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Resumen

El estudio de los radicales libres y los antioxidantes ha generado una serie de conocimientos e
incertidumbres en diversas areas de la ciencia, prometiendo asi una nueva era para la salud y el control
de diversas enfermedades. El andlisis de los antioxidantes es de gran relevancia en estos dias, ya que
estas moléculas son importantes para la prevencion de reacciones oxidantes en productos de interés
comercial como los farmacéuticos, los alimentos y los cosméticos, ademas de ser de gran ayuda para
comprender el papel que desempefian las especies reactivas (principalmente de oxigeno), sobre
diversos padecimientos que repercuten en la salud humana y como contrarrestarlos. Por ello, en este
trabajo se evalud la actividad antioxidante de una serie de compuestos sintéticos analogos del BHT
mediante la técnica del ABTS. Todas las moléculas evaluadas mostraron dicha propiedad y en algunas
de ellas, la actividad fue mayor que la producida por el Trolox.

Abstract

The study of free radicals and antioxidants has generated a series of knowledge and uncertainties in
various areas of science, thus promising a new era for health and control of various diseases. The
analysis of antioxidants is very relevant these days, as these molecules are important for preventing
oxidative reactions in products of commercial interest such as pharmaceuticals, food and cosmetics, as
well as being a great help to understand the role played by reactive species (primarily oxygen) on various
diseases that affect human health and how to counter them. Therefore, in this work we evaluated the
antioxidant activity of a series of synthetic analogs of BHT compounds by the ABTS technique. All tested
molecules showed that property and in some of them, activity was greater than that produced by the
Trolox.
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INTRODUCCION

Los radicales libres

Se puede definir a un radical libre como una
especie que posee un electron desapareado en su
ultimo orbital molecular, esto le concibe ciertas
propiedades como una alta inestabilidad y gran
reactividad, asi como la capacidad para
interaccionar con diversas biomoléculas como los
lipidos, las proteinas y el DNA, lo que finalmente
conlleva a wun dafio celular y disrupcion
homeostatica. Los radicales libres pueden donar
un electrén o aceptar uno de otras moléculas para
estabilizarse, por ende actian como agentes
oxidantes o reductores dependiendo de las
condiciones. [1]

El estrés oxidativo

La mayoria de los radicales libres que afectan los
sistemas bioldégicos son radicales libres de
oxigeno, mejor conocidos como: especies
reactivas de oxigeno (ROS, reactive oxygen
species).

Por lo tanto, el término estrés oxidativo es
empleado para describir la condicion del dafio
oxidativo como resultado del desbalance natural
entre los radicales libres generados y las defensas
antioxidantes. [2]

Los antioxidantes y los cofactores

El organismo posee distintos mecanismos para
neutralizar los radicales libres y proteger a las
células del efecto téxico de los mismos; los
antioxidantes. Algunos antioxidantes  son
generados in situ y se conocen como antioxidantes
endogenos; otros ingresan a través de la dieta o
por  suplementos  alimenticios, son los
antioxidantes exégenos.

El término antioxidante también es aplicable para
compuestos que no neutralizan radicales libres,
pero promueven la actividad enddgena de los
mismos. También se aplica el término pro-
antioxidante. Los cofactores en base a su
definicién bioquimica, son iones o moléculas que
se unen al sitio catalitico de la apoenzima para
activarla. Muchas enzimas poseen como
requerimiento iones metalicos para presentar su
actividad, por ende a estos iones se les brinda el
nombre de cofactores. [3]

Cuando un antioxidante destruye un radical libre,
este se oxida. De ahi que los antioxidantes deben
ser restaurados constantemente. Los dos
mecanismos de accién principales que ha sido
propuestos son [4]:

e« ElI primero mediante la accion del
antioxidante sobre la detencién de la reaccion en
cadena, donando un electrén a la especie reactiva
presente en el organismo. Antioxidantes primarios.

* El segundo mediante la remocién de los
generadores de especies reactivas ROS/ RNS,
debido a la extincion del catalizador iniciador de la
reaccion en cadena. Antioxidantes secundarios.

Derivados del fenol

Se ha reportado que las estructuras polifendlicas,
han resultado més eficientes contra el estrés
oxidativo a niveles tisulares, que la vitamina C. [5]

Dentro de las multiples caracteristicas que poseen,

destaca su actividad: citoprotectora,
antibacteriana, antiviral, antienvejecimiento,
antiinflamatoria,  antialérgica,  antimutagénica,
vasodilatadora, ansiolitica, antidepresiva 'y

mejoramiento de los efectos cognitivos. Por ello,
es importante someter a prueba estas estructuras
tanto naturales como sintéticas para ampliar la
gama de fuentes donde pueden ser obtenidos
debido a la gran variedad de propiedades y
aplicaciones que poseen.

Butilhidroxitolueno (BHT)

El butilhidroxitolueno, mejor conocido como BHT
por sus siglas en inglés. Es un compuesto
orgéanico lipofilico, quimicamente un derivado del
fenol, que es empleado como antioxidante.

La especie se comporta como un analogo sintético
de la vitamina E, que actla principalmente como
un agente de terminaciébn al suprimir la
autooxidacion, un proceso por el cual compuestos
organicos insaturados generalmente son atacados
por el oxigeno atmosférico.

Por ende, el presente trabajo tiene como objetivo
evaluar y comparar la actividad antioxidante de
compuestos  sintéticos derivados del fenol
mediante el método de ABTS, posteriormente
realizar la evaluacién antioxidante en células, para
determinar nuevamente dicha actividad y dirigirla
hacia algun sector en especifico, gracias a la gran
variedad de campos de aplicacién que posee.
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MATERIALES Y METODOS

Para determinar el efecto antioxidante, se sigui6 la
técnica del Kit Antioxidant Assay No. CS0790 de
Sigma-Aldrich.

El ensayo antioxidante se basa en la formacién de
un radical ferrilo de mioglobina a partir de la
metamioglobina y el perdoxido de hidrégeno, que
oxida el ABTS (acido 2,2-azino-bis (3 -
etilbenzotiazolina-6-sulfonico)) para producir un
cation radical ABTS +, un cromégeno soluble de
color verde que puede ser determinado a 405 nm.

Los antioxidantes bloquean la produccién del
cation radical ABTS+, por lo que la intensidad del
color disminuye proporcionalmente a la
concentracion y efectividad que estos poseen.

El Trolox, es un anélogo soluble en agua de la
vitamina E y sirve como un estdndar o control
antioxidante.

Las reacciones que se llevan a cabo son las
siguientes:

H¥-Fel' + HoDp — ¥ [Fe"V=0] + H20 (1
ABTS + “X-[Fe=0] —» ABTS™ + HX-Fe'' (2)

En esta ecuacion, HX-Fe'' es la metamioglobina y
*X-[FelV=Q] es el ferrilo de mioglobina. Donde los
antioxidantes intervienen en la reaccioén 2.

Los 11 compuestos de origen sintético, fueron
disueltos en DMSO para ser evaluados a una
concentracion de 0.42 mM. La capacidad
antioxidante fue comparada con la del Trolox y con
el BHT, ya que estos son analogos de esta ultima
molécula.

RESULTADOS Y DISCUSION

En la figura 1 se muestra el porcentaje de
inhibicion de la formacion del radical ABTS. Los
compuestos Phe 1, Phe 2, Phe 3, Phe 6, Phe 8 y
Phe 10 mostraron una capacidad antioxidante
mayor que la producida por el Trolox. Los
compuestos Phe 7 y Phe 9 mostraron una
capacidad antioxidante inferior a la producida por
el Trolox. Los compuestos Phe 4, Phe 5y Phe 11
no mostraron diferencia significativa con el Trolox.
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Figura 1: Porcentaje de inhibicion del radical ABTS. Los compuestos

fueron evaluados a una concentracion de 0.42mM.

Al comparar los resultados con la actividad
antioxidante producida por el BHT se observé un
comportamiento similar que para el caso del
Trolox, es decir, los compuestos Phe 1, Phe 2,
Phe 3, Phe 6, Phe 8 y Phe 10 mostraron una
capacidad antioxidante mayor que la producida por
el BHT. Los compuestos Phe 7 y Phe 9 mostraron
capacidad antioxidante inferior a la producida por
el BHT. Los compuestos Phe 4, Phe 5y Phe 11 no
mostraron diferencia significativa con el BHT.

Es importante considerar, que a medida que la
concentracion aumenta, de la misma forma debe
aumentar proporcionalmente el porcentaje de
inhibicién hasta llegar a un valor constante.

Dependiendo de las reacciones implicadas, los
ensayos de actividad antioxidante, pueden ser
clasificados de forma general en dos tipos: los
basados en las reacciones de transferencia de un
atomo de hidrogeno (HAT) y los basados en la
transferencia de electrones (ET).

Para esta determinacion se empleé el método
basado en transferencia de electrones, ya que se
midié la capacidad de un antioxidante para reducir
a un oxidante, que cambia de color al ser reducido.

[6]

Se empled este método quimico ya que posee una
serie de virtudes como son: es Util para hacer
calibraciones, bajo costo, alto rendimiento y
obtencion de valores (expresado como
equivalentes de Trolox) que nos permite comparar
diferentes productos analizados. Sin embargo, los
indices de capacidad antioxidante obtenidos
mediante metodologias quimicas no pueden
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extrapolarse a un rendimiento de la muestra in
vivo, por lo que es necesario el estudio con
metodologias de actividad antioxidante celular. [7]

Los compuestos fendlicos y los derivados del
fenol, como los compuestos evaluados en este
experimento, se encuentran entre las sustancias
mas activas provenientes de fuentes naturales,
mostrando una gran variedad de propiedades.
Desde la conservacion de productos de interés
comercial hasta la promocion de la salud, motivo
por el cual se han convertido en un centro de
atencion. Por ello el poder mimetizar sus
propiedades y caracteristicas mediante la sintesis
organica, nos permite generar nuevos compuestos
con una amplia gama de aplicaciones, asi como
profundizar en su conocimiento.

Finalmente es importante remarcar que el
equilibrio entre los radicales libres y los
antioxidantes es sumamente crucial para el
organismo del ser humano, ya que ambos son
importantes para mantener la armonia de este
mismo.

CONCLUSIONES

Los compuestos derivados de fenol analogos al
BHT mostraron actividad antioxidante similar a la
producida por el Trolox cuando fueron evaluados
mediante el método del ABTS. Lo anterior los
convierte en candidatos importantes para
continuar con otro de tipo de evaluaciones para
poder postularlos como moléculas antioxidantes.
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