� tanins�hidrolitzables.�Els�primers�són�

també�anomenats�proantocianidines,�i�com�el�seu�nom�indica�són�polímers�d’alt�pes�molecular�

de� les� antociandines.� Els� segons� són� polímers� heterogenis� formats� per� àcids� fenòlics,� en�
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particular� àcid� gàlic,� i� sucres� simples.� Són� més� petits� que� els� tanins� condensats� i� són�

hidrolitzats�amb�major�facilitat.�

�

O

A C

B1

2 2’

3

45

6

7

8
3’

4’6’

5’

�

Figura�2.�Esquelet�base�(C6�C3�C6)�del�que�deriven�tots�els�flavonoids.�

�

Dado�que�este�trabajo�de�tesis�doctoral�está�focalizado�en�resveratrol,�piceido�y�demás�

estilbenos,�le�dedicaremos�un�apartado�especial�a�esta�familia�de�compuestos.�

�
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3.2. Estilbens/Resveratrol�

�

3.2.1. BIOSÍNTESI�DEL�RESVERATROL�EN�PLANTES�

L’estructura�química�bàsica�dels�estilbens�és�la�de�1,2�difeniletilé,�d’ells�el�més�important�és�el�

resveratrol�(3,4’,5�trihidroxiestilbé).�Els�estilbens�presenten�2�estereoisòmers:�les�formes�cis�(Z)�

i�les�formes�trans�(E).�Les�formes�trans��poden�isomeritzar�se�en�les�formes�cis��quan�‘�exposen�

a�les�radiacions�ultraviolades�(Lamuela�Raventós�et�al.,�1995).�

El� resveratrol�és� produït�en�algunes�plantes� superiors�mitjançant� l’enzim� estilbeno�sintetasa.�

Aquest� transforma� una� molècula� de�p�coumaroil�CoA� i� tres� molècules� de� malonil�CoA� en� el�

resveratrol.�Els�mateixos�precursors�son�els�emprats�com�a�substrat�per�la�xalcona�sintetasa�en�

la�ruta�metabòlica�dels�flavonoids�(Figura�3).��

�

Figura�3.�Ruta�de�biosíntesi�del�resveratrol�i�dels�flavonoids�en�plantes�(Shahidi�and�Naczk,�

2004).�
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El� piceid� (resveratrol� glucòsid)� és� el� derivat� majoritari� del� resveratrol� present� en� plantes.� La�

glucosidació� està� associada� freqüentement� a� la� necessitat� d’incrementar� l’emmagatzematge�

dels�compostos�polifenòlics.�

D’altres� estilbens,� d’estructura� similar� al� resveratrol,� com� el� picetanol,� pteroestilbé,�

rapontigenin,�raponticin,�pinosilvin,�del�quals�es�presenten�les�seves�estructures�químiques�en�

la� Figura� 4.� D’aquests� també� s’han� estudiat� per� les� seves� potencials� propietats� beneficioses�

sobre�malalties�com�la�cardiovasculars�o�el�càncer�(Roupe�et�al.,�2006)��

R3

R4

R2

R1

R1

R2

R3

R4

trans�Estilbé cis�Estilbé

�

Estilbens� R1� R2� R3� R4�

Resveratrol� H� OH� OH� OH�

Piceid� H� OH� OH� O�Glucosa�

Rapontigenina� OH� OCH3� OH� OH�

Raponticina� OH� OCH3� OH� O�Glucosa�

Picetanol� OH� OH� OH� OH�

Pinosilvina� H� H� OH� OH�

Pterostilbé� H� OH� OCH3� OCH3�

Figura�4.�Estructures�químiques�dels�estilbens�(formes�trans��y�cis�)�

L’enzim�estilbeno�sintetasa�no�es�troba�únicament�en�el�gènere�Vitis,�sinó�que�també�es�troba�

present�en�almenys�72�espècies�en�el�regne�vegetal,�però�d’aquestes�només�el�raïm�(Cantos�et�

al.,� 2002b;Romero�Perez� et� al.,� 2001;Adrian� et� al.,� 2000),� cacauets� (Sobolev� and� Cole,�

1999;Sanders�et�al.,�2000;Lee�et�al.,�2004;Chukwumah�et�al.,�2007),�festucs�(Tokusoglu�et�al.,�

2005;Gentile�et�al.,�2007)�i�algunes�baies�(Burns�et�al.,�2002;Lyons�et�al.,�2003;Rimando�et�al.,�
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2004;Wang� et� al.,� 2002c)� es� troben� presents� habitualment� en� la� nostra� dieta.� En� altres�

aliments� i� plantes� també� es� pot� localitzar� resveratrol� i/o� piceid� en� quantitats� variables:� te�

itadori�(arrel�del�tubercle�Polygonum�cuspidatum�infusionada�en�te)�(Burns�et�al.,�2002),�llúpol�

(Humulus� lupulus)� (Jerkovic� et� al.,� 2005;Callemien� et� al.,� 2005),� alguna� varietat� de� tomàquet�

(Solanum� lycopersicum)� (Ragab� et� al.,� 2006),� Iuca� (Yucca� schidigera)� (Oleszek� et� al.,� 2001),�

Polygonum�cuspidatum�(Gao�et�al.,�2002),�Caragana�sínica�(Shu�et�al.,�2006),�Ruibarbre�(Rheum�

undulatum)�(Matsuda�et�al.,�2001),�eucaliptus�(Eucaliptus�sp.)�(Hillis�et�al.,�1974),�Pterolobium�

hexapetallum� (Kumar� et� al.,� 1988),� Bauhinia� racemosa� (Anjaneyulu� et� al.,� 1984),� Veratrum�

grandiflorum� (Hanawa� et� al.,� 1992).� La� producció� d’aquesta� fitoalexina� està� molt� estimulada�

per�l’estrès�biòtic�(Romero�Perez�et�al.,�2001)�i�l’abiòtic�(Rudolf�et�al.,�2005;Chung�et�al.,�2003)�

que�pateix� la�planta�o�el� fruit,� incrementant� la�seva�producció�en�cas�d’infeccions� fúngiques,�

exposició� a� radiacions� UV� (Cantos� et� al.,� 2001;Cantos� et� al.,� 2002a;Cantos� et� al.,� 2003)� i� al�

tractament� amb� ozó� (Gonzalez�Barrio� et� al.,� 2006).� La� importància� biològica� a� nivell� vegetal�

dels� estilbens,� en� general,� i� del� resveratrol,� en� particular,� es� degut� a� la� seva� activitat�

antifúngica.�

En� l’actualitat�s’està� investigant� la� transferència�del�gen�que�codifica�a� l’estilbeno�sintetasa�a�

altres�especies�vegetals�com�el�tabac�(Hain�et�al.,�1993),�l’�arròs�(Stark�Lorenzen�et�al.,�1997),�el�

kiwi� (Kobayashi� et� al.,� 2000),� l’alfals� (Hipskind� and� Paiva,� 2000),� l’ordi� (Leckband� and� Lorz,�

1998),� el� blat� (Leckband� and� Lorz,� 1998),� la� poma� (Ruhmann� et� al.,� 2006;Szankowski� et� al.,�

2003),� l’enciam� (Liu� et� al.,� 2006),� o� el� tomàquet� (Nicoletti� et� al.,� 2007)� per� augmentar� la�

resistència� endògena� a� patògens� d’origen� fúngic.� Aquestes� plantes� transgèniques� encara� es�

troben�en�fase�experimental�i,�per�aquesta�raó,�està�prohibit�el�seu�us�en�alimentació�humana�

o�animal.�

�

3.2.2. FONTS�ALIMENTÀRIES�I�CONSUM�DE�RESVERATROL�

Els�estilbens�majoritaris�en�els�aliments�són�el�resveratrol�i�el�piceid,�en�les�seves�formes�cis� i�

trans.�Com�s’ha�comentat�en�l’apartat�anterior,�fins�al�moment�s’ha�detectat�el�resveratrol�i/o�

el� piceid� en� almenys� 72� especies� vegetals,� sense� tenir� en� compte� les� noves� plantes�

transgèniques.�

El�resveratrol�es�va�detectar�per�primer�cop�al�1988�en�pells�de�raïms�(Creasy�and�Coffee,�1988)�

i�posteriorment�en�el�vi�negre�(Goldberg�et�al.,�1995;Lamuela�Raventós�et�al.,�1995;Mattivi�et�

al.,�1995;Moreno�Labanda�et�al.,�2004;Rodriguez�Delgado�et�al.,�2002).�En�la�dècada�dels�90�la�
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presència�de�resveratrol�es�va�ampliar�a�altres�derivats�del�raïm�com�el�most�(Romero�Perez�et�

al.,� 1999;Vinas� et� al.,� 2000),� vi� rosat� (Romero� Perez� et� al.,� 1996),� blanc� (Álvarez�Sala� et� al.,�

2000;Martinez�Ortega�et�al.,�2000;Rodriguez�Delgado�et�al.,�2002;Romero�Perez�et�al.,�1996)�i�

cava�(Andres�Lacueva�et�al.,�2002;Pozo�Bayon�et�al.,�2003).�Entre�1993�1995�es�descubreix�el�

piceid�en�pells�de�raïm�i�en�els�productes�vínics,�comprovant�que�la�forma�glucosilada�en�molts�

casos� és� la� majoritaria� (Romero�Perez� et� al.,� 1999).� Posteriorment� els� investigadors� s’han�

centrat�en�apreciar�diferències�en�el�contingut�d’estilbens�deguts�al�raïm:�varietats�(Cantos�et�

al.,�2002b;Romero�Perez�et�al.,�2001;Adrian�et�al.,�2000),�estat�de�maduració,�climatologia,�sòls�

(efecte�terroir)�(de�Andres�de�et�al.,�2007),�grau�d’infecció�fúngica�(Romero�Perez�et�al.,�2001),�

i�deguts�a�les�diferents�tecnologies�utilitzades�per�a�l’elaboració�dels�vins�(Jeandet�et�al.,�1995).�

D’aquesta� forma,� fins� a� finals� de� la� dècada� dels� 90,� les� fonts� alimentàries� conegudes� del�

resveratrol� i� piceid� eren� exclusivament� el� raïm� i� els� derivats.� Posteriorment� el� ventall�

d’aliments�en�que�s’ha�cercat�i�s’ha�detectat�el�resveratrol�i�el�piceid�ha�anat�incrementant�se�a�

alguna� fruita� seca� com� els� cacauets� (Sobolev� and� Cole,� 1999;Sanders� et� al.,� 2000;Lee� et� al.,�

2004;Chukwumah�et�al.,� 2007),� la� crema�de� cacauet� (Ibern�Gomez�et� al.,� 2000)� i� els� fefstucs�

(Tokusoglu� et� al.,� 2005;Gentile� et� al.,� 2007),� les� fruites� del� bosc� com� els� nabius,� groselles� o�

mores�(Burns�et�al.,�2002;Lyons�et�al.,�2003;Rimando�et�al.,�2004;Wang�et�al.,�2002c),�te�itadori�

(arrel�del�tubercle�Polygonum�cuspidatum� infusionada�en�te,�és�molt�poc�consumit)�(Burns�et�

al.,�2002)�o�el�llúpol�(Jerkovic�et�al.,�2005;Callemien�et�al.,�2005).�En�tots�els�casos,�a�excepció�

del� te� (0.974mg/100g),� les� concentracions� trobades� són� molt� inferiors,� entre� 0.006�

0.008mg/100g,�a�les�descrites�en�el�vi�negre�(0.847mg/100g).�

La� ingesta� de� resveratrol� només� ha� estat� estudiada� per� Levi� et� al� (Levi� et� al.,� 2005)� el� qual�

investiga� la�relació�entre�el�consum�dietètic�de�trans�resveratrol� i�càncer�de�mama.�D’aquest�

estudi�únicament�es�disposen�dels�tertils,�el�segon�tertil�en�el�que�està�inclosa�la�mediana�de�la�

ingesta�de�raïm�i�vi�aporten�72.3�126.4�g/d�i�0.1�176.8�g/d�respectivament.�En�aquesta�tesis�

doctoral� es� presentaran� les� úniques� dades� disponibles� de� consum� de� resveratrol� i� piceid� en�

humans�en�la�cohort�EPIC�Espanya�(Zamora�Ros�et�al.,�2007)�on�es�va�poder�comprovar�que�el�

98%� del� resveratrol� prové� de� la� ingesta� de� vi� i� la� mitjana� de� la� ingesta� total� és� inferior� als�

137�g/d�per�a�les�dones�i�686�g/d�pels�homes,�perquè�s’inclouen�el�resveratrol�i�el�piceid�(tant�

en�les�seves�formes�cis�com�trans).�
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�

3.2.3. BIODISPONIBILITAT�

Existeixen� pocs� estudis� sobre� biodisponibilitat� en� humans� del� resveratrol,� por� aquest� motiu�

són�imprescindibles�els�treballs�realitzats�in�vitro,�ex�vivo�i�en�animals�d’experimentació,�per�a�

obtenir� un� major� coneixement� sobre� l’absorció,� el� transport,� el� metabolisme� i� l’excreció� del�

mateix.� La� figura� 5� esquematitza� el� coneixement� actual� sobre� la� biodisponibilitat� del�

resveratrol.��

El�resveratrol�s’absorbeix�en�el�intestí�prim,�en�major�quantitat�en�el�jejú�que�a�l’ili,�en�aquest�

últim� s’absorbeix� únicament� un� 38%� de� la� quantitat� que� pot� travessar� el� jejú� (Kuhnle� et� al.,�

2000).�Estudis�de�perfusió�de�resveratrol�en�l’intestí�prim�aïllat�no�s’observen�diferencies�entre�

les�recuperacions�a�diferents�dosis�(Andlauer�et�al.,�2000).�En�canvi�en�cèl�lules�Caco�2�apareix�

una�absorció�dependent�de�la�concentració�a�les�tres�primeres�hores�i�particularment�de�forma�

lineal�durant�la�primera�hora�(Kaldas�et�al.,�2003;Maier�Salamon�et�al.,�2006),�tot�i�que�després�

de� tres� hores� d’incubació,� la� concentració� de� resveratrol� assoleix� una� planúria� (Henry� et� al.,�

2005;Maier�Salamon� et� al.,� 2006).� A� concentracions� altes� de� resverarol,� la� concentració� en�

cèl�lules�Caco�2�s’incrementa,�confirmant�que�els�sistemes�de�transport�no�es�saturen�(Henry�

et�al.,�2005).�

L’efecte�matriu�en�l’absorció�del�resveratrol�ha�estat�provat�al�ingerir�el�polifenol�dissolt�en�tres�

diferents� matrius� (vi,� suc� de� raïm� o� suc� de� verdures)� (Goldberg� et� al.,� 2003)� o� barrejat� amb�

diversos�tipus�d’àpats�(estàndard,�greixosa�o�magra)�(Vitaglione�et�al.,�2005)�i�s’ha�demostrat�

que� no� presenta� diferències� significatives� en� la� biodisponibilitat� en� humans.� La� forma�

glucosilada�del�resveratrol,�el�piceid,�pot�ser�hidrolitzat�per�la���glucosidasa�(“Lactase�Phlorizin�

Hydrolase”)�abans�d’ésser�absorbit�pel�enteròcit�o�pot�entrar�al�enteròcit� i�allà�ser�hidrolitzat�

per�la���glucosidasa�(“Cytosolic����Glucosidasa”)�(Henry�Vitrac�et�al.,�2006).�El�piceid�també�pot�

ser�absorbit�directament�como�a�tal,�tot�i�que�la�quantitat�i�velocitat�és�4�vegades�menor�que�

l’aglicona�en�cèl�lules�Caco�2�(Henry�et�al.,�2005).�En�estudis�en�humans,�Meng�et�al� conclou�

que�el� resveratrol�estàndard�s’absorbeix�en�major�quantitat�que�el�piceid�aportat�pel� suc� de�

raïm� i� per� aquest� motiu� es� troben� diferents� recuperacions� en� orina� quan� es� comparen� les�

mateixes�dosis�en�les�dos�formes�(Meng�et�al.,�2004).�El�mecanisme�de�trasport�del�resveratrol�

en�els�enteròcits�ha�estat� dilucidat� mitjançant� l’estudi� en�cèl�lules�Caco�2,�en� les�quals�es� va�

comprovar�que�el�trans�resveratrol�travessa�la�membrana�apical�per�transport�pasiu,�en�canvi�

el�piceid�utilitza�el�transportador�actiu�sodi�dependent�SGLT1,�tot�i�que�el�MRP2�també�sembla�
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estar� involucrat� en� la� regulació� del� flux� (Henry� et� al.,� 2005).� El� resveratrol� i� el� piceid� són�

ràpidament� metabolitzats� per� el� enteròcit� transformant�los� majoritàriament� en� les� seves�

corresponents�formes�glucuronidades�i�sulfatades�del�resveratrol.�Les�formes�sulfatades�en�les�

cèl�lules�Caco�2�són�majoritàries�(Kaldas�et�al.,�2003;Maier�Salamon�et�al.,�2006),�en�canvi�en�

els�experiments�ex�vivo�amb�perfusions�en�intestí�prim�aïllat,�són�les�formes�glucuronidades�les�

més�abundants�(Andlauer�et�al.,�2000;Kuhnle�et�al.,�2000).��

A�baixes�concentracions�de�resveratrol� (10�M)� la�conjugació�és�quasi� total� (84%)�en�cèl�lules�

Caco�2,�mentrestant�a�altes�dosis�(200�M)�la�metabolització�és�solament�del�7.6%,�això�pot�ser�

degut�a�la�saturació�o�a�la�inhibició�de�les�vies�enzimàtiques�a�altes�concentracions�d’estilbens�

(Maier�Salamon�et�al.,�2006).�S’ha�comprovat�que�gran� part�de� resveratrol,� sobre� tot�a�altes�

concentracions,�s’acumula�en�els�enteròcits�(fins�a�un�60%)�arribant�a�ser�el�major�òrgan�diana�

on� exercir� els� seus� potencials� efectes� beneficiosos� (Kaldas� et� al.,� 2003;Maier�Salamon� et� al.,�

2006).� El� resveratrol� no� absorbit� a� nivell� de� l’intestí� prim� arriba� al� còlon,� lloc� on� pot� ésser�

metabolitzat�per�la�microbiota�intestinal�i�absorbit�en�forma�de�dihidroresveratrol,�conjugant�

se�posteriorment�en�els�seus�respectius�glucurònids�i�sulfats�(Walle�et�al.,�2004).�Finalment�el�

resveratrol� no� absorbit� pot� trobar�se� en� femtes� en� un� porcentatge� molt� dispar� entre� 0.3� i�

38.1%�de�la�ingesta�en�humans�(Walle�et�al.,�2004).�

Una�vegada�ja�absorbit,�el�resveratrol�és�transportat�via�porta�fins�al�fetge.�Una�vegada�allà,�el�

resveratrol�aglicona�és�ràpidament�metabolitzat�en�glucurònids�i�sulfats�per�hidrosolubilitzar�la�

molècula�i�facilitar�la�futura�excreció�urinaria.�Estudis�en�microsomes�hepàtics�han�mostrat�que�

les�formes�glucuronidades�són�majoritàries�després�de�la�incubació�amb�trans��i�cis�resveratrol�

(Aumont�et�al.,�2001;Brill�et�al.,�2006).�La�glucuronidació�en�microsomes�hepàtics�és�estèreo�

selectiva,� l’isòmer�cis�es�conjuga�entre�5� i�10�voltes�més�ràpid�que�l’isòmer�trans�(Aumont�et�

al.,�2001).�També�s’ha�comprovat�que�la�conjugació�és�regió�selectiva,�la�posició�3�es�conjuga�

en� major� quantitat� que� la� posició� 4’� en� ambdós� isòmers� (Aumont� et� al.,� 2001).� Els� enzims�

hepàtics�responsables�de�la�glucuronidazió�del�resveratrol�són�la�UDP�glucuronosil�transferasa�

família�1A�(UGT1A),�en�particular�la�UGT1A1�pel�trans�resveratrol�4’�O�glucurònid�i�la�UGT1A9�

pel� trans�resveratrol�3�O�glucurónido.� En� estudis� amb� hepatòcits� in� vitro,� els� principals�

metabòlits�són�els�glucurònids�en�humans�mentre�que�en�rata�són�els�sulfats�(Yu�et�al.,�2002).�

En�canvi�de�Santi�et�al.�en�biòpsies�hepàtiques�en�humans�va�trobar�que�el�resveratrol�es�millor�

substrat�per�les�sulfotransferases�(Km�0.60�M)�(de�Santi�et�al.,�2000c;de�Santi�et�al.,�2000b)�que�

per� les� glucuronosil� transferases� (Km� 0.15�M)� (de� Santi� et� al.,� 2000a).� Posteriorment� el�

resveratrol� pot� arribar� a� ser� excretat� per� la� bilis,� i� ser� reabsorbit� a� nivell� intestinal.� Aquesta�
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recirculació�enterohepàtica�provoca�un�segon�augment�en�els�nivells�plasmàtics�a�partir�de�les�

6�hores�posteriors�a�la�ingesta�(Marier�et�al.,�2002).�

Finalitzada� la� seva� etapa� hepàtica,� el� resveratrol� passa� a� circulació� sistèmica,� i� pot� ser�

transportat� unit� a� cèl�lules� sanguínies� (Blache� et� al.,� 1997),� eritròcits� o� plaquetes;� i�

lipoproteïnes,�LDL�in�vitro�(Blache�et�al.,�1997)�i�en�humans�(Urpi�Sarda�et�al.,�2005;Urpi�Sarda�

et�al.,�2007),� tot� i�que� la�major�part� (>50%)�viatja�unit�a�proteïnes�plasmàtiques�(Burkon�and�

Somoza,�2008).�La�presència�de�resveratrol�en�plasma�o�sèrum�en�humans�ha�estat�investigada�

en�diversos�estudis�resumits�en�la�taula�3.�Les�concentracions�màximes�(Cmax)�de�resveratrol�i�

dels� seus� metabòlits� apareixen� als� 30�60� minuts� després� de� la� seva� ingesta� (Goldberg� et� al.,�

2003;Soleas� et� al.,� 2001),� tot� i� que� depenent� del� metabòlit� poden� aparèixer� a� les� 3� hores�

(Boocock�et�al.,�2007;Vitaglione�et�al.,�2005)� i� fins� i� tot�a� les�6�8�hores� (Burkon�and�Somoza,�

2008).�Cal�destacar�que�únicament�Vitaglione�et�al.�Han�estat�capaços�de�detectar�en�plasma�

d’humans�petites�concentracions�de�resveratrol�i�dels�seus�metabòlits�després�de�la�ingesta�de�

quantitats�dietètiques�de�resveratrol�(Vitaglione�et�al.,�2005),�altres�autors�no�han�detectat�cap�

metabòlit�en�plasma�o�sèrum�a�dosis�similars�(Meng�et�al.,�2004;Zamora�Ros�et�al.,�2006).�Els�

temps�de�vida�mitjana�del�resveratrol�i�dels�seus�metabòlits�en�plasma�oscil�la�entre�les�2.9�i�les�

11.5�hores�tenint�en�compte�el�metabòlit�i�la�dosis�d’ingesta�(Boocock�et�al.,�2007),�tot�i�que�en�

un�estudi�es�van�arribar�a�detectar�traces�de�radioactivitat�a�les�72�hores�posteriors�a�la�ingesta�

de� 14C�Resveratrol� (Walle� et� al.,� 2004).� El� resveratrol�3�sulfat� sembla� ser� el� metabòlit� més�

abundant� (56%)� ,� seguit� de� les� 2� formes� glucuronidades� (39%)� i� només� el� resveratrol� aglicó�

representa�un�4.7%�(Boocock�et�al.,�2007).�En�un�estudi�recent�s’ha�ampliat�el�perfil�metabòlic�

del� resveratrol� en� plasma,� sumant� a� les� estructures� esmentades� amb� anterioritat� els�

diglucurònids�i�els�disulfats�(Burkon�and�Somoza,�2008)�(Figura�6).�

Respecte�a�la�posterior�distribució�del�resveratrol�en�teixits.�Els�principals�teixits�diana,�a�part�

del� tracte� gastrointestinal� (intestí� prim� i� còlon),� són� els� ronyons,� el� fetge� i� els� pulmons,� i� en�

menor� quantitat� se� pot� localitzar� en� melsa,� cor,� cervell� i� testicles� (Asensi� et� al.,� 2002;bd� El�

Mohsen�et�al.,�2006;Vitrac�et�al.,�2003).El�resveratrol�destaca�per�tenir�la�capacitat�de�travessar�

la� barrera� hematoencefàlica� i� poder� exercir� els� seus� efectes� protectors� a� nivell� del� sistema�

nerviós�central�(Wang�et�al.,�2002a).�

La�via�d’excreció�majoritària�és�l’orina�(53�85%)�i�les�femtes�(0.3�38%)�mesurades�com�a�

radioactivitat�total�a�partir�de�la�ingesta�de�resveratrol�marcat�(Walle�et�al.,�2004).�En�canvi�

quan�l’anàlisi�es�realitza�emprant�la�medició�directa�del�resveratrol�i�dels�corresponents�
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metabòlits,�les�recuperacions�en�orina�disminueixen�fins�el�5�37%�de�la�dosis�ingerida�

(Goldberg�et�al.,�2003;Meng�et�al.,�2004;Soleas�et�al.,�2001;Urpi�Sarda�et�al.,�2007;Walle�et�al.,�

2004;Zamora�Ros�et�al.,�2006;Boocock�et�al.,�2007;Burkon�and�Somoza,�2008).�Les�

recuperacions�del�resveratrol�ingerit�en�estudis�en�humans�es�troben�resumides�en�la�Taula�2.�

L’excreció�urinària�arriba�al�seu�màxim�a�les�4�hores�després�del�consum�i�representa�

aproximadament�el�77%�del�total�de�l’excreció�(Boocock�et�al.,�2007).�Tot�i�que�el�resveratrol�i�

els�seus�metabòlits�poden�aparèixer�en�orina�fins�i�tot�24�hores�després�del�consum.�El�perfil�

metabòlic�en�orina�ha�anat�ampliant�se�paral�lelament�al�les�millores�i�al�desenvolupament�de�

les�tècniques�analítiques�utilitzades,�actualment�s’han�identificat�un�total�de�4�

monoglucurònids�(cis��i�trans��en�posicions�3�i�4’),�4�monosulfats�(cis��i�trans��en�posicions�3�i�

4’),�2�disulfats�(trans�3,5��i�trans�3,4’�),�2�diglucurònids�(trans�2C/4’�O�diglucurònid�i�trans�

2C/5�O�diglucurònid)�resveratrol�aglicó,�dihidroresveratrol�monoglucurònid�i�monosulfat�

(Figura�6�i�7).�En�orina,�como�sol�succeir�en�plasma,�semblen�ser�més�abundants�les�formes�

sulfatades�que�las�glucuronidades�i�en�molt�menor�proporció�l’aglicó.�

METABÒLITS�INTESTINALS

trans�Isòmers
trans�Resveratrol�3�O�glucurònid:�R1=àcid glucurònid;�R2 yR3�y�R4�=H
trans�Resveratrol�4’�O�glucurònid: R1=H;�R2=àcid glucurònid;�R3 y�R4�=H
trans�Resveratrol�2�C/4’�O�diglucurònid:�R1 y�R3�=H;�R2�y�R4=àcid glucurònid
trans�Resveratrol�2�C/5�O�diglucurònid:�R1 y�R2�=H;�R3�y�R4=àcid glucurònid
trans�Resveratrol�3�sulfat:�R1=SO3H;�R2=H;�R3 y�R4�=H
trans�Resveratrol�4’�sulfat:�R1=H;�R2=SO3H;�R3 y�R4�=H
trans�Resveratrol�3,4’�disulfat:�R1 y�R2�=SO3H;�R3 y�R4�=H
trans�Resveratrol�3,5�disulfat:�R1 y�R3�=SO3H;�R2�y�R4=�H

cis�Isòmers
cis�Resveratrol�3�O�glucurònid:�R5=àcid glucurònid;�R6 y�R7=H
cis�Resveratrol�4’�O�glucurònid: R5 y�R7=H;�R6=àcid glucurònid
cis�Resveratrol�3�sulfat:�R5=SO3H;�R6 y�R7=H
cis�Resveratrol�4’�sulfat:�R5 y�R7=H;�R6=SO3H

trans�isòmers cis�isòmers
R2O

OR3

OR1R4 R6O

OR7

OR5

�

Figura�6.�Estructura�química�dels�metabòlits�intestinals�del�resveratrol�trobats�en�orina�i/o�

plasma�en�estudis�in�vivo.�
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OR2

OH

OR1

METABÒLITS�DE�LA�MICROBIOTA

Dihidroresveratrol:�R1=H;�R2=H
Dihidroresveratrol�glucurònid:�R1=H�o�àcid glucurònid;�R2=H�o�àcid glucurònid
Dihidroresveratrol�sulfat:�R1=H�o�SO3;�R2=H�o�SO3

�

Figura�7.�Estructura�química�dels�metabòlits�de�la�microbiota�del�resveratrol�trobats�en�orina�

en�estudis�in�vivo�(Walle�et�al.,�2004).�
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Figura�5.�Esquema�de�l’absorció,�metabolisme,�distribució i�excreció del�resveratrol�i�piceid (R�&P)�de�la�dieta�in�vivo.
R:Resveratrol;�P:piceid;�DHR:�dihidroresveratrol;�LPH:�lactase�phlorizin hydrolase;�CBG;�cytosolic��-glucosidasa; SGLT-1: sodium-
Glucose transport proteins; MRP-2: multidrug resistance-associated protein 2; UGT: UDP glucuronosil transfersa; ST: sulfotransferasa

�



Antecedents�Bibliogràfics�

Taula�3.�Estudis�de�biodisponibilitat�de�resveratrol�en�humans.�

Nombre�
subjectes�

Gènere� Edat�
Font�de

Resveratrol�
Dosis�(mg/kg�
pes�corporal)�

Cmax�(�M/L)� tmax�(h)�
Excreció�

urinària�(%)�
Ref�

10� Homes�
(45%)�

19�61� Estàndard�en�120mL�
de�vi�blanc�

0.357mg/kg�
(25mg�total)�

Resv�0.031�

Conjugats�338�g/L�

0.5�1� Total�24.6%�(24h)� (Soleas�
et�al.,�
2001)�

4� 4�Homes�
(100%)�

25�45� Estàndard�disolt�en�
100mL�suc�vegetal�

0.357mg/kg�
(25mg/70kg)�

Resv�0.037�

Conjugats�462.5�g/L�

0.5� 17.0�(24h)� (Goldber
g�et�al.,�
2003)�

4� 4�Homes�
(100%)�

25�45� Estàndard�disolt�en�
100mL�vi�blanc�

0.357mg/kg�
(25mg/70kg)�

Resv�0.031�

Conjugats�409.9�g/L�

0.5� 16.8�(24h)� (Goldber
g�et�al.,�
2003)�

4� 4�Homes�
(100%)�

25�45� Estàndard�disolt�en�
100mL�suc�de�raïm�

0.357mg/kg�
(25mg/70kg)�

Resv�0.035�

Conjugats�416�g/L�

0.5� 16.0�(24h)� (Goldber
g�et�al.,�
2003)�

1� 1�Home� 30�50� Estàndard� 0.03mg/kg� n.d.� � Gluc�52�(24h)� (Meng�et�
al.,�2004)�

1� 1�Home� 30�50� Estàndard� 0.5mg/kg� n.d.� � Gluc�34�(24h)� (Meng�et�
al.,�2004)�

1� 1�Home� 30�50� Estàndard� 1mg/kg� Gluc�1.86� 1.5� Gluc�26�(24h)� (Meng�et�
al.,�2004)�

1� 1�Home� 30�50� 200mL�suc�de�raïm� 0.005mg/kg�
(0.32mg�total)�

n.d.� � n.d.�(24h)� (Meng�et�
al.,�2004)�

1� 1�Home� 30�50� 400mL�suc�de�raïm� 0.009mg/kg�
(0.64mg�total)�

n.d.� � n.d.�(24h)� (Meng�et�
al.,�2004)�
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1� 1�Home� 30�50� 600mL�suc�de�raïm� 0.014mg/kg�
(0.96mg�total)�

n.d.� � Cuantificado�(24h)� (Meng�et�
al.,�2004)�

1� 1�Home� 30�50� 1200mL�suc�de�raïm� 0.027mg/kg�
(1.92mg�total)�

n.d.� � Gluc�5.0(24h)� (Meng�et�
al.,�2004)�

6� 3�Homes�
(50%)�

23�34� 14C�resveratrol��
ORAL�

0.385mg/kg�
(25mg�total)�

� � 53.4�84.9%�(72h)� (Walle�et�
al.,�2004)�

5� � 23�34� 14C�resveratrol�
INTRAVENÓS�

0.023mg/kg��
(1.5�mg�total)�

� � 42.3�83.2%�(72h)� (Walle�et�
al.,�2004)�

1� � � � �Estàndard�ORAL� 1.538mg/kg�
(100mg�total)�

Tr. Gluc�13�(1)�
Sulf�24�(3)�

Total�37�(12h)�

(Walle�et�
al.,�2004)�

10� 10�Homes�
(100%)�

30��
(25�40)�

300mL�vi�negre�
Lambrusco�+�àpat�

0.0034�g/kg� Gluc�0.096� 1� � (Vitaglio
ne�et�al.,�

2005)�

5� 1�Homes�
(20%)�

29��
(24�38)�

600mL�vi�negre�
Cabernet�Franc�

0.0329�g/kg� Gluc�0.687� 0.5�2� � (Vitaglio
ne�et�al.,�

2005)�

10� 3�Homes�
(30%)�

31��
(24�54)�

600mL�vino�tinto�
Aglianico�+�àpat�

0.0075�g/kg� Resv�0.004�
Gluc�0.150�

0.5�
1�2�

� (Vitaglio
ne�et�al.,�

2005)�

5� 5�Homes�
(100%)�

25�28� 250mL�vi�negre� 0.077mg/kg�
(5.4mg�total)�

� � t�4’�Gluc�0.13�
(0.19)�

t�3�Gluc�0.38�(0.59)�
c�4’�Gluc�0.75�(1.2)�
c�3�Gluc�1.9�(1.9)�

t�4’�Sulf�0.01�(0.03)�

(Urpi�
Sarda�et�
al.,�2007)�
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t�3�Sulf�0.16�(0.67)�
c�4’�Sulf�19.6�(17.4)�
c�3�Sulf��0.47�(2.2)�

Total�23.4�(4h)�

10� Homes�
(45%)�

19�61� Estàndard� 7.14mg/kg��
(0.5g�total)�

Rev��0.32�(0.16)�
Gluc�1��1.00�(0.35)�
Gluc�2��0.91�(0.36)�
3�Sulf�3.69�(0.95)�

0.833�(0.5�1.5)
2.00�(1.0�6.0)�
1.50�(1.0�5.0)�
1.50�(1.0�5.0)�

0.04�(0.05)�
2.0�(0.4)�
8.9�(2.6)�

11.4�(2.3)�
Total�22.34�(24h)�

(Boocock�
et�al.,�
2007)�

10� Homes�
(45%)�

19�61� Estàndard� 14.29mg/kg��
(1g�total)�

Resv�0.51�(0.38)�
Gluc�1��1.17�(0.90)�
Gluc�2��1.66�(1.35)�
3�Sulf�6.82�(21.39)�

0.759�(0.5�4.0)
2.25�(1.0�6.0)�
1.75�(1.0�5.1)�
2.00�(1.0�5.0)�

0.1�(0.1)�
2.1�(1.1)�
3.2�(1.7)�
7.3�(3.1)�

Total�12.7�(24h)�

(Boocock�
et�al.,�
2007)�

10� Homes�
(45%)�

19�61� Estàndard� 35.71mg/kg�
(2.5g�total)�

Resv��1.18�(0.65)�
Gluc�1��2.16�(0.81)�
Gluc�2��4.02�(2.88)�
3�Sulf��9.05�(2.46)�

1.375�(0.5�4.0)
2.375�(1.0�8.0)
2.00�(1.0�6.0)�
2.00�(1.0�5.2)�

0.1�(0.1)�
1.7�(1.7)�
3.1�(1.4)�
5.2�(2.6)�

Total�10.1�(24h)�

(Boocock�
et�al.,�
2007)�

10� Homes�
(45%)�

19�61� Estàndard�r� 71.43mg/kg��
(5g�total)�

Resv�2.36�(1.71)�
Gluc�1��3.18�(1.47)�
Gluc�2��4.29�(2.85)�
3�Sulf��13.94�(6.69)�

0.833�(0.5�1.5)
2.00�(1.0�6.0)�
1.50�(1.0�5.0)�
1.50�(1.0�5.0)�

0.1�(0.1)�
0.5�(0.3)�
3.0�(1.4)�
5.0�(1.6)�

Total�7.7�(24h)�

(Boocock�
et�al.,�
2007)�

9� 9�Homes�
(100%)�

23�41� Estàndard�de�piceid�
disolt�en�100mL�

d’alcohol�(15%)�+�

1.22mg/kg� t�3�Sulf��0.95�(0.16)�
t�3�4’�Disulf��0.33�(0.07)�
t�3�5�Disulf��0.94�(0.17)�

1�
6�8�
6�8�

4.53�
1.71�
7.18�

(Burkon�
and�

Somoza,�
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30�

�

400mL�de�llet�
semidesnatada�

3�Gluc��0.16�(0.04)�
4’�Gluc��0.19�(0.05)�

(2)�t�Digluc��0.35�(0.09)�

6�
6�
6�

2.99�
0.69�
2.65�

Tot�13.6�35.7(48h)�

2008)�

*Calculat�a�partir�de�pesos�de�referència:�70kg�per�a�homes��i�60kg�per�a�dones.�

Resv:�resveratrol;�Gluc:�glucurònids;�Sulf:�sulfats;�Digluc:�diglucurònids;�Disulf:�disulfats.�
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3.2.4.�EFECTES�BENEFICIOSOS�

3.2.4.1.�MALALTIA�CARDIOVASCULAR�

La�malaltia�cardiovascular,�segons�el�Ministeri�de�Sanitat�i�Consum�espanyol�(2004)�representa�

un�33.3%�de� la�mortalitat� total�a�Espanya,�aquestes�dades�són�extrapolables�a� la�majoria�de�

països�desenvolupats�(Ministerio�de�Sanidad�y�Consumo.,�2004).��

La� importància� del� resveratrol� com� a� possible� compost� protector� enfront� a� la� malaltia�

cardiovascular�va�sorgir�a�partir�de�diversos�estudis�epidemiològics,�el�primer�i�més�destacable�

va�ser�portat�a� terme�per�Renaud� i� Lorgeril� (1992)�denominat� la�Paradoxa�Francesa� (Renaud�

and� de� Lorgeril,� 1992).� Al� 1992� es� va� associar� el� vi� com� a� factor� protector� de� la� mortalitat�

cardiovascular�a�França.�Aquest�país�presenta�un�elevat�consum�de�greixos�saturats�tot�i�que�té�

una� mortalitat� cardiovascular� menor� que� determinats� països� del� nord� d’Europa� amb� dietes�

similars�en�greixos�saturats�però�amb�menor�consum�de�vi.�Aquell�mateix�any�es�va�descobrir�la�

presència�de�resveratrol�en�el�vi�(Siemann�and�Creasy,�1992),�i�se�li�van�associar�part�d’aquests�

possibles� efectes� cardioprotectors� del� vi.� Posteriorment� diversos� estudis� han� confirmat�

aquests� efectes� beneficiosos� del� raïm� i� el� vi� enfront� a� la� malaltia� cardiovascular� (Baur� and�

Sinclair,� 2006;Bradamante� et� al.,� 2004;Delmas� et� al.,� 2005a;Fremont,� 2000).� Els� efectes�

estudiats� corresponen� a� una� disminució� de� l’agregació� plaquetària,� promoció� de� la�

vasorelaxació,� reducció�de� la�peroxidació� lipídica� i� disminució� de� les� concentracions� sèriques�

de�colesterol�i�triglicèrids.�

RESVERATROL�I�ARTERIOSCLEROSI�

L’aterosclerosi� és� la� major� causa� de� dany� coronari� i� particularment� de� malaltia� vascular�

isquèmica.�Actualment�es�coneix�que�l’aterosclerosi�és�un�procés�inflamatori�crònic�en�la�paret�

de� les� grans� arteries� que� ocorre� en� resposta� a� una� agressió� sobre� l’endoteli.� El� procés�

arterioscleròtic�és�el�resultat�de�la�modificació�de�les�reaccions�normals�entre�els�components�

sanguinis�i�els�de�la�paret�arterial.�La�placa�d’ateroma�té�el�seu�origen�en�la�placa�lipídica�que�

s’observa� ja� al� néixer� en� les� grandes� arteries� i� es� va� transformant� amb� el� temps� en� la� placa�

d’ateroma.� Inicialment�provoca�símptomes,�però�que�sol�manifestar�se�quan�venen�associats�

als�factors�de�risc�de�l’aterosclerosi,�tals�com�diabetis,�hipertensió,�consum�de�tabac,�nivells�de�

colesterol�LDL�elevats�(>160mg/dL)�o�de�HDL�baixos�(<40mg/dL).�

Els�factors�de�risc�provoquen�esquinçades�en�la�llum�de�las�arteries�de�tamany�mitjà�i�gros,�en�

els� que� es� depositen� substàncies� d’origen� lipídic,� es� produeix� inflamació� i� finalment� una�

reducció�de�la�llum�de�les�arteries�amb�la�conseqüent�obstrucció�al�flux�sanguini.�El�colesterol�
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LDL�es�diposita�dintre�de�les�plaques�d’ateroma�quan�la�concentració�de�les�liproproteïnes�de�

baixa� densitat� o� LDL� és� elevada.� Les� cèl�lules� de� la� paret� arterial� interpreten� aquest� depòsit�

com� una� invasió� activant� al� sistema� inmune� que� provoca� una� resposta� inflamatòria.� Les�

cèl�lules� immunitàries� excitades� són� els� monòcitos� circulants� que� penetren� en� la� paret� de�

l’arteria,�es�transformen�en�macròfags�i�comencen�a�fagocitar�partícules�de�LDL,�transformant�

se�en�cèl�lules�escumoses.�La�inflamació�forma�també�una�càpsula�de�teixit�fibrós�entre�la�placa�

d’ateroma� i� l’arteria.� Quan� va� avançant� la� placa� d’ateroma,� es� produeix� un� estretament� o�

estenosi�de�l’arteria,�inicialment�parcial,�fins�a�evolucionar�a�una�completa�obstrucció.�A�més�a�

més� la� placa� d’ateroma� és� relativament� fràgil� i� pot� trencar�se,� sagnar� i� formar� un� trombo� o�

desprendre’s�de�la�paret�de�l’arteria�i�finalment�provocar�un�trombo�(Figura�8).�

El�resveratrol�pot�actuar�en�diversos�estadis�de�l’aterogènesi:�acumulació�lipídica�i�oxidació�de�

les�LDL,�infiltració�de�monòcits�i�limfòcits,�proliferació�i�migració�de�les�cèl�lules�musculars�llises�

i�sobre�l’agregació�plaquetària�(Baur�and�Sinclair,�2006;Bradamante�et�al.,�2004;Delmas�et�al.,�

2005a;Fremont,�2000).�

�
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Figura�8:�Esquema�de�la�formació�de�la�lesió�ateromatosa�segons�Davies�MJ�(Davies,�1999)�
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RESVERATROL�I�LIPOPROTEÏNES,�COLESTEROL�I�TRIGLICÈRIDS�

Augments� en� els� nivells� de� lipoproteïnes� LDL� i� VLDL� contribueixen� a� la� promoció� de� la�

aterosclerosi.�En�estudis� in�vivo,�el�resveratrol�ha�demostrat�no�influenciar�significativament�i�

de�forma�directa�en�la�disminució�del�colesterol� i�triglicèrids�sèrics�(Wang�et�al.,�2002d),�tot� i�

que�hi�ha�algun�estudi�en�el�que�sí�es�podria�observar�una�reducció�de�triglicèrids�i�VLDL�(Zern�

et� al.,� 2003).� També� s’ha� de� destacar� que� en� rates� hipercolesteromiants,� s’ha� observat� una�

disminució,�tant�dels� lípids�totals�(colesterol�total� i�triglicèrids)�com�de�las�lipoproteïnes�LDL�i�

VLDL� (Kollar� et� al.,� 2000).� En� conills� amb� dietes� riques� en� colesterol,� el� tractament� amb�

resveratrol�va�servir�per�reduir�la�placa�d’ateroma�(Miura�et�al.,�2003).�

Els�mecanismes�per�els�quals�el� resveratrol� té� la� capacitat�de� disminuir� les� lipoproteïnes�són�

diversos�i�estan�actualment�en�estudi.�En�humans�s’ha�comprovat�que�el�resveratrol�pot�arribar�

a�les�LDL�després�d’una�ingesta�de�vi�negre�(Urpi�Sarda�et�al.,�2005).�El�resveratrol�redueix�el�

contingut� i� la� secreció� de� l’apolipoproteïna� B� (Pal� et� al.,� 2003),� que� és� la� responsable� de� la�

síntesi� de� les� LDL� i� VLDL.� El� resveratrol� també� modula� el� ratio� de� secreció� de� triglicèrids�

sanguinis,� provocant� una� reducció� d’aquests,� sense� modificar� els� nivells� de� triglicèrids�

intracel�lulars.� Aquesta� situació� podria� afavorir� una� disminució� dels� nivells� de� VLDL,� rics� en�

triglicèrids� amb� un� potencial� efecte� aterogènic� (directament� suplementant� de� colesterol� als�

fibroblasts,�produint�alteracions�endotelials�i�transformant�els�monòcits�macròfags�en�cèl�lules�

escumoses).� S’ha� descrit� que� el� resveratrol� podria� presentar� un� potencial� efecto� estrogènic�

(Gehm� et� al.,� 2004;Bhat� et� al.,� 2001),� degut� a� aquest� efecte,� el� resveratrol� podria� també�

estimular� l’expressió� d’E�RmRNASF,� que� podria� modular� i� bloquejar� alguns� aspectes� del�

metabolisme� hepàtic� de� les� lipoproteïnes,� les� quals� predisposen� en� última� instància� a�

l’aterosclerosi�(Ratna�and�Simonelli,�2002).��

RESVERATROL�I�ESTRÉS�OXIDATIU�

El� segon� factor� en� la� formació� de� la� placa� d’ateroma� és� l’oxidació� de� la� LDL� en� l’íntima�

fortament�associat�amb�el�risc�de�patir�malaltia�coronària�i� infart�de�miocardi.�La�peroxidació�

lipídica�és�una�reacció�en�cadena�induïda�per�diferents�fonts�de�radicals�lliures�que�estimulen�

l’agregació� plaquetària� i� promouen� l’activitat� procoagulant� en� la� superfície� dels�

monòcits/macròfags.�

Tot�i�que�el�resveratrol�ha�mostrat�exercir�un�efecte�antioxidant,�aquest�no�seria�el�seu�efecte�

més�predominant�i�encara�se�desconeix�si�actuaria�com�agent�quelant�i�antiradicalari�(Frankel�
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et�al.,�1993;Fremont�et�al.,�1999)�o�activant�diverses�rutes�metabòliques�o�enzimàtiques�amb�

marcada�activitat�antioxidant�(Floreani�et�al.,�2003).�

Frankel�et�al�(Frankel�et�al.,�1993)�van�ser�els�primers�investigadors�que�van�demostrar�que�el�

resveratrol�podria�prevenir�l’oxidació�de�les�LDL�in�vitro,�gràcies�a�la�seva�acció�quelant�sobre�el�

coure�(metall�amb�marcada�acció�pro�oxidant)�i�a�la�seva�capacitat�antiradicalària�(Fremont�et�

al.,� 1999;Belguendouz� et� al.,� 1997).� A� més� a� més� d’aquesta� acció� directa,� el� resveratrol� té�

l’habilitat� de� modular� diversos� sistemes� enzimàtics� presents� en� les� cèl�lules� endotelials� i�

macròfags� implicats� en� l’oxidació� de� les� LDL.� El� resveratrol� podria� prevenir� o� disminuir�

l’activitat� de� la� NAD(P)H� oxidasa,� hipoxantina/xantina� oxidasa,� mieloperoxidasa� i� augmentar�

l’activitat� de� la� superòxid� dismutasa,� catalasa,� glutation� peroxidasa,� glutation� reductasa,�

glutation�S�transferasa�i�la�NQO1�(Delmas�et�al.,�2005a).�L’acció�d’aquests�enzims�consisteix�en�

contribuir� a� la� reducció� de� la� formació� intracel�lular� en� cèl�lules� endotelials� de� les� especies�

reactives�de�l’oxígen�i�a�la�inhibició�de�l’adhesió�de�leucòcits.�

L’oxidació� induïda� per� les� cèl�lules� endotelials� o� pels� macròfags� depèn� dels� lipoperòxids�

generats� intracel�lularmente� i� posteriorment� transferits� a� les� LDL.� Les� lipooxigenases,�

especialment� la� lipooxigenasa� 15,� estan� involucrades� en� aquest� procés� i� iversos� estudis� han�

comprovat�l’efecte�inhibidor�del�resveratrol�sobre�les�lipooxigenases�(Pinto�et�al.,�1999).�

La�ferrilmioglobina�i�el�peroxinitrilo�també�són�potents�oxidants�implicats�en�l’oxidació�de�les�

LDL.� S’ha� observat� que� el� resveratrol� podria� provocar� una� disminució� de� l’acumulació�

d’hidroperòxids�en�les�LDL�promoguts�per�la�ferrilmioglobina�gràcies�a�la�reducció�del�complex�

oxoferril�amb�la�metilmioglobina.�A�més�a�més�el�resveratrol�inhibeix�les�modificacions�en�les�

apoproteïnes�de�les�LDL�induïdes�pel�peroxinitrilo�(Brito�et�al.,�2002).�

RESVERATROL�I�MACRÒFAGS�

En� condicions� normals,� els� monòcits� entren� per� diapèdesi� en� l’espai� subendotelial,� on� es�

diferencien� en� macròfags.� Quan� apareix� una� disfunció� endotelial,� els� monòcits� circulants�

s’adhereixen�a� l’endoteli�arterial,�migrant�directament�a� l’espai�subendotelial,�diferenciant�se�

en�macròfags�residents�dintre�de�la�matriu�subendotelial.�La�LDL�oxidada�estimula�l’expressió�

dels� receptors� CD36� i� SR�A� en� monòcits,� macròfags� i� cèl�lules� musculars� llises,� que� en�

situacions�normals�no�es�troben�expressades.�Aquests�receptors�internalitcen�les�LDL�oxidades�

de� forma� específica,� provocant� una� acumulació� massiva� d’èsters� de� colesterol� fins� que� es�
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produeix� la� formació� de� la� cèl�lula� escumosa.� Aquestes� provoquen� la� placa� lipídica� que�

precedeix�a�estadis�més�avançats�de�lesió�aterioscleròtica�(Delmas�et�al.,�2005a).�

L’expressió�del�receptor�SR�A�és�regulat�per�la�prostaglandina�E2,�la�qual�és�expressada�per�la�

ciclooxigenasa� 2� en� les� cèl�lules� de� musculatura� llisa� i� aquesta� última� es� troba� inhibida� pel�

resveratrol� (Mietus�Snyder� et� al.,� 2000).� L’activitat� del� receptor� SR�A� en� les� cèl�lules� de�

musculatura�llisa�també�està�incrementat�per�diversos�factors�del�creixent�com�poden�ser�la�IL�

1,�el�TNF�,�el�factor�de�creixement�epidèrmic,�factor�de�creixent�derivat�de�les�plaquetes�i�el�

factor� de� creixement� �� transformat.� El� resveratrol� té� la� capacitat� de� reduir� l’activitat� dels�

receptors� SR�A� en� les� cèl�lules� de� musculatura� llisa� mitjançant� l’actuació� sobre� els� factors�

nuclears� enumerats� anteriorment� (Kaneuchi� et� al.,� 2003).� Per� aquesta� raó� la� reducció� de� la�

interacció�entre�la�LDL�oxidada�i�aquests�receptors�dels�macròfags�contribueixen�a�prevenir�un�

estadi�molt�prematur�en�l’aterogènesi.�

RESVERATROL�I�LA�FORMACIÓ�DE�CÈL�LULES�ESCUMOSAS�

La� LDL� oxidada� estimula� les� cèl�lules� endotelials� perquè� produeixin� quimiocines� i� factors�

estimulants�de�granulòcits�i�macròfags,�que�tenen�una�activitat�quimiotàxica�directa�sobre�els�

monòcits�de� l’endoteli.�El� resveratrol�redueix� la�producció�de�quimiocines�responsables�de� la�

quimiotaxis�i�de�l’acumulació�de�macròfags�en�la�placa�lipídica�arterial,�etapa�inicial�de�la�placa�

d’ateroma�(Delmas�et�al.,�2005a).�

RESVERATROL�I�CÈL�LULES�VASCULARS�DE�MUSCULATURA�LLISA��

La�proliferació�i�migració�de�les�cèl�lules�vasculars�de�musculatura�llisa�contribueix�al�progressiu�

engrosament� de� la� íntima� i� al� desenvolupament� de� la� paret� arterial� escleròtica.� Les� LDL�

oxidades� promouen� la� proliferació� de� les� cèl�lules� vasculars� de� musculatura� llisa,� les� quals�

acumulen� grans� quantitats� d’èsters� de� colesterol� que� es� convertiran� en� cèl�lules� escumoses�

(Delmas�et�al.,�2005a).�

El� resveratrol� a� baixes� concentracions� (6.25�12.5� μM)� inhibeix� la� proliferació� de� les� cèl�lules�

vasculars� de� musculatura� llisa� sense� apoptosis,� mitjançant� els� seus� efectes� antimitogènics�

bloquejant� la� transició� G1�S� del� cicle� cel�lular� i� la� síntesi� d’ADN.� No� obstant� elevades�

concentracions� de� resveratrol� (25� μM)� indueixen� l’apoptosis� en� les� cèl�lules� vasculars� de�

musculatura�llisa�estimulades�del�sèrum�però�no�en�les�cèl�lules�vasculars�de�musculatura�llisa�

inactives�(Mnjoyan�and�Fujise,�2003).�
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RESVERATROL�I�LA�VASORELAXACIÓ�

El�resveratrol�té�la�capacitat�de�modular�la�producció�de�vasoconstrictors�(com�l’endotelina�1)�

(Liu� et� al.,� 2003)� i� vasodilatadors� endògens� (com� el� NO)� (Das� et� al.,� 2005),� que� són� els�

responsables�de� la�motilitat�dels�vasos�sanguinis�que�estan�afectats�en� l’aterosclerosi.�En� les�

cèl�lules� vasculars� de� musculatura� llisa� l’estrès� oxidatiu� incrementa� l’endotelina�1.� El�

resveratrol� inhibeix� la� secreció� d’endotelina�1� mitjançant� l’atenuació� de� l’activador� de� la�

proteïna�1,� i� interfirient� en� la� via� de� l’ERK1/2� a� través� de� la� reducció� de� la� formació� de� les�

especies� reactives� de� l’oxígen� (ROS)� (Liu� et� al.,� 2003).� El� resveratrol� també� pot� reduir�

l’expressió� de� l’endotelina�1� modulant� varis� del� seus� estimuladors� com� podrien� ser�

l’angiotensina�II�(Miyazaki�et�al.,�2008),�trombina,�PDGF�A�i�TNF��.�Aquesta�acció�és�deguda�a�

l’atenuació�per�part�del�resveratrol�de�la�fosforilació�de�diversos�enzims,�com�el�p70(S6K),�PKB,�

ERK� y� ERK1/2,� involucrats� en� la� hipertrofia� regulada� per� l’angiotensina� II� (Olson� et� al.,�

2005;Haider�et�al.,�2002).�

La�vasorelaxació�també�pot�ser�dependent�de�la�producció�d’òxid�nítric.��El�resveratrol�modula�

els�nivells�de�NO�mitjançant� la�seva�acció�sobre� la�eNOS� i� la� iNOS.�En�condicions�normals� les�

cèl�lules� endotelials� produeixen� NO� a� baixes� concentracions� per� a� controlar� la� dilatació� dels�

vasos�sanguinis.�No�obstant,�en�situacions�avançades�d’arteriosclerosi,�s’han�trobat�nivells�de�

NO� elevats.� El� resveratrol� ha� mostrat� la� seva� capacitat� per� relaxar� l’endoteli� intacte,� contret�

prèviament,�de�l’aorta�de�rates�a�través�de�l’augment�del�NO�via�eNOS�(Andriambeloson�et�al.,�

1997;Flesch� et� al.,� 1998).� Tot� i� que� en� arteries� aïllades� d’humans� amb� malaltia� coronaria,� la�

capacitat� de� vasorelaxació� mitjançant� mecanismes� NO�dependents� es� perd,� en� canvi� pot�

aparèixer� una� dilatació� deguda� a� mecanismes� NO�independents� (Cruz� et� al.,� 2006).� A� nivell�

molecular,� el� resveratrol� pot� comporta�rse� com� un� fitoestrogen� sobreestimulant� la� eNOS� i�

augmentant� l’activitat� promotora,� l’estabilització� del� mARN� eNOS� i� la� pròpia� activitat� de� la�

eNOS,�modulada�per�l’activitat�del�factor�transcriptor�Sp1�(Wallerath�et�al.,�2002).�

La� vasorelaxació� també� pot� ser� dependent� de� la� ruta� del� cGMP,� ja� que� el� resveratrol�

incrementa� el� cGMP� en� las� arteries� coronaries,� degut� majoritàriament� a� l’activació� de� la�

guanilil� ciclasa� particulada� (El�Mowafy,� 2002).� A� nivell� molecular,� la� cGMP/kinasa�G� és� un�

antiproliferatiu�de�la�senyalització�en�les�cèl�lules�de�musculatura�llisa�i�a�més�a�més�dilata�els�

vasos� sanguinis� a� través� de� la� reducció� del� calci� intracel�lular.� La� vasorelaxació� produïda� pel�

resveratrol�pot�ser�atribuïda�a�la�capacitat�que�té�d’estimular�els�canals�K+/Ca2+�(Li�et�al.,�2000),�

i�augmentar�el�NO�a�nivell�endotelial.�
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RESVERATROL�I�L‘AGREGACIÓ�PLAQUETÀRIA�

L’agregació� plaquetària� excessiva� o� inapropiada� pot� liderar� la� formació� del� trombo,� i� en�

conseqüència� obstruir� el� vas� sanguini.� El� resveratrol� redueix� l’agregació� plaquetaria� induïda�

per�la�trombina�i�l’ADP�(Bertelli�et�al.,�1995;Olas�et�al.,�2002;Wang�et�al.,�2002e).�La�trombina�

disminueix� l’activitat�endotelial�de� la�ectonucleotidasa�provocant�alts�nivells�d’ADP�i�ATP�que�

lideren�l’activació�endotelial�plaquetària�(Kaneider�et�al.,�2004).�A�més�a�més,�l’activació�de�les�

plaquetas�per�la�trombina�produeixen�ROS,�el�resveratrol�tindria�la�capacitat�antiradicalària�per�

a�neutralitzar�aquestes�especies� (Olas�and�Wachowicz,�2005).�Un�altre�component� involucrat�

en� la�agregació�plaquetària�seria�el� factor�activador�plaquetari� (Fragopoulou�et�al.,�2000)� i�el�

resveratrol� podria� inhibir� l’efecte� pro�agregant� i� pro�inflamatori,� degut� a� la� alliberació� de�

tromboxans� A2� i� leucotriens,� estimulats� pel� factor� activador� plaquetari� (Shigematsu� et� al.,�

2003).�

La� síntesi� d’eicosanoids� i� leucotriens� de� l’àcid� araquidònic� està� molt� relacionada� amb�

l’agregació� plaquetaria� i� es� troben� involucrades� diverses� rutes� metabòliques� com� la� de� la�

lipooxigenasa,� la� de� la� ciclooxigenasa� i� la� de� la� prostaglandina� H.� El� resveratrol� inhibeix� les�

lipooxigenasas� prevenint� la� alliberació� de� substàncies� pro�inflamatòries,� i� consecuentement�

bloquejant� la� síntesi� d’hepoxilines,� mediadores� de� la� mobilització� del� calci,� permeabilitat�

vascular�i�l’activació�dels�neutròfils.�El�resveratrol�també�modula�la�ruta�de�les�ciclooxigenases,�

inhibint�de� forma�preferent� l’activitat�de� la�COX1.�Les�2� isoformes�de� les�COX�(COX1� i�COX2)�

juguen� un� paper� fonamental� en� la� síntesi� de� prostaglandines� que� regulen� l’homeòstasis�

vascular.�Els�tromboxans�A2,�que�es�troben�sintetitzats�per� la�COX1�en�les�plaquetes,�són�uns�

potents�inductors�de�l’agregació�plaquetària�i�de�la�vasoconstricció.�Mentre�les�prostaciclines,�

sintetitzades� per� la� COX2� en� les� cèl�lules� vasculars� de� l’endoteli,� són� un� potent� antiagregant�

plaquetari�i�vasodilatador.��In�vivo�la�capacitat�antiagregant�del�resveratrol�s’ha�comprobat�en�

conills� en� els� que� es� bloqueja� l’agregació� plaquetària� induïda� per� una� dieta�

hipercolesterolèmica.� També� s’ha� demostrat� en� ratolins� genèticament� hipercolesterolèmics�

(apoE�/�/LDLR�/�)� reduint� l’àrea� arterioscleròtica� i� la� mida� del� trombo� en� l’endoteli� induït�

mitjançant�làser.��
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RESVERATROL�I�MODULACIÓ�DE�FACTORS�NUCLEARS�

El� resveratrol� té� la� capacitat� de� modular� la� comunicació� cel�lular� i� l’expressió� de� gens�

involucrats�en�el� desenvolupament�de� la�arteriosclerosi� com� la� cascada�MAPK.�El� resveratrol�

pot�actuar�inhibint�la�fosforilació�de�la�proteïna�quinasa�C�(Stewart�et�al.,�1999),�PI3K,�Akt/PKB�i�

ERK1/2/JNK/p38�que�activen�la�cascada�MAPK�(Delmas�et�al.,�2005b).�

En� referència� a� la� capacitat� de� modificar� l’expressió� genètica,� el� resveratrol� té� la� capacitat�

d’actuar� sobre� els� factors� nuclears� com� el� NF�B,� que� està� implicat� tant� en� la� iniciació� i� la�

progressió� de� l’arteriosclerosi,� com� també� en� processos� cancerígens� (Thurberg� and� Collins,�

1998).�Mitjançant� l’atenuació�de� l’activitat�d’alguns�factors�nuclears�com�l’AP�1,�GATA�o�el� ja�

anomenat�anteriorment�NF�B,�el� resveratrol�pot�modular� l’expressió�de�diversos�gens� (iNOS,�

COX�2,�ET�1,�MCP�1,�VCAM�1,�ICAM�1,�SR�A,�IL�1,�IL�6)�(Tsai�et�al.,�1999;Murias�et�al.,�2004;Liu�

et� al.,� 2003;Collins� and� Cybulsky,� 2001)� molt� involucrats� en� l’arteriosclerosi� i� en� la� resposta�

inflamatòria�(Delmas�et�al.,�2005b).�

RESVERATROL�i�INFLAMACIÓ�

La� inflamació� presenta� un� rol� molt� important� en� el� desenvolupament� de� la� malaltia�

cardiovascular.�Les�ciclooxigenases�tenen�un�paper�crucial�en� la�producció�de�molècules�pro�

inflamatòries,� i� el� resveratrol� és� un� inhibidor� efectiu� de� l’activitat� ciclooxigenasa� in� vivo.� En�

rates�amb�una�administració�de�resveratrol�intravenós�disminueix�la�inflamació�associada�a�la�

formació� de� superòxid� generat� mitjançant� isquèmia/reperfusió,� producció� d’oxidants� per�

hipoxantina/xantina�oxidasa�o�per� l’activació�del� factor�plaquetari.�No�obstant�no�afecta�a� la�

inflamació�provocada�pels�leucotriens�B4,�un�mecanisme�independent�a�la�ruta�del�superòxid.�

Per� un� altre� banda,� el� resveratrol� contribueix� a� la� reducció� de� la� resposta� inflamatòria� en�

l’arteriosclerosi� quan� els� macròfags,� cèl�lules� de� musculatura� llisa� o� cèl�lules� endotelials� són�

activades� i� produeixen� nombrosos� productes� pro�inflamatoris,� com� és� el� cas� del� TNF�,�

interleukina�6,� la� proteïna� 1� quimioatraient� dels� monòcits� (CMP�1)� (Zhu� et� al.,� 2008).� El�

resveratrol�té�la�capacitat�de�disminuir�la�producció�de�citocines�pro�inflamatòries,�que�regulen�

l’expressió�de�les�molècules�d’adhesió�(VCAM�1�i�ICAM�1).�Aquesta�inhibició�ocorre�en�rates�al�

mateix� nivell� en� un� interval� de� concentracions� plasmàtiques� molt� ampli� (d’un� fins� a� 100�

mmol/L),�això�suggereix�que�el�resveratrol�pot�actuar�com�a�un�interferent�ràpid�de�la�senyal�

molecular�en�el�mecanisme�de�l’expressió�de�les�VCAM�1�i�ICAM�1.��
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3.2.4.2.�CÀNCER�

La�mortalitat�deguda�a�malalties� relacionades�amb�el�càncer,� segons�el�Ministeri�de�Sanitat� i�

Consum�espanyol�(2004),�representa�un�26.1%�de�la�mortalitat�total,�aquestes�dades�podrien�

ser�extrapolades�a�la�gran�majoria�de�països�desenvolupats�(Ministerio�de�Sanidad�y�Consumo.,�

2004).�

En� 1997� Jang� i� col�laboradors� van� publicar� els� potencials� efectes� quimiopreventius� i�

quimioterapèutics�del�resveratrol�sobre�els�tres�estadis�de�la�carcinogènesi�(iniciació,�promoció�

i�progressió)�(Jang�et�al.,�1997).�

RESVERATROL�I�ANGIOGÈNESI�

La� creació� de� nous� vasos� sanguinis� és� una� etapa� essencial� en� el� creixement� de� tumors� de�

diàmetre�superior�a�2�3�mm�(Baur�and�Sinclair,�2006).�Dosis�regulars�de�2,5�a�100�mg/kg�de�pes�

corporal�de�resveratrol�en�rates�inhibeix�la�neovascularització�induïda�per�tumors�prèviament�

induïts�(Tseng�et�al.,�2004)�i�cicatritzats�(Brakenhielm�et�al.,�2001).�A�dosis�diàries�de�48�g/kg�

de�pes�corporal�en�ratolins,�el�resveratrol�té�la�capacitat�d’inhibir�la�vascularització�en�assaigs�

de� butxaca� corneal� (“corneal� micropocket”)� (Brakenhielm� et� al.,� 2001).� El� resveratrol� pot�

modular�diversos�enzims�i�factors�involucrats�en�l’angiogènesi�com�són�les�COX,�ODC�i� la�PKC�

(Baur�and�Sinclair,�2006;Delmas�et�al.,�2005a).�De�tots�aquests�treballs�es�desprèn�la�hipòtesi�

de�que�el�resveratrol�podria�tenir�un�paper� important�en�la� inhibició�de�la�vascularització� i�el�

creixement�dels�tumors�cancerígens.�

RESVERATROL�I�ENZIMS��

Estudis�epidemiològics�han�evidenciat�que� la� inhibició�de� la�COX�a� llarg�termini�podria�reduir�

significativament�el�risc�de�desenvolupar�diversos�tipus�de�càncer.�La�privació�de�la�codificació�

del�gen�de�la�COX�2�protegeix�a�ratolins�amb�càncer�colorectal.�El�resveratrol�redueix�l’activitat�

total�de�la�COX�en�tumors�i�teixits�normals�in�vivo�mitjançant�la�inhibició�de�l’activitat�de�la�COX�

1�i�la�reducció�de�la�COX�2�(Baur�and�Sinclair,�2006).�

L’ornitina�decarboxilasa�(ODC)�també�té�un�paper�important�en�la�carcinogènesi�a�través�de�la�

inhibició�de�la�PKC�(Stewart�et�al.,�1999).�El�resveratrol�no�inhibeix�directament�l’activitat�de�la�

ODC� (Schneider� et� al.,� 2000),� però� redueix� la� seva� expressió� in� vivo� i� pot� prevenir� la� seva�

inducció�per�carcinògens�(Afaq�et�al.,�2003).�Per�aquest�motiu�el�resveratrol�podria�enlentir�el�

desenvolupament�del�tumor�a�través�de�múltiples�mecanismes�complementaris.�
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RESVERATROL�I�EL�METABOLISME�DE�MEDICAMENTS�

El�metabolisme�de�fàrmacs�està�dividit�en�dos�fases�que�involucren�diferents�tipus�d’enzims.�En�

general,�els�enzims�de� Fase� I,� consisteixen�principalment�en�el� citocrom�P450s� i�en� les� flavin�

monooxigenases.� Aquests� enzims� oxiden,� redueixen� o� hidrolitzen� molècules� estranyes� per�

convertir�les� en� molècules� més� polares� que� facilitaran� la� seva� posterior� excreció,� tot� i� que�

aquests� enzims,� els� citocroms� P450s� majoritàriament,� també� poden� estar� implicats� en�

l’activació� d’alguns� pro�cancerígens.� Els� enzims� de� Fase� II� inclouen� enzims� conjugadors� i�

antioxidants�que�són�els�encarregats�de�detoxificar� les�molècules�més�perilloses,� incloent�els�

productes�tòxics�provinents�dels�enzims�de�Fase�I.�Existeixen�diversos�agents�quimiopreventius�

que� incrementen� l’activitat� dels� enzims� de� Fase� II,� considerats� com� una� prometedora�

estratègia�enfront�la�prevenció�del�càncer.�

El�resveratrol,�in�vitro,�inhibeix�l’activitat�enzimàtica�de�diversos�citocroms�P450s�(Chang�et�al.,�

2000;Yu�et�al.,�2003a)�i�a�més�bloquegen�la�seva�transcripció�mitjançant�antagonistes�del�seu�

receptor�aril�hidrocarboni� (Ciolino�et�al.,�1998;Ciolino�and�Yeh,�1999).�No�obstant� la� inhibició�

del�citocrom�P450�podria�alterar�la�farmacocinètica�d’altres�fàrmacs.�El�resveratol�s’ha�mostrat�

com�un�potent� inductor�de� l’expressió�dels�enzims�en�Fase� II� in� vitro� (Cao�and�Li,�2004).�Per�

aquests�motius,�el�resveratol�es�confirma�com�un�inhibidor�dels�gens�que�codifiquen�els�enzims�

de�Fase� I� i�com�activador�dels�enzims�de�Fase� II�mitjançant�cADN�array� i� la�PCR�transcriptasa�

reversa� usant� fetges� de� rates� tratades� amb� resveratrol.� Gràcies� a� la� seva� activitat� sobre� els�

enzims� metabolitzadors� de� medicaments,� el� resveratrol� pot� prevenir� l’activació� de� pro�

carcinògens� mentre� simultàniament� incrementa� la� capacitat� d’eliminar� molècules�

potencialment�perilloses.��

RESVERAROL�I�ALTERACIÓ�EN�EL�CICLE�CEL�LULAR�I�APOPTOSI�

Un� altre� mecanisme� pel� qual� el� resveratrol� podria� lluitar� contra� la� formació� de� tumors�

cancerígens�és�la� inhibició�del�cicle�cel�lular� i� inducció�de�l’apoptosi.�L’efecte�antiproliferatiu� i�

pro�apoptòtic� del� resveratrol� en� línies� cel�lulars� tumoroses� està� ampliament� documentat�

(Aggarwal�et�al.,�2004)�i�es�basa�en�la�inhibició�del�cicle�cel�lular�de�proteïnes�(Yu�et�al.,�2003b)�i�

l’augment�de�l’apoptosi�en�models�tumorals�in�vivo�(Fulda�and�Debatin,�2006).�Altres�estilbens�

com�el�pteroestilbè� també�poden�actuar� inhibint�el�creixement�o�activant� l’apoptosi�cel�lular�

en�el�melanoma�B16�(Ferrer�et�al.,�2005;Ferrer�et�al.,�2007),�aquests�efectes�podrien�ser�deguts�

per� la� mediació� dels� estilbens� sobre� la� generació� de� NO,� un� potencial� regulador� biològic� de�

l’apoptosi�(Chung�et�al.,�2001).�
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RESVERATROL�I�ESTRÈS�OXIDATIU�

Les�espècies�reactives�de�l’oxigen�participen�en�la� iniciació�i� la�progressió�del�càncer,�alterant�

l’ADN� i�altres�macromolècules� (Hansen�et�al.,�2007;Sgambato�et�al.,�2001).�El� resveratrol�pot�

actuar� directament� en� la� modulació� dels� enzims� antioxidants,� que� pertanyen� als� enzims� de�

Fase�II,�a�més�el�resveratrol�pot�tenir�activitat�antioxidant�de�per�se,�tot�i�que�no�seria�la�seva�

activitat� principal.� In� vivo,� el� resveratrol� incrementa� la� capacitat� antioxidant� del� plasma� i�

disminueix�la�peroxidació�lipídica�(Wenzel�et�al.,�2005;Sengottuvelan�et�al.,�2006),�no�obstant�

existeix�una�gran�dificultat�en�valorar�si� l’efecte�antioxidant�del�resveratrol�és�degut�a�la�seva�

activitat�o�a�la�seva�capacitat�de�modular�els�enzims�de�Fase�II.�

�

3.2.4.3.�RESVERATROL�I�ENVELLIMENT�

El� envelliment� és� un� procés� natural� que� avança� de� forma� inalterable� en� tots� els� organismes�

vius.� Els� mecanismes� bioquímics� involucrats� en� l’envelliment� són� encara� confusos,� un� dels�

factors� més� conegut� i� rellevant� és� el� genètic.� No� obstant,� actualment,� els� factors�

medioambientals,�en�els�que�s’inclou�l’alimentació�estan�augmentant�el�seu�protagonisme,�ja�

que� podrien� estar� involucrats� en� l’expressió� i/o� alteració� gènica.� Un� exemple� que� evidència�

aquesta�situació�va�ser�demostrat�en�la�illa�de�Okinawa,�on�existeixen�varies�famílies�japoneses�

amb� una� elevada� esperança� de� vida.� Part� d’aquesta� població� va� emigrar� a� Brasil� i�

progressivament�van�anar�modificant�els�seus�hàbits�alimentaris�(canviant�una�dieta�basada�en�

peix�i�hortalisses�per�una�dieta�amb�una�ingesta�calòrica�superior�al�30%�i�amb�un�consum�alt�

de�carns�grasses)�provocant�una�disminució�en�la�seva�su�esperança�de�vida.�

Observacions� epidemiològiques� (Willcox� et� al.,� 2007a;Willcox� et� al.,� 2006;Willcox� et� al.,�

2007b;Willcox� et� al.,� 2007c)� i� assaigs� amb� animals� (Sinclair,� 2005;Ingram� et� al.,� 2004)� han�

mostrat�que�una�reducció�d’entre�un�30�i�un�40%�de�la�ingesta�calòrica�habitual�(ad�libitum)�és�

la�forma�més�robusta�i�reproduïble�per�retardar�el�envelliment�i�les�malalties�relacionades�amb�

aquest�procés�i�d’aquesta�manera�augmentar�l’esperança�de�vida�(Roth�et�al.,�2005;Roth�et�al.,�

2000).� La� restricció� calòrica� redueix� l’arteriosclerosi� (Rajala� and� Scherer,� 2003),� la� inflamació�

(Chung�et�al.,�2002),�els�efectes�de�l’envelliment�(Kim�et�al.,�2002a;Kim�et�al.,�2002b;Kim�et�al.,�

2002c;Yu�and�Chung,�2001),�la�resistència�insulínica�en�el�teixit�adipòs�(Bergamini�et�al.,�2003),�

i�la�autofagia�lisosomal�(Bergamini�et�al.,�2003).�Aquest�fenomen�està�caracteritzat�per�un�gen�

silenciador,� disminuint� l’expressió� de� gens� metabòlics� com� és� el� cas� dels� que� codifiquen�
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l’hormona� del� creixement�IGF1� (Al�Regaiey� et� al.,� 2005;Masternak� et� al.,� 2006).� Sota� els�

efectes� de� la� restricció� calòrica,� el� consum� alterat� d’oxigen� modifica� la� ratio� NAD+/NADH� i�

lidera�l’activació�NAD+�depenent�de�la�sirtuïna�(Howitz�et�al.,�2003).�

La�sirtuïna�és�una�proteïna�denominada�reguladora�silenciosa�de� la� informació,� i�pertany�a� la�

família� de� les� deacetilases� NAD+�dependent.� En� mamífers,� set� gens� de� la� sirtuïna� han� esta�

identificats� (SIRT1�7)� (Baur� et� al.,� 2006b).� La� funció� principal� de� la� SIRT� 1� sembla� ser� la� de�

promoure�la�supervivència�i�la�resistència�al�estrès�en�temps�d’adversitat,�i�es�creu�que�intervé�

en� la� majoria� dels� efectes� beneficiosos� de� la� restricció� calòrica� (Guarente� and� Picard,� 2005).�

Degut� a� les� seves� prometedores� funcions,� diversos� autors� han� realitzat� un� exhaustiu� cribat�

entre� més� de� 20000� molècules,� per� identificar� 25� molècules� capaces� d’augmentar,� in� vitro,�

l’activitat�de�la�SIRT�1�(Howitz�et�al.,�2003).�El�resveratrol�ha�resultat�ser�un�potent�inductor�de�

l’activitat�de�la�SIRT�1.�

Posteriorment,� el� resveratrol� s’ha� estudiat� en� diversos� tipus� d’organismes� per� comprovar� el�

seu�potencial�efecte�sobre�les�sirtuïnes.�El�resveratrol�va�perllongar�l’esperança�de�vida�(Figura�

9)� en� llevats� (Saccharomyces� cerevisiae)� (Howitz� et� al.,� 2003),� en� organismes� invertebrats:�

Caenorhabditis� elegants� (Wood� et� al.,� 2004;Viswanathan� et� al.,� 2005)� i� Drosophila�

melanogaster� (Wood� et� al.,� 2004;Bauer� et� al.,� 2004);� i� més� recentment� en� vertebrats:�

Nothobranchius�furzeri�(Valenzano�et�al.,�2006)�i�en�ratolins�amb�dietes�hipercalòriques�(Baur�

et� al.,� 2006b)� (Figura� 10)� a� través� de� la� via� de� la� Situina�2� (Sir2)�dependent.� Tot� i� que,�

actualmente�alguns�autors�estan�posant�en�dubte�el�seu�efecte�(Garber,�2008).�
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ESPERANÇA�DE�VIDA�EN�ORGANISMES
TRACTATS�AMB�RESVERATROL

�

Figura�9.�Esperança�de�vida�en�organismes�tractats�amb�resveratrol�(Baur�and�Sinclair,�2006).�

La�SIRT�1�regula�diversos�processos�metabòlics�com�la�producció�de�glucosa�i�insulina�(Milne�et�

al.,�2007),�el�metabolisme�dels�lípids�(Baur�et�al.,�2006b)�i�la�supervivència�cel�lular�(Guarente�

and�Picard,�2005).�L’envelliment�també�es�caracteritza�per�estar�incrementades�les�alteracions�

en� el� metabolisme� de� proteïnes,� l’oxidació� lipídica� i� el� dany� de� DNA.� A� més� a� més� de� la�

regulació� de� la� SIRT� 1� pel� resveratrol,� aquest� és� un� potent� modulador� d’enzims� antioxidants�

capaços�de�reduir�les�altres�alteracions�involucrades�en�l’envelliment.�

�
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ESPERANÇA�DE�VIDA�EN�RATOLINS
TRACTACTS�AMB�RESVERATROL
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HCR:�Dieta�Hipercalòrica suplemetada amb Resveratrol�

�

Figura�10.�Esperança�de�vida�en�ratolins�tractats�amb�resveratrol�(Baur�et�al.,�2006a).�

�

3.2.4.4.�ISQUÈMIA�I�DANY�CEREBRAL��

La� malaltia� cerebrovascular� representa� un� 9.1%� de� la� mortalitat� total� a� Espanya,� segons� el�

Ministeri� de� Sanidad� i� Consum� (2004),� en� dones� arriba� fins� un� 11.3%� en� canvi� en� homes� no�

arriba�al�8%�(Ministerio�de�Sanidad�y�Consumo.,�2004).��

Diversos�estudis�han�mostrat�com�el�resveratrol�podria�actuar�protegint�del�dany�cerebral.�En�

rates�suplementades�diàriament�amb�resveratrol� intravenós�durant�21�dies,�van�mostrar�una�

millora� motora� i� una� disminució� significativa� del� volum� de� la� zona� afectada� per� la� isquèmia�

després� de� l’oclusió� de� l’arteria� cerebral� media� (Sinha� et� al.,� 2002).� A� jerbs,� un� tipus� de�

rosegador,�se’ls�va�inyectar�resveratrol�durant�o�immediatament�a�continuació�d’una�isquèmia�

cerebral�global�transitòria,�seguida�per�una�segona�dosis�a�les�24�hores,�disminuint�o�retardant�

la�mort�de� cèl�lules�neuronals� i� l’activació�de� les�cèl�lules�glials� en�el�hipocamp� (Wang�et�al.,�
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2002b).� Un� tercer� estudi� ha� mostrat� que� el� resveratrol� administrat� de� forma� intravenosa� va�

reduir�significativament�el�volum�isquèmic� i�el�contingut�d’aigua�cerebral�a�dosis�molt�baixes�

(100ng�a�1�g/kg�de�pes)�després�de�l’oclusió�de�l’arteria�cerebral�mitja�en�rates�(Wang�et�al.,�

2003).� Aques� resultats� suggereixen� que� el� resveratrol� té� la� capacitat� d’atravessar� la� barrera�

hematoencefàlica�i�d’exercir�els�seus�efectes�beneficiosos,�fins�i�tot�a�dosis�molt�baixes.�

�

3.2.4.5.�OBESITAT�I�DIABETIS�

La�restricció�calòrica�produeix�uns�perfils�metabòlics� interessants�pel�tractament�de�malalties�

relacionades� amb� l’envelliment� com� poden� ser� el� sobrepes/obesitat� (Baur� et� al.,� 2006b)� i� la�

diabetis�tipus�II�(Facchini�et�al.,�2001;Milne�et�al.,�2007).�

El� sobrepes� i� l’obesitat� s’han� convertit� en� la� gran� epidèmia� del� segle� XXI,� provocant� greus�

problemes�de�morbi�mortalitat�(Li�et�al.,�2005).�En�el�treball�de�Baur�et�al.�(Baur�et�al.,�2006b)�

en� ratolins� alimentats� amb� dietes� hipercalòriques,� suplementades� o� no� amb� resveratrol�

(22.4mg/kg� d),� i� comparats� amb� una� dieta� normocalòrica� seguits� durant� 2� anys.� Els� ratolins�

normocalòrics� van� mantenir� el� pes� corporal� sense� canvis� significatius� durant� tot� l’estudi,�

mentre� que� els� ratolins�amb�dietes� hipercalòriques�van� incrementar� molt�el� pes.�Els� ratolins�

amb� la�dieta�hipercalòrica�suplementada�amb�resveratrol� també�van�augmentar�de�pes�però�

mai�va�arribar�a�ser�tan�elevat�com�amb�la�dieta�no�suplementada�amb�resveratrol.�Tot�i�que�el�

més� destacable� de� l’estudi� va� ser� que� la� supervivència� dels� ratolins� suplementats� amb�

resveratrol�va�ser�igual�a�la�dels�ratolins�normocalòrics�i�molt�més�elevada�que�els�ratolins�que�

van�seguir�una�dieta�hipercalòrica�sense�adició�de�resveratrol.�Això�va�ser�degut�a�un�increment�

de�la�sensibilitat�de�la�insulina,�una�reducció�dels�nivells�del�factor�del�creixement�1�(IGF�1),�a�

un�augment�de�la�proteïna�quinasa�AMP�activada�i� l’activitat�de�la�PGC�1�,�un�major�nombre�

de�mitocondries�i�la�millora�de�la�funció�motora.�Aquest�estudi�mostra�com�el�resveratrol�pot�

reduir� varies� de� les� conseqüències� negatives� del� seguiment� d’una� dieta� hipercalòrica,� obrint�

una�nova�línia�d’investigació�en�relació�al�tractament�del�sobrepes�i�de�l’obesitat.�

La� diabetis� és� un� desordre� metabòlic� que� properament� assolirà� proporcions� d’epidèmia,�

l’Organització� Mundial� de� la� Salut� ha� predit� que� en� l’any� 2030,� aproximadament� uns� 370�

milions� de� persones� en� tot� el� món� patiran� aquesta� malaltia� (Amos� et� al.,� 1997;Wild� et� al.,�

2004).�La�diabetis,�eventualment,�lidera�el�risc�de�patir�patologies�tan�freqüents�com�la�malaltia�

cardio�� i� cerebro�vascular,� problemes� renals,� ceguera,� complicacions� neurològiques� i� mort�
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prematura�(Harris�et�al.,�1987;Patlak,�2002).�Existeixen�dos�tipus�de�diabetis:�la�tipus�I�i�la�tipus�

II,� molt� més� freqüent� que� l’anterior.� La� diabetis� tipus� II� es� caracteritza� per� un� complex�

mecanisme�fisiopatològic,�on�la�seva�principal�característica�és�el�dèficit�relatiu�de�la�producció�

d’insulina� i� una� deficient� utilització� perifèrica� pels� teixits� de� la� glucosa,� la� denominada�

resistència�a�la�insulina.�

En� estudis� amb� ratolins� amb� dietes� hipercalòriques,� el� resveratrol� va� protegir� als� ratolins�

enfront� la� resistència� a� la� insulina� (Lagouge� et� al.,� 2006;Baur� et� al.,� 2006b).� En� rates�

diabètiques�el�resveratrol�va�tenir�un�efecte�hipoglucemiant�(Chi�et�al.,�2007;Su�et�al.,�2006).�

Recentment� s’ha� trobat� que� aquest� polifenol� disminueix� la� secreció� d’insulina� de� les� illetes�

pancreàtiques� de� rates� normals� (Szkudelski,� 2006;Szkudelski,� 2007)� i� que� té� la� capacitat� de�

modificar� la� concentració� d’insulina� plasmàtica� (Chi� et� al.,� 2007;Su� et� al.,� 2006;Baur� et� al.,�

2006b;Chen�et�al.,�2007).�

D’una�altra�banda,�els�activadors�de�la�SIRT1�milloren�l’homeòstasi�de�la�glucosa�i�la�sensibilitat�

a� la� insulina� en� teixits� metabòlicament� molt� importants,� com� són� l’hepàtic,� el� muscular� i�

l’adipós� (Bordone� and� Guarente,� 2005;Cohen� et� al.,� 2004;Heilbronn� et� al.,� 2005;Nisoli� et� al.,�

2005;Imai� et� al.,� 2000).� El� resveratrol� sembla� actuar� com� a� mimètic� de� la� restricció� calòrica�

exercint� els� seus� efectes� beneficiosos� en� la� funció� metabòlica� i� mitocondrial� (Baur� et� al.,�

2006b;Howitz� et� al.,� 2003;Lagouge� et� al.,� 2006;Jarolim� et� al.,� 2004;Wood� et� al.,� 2004)� en�

mamífers.�Per�aquests�motius�poden�ser�un�tractament�molt�esperançador�contra� la�diabetis�

tipus�II,�entre�d’altres�malalties�relacionades�amb�l’envelliment�(Milne�et�al.,�2007).�
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3.2.5.�ANÀLISI�DE�RESVERATROL�I�DELS�SEUS�METABÒLITS�EN�MOSTRES�BIOLÒGIQUES�

�

3.2.5.1.�MÈTODE�D’EXTRACCIÓ�EN�FASE�SÒLIDA�DE�RESVERATROL�I�DELS�SEUS�METABÒLITS�EN�

MOSTRES�BIOLÒGIQQUES�

En�estudis�nutricionals,�on�la�concentració�dels�principis�actius�estudiats�poden�considerar�se�

molt�baixos�respecte�a�estudis�farmacològics�o�fins�i�tot�de�toxicitat,�es�fa�necessari�la�posada�a�

punt�de�mètodes�analítics�validats�de�gran�sensibilitat.�

Degut� a� la� complexitat� i� a� la� baixa� concentració� dels� analits� estudiats� (resveratrol� i� els� seus�

metabòlitos)� en� les� mostres� biològiques� de� l’estudi,� previ� a� l’anàlisi� cromatogràfic,� aquestes�

mostres�han�de�patir�una�etapa�preparativa.�

Les�tècniques�preparatives�tenen�tres�funcions�bàsiques:�a)�Reduir�compostos�interferents�que�

podrien�dificultar� la�posterior� identificació� i�quantificació�dels�analits�d’interès;�b)�Concentrar�

els�analits,�ja�que�com�succeeix�en�el�cas�del�resveratrol�en�mostres�biològiques�es�troben�en�

quantitats� molt� baixes� (nano� i� picomolars);� c)� Canviar� la� matriu� de� la� mostra,� per� facilitar� la�

detecció� per� espectrometria� de� masses,� ja� que� la� matriu� pot� provocar� supressió� iònica� i�

conseqüentment�impossibilitar�la�detecció�dels�nostres�analits.�

L’extracció�en�fase�sòlida�(SPE)�acompleix�les�tres�funcions�que�anteriorment�s’han�descrit�en�el�

mateix� pas� analític,� per� aquest� motiu� es� un� dels� mètodes� de� preparació� més� utilitzats� per�

mostres�biològiques.��

Addicionalment� el� volum� de� mostra� necessari� per� realitzar� el� SPE� pot� adaptar�se� a� les�

característiques�de�l’estudi� i�quan�es�tracta�d’estudis�clínics�o�epidemiològics,�on�es�disposen�

de� quantitats� molt� limitades� degut� al� gran� valor� de� les� mostres� biològiques� es� necessiten�

mètodes�molt�eficients,�com�és�el�cas�del�SPE.�

De�cartutxs�de�SPE�al�mercat�existeixen�cada�vegada�una�varietat�més�gran,�aquests�ofereixen�

una�amplia�gamma�de�possibilitats�depenent�de� la�naturalesa�química�dels�analits�estudiats� i�

de�les�substàncies�interferents.�Com�en�qualsevol�cromatografia,�la�interacció�dels�analits�i�dels�

interferents� amb� la� fase� estacionària� (adsorbent� del� cartutx)� i� la� fase� mòbil� (solvents)�

proporcionarà� uns� resultats� més� o� menys� adequats.� En� aquesta� memòria� s’expondrà� el�

funcionament�dels�cartutxs�SPE�del�tipus�HLB��de�Waters,�ja�que�són�els�emprats�en�l’apartat�

experimental.��
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3.2.5.1.1.�CARTUTXS�DE�SPE�CON�RELLENO�HLB�.�

El�farcit�HLB��està�format�per�un�sorbent�Hidrofílic�Lipofílic�Equilibrat.�Està�fabricat�amb�una�

relació� característica� de� monòmers� N�vinilpirrolidona� hidrofílica� i� divinilbenzè� lipofílic.� És� el�

cartutx�habitual�de�fase�reversa,�tot�i�que�degut�a�la�seva�composició�millorada�presenta�unes�

unions�polars�neutres�que�ofereixen�una�millor�retenció�dels�analits�polars.�El�mètode�general�

recomanat�perr�utilitzar�aquests�cartutxs�es�detalla�a�continuació�de�forma�més�amplia.�

� Acondicionament� i� activació� del� cartutx.� Etapa� en� la� que� el� cartutx� es� renta� per�

eliminar� possibles� substàncies� interferents.� L’activació� també� serveix� per� preparar�

l’adsorbent�del�cartutx�pel�seu�ús.�

� Càrrega�de�la�mostra.�La�mostra�s’introdueix�en�el�cartutx,�depenent�del�cartutx�i�de�lo�

concentrada�que�estigui�la�mostra,�es�pot�carregar�més�o�menys�quantitat�de�mostra.�

Aquesta�mostra�prèviament�pot�haver�estar�tractada�amb�àcid�(per�hidrolitzar�enllaços�

proteïna�polifenols)� i� posteriorment� centrifugada� (per� eliminar� interferents� de� pes�

molecular�elevat).�Si�la�mostra�biològica�està�molt�concentrada�és�de�gran�utilitat�diluir�

la� mostra� prèviament� a� realitzar� la� càrrega� en� el� cartutx� per� evitar� colmatacions.� En�

aquesta� fase� també� s’ha� d’introduir� el� patró� intern� que� al� final� servirà� per� a� la�

quantificació.�

� Rentat�del�cartutx.�Depenent�del�mètode�poden�haver�hi�una�o�varies�etapes�de�rentat.�

Aquestes�serveixen�per�eliminar�el�màxim�nombre�d’interferents�sense�eluir�els�analits.�

� Elució.� En� aquesta� etapa,� després� d’haver� eliminat� un� gran� nombre� d’interferents�

s’elueix� mitjançant� solvents� amb� més� afinitat� per� l’analit� que� pel� farcit� del� cartutx.�

Aquesta� etapa� ha� de� ésser� el� més� exhaustiva� possible� per� recuperar� la� màxima�

quantitat�d’analit�en�el�mínim�volum.�Amb�l’analit�també�eluirem�els�interferents�de�la�

mostra� de� naturalesa�química� similar� a�els�nostres�analits� d’interès.�No�obstant,�una�

gran�part�dels�interferents�els�haurem�eliminat�en�l’etapa�del�rentat�i�alguns�més�que�

poden�ser�retinguts�en�el�cartutx�després�de�l’elució.�

� Evaporació� i� reconstitució.� Una� vegada� ja� hem� eluit� els� analits,� es� pot� evaporar� el�

solvent,�fins�una�certa�quantitat�de�dissolvent�o�fins�a�sequedat.�Posteriorment�s’ha�de�

reconstituir�els�analits�amb�la�menor�quantitat�possible�de�fase�mòbil.�D’aquesta�forma�

s’aconsegueix�concentrar�als�analits�i�canviar�la�matriu�de�l’analit.�

�
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3.2.5.2.� MÈTODE� D’ANÀLISI� MITJANÇANT� CROMATOGRAFIA� LÍQUIDA� ACOBLADA� A�

ESPECTROMETRIA�DE�MASSES�EN�TÀNDEM�

La� cromatografía� líquida� d’alta� eficàcia� (CLAE� o� HPLC)� és� la� tècnica� de� separació� per�

excel�lència�en�l’anàlisi�del�resveratrol�en�aliments�(Andres�Lacueva�et�al.,�2002;Cantos�et�al.,�

2002b;Lamuela�Raventós�et�al.,�1995;Wang�et�al.,�2002c)�i�en�mostres�biològiques�(Boocock�et�

al.,� 2007;Meng� et� al.,� 2004;Urpi�Sarda� et� al.,� 2005;Urpi�Sarda� et� al.,� 2007),� tot� i� que� alguns�

autors�prefereixen�l’ús�de�la�cromatografia�de�gasos�(Goldberg�et�al.,�2003;Soleas�et�al.,�2001).�

ELs� detectors� acoplaTs� a� l’HPLC� poden� ser� diversos� i� han� anat� canviant� a� mesura� que� ha�

evolucionat�la�instrumentació�analítica.�Quan�la�mostra�a�analitzar�es�troba�en�concentracions�

elevades�es�poden�emprar�els�detectors�de�ultravioleta�visible�i�és�preferible�si�es�disposa�d’un�

diode� d’array.� Els� isòmers� trans�� del� resveratrol� aglicó� i� del� glucòsid� són� habitualment�

detectats�a�306�nm.�No�obstant�els�dos�isòmers�cis��són�detectats�a�la�longitut�d’onda�de�285�

nm� (Romero�Perez� et� al.,� 2001).� Degut� a� que� el� límit� de� detecció� i� de� quantificació� que� ens�

proporciona� aquesta� tècnica� de� detecció� espectrofotomètrica� són� relativament� alts� o� no�

suficientment� sensibles� per� a� detectar� analits� a� concentracions� baixes,� pocs� autors� escullen�

aquesta� metodologia� en� l’anàlisi� de� mostres� biològiques� (Juan� et� al.,� 1999;Walle� et� al.,�

2004;Zhu� et� al.,� 1999).� Actualment� la� majoria� de� determinacions� en� mostres� biològiques� es�

realitzen�amb�detectors�d’espectrometria�de�masses,�simple�quadrupol�(MS)�(Vitaglione�et�al.,�

2005;Yu�et�al.,�2002)�i�triple�quaprupol�(MS/MS)�(Boocock�et�al.,�2007;Meng�et�al.,�2004;Urpi�

Sarda� et� al.,� 2005;Urpi�Sarda� et� al.,� 2007;Yu� et� al.,� 2002).� Cada� cop� és� més� freqüent� l’ús�

d’aquesta� tecnologia,� fins� i� tot� en� l’anàlisi� d’aliments,� per� verificar� la� identificació� i� per�

quantificar�compostos�a�molt�baixes�concentracions�(Callemien�et�al.,�2005).�

Els�espectròmetres�de�masses�treballen�amb�molècules�ionitzades,�de�les�quals�identifiquen�els�

ions�en�funció�de�la�seva�relació�massa/càrrega�(m/z).�Un�espectròmetre�de�masses�presenta�

tres�components�fonamentals:�la�font�d’ionització,�l’analitzador�de�massa�i�el�detector.�

La�font�d’ions�és�l’element�de�l’espectròmetre�que�ionitza�el�material�a�ésser�analitzat�(l’analit).�

Després� els� ions� són� transportats� pels� camps� magnètics� o� elèctrics� a� l’analitzador� total.� Les�

fonts� d’ionització� més� freqüents� en� l’actualitat� són� les� que� treballen� a� pressió� atmosfèrica�

(API),� i� entre� elles� destaca� la� d’ionització� per� electroespray� (ESI).� Aquesta� tècnica� genera� els�

ions� en� la� fase� mòbil� abans� de� que� la� mostra� a� analitzar� arribi� a� l’espectròmetre� de� masses�

(Fenn�et�al.,�1989).�
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L’analitzador�de�massa�és�la�peça�més�flexible�de�l’espectròmetre�de�massa.�Utilitza�un�camp�

elèctric�o�magnètic�per�afectar� la� trajectòria�o� la�velocitat�de� les�partícules�carregades�d’una�

certa�manera.�D’espectròmetres�de�masses�existeixen�de�quatre�tipus:�a)�quadrupol;�b)�temps�

de� vol;� c)� trampa� d’ions;� d)� transformacions� de� Fourier.� Del� primer� tipus� es� poden�

subclassificar�bàsicament,�segons�el�nombre�de�quadrupols,�en�dos�tipus:�a)�quadrupol�simple�

(que�actua�de�quadrupol�analitzador);�b)�quadrupol�triple,�que�presenta�els�tres�quadrupols�en�

línia,�el�primer�(Q1)�i�el�tercer�(Q3)�actuen�com�analitzadors,�mentre�que�el�segon�actua�com�a�

cel�la�de�col�lisió� (CID)�en�mètodes�tàndem.�Els� ions�precursors�analitzats�en�Q1�s’acceleren� i�

col�lisionen� en� la� CID� per� fragmentar�se� donant� com� a� resultar� els� ions� productes� que� seran�

escanejats�en�Q3.�

En� el� cas� del� triple� quadrupol� es� poden� realitzar� els� quatre� tipus� d’experiments� en� tàndem�

(Figura�11)�que�es�resumeixen�en�la�Taula�4�i�que�es�detallen�a�continuació:�

� Product� Ion� Scan:� es� determinen� els� ions� fragmentats� que� procedeixen� d’un� ió�

precursor� concret.� És� la� tècnica� utilitzada� per� confirmar� la� identitat� d’un� compost�

determinat.�

� Precursor�Ion�Scan:�es�busquen�els�ions�precursors�d’un�únic�ió�producte.�És�la�técnica�

utilitzada�per�identificar�la�família�de�compostos�(metabòlits)�que�provenen�d’un�analit�

(aglicó).�

� Neutral�Loss�Scan:�es�mostren�tots�els�parells�d’ions�(ió�precursor�i�ió�producte)�que�

perden�un�fragment�neutre�constant.�És�la�tècnica�usada�per�identificar�d’una�barreja�

de� compostos� aquells� que� tenen� un� fragment� de� molècula� conegut� (per� exemple:�

molècules�que�tenen�un�glucurònid�o�un�glucòsid).�

� Multiple�Reaction�Monitoring� (MRM):� es� fixen� tan� les�masses�dels� ions�precursors� i�

ions� productes� a� analitzar.� És� la� tècnica� més� emprada� per� la� quantificació� de�

compostos,�ja�que�s’obtenen�els�límits�de�detecció�i�per�tant�els�de�quantificació�més�

baixos.�

L’element� final�de� l’espectròmetre�és�el�detector.�El�detector� registra� la�càrrega� induïda�o� la�

corrent� produïda� quan� un� ió� passa� a� prop� o� colpeja� una� superfície.� En� un� instrument�

d’exploració� la� senyal�és�produïda�en�el�detector�durant� la� trajectòria�de� la�mateixa� (en�què�

m/z)� i� produirà� un� espectre� de� massa,� un� expedient� del� m/z's� en� el� qual� els� ions� estan�

presents.�
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Taula�4.�Experiments�d’espectrometria�de�masses�en�tàndem�(MS/MS)�que�es�poden�realitzar�

en�múltiples�etapas.�

Experiment� Q1� Q3�

Product�Ion�Scan� Estàtic,�selecció�de�l’ió�

precursor�

Escanejat�

Precursor�Ion�Scan� Escanejat� Estàtic,�selecció�dels�ions�

producte�

Neutral�Loss�Scan� Escanejat,�sincronitzat�amb�

Q3�

Escanejat,�sincronitzat�amb�

Q1�

Multiple�Reaction�

Monitoring�

Estàtic,�selecció�de�l’ió�

precursor�

Estàtic,�selecció�dels�ions�

producte�

�

��
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Figura�11.�Esquema�dels�experiments�de�MS/MS�que�es�poden�realitzar�en�múltiples�etapas.
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3.3.�BIOMARCADORS�

Segons� l’Institut�Nacional� del� Càncer� un� marcador� biològic�és�una�molècula� biològica�que�es�

troba�en�la�sang,�altres�líquids�o�teixits�corporals,�i�és�un�signe�d’un�procés�normal�o�anormal,�o�

de�una�afecció�o�malaltia.�Un�marcador�biològic�pot�usar�se�per�determinar�la�resposta�del�cos�

a�un�tractament�per�una�malaltia�o�afecció.�

Un� biomarcador� també� pot� ser� utilitzat� en� epidemiologia� per� mesurar� l’exposició� a� diverses�

substàncies�medioambientals.�En�particular,�el�biomarcador�nutricional�és�un�compost�extern,�

com� podrien� ser� els� components� dels� aliments� o� una� variant� de� la� substància� externa�

processada�per�l’organisme,�un�metabòlit�analitzat�en�les�mostres�biològiques�dels�participants�

que�serveix�per�determinar�la�seva�exposició�o�ingesta�a�aquest�aliment�o�component.�

El�principal�objectiu�de�l’epidemiologia�nutricional�és�avaluar�els�efectes�de�la�dieta�en�el�risc�

de�patir�malalties.�Per�comprendre� fiablement�com� influeix� la�dieta�és�necessari� conèixer�de�

forma�precisa� la� ingesta� d’aliments� dels�participants.� La�valoració�de� la�dieta�es�pot� realitzar�

mitjançant�biomarcadors�nutricionals�o�a�partir�d’enquestes�alimentàries.�

3.3.1.�ENQUESTES�ALIMENTÀRIES�

Per� a� conèixer� el� consum� alimentari� individual� o� poblacional� es� disposa� de� les� enquestes�

alimentàries� que� estimen� el� consum� durant� un� període� de� temps� determinat.� Existeixen�

diferents� classificacions� de� les� enquestes,� però� una� de� les� més� habituals� és� en� funció� del�

període�de�temps�que�es�vol�avaluar:�

� Mesures�de�la�ingesta�dietètica�de�dies�concrets�o�actual�

o Registre� alimentari:� mètode� prospectiu� que� consisteix� en� sol�licitar� a� la�

persona�entrevistada�que�anoti�en�un�formulari�diàriament�durant�varis�

dies�(els�més�freqüents�són�els�de�3�dies),�els�aliments�i�begudes�que�va�

consumint�tant�en�a�casa�com�fora.�

o Recordatori�de�24�hores:�mètode�retrospectiu�que�consisteix�en�demanar�

al� subjecte� que� recordi� tots� els� aliments� i� begudes� ingerides� el� dia�

anterior�a�l’entrevista.�

�
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� Mesures�de�la�ingesta�habitual�

o Qüestionari�de�Freqüència�de�Consum:�mètode�retrospectiu�en�el�que�se�

li�administra�al�subjecte�una�llista�tancada�d’aliments�i�begudes�sobre�la�

que�es�sol�licita�la�freqüència�y�la�porció�de�consum�durant�un�periode�de�

temps�determinat�(6�mesos,�1�any).�

o Història�dietètica:�mètode�retrospectiu�que�inclou�un�o�varis�recordatoris�

de� 24� hores,� amb� la� finalitat� de� conèixer� la� ingesta� actual,� i� un�

qüestionari�de�freqüència�de�consum�per�conèixer�la�ingesta�habitual.�

En� el� capítol� del� llibre� d’Arija� Val� &� Fernández� Ballart� apareix� una� completa� revisió� de� les�

avantatges�i�limitacions�de�l’ús�de�les�diverses�enquestes�alimentàries�(Arija�Val�and�Fernández�

Ballart,�2002).� Les�avantatges� i� limitacions�de� les�enquestes�estan�en�gran�part� influenciades�

pel�mètode�d’administració�de�les�mateixes,�aquestes�poden�realitzar�se�mitjançant�entrevista,�

ja�sigui�en�persona�o�per�via�telefònica�o�autoadministrada.�L’entrevista�dóna�millors�resultats�

perquè� l’entrevistador� pot� facilitar� i� afavorir� la� resposta� del� qüestionari,� no� obstant� pot�

influenciar� de� forma� diferent� en� la� resposta� dels� participants� introduint� en� l’estudi� un� biaix�

degut�a�l’entrevistador�(Delgado�et�al.,�2008).�

3.3.2.� AVANTATGES� DELS� MARCADORS� BIOLÒGICS� � RESPECTE� A� L’ESTIMACIÓ� DIETÈTICA� o�

MARCADORS�DIETÈTICS.�

Beaton�et� al.� Va� declarar� que:� “Sempre� existeix� un� error� en� les� estimacions� dietètiques� i� el�

desafiament� actual� és� entendre,� estimar,� i� tenir� en� compte� aquest� error� estructural� durant�

l’anàlisi�de�les�dades”�(Beaton�et�al.,�1997).�Per�conèixer�aquest�error�és�necessari�disposar�de�

biomarcadors�que�reflexin�la�ingesta�real�dels�individus.�Aquests�biomarcadors�poden�arribar�a�

substituir� les� estimacions� dietètiques� tradicionals� (Kristal� et� al.,� 2005).� Tot� i� que� en� algunes�

situacions,� les� estimacions� dietètiques� són� encara� imprescindibles� degut� a� limitacions�

econòmiques�i�a�la�falta�de�biomarcadors�útils(Kelemen,�2006).�

Existeixen�tres�raons�principals�per�decantar�se�per�l’ús�de�biomarcadors�nutricionals�respecte�

a�les�enquestes�dietètiques�convencionals�(Potischman,�2003;Kelemen,�2006).�

1. Els�biomarcadors�nutricionals�són�més�precisos�que� les�estimacions�dietètiques.�Les�

enquestes,� sobre� tot� els� qüestionaris� de� freqüència� de� consum,� ofereixen� uns�

inconvenients� a� l’hora� d’identificar� correctament� l’aliment,� degut� a� la� gran� gamma�
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d’aliments� presents� en� el� mercat,� a� l’amplia� varietat� de� tècniques� culinàries�

disponibles� i� finalment� a� les� diferències� en� ingredients� i� en� preparació� de� receptes�

culinàries.�Un�altre� factor� limitant�és� la�quantificació�d’aquests�aliments,� tot� i�que�es�

faciliti�mitjançant�mesures�casolanes�i�llibres�de�fotos�sobre�aquestes�porcions.�També�

cal�destacar�que�existeix�la�tendència�entre�els�participants�a�sobreestimar�el�consum�

d’aliments� saludables� (per� exemple� fruites� i� verdures)� i� infravalorar� el� consum�

d’aliments� considerats� menys� saludables� (aliments� rics� en� greixos� saturats� i� begudes�

alcohòliques,�entre�d’altres)�(Spencer�et�al.,�2008).�

2. Les� enquestes� d’aliments� són� transformades� a� components� gràcies� a� les� bases� de�

dades�o�taules�de�composició�d’aliments�(TCA).�Les�TCA�presenten�moltes� limitacions�

en� quant� a� nombre� d’aliments,� variabilitat� en� composició� dels� aliments,� mètodes�

analítics� utilitzats� i� nombre� de� components� disponibles,� sobre� tot� en� el� cas� de�

components�minoritaris�com�poden�ser�els�polifenols.�També�s’ha�de�tenir�en�compte�

la�complexitat�de�saber�quines�són�les�TCA�més�adequades�per�l’estudi�i�com�utilitzar�

les�TCA�per�part�de�l’investigador�(Farran�Codina�and�Zamora�Ros,�2006).�

3. Els� biomarcadors� proporcionen� una� mesura� més� propera� de� l’estat� nutricional� que�

les� estimacions� dietètiques.� Això� és� degut� a� que� els� biomarcadors� integren� en� la�

mesura,� la�biodisponibilitat� i�el�metabolisme�del�component.�En�canvi� les�TCA�només�

informen�de�la�quantitat�present�en�l’aliment.�

La�funció�principal�dels�biomarcadors�nutricionals,�com�s’ha�comentat�anteriorment,�és�la�

de� conèixer� de� forma� menys� subjectiva� que� les� enquestes� alimentàries� el� consum� d’un�

component�o�grup�de�components�(es�tracti�d’un�nutrient�o�un�no�nutrient)�o�d’un�aliment�

o�un�grup�d’aliments.��

Una�funció�secundària�dels�biomarcadors�nutricionals�és�la�de�valorar�l’acompliment�d’una�

intervenció�nutricional.�Comprovar�objectivament�que�els�participants�realment�han�seguit�

el�tractament�o�la�suplementació,�en�aquest�cas�dietètica,�de�forma�correcta.�En�aquest�cas�

les� enquestes� alimentàries� no� podrien� substituir� l’ús� de� biomarcadors.� Per� exemple,� en�

l’estudi�PREDIMED�es�suplementa�la�dieta�habitual�amb�oli�d’oliva�verge�o�fruits�secs,�per�

verificar� que� els� participants� que� segueixen� aquestes� suplementacions� ho� estan� seguint�

correctament� les�pautes�se’ls�analitza�en�el�grup�de� l’oli�d’oliva�verge,� l’hidroxitirosol� i�el�

tirosol� en� orina� (polifenols� característics� de� l’oli� d’oliva),� també� s’analitza� l’àcid� oleic� en�
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plasma�(àcid�gras�característic�de�l’oli�d’oliva),�i�en�el�grup�dels�fruits�secs�l’àcid ��linolènic�

plasmàtic�(característic�de�les�nous)�(Estruch�et�al.,�2006).��

3.3.3.�CARACTERÍSTIQUES�DELS�BIOMARCADORS�NUTRICIONALS�O�MARCADORS�BIOLÒGICS�

La�gran�avantatja�que�presenten�els�biomarcadors�nutricionals�és�que�l’exposició�es�mesura�de�

forma� més� objectiva� que� en� les� enquestes� dietètiques.� Com� en� qualsevol� mesura� analítica�

correcte�biomarcador�ha�de�complir�els�clàssics�requisits�d’exactitud,�reproducibilitat,�fiabilitat�

i�validesa�(Marshall,�2003).�

A� més� a� més� qualsevol� biomarcador� nutricional� per� ser� considerat� útil� ha� de� satisfer� els�

següents�4�criteris�(Spencer�et�al.,�2008):�

1. Disposar� d’un� mètode� analític� qualitativa� i� quantitativament� robust.� És� necessari�

treballar� amb� la� metodologia� adequada� per� garantitzar� la� validesa� dels� resultats.� En�

components�minoritaris,�com�és�el�cas�dels�polifenols,�la�sensibilitat�i�especificitat�de�la�

tècnica�adquireixen�gran�importància.�Els�avenços�en�tècniques�d’anàlisi�químic,�com�és�

el� cas� de� LC�MS/MS,� estan� permitint� l’estudi� d’aquests� components� en� mostres�

biològiques�(Liu�et�al.,�2002;Day�and�Williamson,�2001).�

2. Les�concentracions�del�biomarcador�en�la�mostra�biològica�(teixit�o�biofluid)�han�de�

ser�sensibles�als�canvis�en�el�consum�del�compost�d’interès.�Aquesta�és�la�característica�

més�important�que�necessita�complir�un�biomarcador�nutricional.�En�aquest�apartat�és�

important�considerar�la�capacitat�que�té�el�biomarcador�de�discriminar�als�consumidors�

dels� no� consumidors,� en� el� caso� que� sigui� preceptiu,� com� en� qualsevol� prova�

diagnòstica,� ha� de� presentar� uns� bons� paràmetres� de� sensibilitat,� especificitat� i� unos�

valors�predictius�elevats,�minimitzant�els�falsos�positius�i�negatius.�També�cal�destacar�

la�capacitat�de�detectar�petits�increments�en�l’exposició,�mostrant�una�bona�correlació�

entre�mesura�i�exposició.�

3. El�biomarcador�ha�de�ser�específic�de�la�ingesta�del�component�d’interès.�Per�aquest�

motiu�qualsevol�variació�en�la�seva�concentració�ha�de�ser�el�resultat�en�un�canvi�en�el�

consum�del�component�d’interès.�En�aquest�apartat�apareixen�2�tipus�de�biomarcadors�

nutricionals:�a)�Biomarcador�de�consum�d’un�aliment�específic�o�d’un�grup�d’aliments�

(exemples�de�polifenols�i�vitamines�com�biomarcadors�nutricionals�es�poden�observar�a�

la� Taula� 5);� b)� Biomarcador� de� consum� d’un� component� o� grup� de� components�

específics�(exemples�Taula�6).�
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El�cas�ideal�seria�que�un�únic�aliment�tingués�el�component�d’interès,�d’aquesta�forma�

les� variacions� en� el� marcador� serien� degudes� exclusivament� a� les� variacions� en� el�

consum� d’aquest� aliment.� Aquesta� possibilitat� és� molt� complicada,� tot� i� que� alguns�

components� són� específics� d’uns� aliments� molt� concrets.� Aquest� és� el� cas� d’alguns�

polifenoles,� i� el� consum� d’aliments� rics� en� aquestes� substàncies� com� el� te,� cafè,� vi,�

soja,� ceba� (Spencer� et� al.,� 2008).� Per� millorar� l’especificitat� d’els� marcadors� és�

necessari� conèixer� més� detalladament� la� composició� dels� aliments,� sobre� tot� en�

components� minoritaris.� Paral�lelament� és� important� que� apareguin� més� estudis� de�

consum� d’aquests� components� para� conèixer� quines� són� les� fonts� dietètiques�

majoritàries�en�la�població�d’estudi.�

Els� biomarcadors� d’un� component� se� suposa� que� són� més� fàcils� de� trobar,� tot� i� que�

canvis� en� el� consum� no� tenen� necessàriament� que� reflexar�se� directament� en� el�

biomarcador�(Marshall,�2003).�Tots�els�marcadors�d’aliment�no�deixen�d’estar�inclosos�

dintre�d’aquest�apartat,�degut�a�que�quan�es�mesuren�les�isoflavones�en�plasma�s’està�

mesurant� l’exposició� d’isoflavones,� tot� i� que� com� aquestes� són� casi� exclusives� dels�

productes�de�la�soja�i�derivats,�es�pot�extrapolar�al�consum�d’aquets�grup�d’aliments.�

4. La�interpretació�del�biomarcador�és�més�complexa�que�la�de�la�enquesta�alimentària�

degut�a�que�el�biomarcador�també�té�en�compte�la�biodisponibilitat�del�component.�Per�

aquest�motiu�els�estudis�fàrmaco�o�nutri�cinètics�són�imprescindibles�per�aprofundir�en�

el� coneixement� de� l’absorció,� metabolisme� i� excreció� del� component.� En� el� cas� dels�

polifenols,� depenent� de� la� dosis,� del� temps� transcorregut� des� de� la� ingesta� i� de�

l’individu�poden�aparèixer�diferents�perfils�metabòlics�del�mateix�polifenol.�Per�aquest�

motiu�els�avenços�en�les�tècniques�analítiques�són�imprescindibles�per�poder�disposar�

del� perfil� total� de� metabòlits� del� polifenol.� Una� altra� possibilitat,� cada� vegada� menys�

emprada,� és� la� hidròlisi,� normalment� enzimàtica,� de� les� mostres� biològiques.�

L’inconvenient� és� que� es� perd� una� informació� que� pot� ser� molt� valuosa� sobre� quins�

metabòlits�i�la�quantitat�que�es�troben�presents�en�la�mostra�biològica.�

Una�limitació�de�l’ús�dels�biomarcadors�és�el�temps�de�vida�mitjana�dels�components�

en� la� mostra� biològica.� Existeixen� múltiples� exemples,� depenent� del� teixit� o� biofluid�

seleccionat,�de�biomarcadors�d’ingesta�a�curt�termini�(2�6�hores)�com�podrien�ser�els�

polifenols�en�plasma,�d’ingesta�a�mig�termini�(1�5�dies)�com�podrien�ser�els�polifenols�

en� orina,� i� de� llarg� termini� (setmanes� o� mesos)� per� exemple� el� seleni� en� ungles�
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(Marshall,�2003).�Depenent�de� la�nostra� investigació� ens� interessarà� més� seleccionar�

un�teixit/biofluid�o�un�altre,�perquè�la�informació�que�ens�oferirà�el�biomarcador�serà�

totalment�diversa:�a)�un�biomarcador�a�curt�termini�ens�informarà�d’una�ingesta�aguda�

(consum�puntual);�i�b)�un�biomarcador�a�mig/llarg�termini�ens�informarà�d’una�ingesta�

regular�o�habitual�(consum�continuat�en�el�temps).��

Una� altra� limitació� important� és� la� gran� variabilitat� interindividual� que� existeix� en� la�

majoria� de� respostes� metabòliques� quan� es� dóna� la� mateixa� quantitat/dosis� de�

component,�aquesta�és�una�situació�molt� freqüent�en�els�estudis�de�biodisponibilitat�

de�polifenols�(Urpi�Sarda�et�al.,�2005;Urpi�Sarda�et�al.,�2007;Manach�et�al.,�2004).�
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Taula�5.�Biomarcador�de�consum�de�components�o�grup�de�components�en�estudis�en�humans.�

Component� Biomarcador� Teixit/Biofluid� N� Enquesta�alimentària� Correlació�(r)� Referència�

Àcids�grassos� AG�Poliinsaturats�

AG�Monoinsaturats�

AG�Saturats�

Teixit�adipós�
subcutani�

321� 2�recordatoris�24h� 0.5�

0.22�

0.24�

(Plakke�et�al.,�1983)�

Greix�làctic� Àcid�pentadecanoic�
(C15:0)�

Teixit�adipós�
subcutani�

81� Registre�1�setmana�

FFQ�

0.63�

0.40�

(Wolk�et�al.,�1998)�

Energia� Aigua�doplement�
marcada�(2H2

18O)�
Orina�15�dies� 81� 4�Recordatoris�24h� 0.41� (Davies�et�al.,�1994)�

Nitrogen� Nitrogen� Orina�24h� 160�

8�

156�

�

FFQ�

28�dies�en�cambra�metabòlica�

16�dies�registre�amb�pesades�

FFQ�

Recordatori�24h�

Registre�7�días�

0.187�

0.16�0.70�

0.69�

0.24�

0.10�

0.65�

(Kipnis�et�al.,�2001)�

(Bingham�and�
Cummings,�1985)�

(Bingham�et�al.,�1997)�

Potassi� Potassi� Orina�24h� 156� 16�dies�registre�amb�pesades� 0.76� (Bingham�et�al.,�1997)�
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FFQ�

Recordatori�24h�

Registre�7�dies�

0.25�

0.51�

0.66�

Vitamina�C� Vitamina�C� Plasma� 127� 16�dies�registre�amb�pesades�

FFQ�

Recordatori�24h�

Registre�7�dies�

0.49�

0.26�

0.26�

0.22�

(Bingham�et�al.,�1997)�

Carotens� Carotens� Plasma� 156�

�

�

�

307�

16�dies�registre�amb�pesades�

FFQ�

Recordatori�24h�

Registre�7�dies�

FFQ�

0.2�0.69�

0.03�0.42�

0�0.19�

0.07�0.34�

0.11�0.52�

(Bingham�et�al.,�1997)�

�

�

�

�

Alfa�tocoferol� Alfa�tocoferol� Plasma� 307� FFQ� 0.41�0.52� �

Flavonol� Flavonol� Plasma�

Orina�24h�

10� Registre�7�dies� 0.75�

0.73�

(Noroozi�et�al.,�2000)�

Vitamina�K� Vitamina�K� Orina�24h� 9� 30�dies�en�cambra�metabòlica� 0.70� (Harrington�et�al.,�2007)�
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Daidzeïna� Daidzeïna� Plasma� 96� FFQ� 0.37� (Frankenfeld�et�al.,�
2003)�

Genisteïna� Genisteïna� Plasma� 96� FFQ� 0.43� (Frankenfeld�et�al.,�
2003)�

�

Taula�6.�Biomarcador�de�consum�d’un�aliment�o�grup�d’aliments�en�estudis�humans.�

Aliment� Biomarcador� Teixit/Biofluid� N� Enquesta�alimentària� Correlació�
(r)�

P� Referència�

Fruita�i�
Hortalisses�

Flavonoids�totals�

Naringenina�

Hesperitina�

Tamarixetina�

Isohamnetina�

Orina�24h� 94� Recordatori�3�dies� 0.35�

0.30�

0.38�

0.27�

0.28�

<0.001�

0.004�

<0.001�

0.01�

0.008�

(Nielsen�et�al.,�
2002)�

Fruita� Carotenoids�

Vitamina�C�

Ploretina�

Kamferol�

Plasma�

�

Orina�24h�

Orina�puntual�

161�

�

94�

53�

FFQ�

�

Recordatori�3�dies�

Recordatori�2�dies�

0.30�

0.25�

0.29�

0.30�

<0.01�

<0.01�

0.006�

0.03�

(Bogers�et�al.,�
2003)�

�

(Nielsen�et�al.,�
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Lignans� Orina�24h� 98� FFQ/Recordatori�2�dies� 0.27� 0.008� 2002)�

(Mennen�et�
al.,�2006)�

(Lampe�et�al.,�
1999)�

Hortalisses� Carotenoids�

Vitamina�C�

Quercetina�

Enterolactona�

Plasma�

�

Orina�24h�

Orina�24h�

161�

�

94�

53�

FFQ�

�

Recordatori�3�dies�

Recordatori�2�dies�

0.32�

0.34�

0.28�

0.31�

<0.01�

<0.01�

0.007�

0.02�

(Bogers�et�al.,�
2003)�

�

(Nielsen�et�al.,�
2002)�

(Mennen�et�
al.,�2006)�

Suc�de�fruites� Hesperitina�

Isohamnetina�

Naringenina�

Hesperitina�

Àcid�gàlic�

4�O�metilgàlic�

Orina�24h�

Orina�puntual�

�

�

�

�

94�

53�

Recordatori�3�dies�

Recordatori�2�dies�

0.32�

0.30�

0.44�

0.39�

0.33�

0.37�

0.002�

0.03�

0.001�

0.004�

0.02�

0.006�

(Nielsen�et�al.,�
2002)�

(Mennen�et�
al.,�2006)�
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Naringenina� Orina�24h� 0.37� 0.007�

Cafè� Àcid�clorogènic�

Àcid�cafeic�

Àcid�isoferúlic�

Orina�puntual�

�

Orina�24h�

53�

�

344�

Recordatori�2�dies�

�

FFQ�

0.63�

0.29�

0.18�0.26�

<0.001�

0.03�

<0.001�

(Mennen�et�
al.,�2006)�

�

(Hodgson�et�
al.,�2004b)�

Te� Ácido�m�cumárico�

Ácido�clorogénico�

Ácido�gálico�

4�O�metilgálico�

4�O�metilgálico�

Orina�puntual�

�

�

�

Orina�24h�

53�

�

�

�

344�

Recordatori�2�dies�

�

�

�

FFQ�

0.44�

0.31�

0.45�

0.54�

0.50�0.57�

0.001�

0.03�

<0.001�

<0.001�

<0.001�

(Mennen�et�
al.,�2006)�

�

�

�

(Hodgson�et�
al.,�2004a)�

Vi� Àcid�gàlic�

4�O�metilgàlic�

Àcid�cafeic�

Àcid�gàlic�

4�O�metilgàlic�

Orina�puntual�

�

Orina�24h�

53� Recordatori�2�dies� 0.45�

0.37�

0.38�

0.70�

0.52�

<0.001�

<0.006�

0.005�

<0.001�

<0.001�

(Mennen�et�
al.,�2006)�
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Poma� Ploretina�

Àcid�m�cumàric�

Isohamnetina�

Kamferol�

Ploretina�

Orina�puntual�

Orina�24h�

53� Recordatori�2�dies� 0.60�

0.36�

0.31�

0.45�

0.35�

<0.001�

0.009�

0.02�

<0.001�

0.01�

(Mennen�et�
al.,�2006)�

Raïm� Naringenina� Orina�puntual� 53� Recordatori�2�dies� 0.31� 0.02� (Mennen�et�
al.,�2006)�

Fruites�cítriques� Hesperitina�

Naringenina�

Hesperitina�

Naringenina�

Orina�puntual�

�

Orina�24h�

53� Recordatori�2�dies� 0.52�

0.56�

0.46�

0.37�

<0.001�

<0.001�

<0.001�

0.007�

(Mennen�et�
al.,�2006)�

Llegums� Isoflavones�

Lignans�

Orina�24h� 19� Recordatori�3�dies� 0.668�

0.492�

<0.01�

<0.05�

(Adlercreutz�
et�al.,�1991)�

Soja�i�derivats� Isoflavones�

Isoflavones�

Orina�24h�

Orina�24h�

60�

98�

FFQ�

FFQ/Recordatori�5�dies�

0.5�

0.39�

<0.001�

<0.001�

(Chen�et�al.,�
1999)�

(Lampe�et�al.,�
1999)�
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Soja�bullida� Isoflavones�

Lignans�

Orina�24h� 19� Recordatori�3�dies� 0.76�

085�

<0.001�

<0.001�

(Adlercreutz�
et�al.,�1991)�

Derivats�soja� Isoflavones� Orina�24h� 19� Recordatori�3�dies� 0.59� <0.01� (Adlercreutz�
et�al.,�1991)�

Proteïna�soja� Isoflavones� Orina�del�matí� � Recordatori�3�dies� 0.61� <0.001� (Maskarinec�
et�al.,�1998)�

Blat�i�cibada�
integrals�

Alkilresorcinols� Plasma� 30� 3�dies�registre�amb�
pesadas�

0.58� <0.001� (Landberg�et�
al.,�2008)�
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4. PART�EXPERIMENTAL�

Amb� la� finalitat�d’aconseguir�els�objectius�d’aquesta� tesi�es�va�plantejar�una�metodologia�de�

treball�dividida�en�els�següents�tres�apartats:�

4.1.�METODOLOGIA�

4.1.1.�Disseny�dels�estudis��

Per� a� la� realització� d’aquesta� tesi� s’han� utilitzat� dades� i/o� mostres� de� 3� assags� clínics� i� d’un�

estudi� de� cohorts,� resumits� en� les� publicacions� i� que� a� continuació� es� detallen� més�

ampliamente.�

4.1.1.1. ESTUDIS�CLÍNICS�

4.1.1.1.1.�CAVA�versus�GINEBRA�

Per� a� la� realització� d’aquest� primer� treball,� es� va� dissenyar� un� estudi� clínic� prospectiu,�

aleatoritzat,�creuat,�controlat�i�a�simple�cec�portat�a�terme�conjuntament�amb�l’Hospital�Clínic�

de�Barcelona�(Vazquez�Agell�et�al.,�2007).�Es�van�reclutar�20�homes�sans,�d’entre�25�i�50�anys,�

normopes�o�amb�un�lleuger�sobrepes�[IMC=�25.2�(1.3)�kg/m2],�dels�quals�cap�d’ells�va�declarar�

cap� dels� següents� criteris� d’exclusió:� diabètic,� fumador,� hipertens,� amb� nivells� de� colesterol�

LDL� plasmàtic� superior� a� 160mg/dL,� HDL<40mg/dL,� i� absència� de� qualsevol� patologia�

cardiovascular,� història� familiar� de� malaltia� prematura� cardiovascular,� malaltia�

cerebrovascular,�malaltia�vascular�perifèrica,�infecció�por�VIH,�malalties�hepàtiques�degudes�a�

l’alcohol,�càncer�o�alguna�infecció�aguda�greu.�A�més�cap�voluntari�va�consumir�medicaments,�

ni�suplements�vitamínics�durant�el�període�de�realització�de�l’estudi.�Tots�els�participants�eren�

consumidors� moderats� de� begudes� alcohòliques� al� menys� durant� els� 5� anys� previs� a� l’inici�

d’aquest�estudi.�

Les�dos�intervencions�van�consistir�en�la�ingesta�de�30g�d’alcohol�al�dia�durant�4�setmanes,�en�

forma�de�cava�(300mL/d)�o�de�ginebra�(100mL/d)�per�avaluar�les�diferències�entre�els�efectes�

beneficiosos�sobre� la� salut�de�dos�begudes�alcohòliques�amb�un�contingut�mig�en�polifenols�

(cava)�i�l’altre�sense�polifenols�(ginebra).�Abans�de�cada�període�d’intervenció�es�va�seguir�un�

període� de� rentat� (wash�out)� de� 4� setmanes� en� el� que� estava� prohibit� la� ingesta� d’alcohol.�

Durant� les�16�setmanes�de� l’estudi�als�voluntaris� se’ls�va�proporcionar�una� llista�d’aliments� i�

begudes� a� restringir,� entre� elles� el� cafè,� te,� ceba� i� l’oli� d’oliva� verge� (aliments� molt� rics� en�

polifenols�que�podrien� interferir�o�emmascarar�els�efectes�en� la�part�mèdica�de� l’estudi).�Les�
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mostres�de�sang� i�orina�de�primera�hora�del�matí�es�va�obtenir�el�primer� i�últim�dia�de�cada�

període�d’intervenció.�Aquest�dia,�els�voluntaris�eren�entrevistats�per�una�dietista�que�recollia�

mitjançant�un�qüestionari�de�freqüència�de�consum�validat�la�ingesta�d’aliments�i�mitjançant�el�

qüestionari� de� Minesota� l’exercici� físic� realitzat� (Elosua� et� al.,� 1994).� El� disseny� de� l’estudi�

s’exposa�esquemàticament�en�la�Figura�12.�Dels�20�participants�únicament�es�va�determinar�el�

resveratrol�urinari�en�10�d’ells�(10).�
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Figura�12.�Disseny�de�l’estudi�cava�vs�ginebra�
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4.1.1.1.2. VI�BLANC�versus�VI�NEGRE�

El�disseny�d’aquest�segon�treball�va�ser�molt�similar�a�l’anterior,�es�va�realitzar�també�un�assaig�

clínic� prospectiu,� aleatoritzat,� creuat,� controlat� i� a� simple� cec� elaborat� conjuntament� amb�

l’Hospital�Clínic�de�Barcelona�(Sacanella�et�al.,�2007).�Es�van�reclutar�35�dones�sanes,�d’entre�

23� i�50�anys,�normopes�o�amb�un� lleuger�sobrepes�[IMC=�24.1� (4.0)�kg/m2],� les�quals�no�van�

declarar�cap�dels�següents�criteris�d’exclusió:�diabètica,�fumadora,�hipertensa,�LDL>�160mg/dL,�

HDL<35mg/dL,� i� absència� de� qualsevol� patologia� cardiovascular,� història� familiar� de� malaltia�

prematura� cardiovascular.� A� més� cap� voluntària� va� consumir� medicaments,� anticonceptius�

orals� ni� suplements� vitamínics� durant� el� període� de� realització� de� l’estudi.� Totes� les�

participants�eren�consumidores�moderades�de�begudes�alcohòliques�com�a�mínim�durant�els�

últims�5�anys�previs�a�l’inici�d’aquest�estudi.�

Les� dos� intervencions� van� consistir� en� la� ingesta� de� 20g� d’alcohol� (equivalents� a� un� consum�

moderat� d’alcohol)� al� dia� durant� 4� setmanes,� en� forma� de� vi� blanc� (200mL/d)� o� de� vi� negre�

(200mL/d)� per� avaluar� les� diferències� entre� els� efectes� beneficiosos� sobre� la� salut� de� dos�

begudes�alcohòliques�amb�un�contingut�mig�i�alt�de�polifenols,�respectivament.�Abans�de�cada�

període�d’intervenció�es�va�seguir�un�període�de� rentat� (wash�out)�de�4�setmanes�en�el�que�

estava�prohibida�la�ingesta�de�qualsevol�tipus�d’alcohol.�Durant�les�16�setmanes�de�l’estudi�a�

les� voluntàries� se’ls� va� proporcionar� una� llista� d’aliments� i� begudes� riques� en� polifenols� que�

han�de�restringir�el�seu�consum.�Totes�les�intervencions�es�van�iniciar�amb�el�primer�dia�de�la�

menstruació,� degut� a� que� és� el� moment� del� cicle� menstrual� amb� menor� presència� de�

progesterona,�a�més�d’aquesta� forma�totes� les�dones�eren�avaluades�en� la�mateixa�data�del�

cicle� i� per� tant� el� possible� efecte� hormonal� es� contraresta.� Les� mostres� de� sang� i� d’orina� de�

primerahora�del�matí�es�van�obtenir�el�primer�i�últim�dia�de�cada�intervenció.�Aquest�dia,� les�

voluntàries� eren� entrevistades� per� una� dietista,� que� recollia� mitjançant� un� qüestionari� de�

freqüència�de�consum�validat�la�ingesta�d’aliments�i�amb�el�qüestionari�de�Minesota�el�exercici�

físic� realizat� (Elosua�et�al.,�1994).�El�disseny�de� l’estudi�s’exposa�de�forma�més�detallada�a� la�

Figura�13.�De�les�35�participants�només�es�va�determinar�el�resveratrol�urinari�en�10�d’elles.�
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Figura�13.�Disseny�de�l’estudi�vi�blanc�vs�vi�negre�

4.1.1.1.3.ESTUDI�PREDIMED�

L’estudi�PREDIMED�(PREvenció�amb�Dieta�MEDiterrània)�és�una�xarxa�temàtica�de�centres�del�

Ministeri� de� Sanitat� i� Consum� iniciada� en� Octubre� 2003,� i� que� engloba� a� 16� grups�

d’investigadors�en�8�comunitats�autònomes.�Es�tracta�d’un�gran�assaig�clínic�d’intervenció�a�5�

anys,� multicèntric,� amb� grups� paral�lels,� aleatoritzat� i� controlat,� que� avalua� l’eficàcia� d’una�

Dieta�Mediterrània�tradicional�suplementada�amb�oli�d’oliva�verge�o�fruits�secs,�en�comparació�

amb� una� Dieta� Baixa� en� Greix,� en� la� prevenció� primària� de� malalties� cardiovasculars� en�

persones�d’alt�risc�(www.predimed.org)�(Estruch�et�al.,�2006).�

Fins� la� data� s’han� reclutat� més� de� 6000� participants� d’alt� risc� cardiovascular,� tot� i� que� vol�

arribar�la�xifra�de�9000,�distribuïts�uniformement�entre�les�tres�intervencions.�Els�participants�
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han� de� complir� els� següents� criteris� d’inclusió� per� poder� ser� admesos� en� l’estudi:� homes�

d’entre�55�i�80�anys�o�dones�d’entre�60�i�80�anys,�que�siguin�diabètics�o�que�tinguin�3�o�més�

dels� següents� factors� de� risc� cardiovascular:� fumador,� amb� hipertensió� arterial,� nivells� LDL>�

160mg/dL,� HDL<40mg/dL,� IMC>25kg/m2,� o� història� familiar� de� malaltia� cardiovascular�

prematura.� A� més� a� més� els� participants� no� eren� acceptats� en� l’estudi� si� tenien� algun� dels�

següents� criteris� d’exclusió:� història� de� malaltia� cardiovascular,� malalties� cròniques� severes,�

addicció� a� drogues� o� alcohol,� alergia� o� intolerància� a� fruits� secs� o� a� l’oli� d’oliva,� o� finalment�

baixa�disposició�a�canviar�d’hàbits�dietètics.�

Els�voluntaris�són�distribuïts�aleatòriament�en�una�de�les�tres�intervencions:�dieta�mediterrània�

suplementada� amb� oli� d’oliva� verge� (1L/setmana� per� a� tota� la� família),� dieta� mediterrània�

suplementada� amb� 30g/d� de� fruits� secs� (50%� nous,� 25%� ametlles� i� 25%� avellanes)� o� el� grup�

control,�en�aquest�cas�val�ésser�pacients�con�amb�alt�risc�cardiovascular�es�segueix�la�pauta�de�

l’Associació�de�Cardiòlegs�Americans,�aquesta�dieta�es�pot�resumir�com�una�dieta�en�general�

baixa� en� greix.� El� segon� objectiu� de� l’estudi� PREDIMED� consisteix� en� valorar� la� ingesta� de� vi�

com� a� factor� cardiosaludable.� Degut� a� que� cap� beguda� alcohòlica� pot� ser� recomenada� a� un�

abstemi,�l’efecte�del�vi�serà�estudiat�de�forma�observacional.�Per�aquest�motiu�els�participants�

de�qualsevol�de� les�3� intervencions�poden� consumir�vi,� l’única� recomanació� realitzada�per� la�

dietista�és� la�de�reduir�el� consumo�del�vi� fins�que�aquest�estigui�dintre�de� la�moderació:�2�3�

copes/d�per�als�homes�i�1�2�copes/d�per�a�les�dones.�Als�voluntaris�que�no�bebien�vi�no�se’ls�va�

recomanar�la�seva�ingesta.�En�la�Figura�14�s’esquematitza�el�disseny�de�l’estudi.�
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Figura�14.�Esquema�de�les�intervencions�en�l’estudi�PREDIMED.�

Els� participants� són� entrevistats� per� dietistes� entrenades,� a� l’inici,� 3� mesos� (prova� pilot,� que�

només�es�va�realitzar�amb�una�submostra�de�772�participants),�i�posteriorment�els�seguiments�

són� anuals� fins� els� 4� anys� de� duració� de� l’estudi.� En� aquestes� entrevistes� s’omplena� un�

qüestionari�general,�on�entre�d’altres�s’obtenen�les�dades�personals,�història�mèdica�i�fàrmacs�

prescrits,� un� qüestionari� de� freqüència� de� consum� validat,� una� enquesta� de� 14� ítems� per�

valorar�l’adherència�a�la�dieta�mediterrània,�i�el�qüestionari�de�Minesota�adaptat�i�validat�per�

recollir�la�informació�sobre�l’exercici�físic�(Elosua�et�al.,�1994).�A�més�als�voluntaris�se’ls�mesura�

la� pressió� arterial� i� la� freqüència� cardíaca,� es� va� realitzar� mesures� antropomètriques� (pes,�

alçada,�perímetre�de�la�cintura)�i�també�se’ls�hi�va�extreure�mostres�d’orina�i�sang.�En�la�visita�

inicial�també�es�recull�mostres�d’ungles�dels�peus�per�realitzar�l’anàlisi�de�metalls.�Les�mostres�

d’orina�i�sang�són�alicuotades�i�congelades�a��80ºC�fins�al�seu�anàlisi.�La�Taula�7�resumeix�totes�

les�recollides�d’informació�i�de�mostres�durant�els�5�anys�de�duració�de�l’estudi�PREDIMED.�
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Taula�7.�Qüestionaris,�mesures�i�recollida�de�mostres�dels�participants��

de�l’estudi�PREDIMED�

Visita� 1� 2� 3� 4� 5� 6�

Temps�(anys)� 0� 0.4� 1� 2� 3� 4�

Qüestionari.�Inclusió� X� � � � � �

Qüestionari�General� X� � � � � �

Qüestionari�Seguiment� X� X� X� X� X�

FFQ� X� X� X� X� X� X�

Mediterranean�score� X� X� X� X� X� X�

Qüestionari�Activitat�física� X� X� X� X� X� X�

Mesures�antropomètriques� X� X� X� X� X� X�

Mesures�pressió�arterial� X� X� X� X� X� X�

Electrocardiograma� X� X� X� X� X� X�

Anàlisi�de�sang� X� X� X� X� X� X�

Anàlisi�d’orina� X� X� X� X� X� X�

Anàlisi�ungles�dels�peus� X� � � � � �

�
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4.1.1.2. ESTUDIS�DE�COHORTS�

4.1.1.2.1.ESTUDI�EPIC�ESPANYA�

L’estudi�EPIC�(European�Prospective�Investigation�into�Cancer�and�nutrition)�(www.iarc.fr/epic)�

és� un� estudi� de� cohorts,� prospectiu,� multicèntric,� coordinat� per� l’Agència� Internacional�

d’Investigació� sobre� càncer� (IARC,� International� Agency� for� Research� on� Cancer)� de�

l’Organització�Mundial�de�la�Salut�(WHO).�El�reclutament�dels�participants�es�va�iniciar�al�1993�i�

el� van� portar� a� terme� 23� centres� de� 10� països� europeus� (Alemanya,� Dinamarca,� Espanya,�

França,� Grècia,� Holanda,� Itàlia,� Noruega,� Regne� Unit� i� Suècia).� En� l’estudi� europeu� s’han�

reclutat�519978�voluntaris�sans,�la�majoria�d’entre�35�i�69�anys,�dels�que�un�70.5%�són�dones.��

La� cohort� espanyola� (www.epic�spain.com)� està� formada� per� 40885� voluntaris� (61.7%� de�

dones)� reclutats� en� 5� àrees� geogràfiques� (Astúries,� Granada,� Guipúscoa,� Múrcia� i� Navarra).�

Aquest� estudi� va� sorgir� amb� l’objectiu� de� integrar� l’epidemiologia� amb� les� investigacions� de�

laboratori,�amb�els�factors�genètics�i�metabòlics,�i�aprofundir�en�el�coneixement�científic�de�la�

nutrició�i�el�càncer.�

Als�participants�se’ls� recollí� la� informació�sobre� la� ingesta�habitual�en� l’any�anterior,�a� través�

d’una� entrevista� personalitzada� mitjançant� l’aplicació� d’un� qüestionari� informatitzat� del�

mètode� de� la� història� dietètica,� dissenyat� i� validat� especialment� per� aquest� estudi.� El�

qüestionari�va�ser�estructurat�en�àpats,�i�de�cada�individu�es�va�recollir�la�informació�sobre�el�

consum� habitual� d’aliments� en� cada� ocasió� d’ingesta� en� l’any� previ� a� l’entrevista.� Aquest�

contenia�una�llista�bàsica�de�més�de�600�aliments�i�begudes,�i�aproximadament�150�receptes�o�

plats� regionals� consumits� en� les� comunitats� participants.� La� porció� habitual� de� consum� era�

quantificada�amb�un�manual�de�trenta�cinc�fotos,�a�més�d’unitats�i�mesures�casolanes.�

També� es� va� realitzar� una� exploració� física� que� consistia� en� la� medició� del� pes,� talla� dret� i�

assentat,� la�circumferència�de� la�cintura� i�el�perímetre�de� la�cadera.�En�una�submostra�de� la�

cohort� es� van� realitzar� dos� mesures� de� la� pressió� arterial.� El� qüestionari� utilizat� va� incloure�

informació� sobre� característiques� socio�demogràfiques,� història� ocupacional,� activitat� física�

laboral� i� en� el� temps� d’oci,� història� reproductiva� i� consum� hormonal� en� dones,� consum� de�

tabac,�així�com�els�antecedents�clínics�i�quirúrgics.�A�més�de�tots�els�participants�de�la�cohort�

es�va�extreure�una�mostra�de�sang.�

Com� en� qualsevol� estudi� prospectiu� el� seguiment� és� un� apartat� clau� dintre� del� projecte.�

Aquesta�fase�té�com�a�objectiu�conèixer�l’aport�de�cada�subjecta�al�temps�d’observació�en�la�
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cohort,�conèixer�i�avaluar�canvis�en�l’exposició,�conèixer�l’estatus�vital�de�l’individu�i�identificar�

els� casos� de� càncer.� En� l’any� 1996� es� va� iniciar� un� seguiment� actiu� de� tots� els� individus� que�

formen� la�cohort� i�es�va� finalitzar�al�1999,�amb�un�seguiment�proper�al�98%�(Figura�14).�Per�

portar�ho�a� terme�es� va�elaborar� un�qüestionari� de� seguiment� informatitzat� realitzant�se�via�

telefònica.� A� més� a� més� s’utilitzen� d’altres� mètodes� de� seguiment,� com� el� creuament� de�

diversos�registres�que�es�realitza�anualment�de�forma�informatitzada.�La�font�principal�per�a�la�

identificació�dels�difunts�i�el�coneixement�de�la�causa�és�el�Registre�de�Mortalitat�de�l’Institut�

Nacional�de�Estadística�(INE)�i�els�Registres�de�Mortalitat�autonòmics.�La�identificació�dels�nous�

casos�de�càncer�es�realitza�a�través�dels�Registres�de�Càncer�poblacionals�de�cada�una�de� las�

regions�participants.��

Inicial
N=40885

Seguiment

3�anys

Seguiment

?

Entrevista�personal
Història dietètica
Extracció de�sang

Qestionari telefònic

Registre�Mortalitat
Registre�Càncer

�

Figura�14.�Esquema�del�disseny�de�l’estudi�EPIC�Espanya�
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4.1.2. Metodologia�analítica:�Determinació�de�resveratrol�en�mostres�biològiques�

La�metodologia�utilitzada� i� les�millores� introduïdes�per�a� la�determinació�del� resveratrol� i�els�

seus� metabòlits� en� mostres� biològiques,� plasma� i� orina� i� la� seva� adaptació� a� estudis�

epidemiològics� amb� un� gran� nombre� de� mostres� han� estat� publicats� pel� nostre� grup�

d’investigació� en� revistes� analítiques� de� prestigi� internacional� (Urpi�Sarda� et� al.,� 2005;Urpi�

Sarda�et�al.,�2007).�

En�la�primera�publicació�d’aquesta�tesi�es�va�emprar�la�metodologia�posada�a�punt�per�Urpí�et�

al.� al� 2005� (Urpi�Sarda� et� al.,� 2005)� i� que� va� ser� millorada� 2� anys� més� tard� amb� la� finalitat�

d’augmentar� la� sensibilitat,� el� perfil� metabòlic� i� l’aplicabilitat� del� mètode� (Urpi�Sarda� et� al.,�

2007).�Ambdues�utilitzen�una�preparació�prèvia�de�la�mostra,�una�extracció�en�fase�sòlida�en�

cartutxos�Oasis�HLB��de�Waters,�i�finalment�una�cromatografia�líquida�d’alta�eficàcia�acoblada�

a�un�detector�de�masses�en�tàndem�(LC�MS/MS).�

Les� millores� en� el� mètode� van� consistir� en� una� adaptació� del� SPE� de� cartutxos� individuals� a�

plaques� de� 96� pouets.� Gràcies� a� aquesta� millora� el� mètode� pot� ser� aplicat� a� estudis�

epidemiològics,� amb� un� gran� nombre� de� mostres,� como� és� el� cas� del� PREDIMED.� Una� atra�

millora�clau�en�el�mètode�va�consistir�en�assolir�una�bona�resolució�dels�pics�dels�sulfats�del�

resveratrol,�augmentant�qualitativament�el�perfil�metabòlic�del�resveratrol�biològic�i�reduint�el�

temps�de�cromatografia�de�38�a�10�minuts.�

Les� orines� (1mL)� dels� voluntaris,� un� cop� descongelades,� es� centrifuguen� a� 12500rpm� a� 10ºC�

durant� 5� minuts� � i� s’acidulen� amb� HCl� 200mmol/L.� Les� mostres� de� sèrum� (500�L)�

descongelades� són� acidificades� amb� àcid� orto�fosfòric,� agitades� en� vòrtex� durant� 1� minut� i�

després� centrifugades� en� les� mateixes� condicions� que� l’orina.� En� aquesta� etapa� previa�

s’aconsegueix� reduir� les� interferències� de� gran� pes� molecular.� A� continuació� es� procedeix� a�

realitzar� l’extracció� en� fase� sòlida.� Els� cartutxos� (plaques� de� 96� pouets)� s’activen� i�

s’acondicionen� amb� 1mL� de� metanol� i� 1mL� d’aigua� acidulada� (2M� àcid� acètic).� Es� procedeix�

amb�la�càrrega�de�1mL�de�l’orina,�a�la�que�s’afegeix�el�patró�intern�(hexestrol).�Posteriorment�

es�renta�el�cartutx�per�eliminar�el�màxim�possible�d’interferències,�en�el�nostre�cas�amb�1mL�

d’aigua�acidulada�(2M�àcid�acètic)�i�1mL�d’una�solució�aquosa�acidulada�(2M�àcid�acètic)�amb�

metanol�al�15%.�A�continuació�es�procedeix�a�l’elució�amb�0.5mL�de�metanol�acidulat�(1M�àcid�

acètic)� i� 1.5mL� d’acetat� d’etil� acidulat� (1M� àcid� acètic),� incorporat� en� dos� etapes� (0.75� +�

0.75mL).� Amb� la� intenció� de� concentrar� la� mostra,� els� 2mL� d’eluit� es� van� evaporar� fins� a�

sequedat� sota� una� corrent� de� nitrogen.� Finalment� es� reconstitueix� amb� 100�L� de� fase� de�
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reconstitució� amb� taxifolina,� el� segon� patró� intern� utilitzat.� La� fase� de� reconstitució� està�

formada� pels� dissolvents� a� les� mateixes� concentracions� de� les� condicions� inicials� de� la�

cromatografia�posterior.�En�la�Figura�14�s’esquematitza�totes�les�etapes�de�la�SPE.�

Preparació de�la�mostra

(Acidificació,�centrifugació)

Acondicionament/Equilibrat

MeOH/Aigua

Càrrerga de�la�mostra

+�Patró Intern

Rentat

Aigua 2M�acètic

15%�MeOH en�aigua 2M�acètic

Elució

MeOH 1M�acètic

Acetat d’etil 1M�acètic

Evaporació/Reconstitució

Rentats més agressius
serveixen per�eliminar�més
interferències

Eluients alternatius
serveixen per�eluir de�
forma�selectiva�analits
de�interferents

MÈTODE�PER�CARTUTXOS�HLB�

�

Figura�15.�Mètode�general�per�a�cartutxos�Oasis�HLB��(Urpi�Sarda�et�al.,�2007)�

A� continuació� les� mostres� s’analitzen� als� Serveis� Científico�Tècnics� de� la� Universitat� de�

Barcelona�on�s’injecten�en�el�cromatògraf�(Perkin�Elmer�s200)�acoplat�a�un�espectròmetre�de�

masses� triple� quadrupol� (API� 3000,� Applied� Biosystem)� equipat� amb� una� font� d’ionització�

Turbo� Ion� Spray.� La� columna� cromatogràfica� emprada� va� ser� una� Luna� C18,� 50x2.0mm� i.d.,�

5�m�(Phenomenex)�mantinguda�a�una�temperatura�de�40ºC.�El�volum�d’injecció�va�ser�de�15�L�
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i�el�flux�de�550�L/minut.�La�fase�mòbil�A�era�aigua�acidulada�(0.05%�àcid�acètic)�i�la�fase�B�70%�

acetona,�30%�acetonitril�i�0.04%�àcid�acètic.�El�gradent�utilitzat�va�ser�lineal�i�està�detallat�a�la�

Taula�8.�La�columna�necessitava�6�minuts�per�reequilibrar�se.�

Taula�8.�Gradent�cromatogràfic�en�la�LC�MS/MS�per�la�determinació�de�

resveratrol�i�els�seus�metabòlits�en�mostres�biològiques�(Urpi�Sarda�et�al.,�2007)�

T�(min)� Fase�A�(%)� Fase�B�(%)�

0� 85� 15�

1� 85� 15�

1.5� 60� 40�

2.5� 0� 100�

4.5� 0� 100�

4.8� 85� 15�

10� 85� 15�

�

Dels� experiments� disponibles� en� espectrometria� de� masses� en� tàndem,� es� va� seleccionar� el�

mode� MRM� (multiple� reaction� monitoring)� per� a� la� detecció� i� quantificació� del� resverartol� i�

dels�seus�metabòlits.�Es�van�monitoritzar�6�transicions�m/z�per�cada�anàlisi�en�mode�negatiu,�

que�corresponen�al�resveratrol�(227/185),�glucòsids�del�resveratrol�(389/227),�glucurònids�del�

resveratrol�(403/227),�sulfats�del�resveratrol�(307/227),�i�als�patrons�interns�utilitzats�taxifolina�

(303/285)�i�hexestrol�(269/134).�

�

4.1.3.� �Determinació�de�la�capacitat�antioxidant�total�(TAC)�en�mostres�de�plasma�

Els�mètodes�de�determinació�de�l’activitat�antioxidant�es�basen�en�comprovar�com�un�agent�

oxidant�indueix�dany�oxidatiu�a�un�substrat�oxidable,�dany�que�és�inhibit�o�reduït�en�presència�

d’un�antioxidant.�Aquesta�inhibició�és�proporcional�a�l’activitat�antioxidant�del�compost�o�de�la�

mostra.�La�TAC�es�defineix�com�el�nombre�de�mols�de�radicals�lliures�neutralitzats�per�1L�de�
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mostra�o�de�solució�patró�(Serafini�and�Del�Rio,�2004).�En�aquesta�mesura�s’inclou�tant�

l’activitat�antioxidant�singular�de�cada�compost,�com�també�les�interaccions�sinèrgiques�entre�

les�molècules�redox�presents�en�matrius�complexes�(Serafini�et�al.,�2006).�

A�la�bibliografia�apareixen�un�gran�nombre�d’assaigs�per�mesurar�la�TAC�classificats�en�2�grups�

(Huang�et�al.,�2005):�

a) Assaigs�basats�en�la�transferència�d’àtoms�d’hidrògen,�són�reaccions�competitives,�en�

les�que�l’antioxidant�o�el�substracte�competeixen�pels�radicals�peroxils�generats�

tèrmicament�a�través�de�la�descomposició�de�compostos�azoics.�En�aquest�grup�

s’inclouen:�el�TRAP,�l’ORAC,�la�inhibició�de�l’auto�oxidació�induïda�de�les�LDL,�i�la�

decoloració�de�la�crocina,�entre�d’altres.�

b) Assaigs�basats�en�la�transferència�d’electrons,�són�aquells�que�mesuren�la�capacitat�

d’un�antioxidant�en�la�reducció�d’un�oxidant,�el�qual�canvia�de�color�quan�es�redueix.�

Dintre�d’aquest�grup�es�pot�destacar�tècniques�com�el�FRAP,�el�TEAC,�el�DPPH,�o�la�

capacitat�de�reduir�Cu2+,�entre�d’altres.�

Actualment�no�hi�ha�un�consens�en�la�comunitat�científica�sobre�quina�de�les�tècniques�

existents�per�mesurar�la�TAC�aporta�una�informació�més�adequada,�això�és�degut�a�la�gran�

diversitat�de�reaccions�que�es�poden�incloure�sota�la�definició�de�la�TAC.�Per�aquest�motiu�a�la�

majoria�d’estudis�es�realitzen�varies�tècniques�analítiques�per�obtenir�una�informació�més�

completa,�en�el�nostre�cas�s’ha�optat�per�seleccionar�un�assaig�corresponent�a�cada�un�dels�

grups�exposats�anteriorment:�TRAP�i�FRAP.�

4.1.3.1.� ANÀLISI�DE�TRAP�EN�MOSTRES�DE�PLASMA�

L’assaig�utilitza�un�compost�que�té�la�capacitat�de�perdre�la�seva�fluorescència�a�l’oxidar�se,�la�

R�ficoeritrina.�A�ella�se�li�afegeix�la�mostra�en�la�que�hi�ha�presents�una�quantitat�variable�

d’antioxidants�que�capten�els�radicals�peroxil�i�alcoxil�produïts�per�la�descomposició�en�calent�

de�l’ABAP.�Aquesta�disminució�en�la�fluorescència�es�monitoritza�obtenint�la�fase�lag�(lag�

phase)�(una�planúria�provocada�per�la�presència�d’antioxidants�que�són�els�que�capten�els�

radicals�produïts�per�l’ABAP)�(Figura�16).�Aquesta�fase�lag�és�proporcional�al�contingut�

d’antioxidants�de�la�mostra.�
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�

Figura�16.�Fluorescència�relativa�de�R�ficoeritrina�incubada�amb�2,2��azobis�(2�

amidinopropane)�dihydrochloride�(AAPH)�enfront�al�temps�en�presència�d’un�tampó�fosfat�

(blanc),�trolox�(20mM)�o�una�mostra�(Fernandez�Pachon�et�al.,�2006).�

La�metodologia�aplicada�en�aquest�treball�es�basa�en�la�tècnica�publicada�per�Ghiselli�et�al�

(Ghiselli�et�al.,�1995),�adaptada�a�plaques�de�96�pouets�per�poder�ser�utilitzada�en�estudis�

epidemiològics�amb�un�gran�nombre�de�mostres.�

El�protocol�s’inicia�amb�la�descongelació�de�les�mostres�de�plasma.�A�continuació�s’inicia�la�

preparació�de�la�placa�de�96�pouets�afegint�15�L�de�R�ficoeritrina�(4.3�g/mL),�50�L�de�plasma�

diluït�1:20�en�PBS�i�75�L�de�PBS.�Seguidament�la�placa�s’introdueix�en�un�bany�a�38ºC�a�les�

fosques�durant�15min.�Finalment�s’addicionen�60�L�d’ABAP�(50mM)�i�s’introdueix�en�el�

fluorímetre�durant�1�hora�a�38ºC,�on�es�realitzen�80�lectures�(1�mesura�cada�45�segons)�a�una�

longitud�d’onda�d’excitació�de�495nm�i�una�d’emissió�de�570nm.�

Una�vegada�finalitzada�les�lectures�les�dades�s’exporten�a�KaleidaGraph��(Synergy�Software,�

Pensilvania,�USA)�on�es�preparen�les�dades�i�posteriorment�s’exporten�a�una�aplicació�

realitzada�en�Excel�on�es�calcula�la�fase�lag�de�cada�mostra.�

El�tiempo�de�fase�lag�es�transforma�a�concentració�mitjançant�la�comparació�amb�la�relació�

temps�de�fase�lag�i�concentració�dels�diferents�patrons�realitzats�amb�Trolox.�
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4.1.3.2.� ANÀLISI�DE�FRAP�EN�MOSTRES�DE�PLASMA�

L’assaig�consisteix�en�barrejar�un�reactiu�oxidant�(Fe2+)�i�la�nostra�mostra,�la�qual�conté�les�

substàncies�antioxidants,�aquestes�s’oxiden�i�es�redueixen�amb�el�ferro�(Fe3+),�produint�un�

canvi�de�color�mesurable�colorimètricament.�El�grau�de�canvio�de�color�és�proporcional�a�la�

concentració�d’antioxidants�presents�en�la�mostra.�

La�tècnica�utilitzada�per�a�la�determinació�del�FRAP�en�mostres�de�plasma�és�una�adaptació�de�

la�publicada�per�Benzie�&�Strain�(Benzie�and�Strain,�1996).�Les�millores�tornen�a�estar�

encaminades�en�la�aplicabilitat�de�la�metodologia�a�un�gran�nombre�de�mostres.�

El�protocol�s’inicia�amb�la�descongelació�de�les�mostres�de�plasma.�A�continuació�s’inicia�la�

preparació�de�la�placa�de�96�pouetes�afegint�30�L�de�aigua�bidestil�lada,�10�L�de�plasma�diluït�

1:2�en�aigua�i�160�L�de�reactiu�pel�FRAP*.�Seguidament�la�placa�s’introdueix�en�

l’espectrofotòmetre�a�37ºC�durant�30min�de�incubació�i�posteriorment�es�realitza�la�lectura�a�

595nm.�

*El�reactiu�pel�FRAP�es�realitza�a�diari�amb�una�solució�de�tampó�d’acetat�sòdic�(0.3M),�TPTZ�

(10mM)�en�àcid�clorhídric�(40mM)�i�clorur�fèrric�(FeCl3,�20mM)�en�unes�proporcions�de�10:1:1�

respectivament.�

Les�dades�d’absorbància�són�transformats�a�concentracions�mitjançant�la�extrapolació�amb�

rectes�de�calibració�realitzades�amb�sulfat�ferrós�(FeSO4x7H2O).�

�

4.1.4.�Metodologia�estadística�per�la�determinació�de�marcadors�biològics.�

Per�la�determinació�dels�metabòlits�del�resveratrol�com�a�marcadors�biològics�del�consum�de�vi�

s’ha�utilitzat�principalment�dos�grups�de�proves�estadístiques:��

� Correlacions�

� Proves�diagnòstiques�
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4.1.4.1.�CORRELACIONS�

La�correlació�indica�la�força�i�la�direcció�d’una�relació�lineal�entre�dos�variables�aleatòries�

quantitatives�(Doménech,�2006a).�Es�considera�que�dos�variables�quantitatives�estan�

correlacionades�quan�els�valors�d’una�d’elles�varien�sistemàticament�respecte�als�valors�

homònims�de�l’altre.�

Depenent�de�la�distribució�de�les�variables�es�pot�utilitzar�dos�coeficients�de�correlació,�el�de�

Pearson�quan�les�dos�variables�segueixen�una�distribució�Normal�(proves�paramètriques)�i�el�

de�Spearman�quan�una�o�les�dos�variables�no�segueixen�una�distribució�Normal�(proves�no�

paramètriques).�

�

4.1.4.2.�PROVES�DIAGNÒSTIQUES�

Les�proves�diagnòstiques�són�les�eines�de�l’estadística�per�a�classificar�als�subjectes�segons�

presentin�o�no�la�característica�determinada.�S’utilitzen�habitualment�en�medicina�per�a�

comprovar�la�utilitat�d’un�test�per�a�classificar�als�subjectes�en�malalts�i�no�malalts�(Doménech,�

2006b).�

En�el�cas�d’aquest�treball�la�prova�diagnòstica�és�d’utilitat�per�distingir�entre�els�bevedors�i�els�

no�bevedors�de�vi,�mitjançant�el�càlcul�del�punt�de�tall�òptim�en�la�variable�(resveratrol�urinari)�

per�efectuar�aquesta�classificació.�

La�característica�més�important�d’una�prova�diagnòstica�és�l’exactitud,�també�anomenada�

eficàcia�o�rendiment�diagnòstic,�i�mesura�la�capacitat�de�la�prova�per�distingir�entre�dos�estats�

o�grups.�L’exactitud�diagnòstica�de�les�proves�s’acostuma�a�avaluar�mitjançant�la�sensibilitat�i�

l’especificitat.�

Sensibilitat�(SE):�Proporció�de�diagnòstics�positius�(resveratrol�urinari�superior�al�punt�de�tall)�

obtinguts�a�l’aplicar�la�prova�en�una�població�de�persones�consumidores�de�vi.�(Figura�17)�

Especificitat�(SP):�Proporció�de�diagnòstics�negatius�(resveratrol�urinari�inferior�al�punt�de�tall)�

obtinguts�al�realitzar�la�prova�en�una�població�de�persones�no�consumidores�de�vi�(Figura�17).�
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Les�raons�de�verosimilitud�relacionen�els�conceptes�de�sensibilitat�i�especificitat.�La�més�

utilitzada�és�la�raó�de�verosimilitud�pels�positius�(LR+),�i�es�calcula�divididint�la�sensibilitat�entre�

el�complement�de�la�especificitat.�Anàlogament�es�defineix�la�raó�de�verosimilitud�pels�

negatius�(LR�),�i�es�calcula�dividint�el�complement�de�l’especificitat�entre�la�sensibilitat.�

A�més�de�l’exactitud�diagnòstica�d’una�prova�s’ha�d’avaluar�el�seu�comportament�quan�

s’utilitza�en�diferents�contextos,�són�els�anomenats�valors�predictius.�

Valor�predictiu�positiu�(PV+):�Proporció�de�subjectes�que�consumeixen�vi�en�el�conjunt�de�

subjectes�amb�resultat�positiu�a�la�prova�(resveratrol�urinari�superior�al�punt�de�tall)�(Figura�

17).�

Valor�predictiu�negatiu�(PV�):�Proporció�de�subjectes�que�no�consumeixen�vi�en�el�total�de�

subjectes�amb�resultat�negatiu�a�la�prova�(resveratrol�urinari�inferior�al�punt�de�tall)�(Figura�

17).�

Valor�global�(Efficiency):�Proporció�total�de�subjectes�classificats�correctament�per�la�prova.�

(Figura�17).�

�

Resultat
de�la�prova
(resveratrol�

urinari)

Diagnòstic de�Referència (FFQ) Totals

No consumidors
de�vi

Consumidors
de�vi

Positiu
(> punt de�tall)

A
Falsos positius

B A�+�B

Negatiu
(<�punt de�tall)

C D
Falsos negatius

C�+�D

Totals A�+�C B�+�D A�+�B�+�C�+�D

PV+=
B

A+B

PV�= C
C+D

Valor�global= B+C
A+B+C+DSe= B

B+D
Sp= C

A+C

�

Figura�17.�Índexos�d’exactitud�i�valors�predictius�d’una�prova�diagnòstica.�
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La�sensibilitat�i�l’especificitat�ofereixen�una�mesura�de�l’exactitud�de�la�prova�diagnòstica�en�un�

determinat�punt�de�tall�de�la�variable�(resveratrol�urinari).�Una�mesura�global�de�l’exactitud�de�

la�prova�per�a�tots�sls�possibles�punts�de�tall�s’obté�mitjançant�la�corba�ROC�(Figura�18).�Per�

construir�aquest�gràfic�es�necessari�calcular�la�sensibilitat�(eix�de�les�abcisses)�i�el�complement�

de�la�especificitat�(eix�de�les�ordenades).�Una�prova�amb�la�sensibilitat�i�especificitat�perfecta,�

seria�igual�a�un,�on�la�corba�ROC�es�veuria�representada�pels�costats�esquerre�i�superior�del�

gràfic.�No�obstant�una�prova�sense�discriminació,�sensibilitat�i�especifitat�igual�a�0.5,�

correspondria�a�una�corba�ROC�representada�per�la�diagonal�principal�del�gràfic.�L’àrea�sota�la�

corba�que�s’obté�és�un�valor�comprés�entre�0.5�i�1�que�pot�ser�utilitzat�com�a�mesura�

d’exactitud�global.�
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�

Figura�18.�Curves�ROC�de�tres�proves�amb�diferent�poder�diagnòstic.�
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4.2. Resultats�

En�aquesta�secció�s’exposen�els�resultats�obtinguts�gràcies�al�treball�experimental�realitzat�en�

la� present� tesi� doctoral.� Aquests� resultats� s’han� concretat� en� 3� publicacions� en� revistes� del�

Science�CItation�Index.�Addicionalment�i�en�relació�als�resultats�obtinguts�en�la�primera�d’elles�

s’ha� publicat� també� una� carta� de� discussió.� També� s’exposen� els� resultats� publicats� en� un�

estudi�en�col�laboració�amb�altra�tesi�doctoral�presentada�en�l’Hospital�Clínic�de�Barcelona,�on�

es�va�realitzar�el�treball�conjuntament.�

Previ�a� cada�publicació�hi�ha�un� resum�on�es� detallen� els�objectius,� el� disseny�de� l’estudi,� la�

metodologia�utilitzada,�els�resultats�obtinguts�i�les�principals�conclusions.�
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4.2.1. Avaluació�diagnòstica�dels�metabòlits�del�resveratrol�en�orina�com�a�biomarcadors�

del�consum�moderat�de�vi.�

Article� 1:� Zamora�Ros� R,� Urpí�Sardà� M,� Lamuela�Raventós� RM,� Estruch� R,� Vázquez�Agell� M,�

Serrano�Martínez� M,� Jaeger� W,� Andres�Lacueva� C.� Diagnostic� performance� of� urinary�

resveratrol� metabolites� as� a� biomarker� of� moderate� wine� consumption.� Clinical� Chemistry.�

2006;�52�(7):1373�80.�

Resum:�

El�principal�objectiu�de�la�epidemiologia�nutricional�és�avaluar�els�efectes�de�la�dieta�en�el�risc�

de�patir�malalties.�Per�comprendre�fiablement�com�influencia�la�dieta�és�necessari�conèixer�de�

forma�precisa�i�real�la�ingesta�d’aliments�dels�participants�de�l’estudi.�La�valoració�de�la�dieta�

es�pot� realitzar�mitjançant�biomarcadors�nutricionals�o�a�partir�d’enquestes�alimentàries.�Els�

biomarcadors� nutricionals� són� mesures� més� fiables� de� l’exposició� dietètica� que� les� dades�

aportades� per� les� enquestes� alimentàries.� Així� doncs� l’objectiu� del� present� estudi� ha� estat�

proposar� i�avaluar� la�suma�dels�metabòlits�del� resveratrol�presents�a� l’orina�com�a�potencial�

biomarcador�del�consum�de�vi�en�humans,�després�de�la�ingesta�moderada�de�cava,�vi�blanc�o�

negre,� com� representants� de� begudes� amb� diferent� contingut� de� resveratrol.� A� més� a� més�

s’avalua�la�efectivitat�del�marcador�biològic�en�una�cohort�no�controlada.�

Per�a�la�realització�de�l’estudi�es�porten�a�terme�dos�assaigs�clínics�aleatoritzats�i�creuats.�En�el�

primer�estudi�es�van�reclutar�10�voluntaris�homes�sans�que�va�consumir�30g�d’alcohol�diari�en�

forma�de�cava�o�ginebra�durant�28�dies�(estudi�clínic�descrit�amb�més�deteniment�en�l’apartat�

4.1.1.1.1.).�Abans�de�cada�una�de�les�dos�intervencions�els�voluntaris�van�seguir�un�període�de�

rentat� (washout)�de�4�setmanes.�En�el�segon�estudi�es�van�reclutar�10�dones�sanes� les�quals�

van� consumir� 20g� d’alcohol� diari� en� forma� de� vi� blanc� o� vi� negre� durant� 28� dies� (apartat�

4.1.1.1.2.),� també� van� seguir� els� seus� respectius� períodes� de� rentat� de� 4� setmanes.�

Addicionalment� es� van� incloure� en� l’estudi� 52� mostres� dels� primers� voluntaris� de� la� cohort�

PREDIMED.� L’estudi� PREvenció� amb� Dieta� MEDiterrània� (PREDIMED)� és� un� gran� assig� clínic,�

multicèntric,�amb�grupo�paral�lels,�controlat,�aleatorizat�i�amb�4�anys�de�seguiment�que�encara�

ara� s’està� portant� a� terme� per� avaluar� els� efectes� de� la� dieta� mediterrània� en� la� prevenció�

primària�de�la�malaltia�cardiovascular�(www.predimed.org)�descrit�amb�més�detall�en�l’apartat�

4.1.1.1.3.�
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La�determinació�dels�metabòlits�de�resveratrol�en� les�mostres�d’orina� i�plasma�es�va�realizar�

mitjançant�cromatografia�líquida�acoblada�a�espectrometria�de�masses�en�tàndem�(LC�MS/MS)�

després� d’una� extracció� en� fase� sòlida� de� la� mostra� (Urpi�Sarda� et� al.,� 2007).� Per� valorar�

l’exactitud� diagnòstica� del� biomarcador� es� va� utilitzar� la� corba� ROC� (Receiver� Operating�

Characteristic).�

Es� van� observar� increments� positius� significatius� en� la� suma� de� metabolitos� de� resveratrol�

urinari� [72.4� (95%� IC,� 48.5�96.2;� P=0.005),� 211.5� (166.6�256.3;� P=0.005),� y� 560.5nmol/g� de�

creatinina� (244.9�876.1;� P=0.005)]� després� del� consum� de� cava,� vi� blanc,� o� vi� negre,�

respectivament.�No�va�haver�hi� canvis� significatius�després�dels� 4�períodes�de� rentat�o� de� la�

intervenció�amb�ginebra.�En�la�cohort�PREDIMED,�la�dosis�de�vi�dietètic�ha�estat�correlacionada�

positivament�amb� la�suma�de�metabòlits�del� resveratrol�urinari� (r=0.654;�P<0.001).�Utilitzant�

un�punt�de�tall�de�90nmol/g�creatinina,�el�nostre�biomarcador�té�la�capacitat�de�diferenciar�els�

consumidors� de� vi� dels� no� consumidors� amb� una� sensibilitat� del� 72%� (60%�84%);� i� una�

especificitat�del�94%�(87%�100%).�

Com�a�conclusió�d’aquest�treball�podem�afirmar�que�la�suma�de�metabòlits�del�resveratrol�en�

orina�pot�ser�un�biomarcador�útil�per�conèixer�la�ingesta�real�de�vi�en�estudios�epidemiològics�i�

d’intervenció.�
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4.2.1.1.Els� marcadors� inflamatoris� d’arteriosclerosi� disminueixen� després� del� consumo�

moderat�de�cava�en�homes�amb�baix�risc�cardiovascular.�

Artícle� 2:� Vázquez�Agell� M,� Sacanella� E,� Tobias� E,� Monagas� M,� Antúnez� E,� Zamora�Ros� R,�

Andres�Lacueva� C,� Lamuela�Raventós� RM,� Fernández�Solá� J,� Nicolás� JM,� Estruch� R.�

Inflammatory� markers� of� aterosclerosis� are� decreased� after� moderate� consumption� of� cava�

(sparkling�wine)�in�men�with�low�cardiovascular�risk.�Journal�of�Nutrition.�2007;137:�2279�2284��

Resum�general� del� treball� en� col�laboració� amb� la� tesi� doctoral� de� la� Dra�Mònica� Vázquez�

(Hospital�Clínic�de�Barcelona):�

L’arteriosclerosi�és�una�malaltia�crònica�inflamatòria�de�baix�grau�de�la�paret�arterial.�Diversos�

estudis�han�mostrat�que�les�begudes�alcohòliques�riques�en�polifenols,�com�el�vi�negre,�tenen�

un�major�efecte�antiinflamatori�que�les�begudes�alcohòliques�sense�polifenols,�com�la�ginebra.�

No� obstant� es� desconeix� l’efecte� antiinflamatori� de� begudes� alcohòliques� amb� un� contingut�

intermig�en�polifenols,�com�pot�ser�considerat�el�cava.�

Per� realitzar� aquest� assaig� clínic� creuat� i� aleatoritzat� s’han� reclutat� 20�homes� sans,�amb�una�

edat� mitjana� de� 34±9� anys.� Els� participants� van� rebre� 30g� d’alcohol� diari� en� forma� de� cava�

(300mL/d)� o� ginebra� (100mL/d)� durant� 28� dies� (estudi� clínic� descrit� en� l’apartat� 4.1.1.1.).�

Prèviament�als�2�períodes�d’intervenció�els�voluntaris�van�tenir�una�etapa�de�rentat�durant�2�

setmanes,� que� va� consistir� en� no� consumir� cap� tipus� de� beguda� alcohòlica.� Els� marcadors�

inflamatoris�i�l’expressió�de�les�molècules�d’adhesió�mesurats�en�leucòcits�van�ser�analitzades�

abans�i�després�de�cada�intervenció.�

L’expressió�dels�LFA�1,�VLA�4,�SLex� i�CD40�en�monòcits�va�disminuir�després�de�la�intervenció�

amb� cava� (P<0.05),� mentre� que� només� SLex� es� va� reduir� després� del� període� amb� ginebra�

(P=0.036).�Els�marcadors�circulants�d’arteriosclerosi�incloent�VCAM�1,�E�Selectina�i�P�Selectina�

van� disminuir� després� d’ambdues� intervencions� (P<0.05).� En� canvi� únicament� la� CRP� d’alta�

sensibilitat,�ICAM�1,�IL�6,�MCP�1�i�CD40L�van�disminuir�després�de�la�ingesta�de�cava�(P<0.05).�

Els� efectes� amb� el� cava� van� ser� més� importants� en� CD40L,� ICAM�1� i� mCP�1� circulant� i� en�

l’expressió�de�monòcits�de�CD40,�LFA�1�i�VLA�4�que�els�ocorreguts�amb�la�ginebra�(P<0.05).�La�

conclusió� que� es� pot� extreure� d’aquest� treball� és� que� ambdues� begudes� tenen� propietats�

antiinflamatòries,�tot�i�que�el�cava�presenta�un�major�efecte�protector,�possiblement�degut�al�

seu�contingut�en�polifenols.�
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Resum�general� del� treball� realitzat� en� col�laboració� amb� la� tesi� doctoral� de� la� Dra�Mònica�

Vázquez�(Hospital�Clínico�de�Barcelona):�

En� aquest� treball� realitzat� en� col�laboració,� la� participació� que� forma� part� d’aquesta� tesi�

doctoral� ha� consistit� en� la� valoració� del� acompliment� de� la� intervenció,� en� els� períodes� de�

rentat,�de�ginebra�i�de�cava.�Les�dades�provenen�del�primer�assaig�clínic�(apartat�4.1.1.1.1.).�En�

el�que�es�pot�apreciar�que�després�dels�períodes� de� rentat� i� ginebra�únicament�hi�ha�nivells�

bassals�de�resveratrol�i�dels�seus�metabòlits�en�orina,�no�obstant�hi�ha�un�augment�significatiu�

d’aquests�després�de�la�intervenció�amb�cava�(P<0.05)�(Figura�17).�
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Figura� 17.� Concentracions� dels� metabòlits� del� resveratrol� en� l’estudi� del� cava� vs� ginebra.�

Diferències�significatives:**P=0.005;�*P<0.05.�
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4.2.1.2. El�resveratrol�urinari�com�a�nou�biomarcador�del�consum�moderat�de�vi�

Carta� d’opinió:� Zamora�Ros� R,� Lamuela�Raventós� RM,� Estruch� R,� Andres�Lacueva� C.�

Resveratrol,�anew�biomarker�of�wine�intake?.�British�Journal�of�Nutrition.�2008.�Acceptada.�

Resum�

En� un� recent� review� de� la� revista�British� Journal� of� Nutrition,� Spencer� et� al.(Spencer� et� al.,�

2008)� han� realitzat� una� meticulosa� revisió� presentant� i� avaluant� els� punts� forts� i� dèbils� dels�

biomarcadors�nutricionals�de�la�ingesta�de�polifenols.�En�aquesta�revisió�es�repeteix�la�idea�de�

que�els�biomarcadors�ofereixen�uns�resultats�més�reals�de�la�ingesta�respecte�a�les�estimacions�

dietètiques,�en�aquest�cas�de�polifenols,�que�les�estimacions�obtingudes�mitjançant�enquestes�

alimentàries.�Els�autors�han� identificat�quins�criteris�han�d’acomplir�aquests�biomarcadors:� i)�

metodologia�robusta;�ii)�sensibilitat;�iii)�especificitat;�iv)�biodisponibilitat.�A�més�els�autors�han�

recopilat� un� conjunt� d’exemples� de� potencials� biomacadors,� i� en� aquesta� carta� d’opinió� el�

nostre�grup�suggereix�la�inclusió�del�resveratrol�com�biomarcador�del�consum�moderat�de�vi.�

Això� és� degut� a� que� als� articles� 1� d’aquesta� tesi� es� mostren� resultats� sobre� la� sensibilitat� i�

especificitat,� respectivament,� del� resveratrol� com� biomarcador� del� consum� de� vi.� A� més� la�

metodologia� d’anàlisis� per� LC�MS/MS� és� una� tècnica� suficientment� robusta� i� recentment�

Boocock�et�al.� (Boocock�et�al.,�2007)�han�estudiat�els�paràmetres�farmacocinètics�en�humans�

del�resveratrol.��

Per�aquests�motius,�el�nostre�grup�proposa�el�resveratrol�i�els�seus�metabòlits�en�orina�com�a�

biomarcador�del�consum�moderat�de�vi,�perquè�acompleix�amb�tots�els�requisits�considerats�

per�Spencer�et�al.�
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4.2.2. Concentració� de� resveratrol� i� dels� seus� derivats� en� aliments� i� l’estimació� de� la� seva�

ingesta� dietètica� en� una� població� espanyola:� cohort� que� pertany� a� l’estudi� prospectiu�

europeu�sobre�dieta�i�càncer�(EPIC�Espanya).�

Article� 3:� Zamora�Ros� R,� Andres�Lacueva� C,� Lamuela�Raventós� RM,� Berenguer� T,� Jakszyn� P,�

Martínez�C,�Sánchez�MJ,�Navarro�C,�Chirlaque�MD,�Tormo�MJ,�Quirós�JR,�Amiano�P,�Dorronsoro�

M,� Larrañaga� N,� Barricarte� A,� Ardanaz� E,� González� CA.� Concentrations� of� resveratrol� and�

derivatives� in� foods� and� estimation� of� dietary� intake� in� a� Spanish� population:� European�

Prospective� Investigation� into� Cancer� and� Nutrition� (EPIC)�Spain� cohort.� British� Journal� of�

Nutrition.2008;�100:�188�196.�

Resum:�

Els� efectes� beneficiosos� del� resveratrol� respecte� a� malalties� relacionades� amb� processos�

oxidatius�i/o�inflamatoris�es�troben�àmpliament�descrits�en�la�bibliografia.�A�més�en�els�últims�

anys,� han� aparegut� estudis� on� al� resveratrol� se� li� han� atribuït� propietats� relacionades� amb�

l’antienvelliment,�ja�que�té�la�capacitat�d’augmentar�l’esperança�de�vida�d’organismes�simples�

i�mamífers�petits.�L’objectiu�del�presente�treball�és�estimar�la�ingesta�dietètica�del�resveratrol�i�

del�piceid� (R&P)�presents�en�els�aliments,� i� la� identificació�de� les�principals� fonts�dietètiques�

d’aquest�compostos�en�una�població�adulta�espanyola.�

Per� assolir� amb� l’objectiu,� en� primer� lloc� es� va� tenir� que� recopilar� una� base� de� dades� de�

composició�d’aliments�espanyols� (BDCA)�específica�per�R&P.�Finalment�es�va�aconseguir� una�

BDCA� amb� 160� ítems� que� es� van� agrupar� en� un� llistat� de� 18� aliments� genèrics.� La� població�

espanyola�estudiada�va�ser� la�cohort�de�40685�subjectes,�d’entre�35�i�64�anys�de�regions�del�

nord�i�del�sud�de�Espanya,�inclosos�en�l’estudi�prospectiu�europeu�sobre�dieta�i�càncer�(EPIC�

España).� La� ingesta� habitual� d’aliments� va� ser� estimada� mitjançant� una� entrevista� personal�

emprant�una�versió�informatitzada�d’un�qüestionari�validat�de�la�història�dietètica.�

La�mediana�i� la�mitjana�de�la�ingesta�de�R&P�de�la�població�adulta�espanyola�és�de�100�i�933�

�g/dia,� respectivament.� Tot� i� que� aproximadament� el� 32%� de� la� població� espanyola� no�

consumeix�R&P.�Dels�4�estilbens�estudiats�(R&P,�formes�cis�i�trans)�el�majoritari�va�ser�el�trans�

piceid� (53.6%),� seguit� pel� trans�resveratrol� (20.9%),� cis�piceid� (19.3%)� i� en� últim� lloc� el� cis�

resveratrol�(6.2%).�La�font�dietètica�més�abundant�de�R&P�va�ser�el�vi�(98.4)�seguit�pel�raïm�i�

els�sucs�de�raïm�(1.6%),�mentre�que�els�cacauets,�festucs�i�baies�contribueixen�amb�menys�d’un�

0.01%.�
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Així�doncs,�com�a�conclusió�d’aquest�treball�es�pot�observar�que�el�patró�d’ingesta�de�R&P�és�

similar�al�patró�d’ingesta�de�vi.�Aquest�ha�estat�el�primer�treball�científic�que�estima�el�consum�

de�R&P�en�un�país�mediterrani.�
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4.2.3.�Metabòlits�del�resveratrol�en�orina�com�a�biomarcador�del�consumo�de�vi�en�estudis�

epidemiològicos:�l’estudi�PREDIMED.�

Article� 4:� Zamora�Ros� R,� Urpí�Sardà� M,� Lamuela�Raventós� RM,� Estruch� E,� Martínez�González�

MA,�Salas�Salvadó�J,�Arós�F,�Andres�Lacueva�C.�Resveratrol�metabolites�in�urine�is�as�biomarker�

of�wine�intake�in�free�living�subjects:�the�PREDIMED�Study.�En�procés�de�revisió.�

Resum:�

Diversos�estudis,�tant�clínics�com�epidemiològics,�han�mostrat�els�efectes�cardio�saludables�del�

consum�moderat�de�vi.�L’estimació�del�consum�d’aliments�o�de�nutrients�sempre�és�un�factor�

crític� en� epidemiologia� nutricional.� Les� dades� dietètiques� obtingudes� mitjançant� enquestes�

alimentàries�són�menys�fiables�que�les�dades�aportades�pels�biomarcadors�nutricionals.�

Aquest�estudi�s’ha�portat�a�terme�amb�1000�participants�seleccionats�aleatòriament�del�temps�

inicial�de� l’estudi�PREDIMED,�els�voluntaris�van�ser�admesos�des�de�Octubre�2003�a� Juny�del�

2005.�La�suma�dels�metabòlits�del�resveratrol�(TRMs)�en�orina�de�primera�hora�del�matí�van�ser�

analitzats� per� cromatografia� líquida� acoblada� a� espectrometria� de� masses� en� tàndem� (LC�

MS/MS)�després�d’una�neteja�mitjançant�una�extracció�en�fase�sòlida�(Urpi�Sarda�et�al.,�2007).�

Els� nivells� de� TRMs� han� estat� correlacionats� directament� amb� la� quantitat� diària� de� vi�

declarada� (r=0.895;�P<0.001).�Usant�el�punt� de� tall� de�411.38nmol/g�de�creatinina,�els�TRMs�

són� capaços� de� discriminar� entre� els� consumidors� i� els� no� consumidors� de� vi� amb� una�

sensibilitat�del�93.27%�(91.53%�94.74%);�i�una�especificitat�del�92.07%�(90.22%�93.67%).�

Les�conclusions�que�es�poden�extreure�del�present�estudi�són�que�els�TRMs�en�l’orina�del�matí�

acompleixen� tots� els� criteris� de� valoració� d’un� marcador� biològic� per� ser� considerat� un� bon�

biomarcador� del� consum� de� vi� en� grans� estudis� epidemiològics.� Per� aquesta� raó,� aquest�

biomarcador�pot�proporcionar�una�eina�addicional�per�investigar�les�relacions�entre�la�ingesta�

de�vi�i�el�seu�potencial�efecte�en�la�salut.�
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Resveratrol metabolites in urine as biomarker of wine intake in free-living 

subjects: the PREDIMED Study1-3
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ABSTRACT 

Background: Several clinical and epidemiological studies have shown that moderate 

wine consumption may exert a protective effect against coronary heart disease. 

However, the epidemiological assessment of wine consumption has usually been 

obtained using self-reported questionnaires with less reliable information to assess total 

intake accurately than nutritional biomarkers. A reliable biomarker for wine 

consumption is, therefore, needed. 

Objectives: To validate urinary resveratrol metabolites (RMs) as a biomarker of wine 

consumption in a large cohort of free-living subjects. 

Design: Consecutive 1000 subjects entering a substudy of the PREDIMED trial 

(PREvención con DIeta MEDiterránea) were evaluated. Data were collected in a 

validated semiquantitative food frequency questionnaire and information was compiled 

on drinking habits. RMs were measured in morning urine by LC-MS/MS after sample 

cleanup by solid-phase extraction.  

Results: 45.8% participants reported a mean daily intake of 182.1 g of wine, whereas 

15.1% were non wine consumers and 39.1% reported an intermittent consumption of 

wine (less than 3 glasses a week). Urinary RMs values correlated directly with reported 

daily amounts of wine consumed (r = 0.895; P <0.001). Using a cut-off of 411.4 nmol/g 

creatinine, urinary RMs could discriminate wine consumers from non wine consumers 

and intermittent consumers with a sensitivity of 93.3% (95% confidence interval, CI 

91.5-94.7%); and a specificity of 92.1% (CI 90.2-93.7%). 

Conclusions: Urinary RMs fulfill criteria to be considered as nutritional biomarker of 

wine consumption in a large sample of free-living subjects. This biomarker would 
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provide an additional tool to investigate the relationship between wine and health 

benefits more precisely. 

(Word count: 249) 

INTRODUCTION

Results of several epidemiological studies have supported the healthy effects of the 

Mediterranean food pattern (1). Wine is one of the most representative foods of this 

pattern and it has been reported that wine intake may explain why Southern European 

countries have a low prevalence of coronary heart disease (CHD), despite exhibiting 

relatively high prevalence of cardiovascular risk factors. For example, the French 

population consumes large amounts of saturated fat, but the incidence of CHD is low, 

known as the French Paradox (1;2). The exact mechanisms of the beneficial effects of 

moderate wine consumption are still uncertain; part of these effects have been attributed 

to ethanol itself and part to its polyphenol content. Other potential benefits attributed to 

moderate wine consumption in epidemiological studies include a reduced risk of 

ischemic stroke (3), hypertension (4), diabetes (5), dementia (6) and several causes of 

mortality (7). However, epidemiological studies have yielded widely variable results (4-

6), probably due to the fact that it is very difficult to accurately assess dietary habits 

(including alcoholic beverage consumption) and physical activity in these studies. In 

other words, there are many uncertainties associated with the dietary assessment 

methods currently used in epidemiological studies (8). Additionally, the appropriate use 

of biomarkers in epidemiologic and clinical studies requires their validity to first be 

verified in samples of free-living populations. There are several advantages of 

biomarkers over self-reported dietary data, since they reflect a more objective 

assessment of the nutrient intake (9-11). Therefore, for a better insight into the health 
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effects of moderate wine drinking, reliable biological markers for wine intake are 

needed. Furthermore, the availability of biomarkers can be used to reduce bias in the 

assessment of associations between dietary habits and disease risk.(12). 

Wine, especially red wine, is the richest identified dietary source of stilbenes, the most 

representative of which is resveratrol. The amounts of resveratrol and piceid in red wine 

are 4-fold and more than 100 fold higher than in grape and other stilbene dietary sources 

(peanuts, pistachios and berries) respectively (13). In the EPIC-Spanish cohort, the most 

important source of total resveratrol (sum of cis- and trans-resveratrol and piceid) was 

wine (>98%), with an estimated daily stilbene intake of 933�g (13). After a recent study 

in which we reported that urinary excretion of resveratrol metabolites (RMs) may be 

used as a potential biomarker of wine consumption in clinical trials (14), in the current 

work we assessed the feasibility of this biomarker of wine consumption from a food 

frequency questionnaire (FFQ) in a large cohort of free-living subjects.   

SUBJECTS AND METHODS 

Subjects

The present study is a cross-sectional assessment of the first 1,000 consecutively 

admitted participants recruited from October 2003 to July 2005 in a substudy of the 

PREDIMED (PREvención con DIeta MEDiterránea) Trial (www.predimed.org). This is 

a large, parallel group, multicenter, controlled, randomized 5-year clinical trial designed 

to evaluate the effects of the Mediterranean diet on the primary prevention of 

cardiovascular disease. Full details of the study protocol have been published elsewhere 

(15). The Institutional Review Board of all participant centers approved the study 
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protocol, and has been registered in the Current Controlled Trials, London (ISRCTN 

35739639).  

Eligible participants are community-dwelling men, 55 to 80 years of age, and women, 

60 to 80 years of age; with an absence of prior CHD; and the presence of type 2 diabetes 

or at least three or more of the following CHD risk factors: current smoking, 

hypertension (blood pressure>140/90 mmHg, or treatment with antihypertensive drugs), 

LDL cholesterol �160 mg/dL (or treatment with hypolipidemic drugs), low HDL 

cholesterol (�40 mg/dL), body mass index (BMI) �25 kg/m2, or family history of 

premature CHD. 

Dietary assessment 

The baseline examination included administration of a validated 137-item FFQ (16). 

Data reported included information on drinking habits, such as amount, frequency, and 

type of alcohol intake. Energy and nutrients; and resveratrol and piceid intakes were 

calculated from Spanish food tables (17) and compiled Spanish food composition data 

(13), respectively. 

Samples and analytical methods 

Morning urine samples were collected from all participants. Urine samples were coded 

and stored at –80ºC until analyses. The clinical investigators and laboratory technicians 

were blinded to clinical data. Resveratrol metabolites (RMs) in urine samples were 

analyzed using liquid chromatography-tandem mass spectrometry (LC-MS/MS) 

(18;19). Briefly, 1 mL of urine with the internal standard was loaded onto a previously 

equilibrated Oasis HLB 96-wells SPE plate (30mg; Waters). Urinary RMs were eluted 

with acidified methanol solution and ethyl acetate. After evaporation, the samples were 
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reconstituted with 100 �L of the mobile phase and then analyzed in the LC (Perkin-

Elmer s200) coupled to a triple-quadrupole mass spectrometer (API 3000; Perkin-Elmer 

Sciex). All results for urinary RMs were corrected for creatinine and were reported as 

nanomols per gram of creatinine in the morning urine (14). Urinary creatinine was 

measured by the standard Jaffe (alkaline picrate) kinetic method (20;21).  

Statistical analysis 

Descriptive statistics with the mean (SD) were used for the baseline characteristics of 

the participants. Chi-square tests and analyses of variance (ANOVA) were used to 

compare qualitative traits and means of quantitative variables, respectively, between 

wine consumption groups. As urinary resveratrol data was skewed (Kolmogorov and 

Levene tests), median (interquartile range) were used to describe this variable, and 

comparisons between groups of wine consumption were performed using non-

parametric tests (Kruskal-Wallis and Mann-Whitney with Bonferroni adjustment). 

Spearman’s rank correlation was calculated to estimate the association between urinary 

RMs excretion and dietary wine intake or dietary resveratrol and piceid consumption. 

Using ROC curve analysis, a cut-off point providing optimized sensitivity, specificity, 

positive (PPV) and negative predictive values (NPV) for the identification of wine 

consumers were calculated. All statistical test were 2-tailed, and the significance level 

was P<0.05. Statistical analysis was performed using the SPSS 14.0. 

RESULTS 

We analyzed the baseline data of 1,000 high cardiovascular-risk participants (479 men 

and 521 women, mean (SD) aged 66.6 (6.2)) (Table 1). Participants of moderate daily 

wine group were significantly higher in males, current smokers, high education level 

and had low chronic diseases with a similar pattern than other epidemiological studies 
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(7;22;23).The mean (SD) daily alcohol intake of the evaluated subjects was 10.86 

(16.33) g/day, mainly as some form of wine. 45.8% of participants were moderately 

daily consumers of wine [182.1 (151.9) mL/d], 15.1% drank intermittently (less than 3 

glasses a week) [12.16 (6.21) mL/d] and the remaining 39.1% did not drink any kind of 

wine. Among the wine drinkers, most of them preferentially drank red wine (76.7%) 

and only a few, white wine (11.9 %) and rosé wine (11.4%). The participants who 

reported to drink only beer and/or spirits (4.8%) were included in the group of non wine 

consumers.  

Total urinary RMs were calculated as the sum of individual metabolites (trans-

resveratrol-3-O-glucuronide, cis-resveratrol-4’-O-glucuronide, cis-resveratrol-3-O-

glucuronide, trans-resveratrol-4’-O-sulfate, trans-resveratrol-3-O-sulfate, cis-

resveratrol-4’-O-sufate and cis-resveratrol-3-O-glucuronide). The mdian (interquartile 

range) urinary RMs amounts were 120.7 (205.5), 599.8 (381.3) and 1401.3 (1242.6) 

nmol/g for volunteers who reported non wine, intermittent and daily wine consumption, 

respectively (Fig 1). Compared with the participants classified as moderate daily wine 

consumers, urinary RMs concentrations increased significantly for the intermittent wine 

consumers (P<0.001) and  for the non wine consumers (P<0.001). Significant 

differences were also observed when intermittent and non wine consumers were 

compared (P<0.001). The reported wine consumption was correlated directly with the 

urinary RMs concentrations (r = 0.895; P <0.001) (Fig 2). The estimated resveratrol and 

piceid consumption from FFQ was correlated directly with the urinary RMs 

concentration (r = 0.890; P <0.001). 

According to ROC curve analysis, the optimal cutoff point for urinary RMs was 411.38 

nmol/g which allowed differentiation of non-wine consumers from wine consumers 
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with an area under the ROC curve (Fig 3) of 0.983 (95% CI, 0.973-0.990), a sensitivity 

of 93.3% (CI 91.5-94.7%), a specificity of 92.1% (CI 90.2-93.7%), a positive predictive 

value (PPV) of 94.8% (CI 93.2-96.1%), and a negative predictive value (NPV) of 

89.8% (CI 87.8-91.6%). 

DISCUSSION 

We report the first data on resveratrol as a nutritional marker of moderate wine 

consumption in a large sample of free-living subjects, previously described in two 

controlled clinical trials and in a small cohort (14). Spencer et al.(11) established the 

optimal criteria of potential compounds to serve as useful nutritional biomarkers: i) 

robust methodology; ii) sensitivity; iii) specificity; iv) bioavailability, characteristics 

also confirmed by van Damm and Hu (24). Since the validated LC-MS/MS 

methodology carried out in this study allowed us to improve the resveratrol metabolite 

profile in biological samples, parameters such as selectivity, sensitivity, recovery, 

linearity, precision and stability were maximally optimized (18). Moreover, the solid 

phase extraction adaptation into 96 wells and 10 min of chromatographic time allowed 

us to analyze a large number of samples, essential in epidemiological studies. 

Although some differences were observed between  resveratrol dietary intake  and 

concentrations of urinary RMs in controlled, crossover and randomized clinical trials 

(14), in the current study we showed that RM concentration in urine correlated 

significantly with calculated resveratrol intake obtained from FFQ in large free-living 

populations (r: 0·890, P< 0.001). Moreover, urinary RMs also correlated highly 

significantly with reported wine consumption (r: 0·895, P< 0.001), which indicates the 

usefulness of such determination as a biomarker of wine consumption. 
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However, other premises should be taken into account. The best specific dietary 

biomarker would only be modified by one food. Since this situation hardly ever occurs, 

the major food sources of polyphenols should be analyzed. Resveratrol may be found in 

red wine, but also in grape, nuts and berries. Nevertheless,  the amounts of resveratrol 

and piceid in red wine are 4-fold, 120-fold, 105-fold higher than in grape, peanuts or 

pistachios, and berries, respectively (13). In our study, resveratrol and piceid sources 

corresponded to wine (96.4%), grape (3.6%) and other foods (<0.1%). Thus, wine is the 

most important dietary source of resveratrol (13). Other important limitation to assess 

the specificity of a nutritional biomarker may be the wide variability in nutrient 

composition of a same food. It is well-known that resveratrol content in wines may vary 

up to 10-fold  (25;26) due to grape variety and wine making. However other 

polyphenols, well-established as good nutritional biomarkers (11), such as quercetin in 

onions and lettuce, also vary 7-fold and 82-fold, respectively, due to variety, part of 

plant (outer vs inner leaves) and cooking process (27). 

In the current study, specificity and sensitivity were also evaluated with a ROC curve 

that was used to distinguish between non-wine and wine consumers in a large free-

living population. All diagnostic parameters were higher than in our previous two 

controlled clinical trials and the small cohort, probably due to the large number of 

participants included in the present cohort and the different technique used to determine 

RMs in urine. 

Resveratrol bioavailability in humans has been investigated previously in several 

clinical trials (14;18;28-34). All pharmacokinetic parameters of resveratrol have only 

been studied by Boocock et al (28) and they reported that RMs remained in urine at 

least 12-24h after intake. In fact, Walle et al still detected radioactivity in plasma at 72h 
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after oral or intravenous 14C-labeled resveratrol dose (34). On the other hand, we 

observed interindividual differences, as described by other authors, for resveratrol 

concentrations in urine (14;18;30;34), plasma (31;33) and low-density lipoproteins (19). 

However, the large number of participants included in the cohort studied allows us to 

extrapolate the results to other similar free-living populations.  

Blood and spot urine are more useful than urine 24-h urine for large epidemiological 

studies. Although excretion of flavonoids in 24-h urine showed better correlation 

coefficients than data obtained in morning urine (r=0.86 versus r=0.56) as a biomarker 

of fruit and vegetables (35), the Spearman’s rank correlation obtained in the current 

study between reported wine consumption and morning urinary resveratrol was as high 

(r=0.895), permitting us to propose the general use of the of RMs determination in 

morning urine as a biomarker of wine consumption. Furthermore, Mennen et al. 

reported that concentrations of several polyphenols in spot urine correlated with those 

obtained in 24-h urine (36). Other accepted food intake biomarkers, such as overnight 

urinary isoflavones for soy intake (r=0.52) (37); 4-O-methylgallic acid in urine 24h 

(r=0.5 and 0.57) for usual and current tea intake, respectively; and isoferulic acid in 

urine 24h (r=0.18 and 0.26) for current and usual coffee intake, respectively (38), have 

shown lower correlation coefficients. In plasma, some nutritional biomarkers were also 

positively evaluated, such as alkylresorcinols as markers of whole grain wheat and rye 

intake (r= 0.58) (39). 

In conclusion, our data support the use of RMs in morning urine as a specific and 

accurate biomarker of moderate wine consumption in a large free-living population. 

This biomarker would constitute an additional tool to investigate the relationship 

between wine consumption and health benefits more precisely. 
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TABLE 1. Baseline characteristics of the 1000 participants examined. 

Characteristic

Non wine 

consumers

(n=391)

Intermittent 

wine consumers

(n=151)

Daily wine 

consumers

(n=458)

P

Mean (SD) age, y 68.1 (6.1) 66.1 (6.2) 65.5 (5.9) <0.001 

Men, n (%) 170 (43.8) 72 (47.7) 238 (52.0) 0.014 

Mean (SD) BMI, kg/m2 29.6 (3.5) 29.2 (3.4) 29.1 (3.0) 0.152 

Current smokers, n (%) 34 (8.7) 22 (14.6) 103 (22.5) <0.001 

Type 2 diabetes 

mellitus,n(%)

214 (54.7) 64 (42.4) 192 (39.7) <0.001 

Hypertension, n (%) 318 (81.3) 124 (82.1) 349 (76.2) 0.069 

Dyslipidemia, n (%) 237 (60.6) 97 (64.2) 280 (61.1) 0.914 

Education level, n (%)     

     Primary school 353 (90.2) 108 (71.5) 308 (67.2) <0.001 

     First-degree high school 28 (7.2) 29 (19.2) 90 (19.7) <0.001 

     High school or university 10 (2.6) 14 (9.3) 60 (13.1) <0.001 
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FIGURE LEGENDS 

FIGURE 1. Box plots of urinary resveratrol metabolite concentrations among non-wine 

consumers (n=391), intermittent wine consumers (n=151), and moderate daily wine 

consumers (n=458).

 

FIGURE 2. A. Relation between reported wine consumption and morning urinary 

resveratrol metabolites concentration (r=0.895; P<0.001) in 1000 participants of the 

PREDIMED Study. B. Relation between reported dietary resveratrol and morning 

urinary resveratrol metabolites concentration (r=0.890; P<0.001) in 1000 participants of 

the PREDIMED Study.  

 

FIGURE 3. ROC curve of urine resveratrol metabolites for discrimination of wine 

consumers from non wine consumers in the PREDIMED Study. 
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Fig 1 
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4.2.4.�Prevenció�de�la�sobrecàrrega�antioxidant�per�mecanismes�d’homeostasi�endògens�de�

la�xarxa�plasmàtica�redox.�Estudi�PREDIMED.�

�

Article�4:�Serafini�M,�Zamora�Ros�R,�Lamuela�Raventós�RM,�Estruch�E,�Miguel�Ángel�Martínez�

González;��Covas,�MI,�Miguel�Fiol,�José�Lapetra�y�Andres�Lacueva�C.�Antioxidant�overloading�is�

prevented�by�endogenous�tuning�mechanism�of�plasma�redox�network.�En�procés�de�revisió.�

�

Resum:�

La�xarxa�antioxidant�de�l’organisme�permet�una�eficient�i�completa�protecció�contra�l’atac�

produït�per�les�especies�reactives�de�l’oxigen�i�del�nitrogen.�A�pesar�de�l’elevada�complexitat�i�

eficàcia�de�la�homeostasi�redox�endògena,�aquesta�ha�de�ser�complementada�amb�l’aportació�

d’antioxidants�provinents�de�la�dieta�per�optimitzar�la�estratègia�de�defensa.�Diversos�estudis�

de�consumo�agut�d’aliments�rics�en�antioxidants�han�demostrat�la�capacitat�de�la�dieta�de�

modular�la�capacitat�antioxidant�total�(TAC).�Tot�i�que�diversos�meta�anàlisis�apareguts�

recentment�han�suggerit�uns�efectes�negatius�de�la�suplementació�amb�antioxidants�a�dosis�

farmacològiques�en�malaltia�cardiovascular�i�mortalitat�total.�La�gran�variabilitat�en�la�

biodisponibilitat�dels�antioxidants�i�l’existència�de�mecanismes�reguladors�homeostàtics�poden�

afectar�la�capacitat�dels�antioxidants�exògens�de�modular�les�defenses�antioxidants�in�vivo.�Així�

la�hipòtesi�del�present�estudi�ha�estat�mostrar�si�l’estat�antioxidant�està�modulat�per�

mecanismes�de�regulació�endògens�dissenyats�per�evitar�la�sobrecàrrega�redox.�

Aquest�estudi�s’ha�portat�a�terme�amb�569�participants�seleccionats�aleatòriament�de�l’estudi�

PREDIMED,�els�voluntaris�van�ser�admesos�des�de�Octubre�del�2003�a�Juny�del�2005.�Els�

participants�seleccionats�van�ser�assignats�aleatòriament�a�les�tres�intervencions�de�l’estudi�

Predimed:�dieta�mediterrània�suplementada�amb�oli�d’oliva�verge�(n=195),�dieta�mediterrània�

suplementada�amb�fruits�secs�(n=190)�i�finalment�a�la�dieta�control,�baixa�en�greix�(n=184).�Als�

participants�se’ls�va�analitzar�la�TAC�del�plasma�en�el�temps�inicial�i�en�el�seguiment�a�l’any�

mitjançant�els�assaigs�del�FRAP�i�del�TRAP.�

S’han�observat�increments�positius�significatius�en�els�nivells�plasmàtics�de�FRAP�[72.0�mol/L�

(95%�IC,�34.2�109.2;�P<0.001)�i�de�TRAP,�45.0�(0.9�89.1;�P=0.046)�després�d’un�any�

d’intervenció�dietètica�amb�dieta�mediterrània�suplementada�amb�fruits�secs.�També�s’han�
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observat�augments�significatius�després�d’un�any�de�seguiment�de�dieta�mediterrània�

suplementada�amb�oli�d’oliva�verge�en�els�nivells�de�FRAP�48.9�mol/L�(24.3�73.5;�P<0.001)�i�

quasi�significatius�en�els�de�TRAP,�36.4�(�4.3�63.0;�P<0.08).�No�obstant�no�s’han�observat�

diferències�significatives�en�el�grup�control.�Els�nivells�de�TRAP�i�FRAP�inicial�han�estat�

correlacionats�directament�amb�els�deltes�d’increment,�la�diferència�entre�els�nivells�de�l’any�i�

els�bassals,�de�TRAP�i�FRAP�(r>0.365;�P<0.001)�en�els�dos�grups�de�dieta�mediterrània.�En�

conseqüència�els�increments�en�els�deltes�de�TRAP�i�FRAP�són�majors�en�el�quartil�1�inicial�que�

en�quartils�superiors,�fins�i�tot�en�el�quartil�4�els�nivells�es�redueixen�després�d’un�any�

d’intervenció.�A�més�s’ha�observat�una�associació�inversa�entre�els�nivells�plasmàtics�de�FRAP�

inicials�i�els�de�glucosa�ajustada�(��coefficient=�0.027;�P=0.012).�Alts�nivells�de�glucèmia�poden�

induir�l’autooxidació�de�la�glucosa,�la�glucosidació�de�proteïnes�i�l’activació�del�metabolisme�

dels�poliols.�Aquests�canvis�poden�accelerar�la�generació�d’espècies�reactives�de�l’oxigen�i�del�

nitrogen�augmentant�l’estrès�oxidatiu.�

Les�conclusions�que�es�poden�extreure�del�present�estudi�són�que�apareixen�evidències�de�la�

existència�de�mecanismes�moduladors�de�la�xarxa�antioxidant�plasmàtica�que�mantenen�una�

homeòstasi�de�forma�dinàmica�optimzant�la�disponibilitat�dels�antioxidants.�Augmentar�el�

coneixement�sobre�els�mecanismes�reguladors�i�les�necessitats�de�l’organisme�en�antioxidants�

és�necessari�per�optimitzar�les�estrategies�de�prevenció�contra�l’estrès�oxidatiu.�
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ABSTRACT (70 words) 

Scientific literature has recently suggested harmful effect of antioxidant 

supplementation in human. We show the existence of mechanisms of regulation of 

antioxidant plasma network aimed to reach a physiological homeostasis. Reduction of 

antioxidant levels in subjects in the highest quartile of plasma antioxidant capacity, 

suggest the need of the body to avoid antioxidants overloading. These findings are of 

practical relevance for optimizing strategies of antioxidant supplementation for 

oxidative stress prevention. 
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BRIEF COMMUNICATION (1000 words) 

The antioxidant network of the body, due to its wide range of redox potential and 

localization, allow a complete and efficient protection against attack driven by Reactive 

Oxygen Nitrogen Species (RONS). However, despite its high grade of complexity and 

efficiency, there is the need to optimize defense strategies against RONS with dietary 

antioxidants. Different studies have shown the ability of diet to modulate plasma Total 

Antioxidant Capacity (TAC) following acute consumption of plant foods in humans1-3. 

In addition, large cohort studies has shown that greater adherence to Mediterranean diet 

is associated with elevated TAC levels4,5. However, conclusion from randomized, 

placebo-controlled intervention studies, using galenic antioxidants supplements, have 

been mainly discouraging with some unexpected results where an enhancement of 

disease risk was observed6-8. Moreover recent meta-analyses have suggested a negative 

effect of galenic antioxidant supplementation on overall mortality9 as well as on 

cardiovascular diseases10 and cancer11. Physiological diversity in the absorption and 

disposal of antioxidants and the existence of homeostatic mechanisms of regulation 

might affect the ability of exogenous antioxidants to modulate antioxidant defenses in

vivo12. The possibility that, antioxidant status is regulated by endogenous mechanism of 

control designed to avoid redox overloading, is our working hypothesis. We analyzed 

the baseline and one year follow-up data of 569 high cardiovascular-risk randomly 

selected participants (279 men and 290 women, mean (SD) aged 65.1 (9.7), recruited 

from October 2003 to July 2005 in a substudy of the PREDIMED (PREvención con 

DIeta MEDiterránea) Trial (www.predimed.org)13. This is a large, parallel group, 

multicenter, controlled, randomized 4-year clinical trial designed to evaluate the effects 

of the Mediterranean diet on the primary prevention of cardiovascular disease. The 

study protocol was approved by the Institutional Review Board of all participant 
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centers, and it has been registered in the Current Controlled Trials, London (ISRCTN 

35739639). Participants were assigned to 3 interventions: Mediterranean diet with 

virgin olive oil, 1 liter per week (n=195); Mediterranean diet with mixed nuts, 30 g/d 

(n=190); or low-fat diet (n=184). 

Plasma TAC was analyzed through the assessment of the Ferric Reducing Antioxidant 

Potential (FRAP assay)14 and the Total Radical-trapping Antioxidant Parameter (TRAP 

assay)15 indicator of the ability of plasma to reduce iron and to scavenge peroxyl 

radicals, respectively. Plasma glucose was measured using standard enzymatic 

automated method (ABX-Horiba Diagnostics, Montpellier, France). Plasma levels of 

FRAP [mean difference, 72.0�mol/L(95% CI, 34.2-109.9);P<0.001;Fig.1a] and TRAP 

[45.0�mol/L(0.9-89.1);P= 0.046;Fig1a]) increased significantly after one year of 

Mediterranean diet intervention supplemented with the nuts mixture. Mediterranean diet 

with olive oil supplementation raised significantly FRAP [48.9�mol/L(24.3-

73.5);P<0.001] and close to significance TRAP [30.36�mol/L(-4.3-63.0);P<0.08]) 

levels. No changes were observed in the control group (Figure 1a). However, the effect 

of supplementation differed significantly on the basis of starting quartile of plasma TAC 

levels. People in the lowest quartile showed a significant increase of TRAP level 

[186.7�mol/L (121.8-251.7); P<0.001; Fig. 1b and 152.0�mol/L (71.0-233.0); P=0.001; 

Fig 1c] in the olive oil and nuts groups, respectively, whereas a lack of effect was 

observed in people at the second and third quartile for both supplements. On the 

contrary, people in the highest quartile display a decrease of plasma TRAP levels [-

139.9�mol/L(-209.6 to -70.2);P<0.001;Fig.1b] in the olive oil group and a lack of 

changes in the nuts group [-77.5�mol/L (-172.6. to 17.5);P=0.105;Fig1b]. People at 

lowest, 2nd and 3rd quartile (nuts only) increased further, but at different degree, FRAP 
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levels (micromolar increase for first quartile [114.9�mol/L(70.0-159.9);P<0.001 and 

132.4�mol/L(75.9-189.0);P<0.001]; for 2nd quartile[77.2�mol/L(30.5-123.8);P=0.002 

and 88.2�mol/L(38.5-137.9);P=0.001]; for third quartile [30.1�mol/L(-11.5-

71.8);P=0.152 and 89.6�mol/L(2.3-176.9);P=0.045] respectively for olive oil and nuts 

Fig. 1b and 1c). No increase was observed for people at highest quartile of FRAP levels. 

Significant Pearson correlations (All r >0.365; All P<0.001) have been observed 

between baseline levels and delta of increase of plasma TRAP and FRAP in both 

supplemented groups (Figure 2a and 2b). 

A significant inverse association (� coefficient=-0.027; P=0.012) has been observed 

between glucose and TAC levels in our subjects by multiple linear regression model 

adjusted by age, sex, body weight and drugs. Interestingly, stratification in quartiles of 

plasma FRAP revealed higher levels of glucose concentration for people in the lowest 

quartile of TAC (Fig. 2c). High glucose level can induce the autoxidation of glucose, 

glycation of proteins, and the activation of polyol metabolism. These changes accelerate 

generation of RONS and increases oxidative chemical modification of bio-molecules16. 

This pro-oxidant action of glucose might be at the basis of the inverse association  with 

plasma TAC, despite further evidences are needed to substantiate our finding. 

For the first time, we provide evidences on the existence of tuning mechanisms of 

plasma antioxidant network to maintain a dynamic homeostasis and to optimize 

antioxidant absorption. The mechanisms through physiological levels are reached is still 

unclear, and it might involve dietary as well as endogenous antioxidant. Our results 

suggest an efficiency of antioxidant supplementation based on the specific requirement 

of the body for antioxidant equivalents. Indirect evidences to our findings came from 

the SUVIMAX (Supplémentation en Vitamines et en Minéraux Antioxydants) study, 
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where a cocktail of antioxidants and minerals was used at nutritional dosages for 8 

years, supplementation was effective only in men, characterized by lower levels of -

carotene and vitamin E respect to women, reducing cancer incidence of about 30%17. It 

is possible that, antioxidant supplementation might be inefficient in subjects with 

plasma levels of TAC within physiological ranges. The clear reduction of TAC levels in 

subjects in the highest quartile, suggest the necessity of the body to trigger constraint 

mechanisms avoiding an antioxidants overcapacity in subjects with plasma levels 

already within the “physiological ranges”. The possibility that, chronic antioxidant 

supplementation at doses far high respect to the physiological need of the body, can 

overwhelm the mechanism of antioxidant control is feasible and should be considered in 

designing intervention studies. A better understanding of the mechanism regulating the 

requirement of the body for antioxidants is needed in order to manage antioxidant 

overloading optimizing strategies for oxidative stress prevention.  
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FIGURE CAPTIONS 

Figure 1. Effects on TAC assessed as TRAP and FRAP after one year of Mediterranean 

dietary treatment supplemented with nuts or virgin olive oil. A, Mean changes from 

baseline in TRAP and FRAP after 1 year of Mediterranean diet supplemented with nuts, 

Mediterranean diet supplemented with virgin olive oil or low-fat diet. Values are means 

and 95% CI. Asterisks indicate differences from baseline (t-test): *P<0.05; **P<0.01; 

***P<0.001. B, Means of TRAP at base line and after one year of Mediterranean diet 

supplemented with virgin olive oil by quartile of plasma TRAP levels. Asterisks 

indicate differences from baseline (t-test): *P<0.05; **P<0.01; ***P<0.001. C, Means 

of FRAP at base line and after one year of Mediterranean diet supplemented with nuts 

by quartile of plasma FRAP levels. Asterisks indicate differences from baseline (t-test): 

*P<0.05; **P<0.01; ***P<0.001. 

Figure 2. A, Relation between �mol/L of TRAP at baseline and �mol/L of �TRAP 

(differences from base line) after 1 year of Mediterranean diet supplemented with virgin 

olive oil (green marks, r=0.585;P<0.001) and Mediterranean diet supplemented with 

nuts (blue marks, r=0.442;P<0.001). B, Relation between �mol/L of FRAP at baseline 

and �mol/L of �FRAP (differences from baseline) after 1 year of Mediterranean diet 
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supplemented with olive oil (green marks, r=0.366;P<0.001) and Mediterranean diet 

supplemented with nuts (blue marks, r=0.396;P<0.001). 

Means of TAC (TRAP and FRAP) at base line and after one year of Mediterranean diet 

supplemented with virgin olive oil by quartile of plasma TAC levels. C, Mean (SD; 

error bars) of adjusted blood glucose by FRAP quartile at baseline. The values were 

adjusted by using a multiple linear regression approach. The model was adjusted by age, 

gender, body weight and drugs. Significant differences: *,P=0.022; **P=0.001; 

***P<0.001 for difference from values for quartile 1. 
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5. RESULTATS�GLOBALS/DISCUSSIÓ�GENERAL�

El� treball� realitza�en�aquesta� tesi�doctoral�ha�permès� identificar�un�marcador� nutricional�del�

consum�moderat�de� vi� tant�en� estudis� clínics� controlats� com�en� estudis�epidemiològics� .�Per�

ésser�considerat�un�bon�biomarcador,�aquest�ha�de�acomplir�els�requisits�revisats�i�proposats�

per�Spencer�et�al.(Spencer�et�al.,�2008),� l’assegurar�se�de� l’acompliment�d’aquests�criteris�és�

part� fonamental� dintre� d’aquesta� memòria� i� estan� breument� resumits� també� en� la� carta�

d’opinió.�

1) Metodologia�robusta.�La�metodologia�proposada�per�a�la�determinació�del�resveratrol�i�

dels�seus�metabòlits�en�orina�consisteix�en�una�extracció�en�fase�sòlida�seguida�per�un�

anàlisi�en�cromatografia� líquida�acoblada�a�un�espectròmetre�de�masses�en� tàndem.�

Aquesta�tècnica�ha�estat�validada�i�publicada�(Urpi�Sarda�et�al.,�2005;Urpi�Sarda�et�al.,�

2007)�com�una�tècnica�molt�adequada�per� l’anàlisi�de�mostres�biològiques,� les�quals,�

intrínsecament� presenten� moltes� interferències� i� baixes� concentracions� de� l’analit�

d’interès.� També� s’ha� millorat� la� metodologia� per� poder� ser� utilitzada� en� estudis�

epidemiològics�amb�un�elevat�nombre�de�mostres.�

2) Sensibilitat.�El�nostre�biomarcador�s’ha�comprovat�que�reflexa�correctament�els�canvis�

d’ingesta.�En�l’article�1�es�pot�comprovar�que�en�els�estudis�clínics�controlats�després�

de� les� diferents� dosis� creixents� de� resveratrol� (cava,� vi� blanc,� vi� negre)� s’aprecien�

diferències�en�la�mesura�del�biomarcador.�En�l’estudi�PREDIMED�la�mesura�per�valorar�

la� sensibilitat� és� la� bona� correlació� dosi�resposta,� en� l’article� 1� amb� 52� voluntaris�

s’obté�un�coeficient�de�correlació�de�0.654�(P<0.001),�en�canvio�quan�s’avaluen�1000�

participants� el� coeficiente� augmenta� fins� el� 0.895(P<0.001),possiblement� degut� a�

l’augment�en�la�potència�de�la�mostra.�

3) Especificitat.� Un� biomarcador� nutricional� únicament� s’hauria� de� modificar� amb� la�

ingesta� d’un� sol� aliment� o� grup� d’aliments� d’interès.� No� obstant� actualment� això� és�

pràcticament�impossible.�En�el�nostre�cas�el�resveratrol�s’ha�comprovat,�en�el�article�3,�

que�la�font�dietètica�més�important�és�el�vi�(98.4%).�A�més�a�més�les�concentracions�de�

resveratrol�en�altres�aliments� (cacauets,� festucs,� fruites�del�bosc)�són�molt�baixes�en�

comparació�amb�les�descrites�al�raïm�i�als�productes�derivats�del�raïm.�

La�sensibilitat�i�l’especifitat�també�han�estat�valorades�en�els�articles�1�i�4�mitjançant�la�

determinació�de� les�proves�diagnòstiques.�La�corba�ROC,�ens�proporciona�el�punt�de�
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tall�òptim�per�distingir�entre�els�consumidors�i�els�no�consumidors�de�vi.�El�punt�de�tall�

de�90nmol�de�resveratrol/g�creatinina�obtingut�en�l’artícle�1�és�menor�que�l’obtingut�

en� l’article� 4� (411.490nmol� de� resveratrol/g� creatinina),� perquè� en� aquest� últim� es�

consideren�més�metabòlits�(els�sulfats�de�resveratrol)�respecte�el�primer�article,�degut�

a�les�millores�analítiques�introduïdes.�Els�paràmetres�de�sensibilitat,�especifitat�i�valors�

predictius� són� superiors� en� l’article�4,� ja�que� s’ha� incrementat� el�nombre�d’individus�

valorats.�

4) Biodisponibilitat.� El� coneixement� dels� paràmetres� farmacocinètics� és� de� gran�

importància�per�saber�en�quina�forma�i�en�quina�quantitat�el�compost�s’absorbeix,�se�

metabolitza,�se�distribueix�i�s’excreta�(Boocock�et�al.,�2007).�Els�temps�de�vida�mitjana�

són� també� importants� per� determinar� de� quants� dies� ens� aporta� informació� el�

biomarcador,� consum� puntual� i� actual� o� un� consum� més� habitual.� En� els� estudis�

epidemiològics� s’observa� que� el� biomarcador� és� útil� fins� i� tot� en� els� bevedors� de� vi�

ocasionals�o�intermitents�(1�2�copes�de�vi�a�la�setmana).�

S’ha� comprovat� que� els� metabòlits� de� resveratrol� en� orina� acompleixen� amb� tots� els�

requisits�exposats�anteriorment,�per�tant�podem�concloure�que�la�suma�de�metabòlits�de�

resveratrol� en�orina�de�primera� hora�del�matí� és�un�bon� biomarcador� del� consum�de� vi.�

Aquest�biomarcador�ens�és�molt�útil�per�avaluar�el�consum�de�vi�en�estudis�tant�clínics�com�

epidemiològics,�així�com�en�els�estudis�clínics�comprovar� l’acompliment�de� la� intervenció�

(ingesta�de�cava)�article�2.�
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6. CONCLUSIONS�

� S’ha�determinat�els�metabòlits�del�resveratrol�en�orina�després�de�la�ingesta�regular�

de�cava,�vi�blanc�o�negre�en�assaigs�clínics�controlats,�així�com�després�del�consum�de�

vi�diari�o�ocasional�en�una�població�no�controlada�(free�living).�

� S’ha�demostrat�la�capacitat�d’aquests�metabòlitos�per�discriminar�entre�consumidors�

i� no� consumidors� de� vi,� amb� uns� adequats� paràmetres� de� sensibilitat,� especificitat� i�

valors�predictius�tant�positius�com�negatius�calculats�mitjançant�la�corba�ROC.�

� Ss’ha�envidenciat�una�bona�correlació�entre�la�ingesta�de�vi�i�la�concentració�en�orina�

dels� metabòlits� del� resveratrol.� Per� aquests� motius� podem� afirmar� que� la� suma� de�

metabòlits�del�resveratrol�és�un�biomarcador�útil�del�consum�moderat�de�vi.�

� S’ha�compilat�una�completa�taula�de�composició�dels�aliments�en�resveratrol�i�piceid�

(formes�cis�i�trans)�amb�160�ítems,�agrupats�en�18�aliments�genèrics.�

� S’ha�comprobat,�per�primera�vegada,�que�en�una�població�adulta�espanyola�(cohort�

EPIC�Espanya)�que�l’aport�dietètic�de�resveratrol�és�de�100��g/dia�(mediana)�i�de�933�

�g/dia� (mitjana),�els�quals�provenen�majoritàriament�de� la� ingesta�de�vi� (98.4%)� i�en�

menor�proporció�del�raïm�i�most,�aproximadament�un�1.6%.�Finalment�el�percentatge�

degut�a�altres�fonts�alimentàries�com�els�cacauets,�festucs�i�fruites�del�bosc�és�inferior�

al�0.01%.�També�cal�destacar�que�dels�4�estilbens�avaluats�el�més�abundant�en�la�dieta�

és�el�trans�piceid�(53.6%),�seguit�pel�trans�resveratrol�(20.9%),�cis�piceid�(19.3%)�i�cis�

resveratrol�(6.2%).��

� La� capacitat� antioxidant� total� de� l’organismo� posterior� al� consumo� d’una� dieta�

suplementada� amb� antioxidants� es� troba� modulada� per� l’estat� redox� inicial� de�

l’individu,� amb� la� finalitat� d’evitar� una� sobrecàrrega� d’antioxidantes.� La� importancia�

d’aquesta�conclusió�radica�en�la�seva�potencial�aplicació�pràctica�a�l’hora�d’optimitzar�

estrategies�de�suplementació�amb�antioxidants�per�la�prevenció�de�l�’estrès�oxidatiu.�
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8. ANNEX�

En�aquest�annex�s’inclou�una�publicació,�no�inclosa�com�a�treball�de�tesi�doctoral,�però�en�la�

que�també�s’ha�col�laborat.�

�

8.1. Mètode�de�LC�MS/MS�per�caracteritzar�el�metabolisme�del�resveratrol�en�humans.�

Artícle�5:�Urpí�Sardà�M,�Zamora�Ros�R,�Lamuela�Raventós�RM,�Cherubini�A,� Jauregui�O,�De� la�

Torre�R,�Covas�MI,�Estruch�R,� Jaeger�W,�Andres�Lacueva�C.�HPLC�tandem�mass�spectrometric�

method� to� characterize� resveratrol� metabolism� in� humans.� Clinical� Chemistry.� 2007;� 53�

(2):292�9.�
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Consumo de flavonoides en la población infantil y adulta española. 

V Congreso Internacional de Barcelona sobre Dieta Mediterránea. Barcelona (SPAIN) 
2004 

192�

�



Annex�

CONSUMO DE FLAVONOIDES EN LA POBLACIÓN INFANTIL Y 
ADULTA ESPAÑOLA

 Raül Zamora-Ros ; Cristina Andrés-Lacueva ; María Izquierdo-Pulido ; Rosa María 
Lamuela-Raventós .

Departamento de Nutrición y Bromatología. Facultad de Farmacia. Universidad de 
Barcelona. Av. Joan XXIII s/n, 08028, Barcelona
E-mail: lamuela@ub.edu

 Nutrexpa

1 1 1,2

1

   1

  2

Introducción: 
Los flavonoides son sustancias polifenólicas, con estructura química de 
difenilpropanos (C6-C3-C6), ampliamente distribuidas en el mundo vegetal, 
en frutas, verduras, cacao, té y vino. Los flavonoides se pueden desglosar en 6 
subgrupos: antocianos, flavonoles, flavan-3-oles, flavanonas, flavonas e 
isoflavonas.
En los últimos años, los flavonoides, debido a su elevada actividad 
antioxidante, están adquiriendo un especial interés, ya que su ingesta puede 
tener efec tos  benefic iosos en la  prevención de enferm edad es  
cardiovasculares, neurodegenerativas y cáncer.
Sin embargo, y a pesar de su interés, existen muy pocos datos disponibles a 
nivel internacional sobre su consumo y, concretamente en España, no existe 
ningún dato publicado En la tabla 1 se presentan los estudios más importantes 
sobre consumo de flavonoides.

Objetivo: 
Determinar la ingesta de flavonoides en la población infantil y adulta 
española, y qué alimentos son los responsables  mayoritarios de este aporte.

Material y métodos: 
Se han utilizado como base de datos de composición de flavonoides en 
alimentos la publicada por el USDA (U.S  Department of Agriculture, 2003) 
formada por 242 alimentos y 26 flavonoides ( 6 antocianos, 4 
flavonoles,  y 3 flavanonas). Además se incluyeron valores propios 
del grupo para el cava y el cacao soluble debido a la ausencia de los mismos en 
la base de datos de composición.
El consumo de alimentos se ha estimado a partir del estudio “Family Food 
Panel”, cuestionario de frecuencia de consumo  cualitativo de alimentos 
realizado a 15.288 individuos residentes en España (13.098 adultos y 2.190 
niños) elaborado por Taylor Nelson Sofres, 2002. Las cantidades de alimentos 
ingeridos se han ajustado mediante los datos de consumo del Ministerio de 
Agricultura, Pesca y Alimentación del 2002.

11 flavan-3-oles, 
2 flavonas

Resultados:
Se ha estimado un consumo medio de flavonoides de 45,9mg/día en la 
población española. La población adulta (mayores de 15 años) ingiere 
49,5mg/día mientras que la infantil (de 5 a 14 años) es de 24,2mg/día. Los 
alimentos que más flavonoides aportan a la dieta de los adultos son: té 
(32%), vino (31%) y frutas y verduras (27%) figura 1 . En los niños los más 
representativos son: cacao (54%), frutas y verduras (29%) y zumos de fruta 
(14%) figura 2.
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Conclusiones:
�

�

�

Por primera vez en nuestro país, se obtienen datos sobre la ingesta media 
de flavonoides en población española, adulta e infantil. 
Nuestra alimentación, fundamentalmente mediterránea, provoca que las 
frutas, las verduras y especialmente el vino (en adultos) sean los 
alimentos con un peso específico más importante. 
En niños,  destaca el cacao (alimento habitual en el desayuno) ya que 
aportaría más del 50% de la ingesta total de estas sustancias.

33%
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Tabla 1. Estudios más representativos sobre consumo de flavonoides.

Figura 2. Distribución porcentual de alimentos por aporte de 
flavonoides en la población infantil española.

Figura 1. Distribución porcentual de alimentos por aporte 
de flavonoides en la población adulta española.

Figura 3. Ingesta de flavonoides (mg/día) por intervalos de edad y por 
género en la población española.
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IDENTIFICATION OF RESVERATROL GLUCURONIDE IN URINE AFTER 
MODERATE SPARKLING WINE CONSUMPTION BY LC-ESI-MS/MS

R. Zamora-Ros , M. Urpí-Sardà , O. Jáuregui , R. M. Lamuela-Raventós , 
M. Ibern-Gómez , R. Estruch , M. Vázquez , C. Andrés-Lacueva

1 1 2 1

1 3 3 1

1

2

3

Departament de Nutrició i Bromatologia:Facultat de Farmàcia, Universitat de Barcelona
Serveis de Suport a la Recerca: Universitat de Barcelona
Departament de Medicina Interna, Hospital Clínic, IDIBAPS, UB.
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Resveratrol (3, 5, 4'-trihydroxystilbene) and piceid (resveratrol 3- -glucoside) are 
stilbenes found in only low quantities in the human diet. Cava is a grape-derived beverage 
with a low content of stilbenes, ranged from 0.5 to 1.5mg/L, and mainly in piceid form [1].
Regular and moderate consumption of resveratrol may achieve beneficial effects [2].
Bioavailability of resveratrol has been scarcely studied and it was considered in three ways: 
depending the experimental model, the resveratrol source, and the administrated dose. i) 
Extensively in rodents, resveratrol standard, single dose between 20-50mg/Kg [3,4]. ii) 
Humans, food supplemented with resveratrol standard, single dose ranged from 0.3 to 
1mg/Kg [5-7]. iii) Humans, food, single dose between 0.005-0.027mg/Kg total stilbenes 
mainly in piceid form. Below 0.014mg/Kg administration dose no metabolites were detected 
neither in urine nor in plasma [7]. In all studies the mainly metabolite of resveratrol was the 
glucuronidated form [3-7].

To establish a biomarker of moderate wine intake
Determinate resveratrol metabolites after regular and moderate sparkling wine consumption 
versus gin as a beverage without resveratrol content.

O-ß

In these conditions, high sensitivity and sensibility were required and LC-ESI/MS/MS using a 
triple-quadrupole mass spectrometer is recommended. MRM (multiple reaction monitoring) 
assay is the method of choice to search for potential metabolites present at trace levels.

Aim of this study

Introduction

�

�

�

�

�

�

The positive identification of resveratrol glucuronide in urine samples from cava ingestion 
was based on its retention time, and ions fragmentation in different MS/MS modes (product 
ion scan and precursor ion scan of  227), compared with those of purified standard when 
available.
Following 28 days of dietary supplementation with cava, only resveratrol glucuronide was 
found in the urine of all volunteers, while no resveratrol metabolites were detected in the 
urine of control diet volunteers. 
However, any resveratrol metabolites were detected in serum samples.
To our knowledge, this is the first time that resveratrol glucuronide has been identified in 
urine following food (cava) not supplemented intake and with low dose of total resveratrol 
(0,005mg/Kg).
Advances in analytical techniques let propose resveratrol glucuronide in urine as biomarker 
of sparkling wine consumption.
In the future, this study could be the base for the application of this biomarker in 
epidemiological studies. 

m/z
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Subjects a study design

Samples

ample preparation 

Analysis sample

LC conditions

MS/MS conditions

Protocol was approved by the Institutional Review Board of the Hospital Clinic (Barcelona). 
Five healthy men consumed 30 g ethanol/day during 28 days:
- Cava (300mL of beverage with 0.35mg of total stilbenes, mainly in piceid form) 
- Gin (100mL of beverage without stilbenes) 
- Washout period of 3 weeks previous every diet. 

Morning urine and serum after last sparkling wine intake and gin period were collected. 
Urine and serum were acidified until 200mM with HCl and were stored at -80ºC.

Polyphenols were extracted with a SPE cartridge (Oasis HLB, Waters).  Resveratrol 
metabolites were eluted with 1mL acidic methanol solution and 2mL of ethyl acetate. The 
organic solution was evaporated under N  avoiding dryness. Taxifolin was used as internal 
standard. The samples were reconstituted with mobile phase A until 100µL. Finally samples 
were filtration with 4mm PTFE filter 0.45µm (Waters). 

Analysis of resveratrol metabolites in urine was carried out by LC-MS/MS as described by Urpí 
[11] with slight modifications. 

Perkin Elmer series 200 (Norwalk, CT, USA) quaternary pump, autosampler.

Triple quadrupole mass spectrometer (API 3000, PE Sciex, Concord, ON, Canada).
TURBO ION SPRAY
Ionization Mode: Negative
Acquisition Mode:

MRM (Multiple Reaction Monitoring)
Product Ion Scan of 403
Precursor Ion Scan of 227
Neutral Loss Scan

S

2

Column: Luna C  (150 x 2,0 mm i.d., 5mm) (Phenomenex, Torrance, CA, USA).
Solvents: A: 0,05% acetic acid in water. B: acetonitrile
Gradient (t(min), %B): (0,15); (2,15); (10,40); (20,70); (25,100); (30,100).
Flow-rate: 400µL/min       Volume injected:15µL

18

Material and methods
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Determination of diet resveratrol and  its metabolites in human LDL by LC-ESI MS/MS. 1st International 
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Fig 2: Amounts of resveratrol glucuronide excreted in urine.

Bile extract of rat

Cava

Gin

Fig 1. Structures of - and -resveratrol and metabolites.trans cis

Chemical Estructure
(a) R = H; R =H
(b) R = glucose; R =H
(c) R = glucuronic acid; R = H
(d) R = H; R = glucuronic acid
(e) R = SO H; R = H
(f) R = H; R = SO H

1 2

1 2

1 2

1 2

1 3 2

1 2 3

Trans Cis

(a)    Resveratrol                227/185
(b)    Piceid                         389/227
(c)
(d)    4’- -glucuronide        403/227
(e)    3- -sulfate                307/227
(f)     4’- -sulfate               307/227

Structure name   

    3- -glucuronide    403/227

m/z

O
O
O
O

Fig 4. Confirmation of resveratrol glucuronide by Product Ion Scan

Results and conclusions

Figure 3. Analysis of urine in MRM mode of resveratrol glucuronide (403/227)
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PHENOLIC METABOLITES AS NUTRITIONAL BIOMARKERS IN HUMANS.
TWO RANDOMIZED CROSSOVER CLINICAL TRIALS
C. Andrés-Lacueva , R. Zamora-Ros

 R. M. Lamuela-Raventós

1   

1

1 1 2

2 3
, M. Urpí-Sardà , R. Estruch , 

M. Vázquez , W. Jaeger ,

 Nutrition and Food Science Department-CeRTA, Faculty of Pharmacy, University of Barcelona, Spain.

Institute of Pharmaceutical Chemistry. University of Vienna, Vienna, Austria.
E-mail: candres@ub.edu

2

3
Departament de Medicina Interna, Hospital Clínic, IDIBAPS, University of Barcelona, Spain.

Several studies have reported an association between moderate wine consumption and a lower 
risk CHD[1]. In nutritional studies, accurate quantification of diet is critical. For this reason, 
nutritional biomarkers are used to measure exposure because that have less error than dietary 
data[2]. 
Resveratrol (3, 5, 4'-trihydroxystilbene) and piceid (resveratrol-3- -glucoside) are stilbenes

Malvidin-3-glucoside (M-3-G) is an anthocyanin caracteristic of red grape and red wine 
responsable of the color. This compound is not present in white wines, so it could be a good 
biomarker when white red wine intake is tested. Previous studies of bioavailability of 
anthocyanins in humans in single dose showed poor absorption of M-3-G (1-5% of the ingested 
amount), and M-3-G not detected after 6 hours of last intake [5].
Biomarkers of nutrient intake are useful in epidemiological and clinical assays and are preferred 
over purely dietary data. Considering the limitations of the food composition data, direct 
nutritional markers are more precise and provide a more proximal measure of specific nutrient 
intake as an integrated measure of the metabolism of the component.

 To purpose a biomarker of moderate wine intake
 To determine resveratrol metabolites after regular and moderate wine consumption.
 To determine M-3-G after regular and moderate red wine intake.

O-ß

versus 

present mainly in grapes and wine. Bioavailability of resveratrol in humans has been scarcely 
studied. After single dose intake (0.014mg/Kg) glucuronidate form was the only metabolite 
detected in urine [3]. In plasma it’s needed a high dose (0.3mg/Kg) to detect resveratrol 
metabolites [4]. To our knowledge, this is the first time it has been measured resveratrol 
metabolites after a regular wine intake.  

Aim of this study
�

�

�

Introduction

�

�

�

�

�

�

 Following 28 days of dietary supplementation with sparkling wine, white wine and red wine, 
-resveratrol-3- -glucuronide was found in the urine of all volunteers.

 Only baseline levels of resveratrol metabolites were detected in the urine of control diet 
volunteers. 
 No resveratrol metabolites were detected in serum samples in both studies.
 Following 4 weeks of red wine consumption, M-3-G was observed in the urine of all volunteers, 

while traces levels were found after white wine or wash-out periods.
 Advances in analytical techniques let propose resveratrol glucuronide in urine as biomarker of 

wine consumption. M-3-G may be used as biomarker only when red wine is compared  
white wine intake.
In the future, this study could be the base for the application of these biomarkers in 

epidemiological or intervention studies. 

trans O

versus
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Fig 2. Amounts of resveratrol glucuronide excreted in urine (P>0.05)

     R = glucuronic acid; R = H1 2

Resveratrol-trans O- 3- -glucuronide

Table 1. Phenolic characteritzation of wines

Results and conclusions
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SPARKLING
WINE

WHITE
WINE RED WINE

Grape variety Chardonnay Xarel·lo Tempranillo
Alcohol strength (%) 12,5 12,5 12,5
Total phenolic content (mg gallic acid/L) 202 308 1945
Total resveratrol content (mg/L) 1,21 1,26 12,79
Total anthocyanin (mg/L) ND ND 164,85

ANTHOCYANINS by HPLC (mg/L)
Malvidin-3-glucoside 92,8
Delphinidin-3-glucoside 21,14
Peonidin-3-glucoside 4,24
Petunidin-3-glucoside 24,22
Malvidin-6-acetil-3-glucoside 11,78
Malvidin-6-coumaroil-3-glucoside 10,67

164,85
RESVERATROL by HPLC (mg/L)
trans-resvetratrol 0,137 0,327 1,677
cis-resveratrol 0,126 0,159 0,616
trans-piceid ND 0,801 2,782
cis-piceid 0,922 0,696 7,716

*

* *

*

Fig 1. Chemical structures of nutritional biomarkers

Figure 4. Amounts of malvidin-3-
glucoside excreted in urine (P=0.005)

Fig 2. Study design of 
2 randomized crossover 
clinical trials

Figure 5. Cromatogram of malvidin-
3-glucoside (  493/331)m/z
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DEVELOPMENT OF A FOOD COMPOSITION DATABASE FOR THE 
ESTIMATION OF DIETARY INTAKE OF RESVERATROL

Zamora-Ros R, Lamuela-Raventós RMª, Urpí-Sardà M, Andrés-Lacueva C.

Nutrition and Food Science Department-CeRTA, Faculty of Pharmacy, University of Barcelona, Spain.
E-mail: candres@ub.edu

Resveratrol (3,5,4'-trihydroxystilbene) is the parent compound of a family of molecules, 
including glycosides (piceid), existing in and  configurations, and polymers (viniferins) 
classified as stilbens.  
Resveratrol is of great interest in nutrition and medicine due to its potential health benefits, such 
as anti-carcinogenic properties (1, 2), neuroprotective effects (3), antioxidant capacity, 
modulation of lipid and lipoprotein metabolism, antiplatelet aggregation (4), and estrogenic 
activity. Caloric restriction is probably the only other treatment for which such a broad array of 
protective effects is observed in mammals (5). Indeed, resveratrol has been hypothesized to 
use the same pathways activated by caloric restriction (5, 6). 
To our knowledge, only one epidemiologic study exist concerning the daily consumption of the

-resveratrol, tertil 2 ranged from 0.0731 to 0.1607 mg/day, in adult women of Swiss 
Canton of Vaud (7). However, only white and red wines and grapes were taking into account as 
resveratrol sources. In this study was concluded an inverse association between resveratrol 
from grapes, but not from wine, and breast cancer risk.

The aim of the present study was to develop a new food composition database on resveratrol 
content from foods and beverages based on the literature survey.

cis  trans

trans

Aim of this study

Introduction

Adequate data for the resveratrol content were available from 85 published studies providing 
160 individual food items classified in 27 food groups. The highest values found for total 
resveratrol is for red wine and itadori tea; moderate levels are observed in grape and grape 
products; and low levels are observed in berries, peanuts, and pistachios (Table 1). Table 2 
shows the food group “red wine non specified” divided in specific red wines. The figure 1 
shows the number of papers which contained food composition data classified by food group. 
The figure 2 shows the quality of total Food Composition DataBase by means of the % of 
quality index grade of food groups. 
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Fig 2. Amounts of resveratrol glucuronide excreted in urine (P>0.05)

Results

We performed a literature search on the food content of these compounds using the Medline and 
Food Science and Technology Abstracts databases. The relevant papers containing analytical 
data were selected. The data were inserted in the database using Access software, which is 
specially developed for data acquisition, compilation, and retrieval. Each composition value was 
attached to the description of the food or beverage, the literature source, the sampling plan and 
procedures, the analytical method, and the analytical quality control of the laboratory. The 
individual food items were compiled in food groups with noun “non specified”. The relative 
quality and the reliability of the data were measured with a quality index, which was evaluated 
following the key points originally developed in the EU-AIR NETTOX Project (8):
- Is the food correctly identified?
- Is the food acceptable market quality?
- Has the chemical identity of the bioactive compound been correctly established?
- Are the extraction and analytical procedures reliable?
- Have appropriate sampling procedures been applied?
It was agreed that the grading of papers dealt with by evaluators should be:
- A: data that was thoroughly reliable.
- B: data that may have been sound but did not provide enough information to meet all the 
required criteria for an A grade.
- C: data that was not of the best quality that might be expected by current standards.
- U: data for which there was insufficient information available to allow assignment to other 
categories.

In the future, this resveratrol food database will be used to calculate the dietary exposure of 
the resveratrol and to study the associations of resveratrol intake with the risk of 
cardiovascular disease and cancer, in epidemiological, intervention and clinical studies to 
predict the health protective effect of resveratrol in food and beverages (eg. a moderate 
consumption of wine) in a context of the Mediterranean diet.

Conclusions
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FoodName Nº references Nº samples trans-resveratrol cis-resveratrol trans-piceid cis-piceid sume Quality Index
Redwine 36 1881 2,10 2,81 4,03 1,22 10,16 A
White wine 9 259 0,14 0,12 0,27 0,16 0,69 A
Rose wine 3 36 0,53 0,52 0,51 0,79 2,35 B
Sparklingwine 3 199 0,08 0,14 0,11 0,31 0,65 A
Fortifiedwines 4 62 0,37 0,20 1,09 0,39 2,05 C
White grape juice 4 133 0,05 0,00 0,16 0,43 0,64 B
RedGrape Juice 5 43 0,11 0,01 1,13 0,26 1,50 B
White Grape raw 6 23 0,49 0,00 1,43 nd 1,92 B
RedGrape raw 8 66 2,88 0,00 0,91 0,00 3,80 B
Sultanas or raisins 1 1 nd nd nd C
Peanut, raw 9 208 0,37 0,37 A
Peanut, roasted 3 24 0,06 0,06 B
Peanut, boiled 1 11 3,06 3,06 C
Peanut butter 3 35 0,43 0,43 B
Pistachio, raw 1 7 1,17 1,17 C
Cranberry, raw 1 2 0,12 0,12 C
Cranberry, juice 2 2 tr tr C
Blueberry, raw 2 71 0,07 0,07 B
Blueberry, baked 1 20 0,01 0,01 C
Sparkleberry, raw 1 3 0,04 0,04 C
Bilberry raw 2 7 0,06 0,06 C
Bilberry baked 1 5 0,02 0,02 C
Deerberry, raw 1 17 0,03 0,03 C
Lingonberry, raw 1 2 0,76 0,76 C
Partridgeberry, raw 1 2 0,12 0,12 C
Hoppellets 2 10 5,35 nd 3,55 0,52 9,42 B
Itadori tea (infusion) 1 1 0,68 nd 9,06 nd 9,74 C
Rhubarb, raw 2 2 detected detected U

Table 1. Content of resveratrol and piceid in group foods (ppm)

 nd. not detected; tr. Traces.

Table 2. Content of resveratrol and piceid in specific red wines 

Figure 1. Number of references by food group.

Figure 2. % of quality index grade by food groups.

Na, not analyzed; nd, not detected.

Food Name Nº references Nº samples trans -resveratrol cis -resveratrol trans -piceid cis -piceid sume Quality Index
Pinot noir 11 243 3,57 1,59 2,47 0,68 8,31 A
Merlot 11 41 2,80 2,09 5,32 1,17 11,38 B
Cabernet Sauvignon 14 257 1,70 1,22 0,77 0,46 4,14 A
Tempranillo 4 21 1,24 0,41 0,97 0,59 3,21 B
Grenache 2 17 1,91 0,88 2,63 0,89 6,30 B
Gamay 5 61 1,86 1,09 na na C
Beaujolais nouveaux 1 6 3,60 na na na C
Zinfandel 2 20 2,13 1,80 na na C
Shirah 2 18 2,23 na na na C
Nebbiolo 1 19 1,60 na na na C
Sangiovese 2 17 2,41 na na na C
Cabernet franc 5 22 1,19 1,86 na na C
Muscadine 2 16 7,58 9,20 na na C
Cencibel 1 1 0,16 0 0 0 0,16 U
Moristel 1 2 1,60 0,92 na na C
Monastrell 1 58 1,23 0,00 8,72 2,26 12,21 B
Marechal Foch 1 1 1,04 1,22 na na C
DeChaunac 1 1 0,04 0,10 na na C
Baco noir 1 1 0,03 0,90 na na C
Concord 2 7 1,33 1,84 na na C
Lemberger 1 9 11,53 U
Xinomauro 1 4 0,83 na na na C
Liatiko 1 3 1,05 na na na C
Mandilaria 1 2 1,62 na na na C
Agiorgitiko 2 8 0,55 na na na C
Blended wines 26 1013 1,67 3,48 1,87 0,86 7,89 B
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PHENOLIC METABOLITES AS NUTRITIONAL BIOMARKERS IN HUMANS.
TWO RANDOMIZED CONTROLLED CLINICAL TRIALS
R. M. Lamuela-Raventós , R. Zamora-Ros

 C. Andrés-Lacueva
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Several studies have reported an association between moderate wine consumption and a lower 
risk CHD[1]. In nutritional studies, accurate quantification of diet is critical. For this reason, 
nutritional biomarkers are used to measure exposure because that have less error than dietary 
data[2]. 
Resveratrol (3, 5, 4'-trihydroxystilbene) and piceid (resveratrol-3- -glucoside) are stilbenes

Malvidin-3-glucoside (M-3-G) is an anthocyanin caracteristic of red grape and red wine 
responsable of the color. This compound is not present in white wines, so it could be a good 
biomarker when white red wine intake is tested. Previous studies of bioavailability of 
anthocyanins in humans in single dose showed poor absorption of M-3-G (1-5% of the ingested 
amount), and M-3-G not detected after 6 hours of last intake [5].
Biomarkers of nutrient intake are useful in epidemiological and clinical assays and are preferred 
over purely dietary data. Considering the limitations of the food composition data, direct 
nutritional markers are more precise and provide a more proximal measure of specific nutrient 
intake as an integrated measure of the metabolism of the component.

 To purpose a biomarker of moderate wine intake
 To determine resveratrol metabolites after regular and moderate wine consumption.
 To determine M-3-G after regular and moderate red wine intake.

O-ß

versus 

present mainly in grapes and wine. Bioavailability of resveratrol in humans has been scarcely 
studied. After single dose intake (0.014mg/Kg) glucuronidate form was the only metabolite 
detected in urine [3]. In plasma it’s needed a high dose (0.3mg/Kg) to detect resveratrol 
metabolites [4]. To our knowledge, this is the first time it has been measured resveratrol 
metabolites after a regular wine intake.  

Aim of this study
�

�

�

Introduction

�

�

�

�

�

�

 Following 28 days of dietary supplementation with sparkling wine, white wine and red wine, 
-resveratrol-3- -glucuronide was found in the urine of all volunteers.

 Only baseline levels of resveratrol metabolites were detected in the urine of control diet 
volunteers. 
 No resveratrol metabolites were detected in serum samples in both studies.
 Following 4 weeks of red wine consumption, M-3-G was observed in the urine of all volunteers, 

while traces levels were found after white wine or wash-out periods.
 Advances in analytical techniques let propose resveratrol glucuronide in urine as biomarker of 

wine consumption. M-3-G may be used as biomarker only when red wine is compared  
white wine intake.
In the future, this study could be the base for the application of these biomarkers in 

epidemiological or intervention studies. 

trans O

versus
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Fig 2. Amounts of resveratrol glucuronide excreted in urine (P>0.05)

     R = glucuronic acid; R = H1 2

Resveratrol-trans O- 3- -glucuronide

Table 1. Phenolic characteritzation of wines

Results and conclusions
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SPARKLING
WINE

WHITE
WINE RED WINE

Grape variety Chardonnay Xarel·lo Tempranillo
Alcohol strength (%) 12,5 12,5 12,5
Total phenolic content (mg gallic acid/L) 202 308 1945
Total resveratrol content (mg/L) 1,21 1,26 12,79
Total anthocyanin (mg/L) ND ND 164,85

ANTHOCYANINS by HPLC (mg/L)
Malvidin-3-glucoside 92,8
Delphinidin-3-glucoside 21,14
Peonidin-3-glucoside 4,24
Petunidin-3-glucoside 24,22
Malvidin-6-acetil-3-glucoside 11,78
Malvidin-6-coumaroil-3-glucoside 10,67

164,85
RESVERATROL by HPLC (mg/L)
trans-resvetratrol 0,137 0,327 1,677
cis-resveratrol 0,126 0,159 0,616
trans-piceid ND 0,801 2,782
cis-piceid 0,922 0,696 7,716

*

* *

*

Fig 1. Chemical structures of nutritional biomarkers

Figure 4. Amounts of malvidin-3-
glucoside excreted in urine (P=0.005)

Fig 2. Study design of 
2 randomized crossover 
clinical trials

Figure 5. Cromatogram of malvidin-
3-glucoside (  493/331)m/z
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