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Antioxidantes: importancia biolégica
y métodos para medir su actividad

Julian Londono Londono

Resumen

La actividad antioxidante es la capacidad de una sus-
tancia para inhibir la degradacién oxidativa (por ejem-
plo, la peroxidacién lipidica), de tal manera que un
antioxidante actta, principalmente, gracias a su ca-
pacidad para reaccionar con radicales libres y, por lo
tanto, recibe el nombre de antioxidante terminador de
cadena. Sin embargo, es necesario distinguir también
entre actividad estabilizadora de radicales libres o anti-
radicalaria (en inglés, scavenger) y actividad antioxi-
dante. La primera estd determinada completamente
por la reactividad de un antioxidante frente a radicales
libres, lo cual puede ser caracterizado por la velocidad
de esa reaccién. Por su parte, la segunda mide la ca-
pacidad para retardar la degradacién oxidativa. Por
lo tanto, una alta actividad anti-radicalaria no siem-
pre correlaciona con una alta actividad antioxidante;
en particular, algunos compuestos fenélicos sintéticos
presentan alta reactividad frente a radicales libres, pero
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En general, el objetivo de este trabajo es presentar una revision actua-
lizada de los conceptos fundamentales de los antioxidantes, abarcando
desde los radicales libres de importancia bioldgica, hasta los sistemas de
defensa antioxidante y los métodos para medir esta actividad.
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Antioxidants: biological relevance
and methods to measure their activity

Abstract

Anti oxidative activity is the capability of a substance to inhibit the
oxidative degradation (lipid peroxidation, for instance), in such a way
that an antioxidant acts, mainly, thanks to its capability to react with
free radicals and, therefore, it is called a chain terminator antioxidant.
It is, nonetheless, necessary to differentiate between the stabilization
activity of free radicals, or scavenging, and antioxidant activity. The
first is completely determined by the reactivity of an antioxidant before
free radicals, and can be characterized according to the velocity of such
reaction. The second measures the capability to retard the oxidative de-
gradation. Therefore, a high scavenging does not necessarily correlates
a high ant oxidative activity. Particularly, some phenolic synthetic com-
pounds are highly reactive before free radicals, but have a moderated
anti oxidative activity. As a matter of fact, there are not standardized
measurement methods for anti oxidative capability so far, partly due to
the disparity of the conditions under which these methods are develo-
ped, plus the complexity of the systems and the diversity of matrices
to be evaluated. The objective of this work is to present an updated
revision of the anti oxidant’s main concepts, from the biologically per-
tinent free radicals to the anti oxidant defense systems and the methods
for measuring this activity.

Key words: antioxidants, methods, oxidative stress, free radicals.

Introducciéon

Los antioxidantes fueron comunes en la industria quimica y de alimen-
tos durante los siglos XIX y XX. En la industria quimica se habian estu-
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diado los antioxidantes, un grupo de compuestos caracterizados por su
capacidad de oxidarse en lugar de otras sustancias presentes en el medio de
reaccién. Su uso varid, pasando de aditivos en la vulcanizacién del caucho
hasta conservantes de alimentos. Sin embargo, fue solo hasta los anos 60
cuando algunos estudios revelaron la importancia de los antioxidantes en
la salud, con publicaciones acerca del efecto de los flavonoides, el dcido
ascérbico y el estrés oxidativo en el cdncer'. La expansion en la investiga-
cién de los antioxidantes se veria en las décadas subsiguientes, en donde
varios investigadores se dedicaron a estudiar el efecto protector de los an-
tioxidantes en diferentes patologias, intentando entender sus mecanismos
y blancos moleculares®. En cuanto los hallazgos se difundian, el mercado
crecfa. Para los afios 90 el uso de los antioxidantes se habia popularizado
en los Estados Unidos de América, de tal manera que la mitad de la pobla-
cién consumia suplementos dietarios, un tercio tomaba multivitaminicos
y alrededor de una octava parte de la poblacién consumia periédicamente
suplementos de vitaminas E y C°.

La suplementacién con antioxidantes estd fundamentada en estudios
epidemioldgicos y clinicos que demuestran la estrecha relacién entre facto-
res como: dieta, estilo de vida, exposicién a radiacién, metales, pesticidas,
toxicos, y algunos medicamentos; con la aparicién y desarrollo de enferme-
dades como cdncer, diabetes, aterosclerosis, desérdenes neurodegenerativos
y envejecimiento. Todas estas condiciones patoldgicas estdn asociadas a un
estado conocido como “estrés oxidativo”, es decir, un aumento en las espe-
cies oxidantes (principalmente Especies Reactivas del Oxigeno—EROs) y/o
una disminucién en los mecanismos de detoxificacién de ellas.

Las ERO, segtin su propio nombre, presentan una reactividad mds alta
que el oxigeno molecular. Algunas de ellas pueden ser radicales libres, es
decir, moléculas o fragmentos moleculares que contienen uno o mds elec-
trones desapareados en orbitales atémicos o moleculares. Este electrén
desapareado confiere un grado considerable de reactividad al radical libre
logrando ademds que pueda existir de forma independiente por cortos pe-
riodos de tiempo*.

De estas especies reactivas, las mds frecuentes y entre ellas las mds re-
levantes en los sistemas biolégicos son: el anién superéxido (O,), el ra-
dical hidroxilo (HO") y los radicales formados en la oxidacién de 4cidos

grasos poliinsaturados (alcoxilo (alKO") y alquilperoxilo (alKOO"). Entre
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las ERO no radicales se encuentran el peréxido de hidrégeno (H,0,) y el
4cido hipocloroso (HOCI).

Por otra parte, ademds de las ERO, existen también especies reactivas
del nitrégeno (ERN) como el 6xido nitrico (NO®) radical del diéxido de
nitrégeno (NO,’), y formas no radicales, como el anién del peroxinitri-
to (ONOO), el 4cido peroxinitroso (ONOOH), el anién del nitrosope-
roxicarbonato (ONOOCO,), el catién nitronium (NO,’), y el triéxido
del dinitrogeno (N,0,), los cuales, junto con las ERO se generan conti-
nuamente en cantidades pequefas en procesos celulares normales como
la senalizacién celular, la neurotransmisién, la relajacién del musculo, el
peristaltismo, la agregaciéon de las plaquetas, la modulacién de la presién
arterial, el control del sistema inmune, la fagocitosis, la produccién de la
energia celular, la regulacién del crecimiento celular, la sintesis de compo-
nentes bioldgicos importantes y el metabolismo de xenobidticos™®.

A escala bioldgica, una de las principales fuentes de radicales libres son
las enzimas; algunas de ellas producen radicales como intermediarios ca-
taliticos; esto ocurre generalmente para las enzimas que metabolizan xe-
nobidticos, los cuales son oxidados o reducidos por intercambio de un
solo electrén para formar radicales intermediarios’. Las mds importantes
enzimas del metabolismo de xenobidticos son:

* Citocromo P450: es una enorme y diversa superfamilia de hemoprotei-
nas que actian principalmente como funcién monoxigenasa.

* DPeroxidasas, en particular prostaglandina H sintasa, y en poco grado la
metamioglobina.

* Flavoproteinas: en particular las que se involucran en la cadena trans-
portadora de electrones con funcién oxidasa.

Entre los radicales endégenos que actiian como intermediarios del me-
tabolismo celular se encuentran: los derivados de coenzimas, por ejemplo
la oxidacién de un solo electrén del NAD(P)H puede producir NADP;
radicales derivados del glutatién (GSH), radical til (GS®). Este proceso
ocurre cuando el GSH, la molécula tiolada mds concentrada y soluble en la
célula, reacciona con el radical anién superéxido (O,”) o el radical hidroxi-
lo (HO"); este es un mecanismo de proteccién natural contra radicales mds
reactivos; y finalmente los radicales derivados de dcidos grasos poliinsatu-
rados, donde estos tltimos son blancos muy sensibles para la iniciacién de
una reaccion en cadena mediada por radicales®.
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Otra fuente relevante de produccién de radicales libres en el plano bio-
légico es la respiracién celular. El oxigeno molecular (también llamado
oxigeno triplete (°X O,)), que mantiene la vida de todos los organismos
aerobios, resulta ser téxico, pero su reactividad en sistemas bioldgicos es de
una tasa bastante lenta. Sin embargo, puede llegar a ser altamente t6xico
gracias a uno de los conceptos mds atractivos en la toxicologfa moder-
na como es la activacién metabdlica, que afirma “que algunas sustancias
altamente tdxicas no lo son por si mismas, pero su toxicidad puede lle-
gar a ser bastante alta debido a que son metabélicamente trasformadas en
uno o mds intermediarios altamente reactivos que pueden reaccionar con
componentes celulares”. Tal es el caso del estado molecular del oxigeno,
el cual no es téxico ya que su propia reactividad es baja en condiciones
fisiolégicas, pero resulta bastante téxico si es activado metabélicamente a
la forma singulete. Esta activacién metabdlica resulta del hecho de que, en
sistemas bioldgicos, la reduccién de O,a H,O en la cadena transportadora
de electrones se da por la transferencia de un electrén para formar radicales
o especies moleculares reactivas’.

Especies reactivas de importancia biolégica
Radical superdxido (0,*) e hidroperoxilo (HO,")

El anién superdxido es formado por la reduccién univalente del oxigeno
molecular en estado triplete *O, que llena uno de los orbitales 7 2p con la
adicién de un electrén que tiene un spin inverso. Es considerado la ERO
“primaria” y puede interactuar de nuevo con otras moléculas para generar
una ERO “secundaria”, frecuentemente por procesos enzimdticos o catali-
zado por metales. El O, puede ser protonado para dar diéxido de hidré-
geno, peridroxilo, hidrodioxilo o radical hidroperoxilo (HO),’). La genera-
cién de O, se da a partir de radidlisis del oxigeno molecular, fotdlisis del
agua y por mds radicales orgdnicos formados en células aerébicas como lo
son (NAD"), (FpH’), radicales semiquinona, radical piridinio catién o por
hemoproteinas. Igualmente, es producido por leucocitos fagociticos como
producto inicial de la explosién respiratoria al consumir O.,. El radical O,~
no reacciona directamente con los polipéptidos, los aztcares, o los dcidos
nucleicos, y su capacidad de peroxidizar los lipidos es polémica'®!".

El superéxido se agota al experimentar una reaccién de dismutacién
catalizada por la enzima superéxido dismutasa (SOD), de acuerdo con
Ecuacién 1.
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20;7 +2H" - H,0, + 0, Fcuacién 1

Perdxido de hidrégeno (H,0,)

Algunos sistemas biolégicos que generan O,* producirin H O, por
dismutacién. El H O, es la segunda especie molecular en los pasos de la
reduccién univalente del oxigeno molecular Esto corresponde a la ocupa-
cién del segundo orbital 7"2p antienlazante. El H,O, no es un radical, ya
que todos sus orbitales contienen dos electrones con spins antiparalelos.
Este también es el més estable y el menos reactivo de los productos de la
reduccién del oxigeno molecular Es un producto generado por diferentes
oxidasas, principalmente oxidasas peroxisomales, y algunas enzimas mito-
condriales. En condiciones biolégicas, el H O, es un oxidante débil que
puede oxidar grupos tiol de proteinas o grupos acilo poliinsaturados en
lipidos. Sin embargo, la reaccién del H,O, con hierro (Fe**) u O, genera
un radical mds reactivo, el radical hidroxilo (HO*). Ademds, el peréxido de
hidrégeno puede reaccionar con cloruro (Cl) en presencia de mieloperoxi-
dasas para generar 4cido hipocloroso (HCIO) y puede formar puentes de
hidrégeno estables y complejos con los pares de bases de dcidos nucleicos
lo que genera alta reactividad sobre el ADN'™.

Radical hidroxilo (HO"®)
Los principales procesos que producen radical hidroxilo son:

 Radidlisis (rayos X, rayos gamma), son6lisis, fotolisis del agua emplean-
do una longitud de onda alrededor de 350 nm y fotolisis del H,O, con
luz UV.

* Reduccién univalente del peréxido de hidrogeno H,O, por:
e O," en la reaccién de Haber Weiss.

e Fe?* (o otros iones metdlicos tales como Cu*) en la reaccién de
Fenton.

e NO°
* Por descomposicién fotolitica de alquilhidroperéxidos.

El radical hidroxilo (HO") es una de las especies quimicas mds reactivas
producida en organismos vivos; es tan altamente reactiva que el sitio de
formacién es el mismo sitio de reaccién. El HO" solo se difunde cerca de
5 a 10 didmetros moleculares antes de reaccionar. Esta reaccién tiene una
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tasa de velocidad extremadamente alta con proteinas, lipidos, dcidos nu-
cleicos, y dcidos orgdnicos; y relativamente alta con estructuras aromdticas
y alifdticas (107 a 10° M's™)".

El radical inicia reacciones en cadena por abstraccién de un dtomo de
H, pero también es un poderoso oxidante que ficilmente captura electro-
nes para formar HO". AGn mds, el HO® puede afiadirse a anillos aromati-
cos y olefinas o se puede dimerizar para formar H,O,. Los mayores blancos
donde pueden provocar dafios los efectos del radical hidroxilo en sistemas
biolégicos son los dcidos nucleicos, las proteinas y los dcidos grasos poliin-
saturados'.

Radical peroxilo ROQe

Un radical tipico derivado del oxigeno formado en sistemas vivos son
los radicales peroxilo (ROQO®). Este tipo de radicales son especies altamente
energéticas con un potencial de reduccién en un rango de +0.77 a +1.44V,

dependiendo del grupo sustituyente (R). El radical mds simple del peroxilo
es el radical dioxil (hidroperoxil HOO¥).

Las caracteristicas interesantes de los radicales peroxilo estdn en la di-
versidad de reacciones bioldgicas en las cuales participan. La deteccién y
la medida de la peroxidacién lipidica son citadas con mds frecuencia como
evidencia para apoyar la implicacién de las reacciones del radical peroxilo
en procesos deletéreos. Los radicales peroxilo estdn implicados, al igual que
el HO®, en el rompimiento del ADN y modificacién de las proteinas®.

Radical NO*

El 6xido nitrico (NO®) es un radical abundante que actia como una
molécula oxidativa biolégicamente importante, acttia como senalizador en
una gran variedad de procesos fisiolégicos, incluyendo la neurotransmi-
sién, la regulacién de la presién arterial, mecanismos de defensa, relajacién
del musculo liso y regulacién inmune. Esta pequefia molécula contiene un
electrén desapareado en el orbital 27* antienlazante y es, por lo tanto, un
radical. El NO* es generado en los tejidos bioldgicos por la enzima oxido
nitrico sintetasa, que metaboliza la conversién de arginina a citrulina con

la concomitante formacién de NO*°,

Las células del sistema inmune producen el anién superéxido y el éxido
nitrico durante los procesos inflamatorios. Bajo estas condiciones, el 6xido
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nitrico y el anién superdéxido pueden reaccionar para producir cantidades
significativas de una molécula mucho mds activa, el anién peroxinitrito
(ONOO), el cual puede causar fragmentacién del ADN y oxidacién li-
pidica’.

El NO* puede ser convertido a otra variedad de especies reactivas del
nitrégeno tales como catién nitroso (NO") o anién nitroxilo (NO")'®

La exposicién a radicales libres de una variedad de fuentes ha hecho
que los organismos desarrollen una serie de mecanismos de defensa que
incluyen: 1) remocién catalitica de radicales libres por enzimas como ca-
talasa (CAT), superéxido dismutasa (SOD), glutatién peroxidasa (GPx).
2) unién de proteinas a metales prooxidantes como hierro y cobre (trans-
ferrina, ceruloplasmina). 3) proteccién contra dano, como las proteinas
de choque térmico y 4) estabilizacién de radicales libres con donadores
de protones o electrones como glutatién (GSH), vitamina E (tocoferol),
vitamina C (4cido ascérbico), bilirrubina y 4cido trico.

Sistemas de defensa enzimatico
Superéxido dismutasa (SOD)

Es la enzima que cataliza la dismutacién de O,* a especies menos reac-
tivas (O, y HO,). En células de mamiferos existen dos tipos de SOD
descritas: la enzima Cu-Zn localizada en el citosol y la enzima Mn prin-
cipalmente en mitocondria. Aunque esta tltima enzima estd bajo control
de procesos reguladores inducidos, por ejemplo, por interleuquina 6 y los
glucocorticoides, ambas enzimas catalizan la reaccién de dismutacién con
la misma eficiencia'.

Catalasa

El peréxido de hidrégeno es producido por una reduccién divalente del
oxigeno molecular o por dismutacién del O,". El peréxido de hidrégeno
(H,O,) parece ser un buen candidato para explicar algunas de los efectos
producidos por las especies reactivas del oxigeno. De hecho, el H O, es
una molécula estable, no es un radical, y se puede difundir a través de
membranas bioldgicas. La catalasa (CAT) es una enzima presente en las
plantas, animales y bacterias aerdbicas; estd localizada en los peroxisomas
y es muy eficiente en la conversién de perdéxido de hidrégeno a agua y a
oxigeno molecular. Cada molécula de esta enzima es capaz de convertir 6
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millones de moléculas de H,O, a agua y oxigeno por cada minuto. La re-
accién catalitica utiliza dos moléculas de H,O, sin utilizacién de otro tipo
de sustrato, tal como se muestra en la Ecuacién 2 2*2!.

Catalasa .,
2H,0, — 2H,0 + 0, Ecuacién 2

La CAT ha sido utilizada como agente terapéutico para tratar procesos
en los que el H O, ha sido involucrado como el mayor agente deletéreo, tal
como lesién inflamatoria, y xeroderma pigmentoso.

Antioxidantes no enzimaticos
Vitamina E

Este es el nombre genérico de una familia homogénea de compuestos
que tienen en su estructura una porcién hidroquinona metilada en mayor
o menor grado y una cadena isoprenoide. El a-tocoferol, el componente
mds abundande de la vitamina E, es bien conocido y representa la mayor
posibilidad de prevencién de la peroxidacién de membrana por estabiliza-
cién de radicales peroxilo. La vitamina E tiene un grupo hidroxilo fenélico
responsable de su actividad estabilizadora de radicales libres y una cadena
(C,(H,,) que favorece su insercién en la regién lipidica de la bicapa. En
sistemas biolégicos, una molécula de vitamina E permite proteger 10.000
moléculas de dcidos grasos insaturados®.

Como se muestra en la figura 1A, la vitamina E puede reaccionar con
radicales lipidicos peroxilo, para formar vitamina E radical que es poco
reactiva como para reaccionar con dcidos grasos poliinsaturados, actuando
en la reaccién de peroxidacién lipidica como terminador de cadena. La
vitamina E radical producida es estable porque el electrén desapareado del
dtomo de oxigeno puede ser deslocalizado dentro de la estructura del anillo
aromdtico®.

Vitamina C (Acido ascérbico)

La vitamina C es un antioxidante que actua en medios acuosos, como
el liquido pleural, el fluido ocular y el espacio intersticial. ActGa en combi-
nacién con otros antioxidantes primarios como la vitamina E y los carote-
noides, asi como en conjunto con las enzimas antioxidantes. La vitamina
C coopera con la Vitamina E regenerando el a-tocoferol desde el radical
o-tocoferilo en membranas y lipoproteinas. La mayoria de plantas y ani-
males sintetizan 4cido ascérbico a partir de la glucosa; sin embargo, los
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humanos son incapaces de sintetizarlo y requieren obtenerlo de la dieta.
El 4cido ascérbico es requerido como un cofactor para la actividad enzi-
mitica, y su deficiencia dietética causa una enfermedad conocida como
escorbuto.

Como se aprecia en la figura 1B, la donacién de un electrén por el
4cido ascorbico produce el radical semidihidroascorbil, que puede ser nue-
vamente oxidado para dar dihidroascorbato. El 4cido ascérbico es el dnico
antioxidante endégeno en plasma que puede proteger contra el dano pe-
roxidativo inducido por radicales peroxilo?.

Carotenoides

El B-caroteno ha sido referido como una provitamina A, debido a su ca-
pacidad de ser metabolizado en animales a la vitamina A. El B-caroteno se
divide para formar dos moléculas de retinaldehido, una fraccién de menor
importancia se oxida irreversiblemente a dcido retinoico; la cantidad restante
es reducida a retinol. El papel bioldgico de los carotenoides no esta limita-
do solamente a la produccién de retinoides o a la proteccion del aparato
fotosintético de plantas contra el dano de la luz; también se ha demostrado
que: previene el dafo por fotosensibilidad en bacterias, animales y humanos;
disminuye el dano genético y las transformaciones malignas; inhibe la induc-
cién tumoral provocada por los rayos UV y agentes quimicos y disminuye las
lesiones premalignas en humanos. Su principal mecanismo de estabilizacién
de radicales libres (figura 1C) estd determinado por su capacidad para estabi-
lizar el oxigeno singlete y convertirlo nuevamente a su forma menos reactiva
(triplete) a expensas de una activacién intramolecular®.

Flavonoides

Los flavonoides son compuestos fenélicos con amplia distribucién en
plantas. Estructuralmente consisten de dos anillos bencénicos (anillos A 'y
B) unidos por un heterociclo pirdnico (anillo C). Biosintéticamente son de
origen mixto, pues el anillo A proviene de la ruta de la malonilcoenzima
A, mientras que los anillos B y C provienen de la ruta del 4cido shikimico.
Para su estudio sistemdtico, los mds de 4000 flavonoides descritos hasta
ahora se han clasificado en varias clases de acuerdo con las variantes es-
tructurales que presenta el anillo C. De acuerdo con esto, los flavonoides
se clasifican en varios grupos: flavonas, flavonoles, flavanonas, flavanoles,
antocianidinas, catequinas, epicatequinas, auronas e isoflavonoides?®.
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Figura 1. Mecanismo propuesto para la estabilizacién de
radicales libres por la vitamina E (a-tocoferol) (A); vitamina
C (acido ascérbico) (B); y betacaroteno (C).

Las cantidades de flavonoides y polifenoles en alimentos y plantas in-
cluidas en la dieta humana (frutas, vegetales, té, vino, café, cacao) son
mucho mds altas que las cantidades de otros antioxidantes como las vita-
minas Cy E, lo cual hace de estos compuestos los principales antioxidantes
adquiridos en la dieta”.

Los flavonoides han mostrado una fuerte actividad antioxidante en siste-
mas iz vitro, principalmente gracias a su bajo potencial de oxidacién lo que
les confiere capacidad de estabilizar radicales libres donando electrones o
dtomos de hidrégeno®. Sin embargo, a pesar de su fuerte actividad in vitro,
se ha visto que su efecto iz vivo es limitado por varios factores, entre ellos la
baja absorcidn, la baja biodisponibilidad y la alta tasa de depuracién®.
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En general, la controversia es grande, pero se acepta que una dieta rica
en frutas y vegetales con alto contenido de polifenoles estd asociada con
una menor incidencia de enfermedades cardiovasculares, infarto, cdncer y
otras enfermedades crénicas. De hecho, 7 de 12 estudios epidemioldgicos
que evaluaron el riesgo de enfermedades cardiovasculares reportan un efec-

30,31

to protector de los flavonoides®®*" atribuido principalmente a su actividad

antioxidante, puesto que el hecho comtn de estas patologias es un desba-

lance oxidativo* .

En la figura 2 se presenta un resumen general de los mecanismos de
oxidacién. En el recuadro superior se esquematiza el proceso condensado
de respiracién celular, en donde el oxigeno molecular es convertido ini-
cialmente a anién superdxido, luego a peréxido de hidrégeno, después a
radical hidroxil y finalmente oxidado hasta agua.

En el esquema central se muestra que el metabolismo celular puede ge-
nerar radicales libres tales como el anién superéxido y el radical hidroxilo.
El anién superéxido puede sufrir dismutacién catalizada por la enzima su-
peréxido dismutasa para generar peréxido de hidrégeno, menos reactivo,
pero igualmente tdxico para los tejidos, por lo cual es convertido a agua
por accién de las enzimas catalasa o glutatién peroxidasa, esta tltima lleva
a cabo la reduccién del peréxido de hidrégeno a expensas de la oxidacién
del glutatidn, el cual es regenerado por accién de la enzima glutatién re-
ductasa que utiliza cémo cofactor el NADPH.

El peréxido de hidrégeno puede también ser convertido a radical hi-
droxilo mediante una reaccién tipo Fenton catalizada por hierro. Una vez
producido, el radical hidroxilo ataca proteinas, dcidos nucleicos y esencial-
mente dcidos grasos poliinsaturados, generando asi radicales lipidicos que
reaccionan ripidamente con oxigeno para producir radicales peroxilo, los
cuales tienden a estabilizarse produciendo hidroperéxidos, que a su vez
pueden ser descompuestos para generar fragmentos més pequenos (dienos
conjugados) o bien, por la accién de metales de transicién, generar de nue-
vo radicales peroxilo.

La estabilizacién de los radicales libres derivados de lipidos puede ser
llevada a cabo por antioxidantes fendlicos como flavonoides y tocoferoles,
los cuales estabilizan el radical libre generando en si mismos radicales li-
bres (fenoxilo y tocoferilo, respectivamente), que pueden ser estabilizados
intramolecularmente por deslocalizacién o bien reaccionar con dcido as-
cérbico para regenerar el compuesto reducido.
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Respiracién celular
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Figura 2. Resumen de las vias de produccién de radicales libres y los
principales sistemas antioxidantes, enzimaticos y no enzimaticos.

0, radical anién superdxido, HO": radical hidréxilo, RO": radical alquilo,
ROO’: radical peroxilo, ROOH: hidroperéxido, Fe: hierro, Cu: cobre, GSH:
glutatioén reducido, GSSG: glutation oxidado, GSH-Px: glutatién peroxidasa,
GSHR: glutatién reductasa, NADPH: Nicotinamida Adenina Dinucleétido

Fosfato, CAT: catalasa, SOD: Superéxido Dismutasa.

Métodos para medir actividad antioxidante

Por definicién, la actividad antioxidante es la capacidad de una sustancia
para inhibir la degradacién oxidativa (por ejemplo, la peroxidacién lipidica).

En las fuentes dietarias, la presencia de antioxidantes depende, entre
otros factores, de la parte del alimento en cuestién. Por ejemplo, los mo-
nofenoles (tocoferoles principalmente) tienden a ser mds abundantes en se-
millas donde hay grandes cantidades de grasas; por su parte los monoterpe-
nos aromdticos son los principales componentes de las fracciones voldtiles,
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mientras que los polifenoles, con mayor polaridad, estdn presentes en frutas
y constituyen una de las principales fuentes de antioxidantes dietarios.

A pesar de que los polifenoles estin asociados con varios mecanismos,
se cree que su principal modo de accién esta relacionado con la alta reac-
tividad hacia radicales libres. Sin embargo, debe distinguirse entre capaci-
dad antioxidante y reactividad. Mientras que la capacidad antioxidante da
informacién acerca de la duracién del efecto antioxidante, la reactividad
caracteriza solo la dindmica de inicio del efecto antioxidante a una concen-
tracién fija de compuesto™.

En el contexto de la inhibicién de procesos de reaccién en cadena me-
diados por radicales libres (por ejemplo peroxidacién lipidica), un antioxi-
dante actiia gracias a su capacidad para reaccionar con radicales libres y
por lo tanto recibe el nombre de antioxidante terminador de cadena. Sin
embargo, es necesario distinguir también entre actividad estabilizadora de
radicales libres o anti-radicalaria (en inglés, scavenger) y actividad antioxi-
dante. La primera estd determinada completamente por la reactividad de
un antioxidante frente a radicales libres, lo cual puede ser caracterizado por
la velocidad de esa reaccién. De otro lado, la actividad antioxidante mide
la capacidad para retardar la degradacién oxidativa. Por lo tanto, una alta
actividad anti-radicalaria no siempre correlaciona con una alta actividad
antioxidante, en particular, algunos compuestos fenélicos sintéticos pre-
sentan alta reactividad frente a radicales libres, pero muestran moderada
actividad antioxidante, debido a la alta reactividad de los derivados fenoxil
o semiquinona formados después de la estabilizacién de los radicales li-
bres”. En conclusidn, la actividad antioxidante estd determinada por: 1)
reactividad quimica del antioxidante, 2) capacidad del antioxidante para
acceder hasta el sitio de reaccién y 3) estabilidad de los productos forma-
dos después del proceso de estabilizacién de radicales libres.

La necesidad de establecer métodos unificados para medir capacidad
antioxidante qued6é manifestada por el Primer Congreso Internacional so-
bre Métodos Antioxidantes llevado a cabo en Orlando, Florida, EUA en
junio del ano 2004. El propésito de esta reunidén fue discutir acerca de la
forma en la cual se determina la capacidad antioxidante de alimentos, fi-
toterapéuticos, nutracéuticos y suplementos dietarios y proponer métodos
analiticos que pudieran ser estandarizados como procedimientos de rutina,
debido a que los métodos existentes presentan resultados inconsistentes,
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no existe equivalencias entre unos y otros y la interpretacién de las conclu-
siones, en algunos casos, va mds alld del alcance de los resultados.

El argumento de esta propuesta se fundamenta en el auge cada vez més
creciente en el tema de los antioxidantes. De hecho, se estima que el incre-
mento en el nimero de publicaciones en esta drea en los tltimos 10 anos
fue de mds del 340%, mientras que las publicaciones en las demds 4reas
incrementaron tan solo 39%. Esto esta unido al incremento de productos
con proclamas de efectos antioxidantes, lo cual impone la necesidad de tener
métodos estandarizados que permitan: 1) dar una guia para una aplicacién
correcta del ensayo, 2) comparar entre alimentos o productos comerciales, 3)
servir como una herramienta para el control de calidad, 4) proveer estandares
para la regulacién y las declaraciones de efectos en la salud™.

Pese a esto, hasta ahora, no existen métodos mundialmente unificados
para medir capacidad antioxidante, en parte, debido a la disparidad de
condiciones en las cuales se desarrollan estas metodologias, ademds de la
complejidad de los sistemas y de la diversidad de matrices que necesitan
ser evaluadas. Un método unificado para determinar capacidad antioxi-
dante deberia estar estandarizado y cumplir con los siguientes requisitos:
1) utilizar un radical biolégicamente relevante, 2) ser un método simple,
3) utilizar un punto final definido y un mecanismo conocido, 4) emplear
instrumentacién ficilmente disponible, 5) tener buena reproducibilidad,
6) ser adaptable para medir antioxidantes lipofilicos/hidrofilicos y a dife-
rentes radicales, 7) ser adaptable a formatos de tamizaje de alta capacidad
para control de calidad de rutina en gran cantidad de muestras®.

Queda de manifiesto que ningtin método reflejard por si solo la “capaci-
dad antioxidante total” de una muestra, puesto que este pardmetro deberd
expresar la capacidad de antioxidantes lipofilicos e hidrofilicos, reflejar y
diferenciar los diferentes mecanismos antioxidantes y evaluar la reactividad
del antioxidante frente a diferentes especies reactivas.

En la tabla 1 se resumen las caracteristicas de los métodos mds utili-
zados actualmente para medir capacidad antioxidante y mds adelante se
describen en detalle las particularidades de cada uno, haciendo énfasis en
su principio de funcionamiento, ventajas y desventajas.

En general, existen varias aproximaciones para la clasificacién de métodos
para medir actividad antioxidante. Una de ellas se basa en clasificar los mé-
todos como directos e indirectos™, mientras que otra los clasifica de acuerdo
con el mecanismo mediante el cual sucede el proceso antioxidante.
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En los métodos indirectos se estudia la habilidad del antioxidante para
estabilizar algin radical libre, de hecho, se ha popularizado el uso de al-
gunos radicales libres metaestables, coloreados, con fuerte absorcién en el
espectro visible, como herramienta para determinar actividad estabilizado-
ra de radicales libres (Ej. DPPH, ABTS). Sin embargo, varios estudios han
controvertido esta aproximacién considerando que con estos métodos se
puede medir solo la capacidad para donar hidrégenos, pero que, en muchos
casos, no se correlacionan con la capacidad antioxidante. Por su parte, los
métodos directos estdn basados en el estudio del efecto de un antioxidante
sobre la degradacién oxidativa de un sistema, de los cuales los mds usados
han sido: proteinas, dcidos nucleicos, plasma sanguineo, grasas, lipoprotei-
nas, membranas bioldgicas, entre otros; los lipidos constituyen el sistema
mis frecuente debido a la importancia de su oxidacién en el desarrollo de
enfermedades, asi como en el deterioro de la calidad de los alimentos.

Tabla 1 Comparacién de métodos para medir capacidad antioxidante ba-
sada en la instrumentacién requerida, la relevancia bioldgica, el mecanismo
antioxidante, el punto final, el método de cuantificacién y la adaptabilidad para
medir antioxidantes lipofilicos e hidrofilicos®®.

Métod Instrumen- Relevancia Meca- Punto  Quantifica-  Lipéfilos
ctode tacién® biolégica® nismo®  final cién? -hidréfilos®
CARO _ 4+ TAH Tiempo ABC 4
PATAR ++ e+ TAH . Fase de C.E 50° Fa.s? __
induccién de induccién
CRHF o L TE Tiempo  Absorbancia o
TE- . .
ABTS _ _ TAH Tiempo  Absorbancia FH+
TE- . Absorbancia
DPPH _ _ TAH Tiempo CESO _
Tiempo de
Peroxidacién Fase d induccién,
lipidica — o FH+ TAH . ;se .? dienos o
LDL tnduccion conjugados,
SRAT

* De la més (+++) a la menos (---) especializada

b Del mds (+++) al menos (---) relevante

< TAH: Transferencia de Atomos de Hidrégeno, TE: Transferencia de Electrones

d ABC: Area Bajo la Curva, CESO: Concentracién efectiva 50, SRAT: Sustancias Reactivas con Acido
Tiobarbittrico.

¢ Del mds (+++) al menos (---) adaptable
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Métodos directos: inhibicién de la peroxidacion lipidica

Debido a la susceptibilidad conferida por su estructura quimica (enlaces
dobles cis separados por un metileno alilico), los dcidos grasos poliinsatu-
rados (AGPI) son blancos sensibles de los radicales libres, los cuales extraen
ficilmente dtomos de hidrogeno de los metilenos alilicos, de hecho, la oxi-
dabilidad de los dcidos grasos insaturados depende linealmente del niime-
ro de metilenos bis alilicos que estos contengan®. De manera general, la
sucesion de eventos en la peroxidacién lipidica pueden ser descritos como
se muestra en la figura 3.

Acido linoléico (C18:2) - AGPI

AGP[7T> AGPF —Y—» ROO® ROOH

R*® RH AGPI AGPI*

o\ /CH2\ P

CH CH
Malonildialdehido - MDA

Figura 3. Representaciéon esquematica de la peroxidacién lipidica.
R* Radical libre, ROO" Radical alquil peroxil, ROOH hidroperéxido,
AGPI Acido Graso Poliinsaturado.

Las etapas que cursan en el proceso de peroxidacion lipidica son caracte-
rizadas por un primer paso llamado iniciacién, representado en la ecuacién
3, en donde el radical libre ataca al sustrato oxidable, seguido de una etapa
ripida de propagacién y rompimiento descrita en las ecuaciones 4 y 5, en
la cual se da la reaccién en cadena o lipoperoxidacién propiamente dicha
y finalmente una etapa de terminacién como se muestra en la ecuacién 6.
Estas etapas son descritas con mayor detalle a continuacién:

LH+X* > XH+L* Ecuacién 3 (Iniciacion)

L*+ 0, »L00*

Ecuacién 4 (propagacién)
LOO®* + LH - L* + LOOH
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LOOH - LO® + HO*

2LOOH - LOO® + LO® + H,0
LOOH + M,+ + H* = LO® + M, 5+ + H,0 Ecuacién 5 (fomplmlento)

LOOH + M(ysyy+ + OH™ = LOO® +M,+ + H,0
LO®+ LO® -

Loo*+ Loo* = Productos no radicalarios Ecuacién 6 (terminacién)
LO®*+ LOO* -

LH representa el sustrato oxidable, por ejemplo un lipido y X" el radical
libre. La oxidacién genera el radical alquilo (L*) que reacciona rdpidamen-
te con oxigeno para producir un radical mds reactivo llamado peroxilo
(LOO").

Los radicales peroxilo son los propagadores de la reaccién en cadena,
pueden oxidar otros lipidos o moléculas susceptibles produciendo hidro-
peréxidos (LOOH), los cuales, en presencia de metales de transicién (M)
como hierro o cobre (incluyendo hierro de proteinas o hemoproteinas) se
degradan para producir un amplio rango de compuestos entre alcoholes,
aldehidos, alquil formiatos, cetonas y radicales libres incluyendo radical al-
coxilo LO". Los aldehidos mds importantes producidos en la peroxidacién

lipidica son los 4 hidroxialquenales (principalmente 4-hidroxinonenal y
4-hidroxihexanal) y el malondialdehido MDA*'.

En este contexto, el papel exacto de los iones de metales de transicién
en la iniciacién de la reaccién en cadena de peroxidacién lipidica es di-
ficil de definir, pero se ha establecido que su mayor papel es catalizar la
descomposicién de los hidroperéxidos en reacciones de rompimiento mds
que participar en la abstraccién de dtomos de hidrégeno. De hecho, se ha
establecido que en medio 4cido estos metales de transicién pueden des-
componer los hidroperéxidos a radicales alcoxilo, mientras que en medio
bésico generan radicales peroxilo.

Finalmente en la reaccién de terminacién estd involucrada la combina-
cién de radicales para formar productos no radicalarios.

La forma de deteccién de un efecto antioxidante utilizando este sistema
consiste en la determinacién de la cinética de produccién de dienos conju-
gados, los cuales pueden ser detectados a 234 nm y seguir asi las evolucién
del proceso oxidativo desde sus etapas mds tempranas. Sin embargo, entre
las desventajas de esta forma de medicién se encuentra que aun con lipidos
simples, la medicién espectrofotométrica de dienos conjugados es solo una
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forma genérica de deteccién sin dar informacién de la estructura de los
productos formados; adicionalmente, esta medicién se dificulta cuando los
sustratos son mds complejos (tejidos, plasma, lipoproteinas) debido a las
interferencias que podrian estar presentes*

En general, la expresion de los resultados se basa en la determinacién de
la fase de induccidn, es decir, el momento en el cual la velocidad de la oxi-
dacién incrementa; comtnmente la fase de induccién se determina como
la interseccién entre la tangente de la curva cinética en la fase de propaga-
cién y el eje del tiempo; sin embargo, esta forma gréfica de determinacién
genera un valor incierto el cual depende de la forma en como se monitorea
la reaccién y la sensibilidad del equipo usado®

Otra alternativa utilizada como medicién de punto final de la oxidacién
lipidica es el ensayo SRAT (Sustancias Reactivas al Acido Tiobarbittrico),
también conocido por su sigla en inglés cémo TBARS (Thiobarbituric Acid
Reactive Substances). Este método fue desarrollado hace mds de 40 afos y
es ampliamente usado en la actualidad como un método para detectar pe-
roxidacién lipidica. Este procedimiento mide el malondialdehido (MDA)
formado como producto principal de la degradacién de hidroperéxidos ge-
nerados por la oxidacién de lipidos. Como se puede apreciar en la Figura 4,
cada mol de MDA reacciona con dos moles de Acido Tiobarbitdrico (TBA)
para formar un producto de color rosa que puede ser medido espectrofoto-
métricamente a 532-535 nm*. Se han utilizado diferentes sustratos en el
ensayo SRAT, entre ellos: muestras de tejidos, dcido linoleico, microsomas,
liposomas y lipoproteinas. Una de las principales criticas a este método radi-
ca en la posibilidad de falsos positivos debido a la complejidad de la matriz
y por lo tanto, se ha propuesto la cuantificacién cromatogrifica de MDA
como el mejor esquema para determinar peroxidacién lipidica.

. T ) Y e T T

NG
OH MDA OH OH

TBA Croméforo rosa

Figura 4. Fundamento del método SRAT mostrando la reaccion
del MDA (Malondialdehido) con Acido Tiobarbitdrico
(TBA) para producir un derivado de color rosa.
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Inhibicién de la oxidacion de lipoproteinas de baja densidad (LDL)

En el organismo, los lipidos (fosfolipidos, triglicéridos y colesterol), al
no ser solubles en un medio acuoso como el plasma, se unen a proteinas
especificas (apoproteinas, entre ellas Al, All, B48, B100, CI, CII y CIII)
formando las lipoproteinas. Las lipoproteinas son macromoléculas metabd-
licamente diferentes entre si, con una determinada composicién quimica,
caracteristicas de flotacién por ultracentrifugacién, movilidad electroforética
y densidad. Este dltimo pardmetro ha servido para clasificarlas en orden de-
creciente como: lipoproteinas de alta densidad (HDL), lipoproteinas de baja
densidad (LDL), lipoproteinas de densidad intermedia (IDL), lipoproteinas
de muy baja densidad (VLDL) y quilomicrones (QM)*.

Especificamente, las LDL constituyen el 50% del total de lipoprotei-
nas del plasma, tienen una vida media en sangre del orden de diasy son
la via primordial de entrega de lipidos a las células. Su densidad es baja
(1.019-1.063 g/mL), su tamafo es pequefo (18—28 nm) y estd compues-
ta principalmente de colesterol (50%), fosfolipidos (22%) y ApoB100, lo

que la hace un blanco susceptible de oxidacién.

La oxidacién de la LDL se ha propuesto como un proceso biol6gico
que inicia y acelera el desarrollo de las lesiones arteriales debido a la acu-
mulacién de lipoproteinas oxidadas (oxLDL) en la intima arterial®®. De
hecho, se cree que es poco probable que la oxidacién de LDL ocurra en
plasma debido a la presencia de altas concentraciones de antioxidantes y
la baja disponibilidad de iones metdlicos, los cuales se encuentran unidos
a proteinas y, por lo tanto, es mds probable que este proceso ocurra en un
ambiente como la intima arterial donde los antioxidantes pueden agotarse
y las lipoproteinas se exponen a un estrés oxidativo.

En este sentido, se han propuesto varios mediadores celulares y bio-
quimicos de la oxidacién de la LDL iz vivo; existe gran controversia al
respecto, pero se coincide en el papel que juegan algunas enzimas como la
lipoxigenasa y las especies reactivas de nitrégeno, especificamente el éxido
nitrico, un radical libre relativamente estable que normalmente no oxida
la LDL a pH fisiolégico, pero que puede contribuir a la oxidacién de la
lipoproteina interactuando con el anién superdxido para producir el pe-
roxinitrito, un oxidante fuerte con reactividad similar al radical hidroxilo.
El peroxinitrito promueve la peroxidacién lipidica de la LDL in vitro y
se ha demostrado que 7 vivo puede nitrar los residuos de tirosina de la
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ApoB100, detectando altos niveles de nitrotirosina en lesiones ateroscleré-

ticas humanas®” 8.

En cuanto a la oxidacién de LDL iz vitro, se han descrito varios mé-
todos para producir oxXLDL, entre ellos, la oxidacién mediada por células
endoteliales” y sistemas libres de células con oxidacién inducida por iones
metdlicos™, peroxinitrito’', mieloperoxidasa®, lipoxigenasa®. Sin embar-
go, debido a su simplicidad, la exposicién de LDL a Cu?* durante 18-24
horas se ha convertido en un método ampliamente difundido para la oxi-
dacién de LDL in vitro, aunque su relevancia iz vivo sea aun debatida
debido a las concentraciones no fisiolégicas de Cu®* empleadas.

Existe otra clasificacién que describe los métodos para medir actividad
antioxidante seglin sea su mecanismo de reaccién, pues se conoce que los
antioxidantes pueden estabilizar radicales libres siguiendo don mecanis-
mos, uno llamado Transferencia de Atomos de Hidrogeno (TAH) y otro
denominado Transferencia de Electrones (TE), los cuales pueden ocurrir
de forma paralela; ambos dan como resultado la estabilizacién del radical
libre; sin embargo, el mecanismo que domina un sistema serd determinado
por la estructura quimica del antioxidante, su solubilidad, coeficiente de
particién, Energia de Disociacién de Enlace (EDE), Potencial de loniza-
cién (PI) y condiciones del medio de reaccién, como el pH>.

Métodos basados en la transferencia de atomos de hidrégeno (TAH)

Los métodos TAH miden la capacidad de un antioxidante para esta-
bilizar un radical libre mediante la transferencia de dtomos de hidrégeno.
Como se muestra en la ecuacién 7, un sustrato oxidable (LH) es atacado
por un radical libre (X°) generando una especie no radicalaria (XH) y un
nuevo radical libre (L7). Por su parte, en la ecuacién 8 se muestra cémo
el antioxidante (AH) transfiere un dtomo de hidrégeno para estabilizar el
radical libre X" y generar la especie A".

X* + LH - XH + L* Ecuacién 7

X* + AH - XH + A® Ecuacién 8

De esta forma, la reactividad de un antioxidante siguiendo un meca-
nismo TAH estard determinada por la EDE del grupo que contiene el
hidrégeno a transferir. En el caso de los compuestos fenélicos se trata de
un enlace ArO-H en donde una muy baja EDE implica que la reaccién
descrita por la ecuacién 8 es termodindmicamente mds favorable que aque-
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lla descrita por la ecuacién 7. En otras palabras, significa que un radical
libre reaccionard més ripidamente con el antioxidante que con el sustrato
oxidable. Adicionalmente, la especie A®, generada en el proceso de estabi-
lizacién del radical libre, debe ser tan estable como para no reaccionar con
el sustrato e iniciar nuevamente una reaccién de oxidacién, pero lo sufi-
cientemente reactiva como para estabilizar radicales libres en un proceso
de terminacién de cadena.

Se acepta que sustancias con valores de EDE alrededor de —~10Kcal/mol
y PI < -36 Kcal/mol siguen mecanismos TAH. Las reacciones TAH son
rapidas, independientes del pH y el solvente, pero sensibles a la presencia
de metales y agentes reductores los cuales pueden generar una aparente
mayor reactividad del antioxidante.

Método CARO (Capacidad de Absorbancia de Radicales de Oxige-
no), conocido en inglés cémo ORAC (oxygen radical absorbance capa-
city) y método PATAR (Pardmetro Antioxidante Total de Atrapamiento
de Radicales), conocido en inglés cémo TRAP (total radical-trapping
antioxidant parameter)

Estos métodos estdn basados en los trabajos de Wayner y Glazer™>¢ y

perfeccionados por Cao”. En general, miden la inhibicién de la oxidacién
inducida por radicales peroxilo y reflejan un mecanismo cldsico de activi-
dad mediada por antioxidantes terminadores de cadena mediante TAH®.

Como se muestra en la ecuacién 9, el radical peroxilo es generado de
una fuente como AAPH (2,2’-azobis (2-amidinopropano) dihidrocloru-
ro), el cual sufre una descomposicién térmica para producir nitrégeno mo-
lecular y radicales alquilo, que en presencia de oxigeno generardn radica-
les peroxilo, los cuales reaccionan con una sonda coloreada o fluorescente
para formar un producto incoloro o no fluorescente, como se muestra en
la ecuacién 10. La capacidad antioxidante es determinada por la disminu-
cién en la velocidad de degradacién de la sonda debido a la reaccién de los
radicales peroxilo con el antioxidante para generar un producto no radicala-
rio, como se muestra en la ecuacién 11. En CARO, generalmente se utiliza
fluoresceina como sonda y la reaccién suele llevarse por extensos periodos de
tiempo (>30 minutos) para garantizar la estabilizacién de la reaccién. Como
se muestra en la figura 5, los cdlculos para expresar los resultados se obtienen

de la integracién del Area Bajo la Curva (ABC) de decaimiento de fluores-
cencia calculando el valor de ABC = ABC - ABC ; se

con antioxidante sin antioxidante
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obtiene asi informacién con respecto a pardmetros cinéticos como tiempo
de induccién y velocidad inicial en un solo pardmetro. Generalmente, el
resultado se expresa en términos de equivalencia de Trolox (andlogo de
vitamina E), para lo cual se construye una curva con diferentes concentra-
cién y las respectivas ABC de Trolox, que genera una curva de calibracién
que permite interpolar el ABC de la muestra y expresar su capacidad an-
tioxidante en términos de cantidad equivalente a Trolox.

o: .
R-N=N-R — N, + 2R00* Ecuacién 9
ROO® + sonda fluorescente — ROOH + perdida de fluorescencia FEcuacién 10

ROO® + AH —> ROOH + A*
ROO® + A* - ROOH + AH Ecuacién 11

.g
04 - —bﬁ AUC
Blanco ® .
02 E ..

Intensidad de fluorescencia
o
»
i m—
’:

i -‘. i
4 ,,,,:."'?00-‘“::33 J
0 5 10 15 20 25 30 35 40
Tiempo (min)

Figura 5. Curva de decaimiento de la fluoresceina por oxidacién con
radicales peroxil en un tipico ensayo CARO donde se observa el efecto
de un antioxidante (muestra) visto como el aumento en el Area Bajo la
Curva (ABC) de decaimiento de fluorescencia.

Métodos basados en la transferencia de electrones (TE)

Estos métodos determinan la capacidad de un antioxidante para trans-
ferir un electrén y reducir un compuesto. Describen reacciones mds lentas
que las TAH y por esto los cilculos de actividad antioxidante se basan en
porcentajes de disminucién en los productos mds que en cinéticas de re-
accién. La reactividad relativa de un antioxidante en un método TE estd
basada, fundamentalmente, en la desprotonacién y por lo tanto es gober-

y &
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nada por el Potencial de Ionizacién (PI)*?, de tal manera que los valores
de PI disminuyen con el aumento del pH, reflejando el incremento en la
capacidad electrodonante con la desprotonacién y por lo tanto, compues-
tos con PI > —45 Kcal/mol siguen un mecanismo predominantemente tipo
TE. En general, se ha correlacionado el potencial redox con un mecanismo
tipo TE®.

Los métodos TE son bastante sensibles a dcido ascérbico y 4cido trico,
dos sustancias reconocidas por mantener el estado redox en plasma, ade-
mds pueden detectar el poder reductor de polifenoles. Como en los méto-
dos TAH, los metales pueden generar interferencia causando variabilidad e
inconsistencias en los resultados.

CRHEF (Capacidad para Reducir el Hierro Férrico), conocido en inglés
cémo FRAP (Ferric Reducing Antioxidant Power)

El método CRHF fue desarrollado originalmente por Benzie y Strain
para medir el poder reductor del plasma®’; sin embargo, posteriormente
fue adaptado para medir actividad antioxidante de productos fitoterapéu-
ticos y nutracéuticos®®. Como se muestra en la figura 6, la reaccién mide
la reduccién de 2,4,6-Tripiridiltriazina Férrica (TPTZ) a un producto co-
loreado y detecta compuestos con potenciales redox < 0.7 V. Se cree que el
poder reductor estd correlacionado con el grado de hidroxilacién y conju-
gacion en polifenoles; sin embargo, CRHF no puede detectar compuestos
que actiian por mecanismo TAH, subestimando el potencial antioxidante
de mezclas que contengan, por ejemplo, tioles.

Vo O
| | N

e
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5
D
3
H/

Agente reductor 2*

\
R = 2k
Fe
AT AL
A | N W U
/”\/JQW/L\/”\\ L\éJ Tﬂ &
Y P N P
2+
Fe-TPTZ FemTPIZ

Figura 6. Fundamento del método CRHF,
mostrando la reduccién de 2,4,6-Tripiridil-Triazina Férrica (TPTZ).
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Se ha argumentado que la capacidad para reducir el hierro se correlaciona
poco con la estabilizacién de radicales libres; sin embargo, la oxidacién o
reduccién de radicales para formar iones puede detener la oxidacién en ca-
dena y por lo tanto el poder reductor reflejaria la capacidad de un compuesto
para regular el estado redox del plasma o tejidos. El método CRHEF sigue un
mecanismo tipicamente TE y, por lo tanto, en combinacién con otros mé-
todos puede ser il para distinguir el mecanismo dominante de diferentes
antioxidantes. Adicionalmente, como los metales reducidos son propagado-
res de reaccién en cadena de peroxidacién lipidica por el rompimiento de
hidroperdxidos a radicales alcoxilo, esto podria ser interesante para evaluar si
altos valores CRHF correlacionan con la tendencia de algunos antioxidantes
para actuar como prooxidantes bajo algunas condiciones®.

Métodos que combinan mecanismos TAH y TE

Algunos métodos ampliamente usados como el ABTS y el DPPH se
fundamentan en la estabilizacién de radicales libres sintéticos metaestables,
cuya reaccioén con un antioxidante genera un cambio que puede ser detec-
tado instrumentalmente. Sin embargo, se ha mostrado que estos radicales
pueden ser estabilizados tanto por mecanismos TAH como TE vy, por lo
tanto, los patrones de reactividad y el mecanismo son dificiles de interpre-
tar cuando no se conoce la estructura quimica del antioxidante evaluado.

a) Método ABTS (azinobis 3-etilbenzotiazolina-6-acido sulfénico)

Este método fue reportado inicialmente por Miller y colaboradores®, y
se fundamenta en la capacidad de un antioxidante para estabilizar el radical
cation coloreado ABTS™, el cual es formado previamente por la oxidacién
del ABTS (2,2"-azinobis (3-etilbenzotiazolina-6- acido sulfénico)) (Figura
7) por metamioglobina y peréxido de hidrégeno. Los resultados son ex-
presados como equivalentes de Trolox o TEAC (por su nombre en inglés,
Trolox Equivalent Antioxidant Capacity).

O\\ OH
//CHa S~ S\\;
o) | b _N/N:<N A ’
\\S Z s HsC
HO N\ ¢

Figura 7. Estructura quimica del ABTS
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Entre las ventajas de este método estd que los valores de TEAC de una
amplia gama de alimentos estdn reportados® lo que permite establecer
comparaciones; adicionalmente puede ser usado en un amplio rango de
pH y fuerza i6nica, ademds de que el ABTS™ es soluble tanto en medio
acuoso como orgdnico y permite la evaluacién de antioxidantes hidrofilicos
y lipofilicos. Entre las desventajas estin que el ABTS™ debe ser generado
previamente, que no es un radical fisiolégico y que la cinética de reaccién
con algunos antioxidantes suele ser bastante lenta y, por lo tanto, el punto
final de medicién debe fijarse de manera arbitraria.

b) Método DPPH (Difenil Picril Hidrazilo)

Este ensayo fue propuesto originalmente por Brand—Williams®. El
DPPH" (figura 8) es uno de los pocos radicales orgdnicos estable, presen-
ta una fuerte coloracién violeta, es comercialmente disponible y no tiene
que ser generado iz situ como el ABTS™. El ensayo se fundamenta en la
medicién de la capacidad de un antioxidante para estabilizar el radical
DPPH", esta medicién puede hacerse espectrofotométricamente siguiendo
el decaimiento de la absorbancia a 517 nm. La reaccién de estabilizacién
se considera que transcurre principalmente mediante un mecanismo TE,
con un aporte marginal de TAHY.

NO,

O,N NO,

Figura 8. Estructura quimica del radical libre metaestable DPPH

Los resultados se suelen expresar como EC,, es decir, la concentracién
de antioxidante necesaria para estabilizar un 50% del DPPH". Sin embar-
go, han surgido otros pardmetros como la eficiencia anti-radicalaria (EA)
basada en la cinética de la reaccién y que involucran, ademds de la concen-
tracién de antioxidante, el tiempo necesario para ejercer su efecto.
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Entre las ventajas de este método estdn su simplicidad y el bajo requeri-
miento instrumental; sin embargo, entre las desventajas estdn la dificultad
de interpretar los resultados cuando se tienen sustancias cuyo espectro de
absorcién se solapa con el del radical; adicionalmente el DPPH™< es un
radical estable, centrado en nitrégeno, que dista mucho de parecerse a
las especies reactivas de importancia biolégica; de hecho muchos antioxi-
dantes que reaccionan rdpidamente con radicales peroxilo no lo hacen asi
con DPPH?", debido al impedimento estérico que representa la estructura
quimica que rodea al radical, lo cual hace que sustancias pequenas general-
mente muestren una mayor actividad.

Otros métodos para determinar actividad antioxidante
a) Voltametria ciclica

La voltametria ciclica es un procedimiento reportado recientemente
como una herramienta promisoria para evaluar actividad antioxidante®® .
En este método, la muestra es introducida en una celda con un sistema de
tres electrodos: electrodo de trabajo (por ejemplo carbono vitreo), electrodo
de referencia de plata/cloruro de plata (Ag/AgCl) y electrodo auxiliar (pla-
tino). El potencial es aplicado bidireccionalmente al electrodo de trabajo
a una velocidad constante (100 mV/s, generalmente), detectando el flujo
de corriente (voltamograma ciclico). El poder reductor de una muestra
estd compuesto por dos pardmetros: el pico de potencial (E ) y la corriente
anddica (CA). El E_se mide como el potencial en la mitad de la corriente
de cada onda anddica y cuando es calculado de esta forma se expresa como
(EI/Z
sustancia para donar electrones al electrodo de trabajo. Por su parte, la CA
correlaciona con la concentracién de la sustancia que estd siendo evaluada;

). En general un bajo valor de E, | significa una mayor capacidad de la

adicionalmente, la reversibilidad del proceso de éxido-reduccién se puede
determinar por la aparicién de picos anddicos y catédicos, y es un buen
antioxidante aquel que presenta procesos anddicos irreversibles™. Los es-
tudios de voltametria ciclica aplicados a mezclas complejas no permiten la
determinacién de antioxidantes individuales pero dan informacién valiosa
acerca de la cantidad de grupos funcionales responsables de los picos en el
voltamograma’"7?. Entre las desventajas del método estd que no todos los
antioxidantes comunes donan electrones a los electrodos de carbono usa-
dos en estos ensayos; por ejemplo, compuestos tipo tiol no son detectados
de esta forma y requieren electrodos de Au/Hg.
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b) Método de Folin-Ciocalteau

La determinacién del contenido total de compuestos fenélicos, utili-
zando el método originalmente propuesto por Folin en 1927 y modificado
por Singleton y Rossi’?, no es considerada en si misma una metodologia
para medir actividad antioxidante, a pesar de que su principio se basa en
la capacidad redox de los polifenoles. Sin embargo, la alta correlacién de
los resultados con otros métodos como CARO y DPPH ha hecho que este
método se popularice como una herramienta simple y rdpida para predecir
actividad antioxidante, principalmente en matrices complejas, donde la
cantidad de compuestos fendlicos mds que la composicién especifica de
estas sustancias determinan la actividad antioxidante’ .

El método se fundamenta en la oxidacién de los compuestos fendlicos pre-
sentes en una muestra, por la accién del polianién molibdotungstofosférico
para generar un producto coloreado con un méximo de absorcién a 765 nm.

Una de las modificaciones al método propuesta por Singleton implica el
uso de 4dcido gélico como compuesto fendlico de referencia, de tal manera
que los resultados se expresan en equivalentes de dcido gélico (EGA). Sin
embargo, mdltiples trabajos han utilizado igual variedad de estindares,
entre los que se cuentan: catequina, dcido tdnico, dcido clorogénico, dcido
caféico, dcido protocatectico y dcido ferulico, lo cual imposibilita la com-
paracién entre muestras, ademds de las variaciones que implica la no estan-
darizacién del método en cuanto a condiciones criticas como proporciones

de reactivos, temperatura y tiempo de lectura”.

Pese a esto, actualmente el método de Folin-Ciocalteau es ampliamente
utilizado, principalmente en complemento con otros métodos para medi-
cién de actividad antioxidante, puesto que ya se conoce el valor de EGA
para una amplia cantidad de frutas, vegetales, bebidas’; por lo tanto, es
posible la comparacién de una muestra con estos datos, siempre y cuando
se sigan los procedimientos reportados.

En este trabajo se utilizard una combinacién de métodos con diferentes
mecanismos, entre ellos Folin-Ciocateau, voltametria ciclica e inhibicién
de la peroxidacién lipidica sobre LDL como sustrato oxidable.

Conclusiones

 Elauge cada vez mds creciente de alimentos, fitoterapéuticos, nutracéu-
ticos y suplementos dietarios con promesas de actividad antioxidante,
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unido a que los métodos existentes generan resultados inconsistentes
que no presentan equivalencias entre unos y otros, ademds de que la in-
terpretacién de las conclusiones, en algunos casos, va mds alld del alcance
de los resultados, obliga al planteamiento de métodos para determinar esta
actividad que puedan ser estandarizados como procedimientos de rutina.

* En la bisqueda de compuestos con actividad antioxidante podria plan-
tearse que las siguientes son las caracteristicas que determinan esta activi-
dad: 1) reactividad quimica del antioxidante, 2) capacidad del antioxidan-
te para acceder hasta el sitio de reaccién y 3) estabilidad de los productos
formados después del proceso de estabilizacién de radicales libres.
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