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Resumen 

 Los lípidos constituyen un grupo heterogéneo de compuestos con funciones muy 

importantes en el organismo tales como provisión de energía, constituyentes de membranas 

celulares y tejidos nerviosos, aislantes térmicos y eléctricos, función hormonal local, etc. La 

reacción directa entre una molécula de lípido poli-no-saturado y oxígeno molecular se conoce 

como Peroxidación Lipídica. Esta reacción de deterioro es catalizada por radicales libres 

(peroxidación no enzimática) o sistemas enzimáticos (peroxidación enzimática). Se produce 

por oxidación de los enlaces -metilénicos de los ácidos grasos no saturados que resulta en la 

formación de lipoperóxidos e hidroperóxidos y, finalmente, fragmentación de la molécula 

lipídica. Los radicales libres están implicados en el desarrollo de muchas enfermedades tales 

como aterosclerosis, diabetes, cáncer, enfermedades inflamatorias crónicas y enfermedades 

neurodegenerativas como así también en el proceso de envejecimiento. Un antioxidante es 

una sustancia que, presente en bajas concentraciones comparada con el sustrato peroxidable, 

previene o retarda la oxidación del mismo. Hay diversas sustancias a las que se les atribuye 

efecto antioxidante, aunque su efectividad depende de diversos factores tales como la 

polaridad de los mismos, el sustrato lipídico, pH, temperatura, concentración de antioxidantes 

y propiedades físicas del sustrato. Debido a esta variedad de factores se observó que algunos 

antioxidantes retardan la oxidación lipídica bajo ciertas condiciones pero la promueven en 

condiciones diferentes actuando como prooxidantes. En el presente trabajo de tesis 

realizamos estudios in vitro de peroxidación no enzimática sobre diferentes sustratos lipídicos, 

con mayor o menor semejanza a membranas biológicas, analizando diferentes prooxidantes y 

evaluando la actividad antioxidante de diversos compuestos. 

 En este trabajo de tesis se investigó: 

 

1) El efecto de melatonina e indolaminas relacionadas sobre la peroxidación lipídica de 

triglicéridos ricos en ácidos grasos n-3. 

 La peroxidación de triglicéridos ricos en ácidos grasos poli-no-saturados n-3 disueltos 

en cloroformo fue analizada por detección de fotoemisión y ensayo de TBARS. La reacción fue 

iniciada por hidroperóxido de cumeno. En este sistema, hidroxitolueno butilado (BHT), 5HO-

triptófano (5HO-TRP) y N-acetilserotonina (NAS) inhibieron la emisión de luz y la producción de 

TBARS de manera dependiente de la concentración. Sin embargo, melatonina (MLT) y 5-

metoxitriptamina (5MTP) aumentaron la producción de luz y TBARS de una manera 

dependiente de la concentración. La quimioluminiscencia fue cuantificada a través de las 

unidades lumínicas relativas (RLUs) totales y se determinó el parámetro IC50. Para 5HO-TRP, 



Resumen - Summary 

17 

 

NAS y BHT el valor de este último fue respectivamente 0.7, 6.2 y 9.7 mM. Para evaluar si el 

aumento de quimioluminiscencia producido por MLT se debe a la producción de N1-acetil, N2-

formil-5-metoxikinuramina (AFMK) se investigó su presencia por cromatografía en capa 

delgada (TLC) no encontrándose cantidades detectables del mismo. La actividad secuestradora 

de radicales de las indolaminas fue evaluada por la técnica de DPPH y los resultados indican 

que 5HO-TRP, NAS y BHT poseen actividad secuestradora de radicales dependiente de la 

concentración. Así, el parámetro EC50 para esta técnica obtenido fue 4.1, 4.7 y 8.4 µM 

respectivamente, mientras que MLT y 5MTP no presentaron actividad secuestradora a las 

concentraciones estudiadas. 

 

2) El efecto de isómeros conjugados de ácido linoleico (CLAs) sobre la peroxidación 

lipídica de triglicéridos ricos en ácidos grasos n-3. 

 Diferentes concentraciones de ácido linoleico (LA), dos de sus isómeros conjugados 

(CLA c9, t11 y CLA t10,c12) y su metil éster (MLA) disueltos en cloroformo fueron peroxidados 

con tert butil hidroperóxido (tBHP) como iniciador de reacción. La reacción fue monitoreada 

por detección de fotoemisión. Los resultados demuestran que ambos isómeros conjugados 

mostraron aumento de fotoemisión significativa (a 100 y 200 mM) con respecto al control, 

mientras que LA y MLA no mostraron aumento de emisión de luz significativa a ninguna de las 

concentraciones analizadas. Estos resultados indican que en este sistema los CLAs son más 

susceptibles a la peroxidación que LA y MLA. También por fotoemisión se investigó el efecto de 

CLAs, LA y MLA sobre la peroxidación de triglicéridos ricos en ácidos grasos poli no saturados 

n-3 disueltos en cloroformo iniciada por tBHP. Ambos CLAs produjeron inhibición significativa 

de la fotoemisión siendo más efectivo el isómero t10, c12 (100 mM) que el c9, t11 (200 mM). 

LA y MLA no mostraron efecto inhibidor en este sistema. El ensayo de DPPH fue utilizado para 

determinar la actividad secuestradora de radicales de LA, MLA y los isómeros conjugados. CLA 

t10,c12 y c9,t11 reaccionaron con DPPH obteniéndose valores de EC50 de 16,4±0,8 y 16,9±0,9 

mM, respectivamente. LA y LAME no presentaron actividad secuestradora de radical DPPH. 

Estos datos indican que, a diferencia de LA y MLA, los CLAs pueden proteger a los lípidos que 

contienen ácidos grasos poli-no-saturados de los efectos de los radicales libres. Sin embargo, 

se deben tener en cuenta las elevadas concentraciones necesarias para este fin.  

 

3) La susceptibilidad a la peroxidación de liposomas de lípidos de retina y el efecto de la 

sonicación, el medio e iniciador de reacción sobre este sistema.  
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 La retina es un tejido especialmente susceptible al daño oxidativo debido a su elevado 

contenido en ácidos grasos poli-no-saturados (PUFAs), principalmente ácido docosahexenoico 

(22:6 n-3). Se sabe que el proceso de peroxidación lipídica participa de numerosos eventos 

fisiológicos y patológicos de la retina. Para poder comprender aspectos que no pueden ser 

estudiados directamente en membranas biológicas se puede recurrir al uso de membranas 

modelo, por ej: liposomas. Para poder evaluar sustancias antioxidantes es necesario obtener 

un modelo de membranas fácilmente peroxidables, para tal fin se prepararon liposomas 

sonicados (LS) y liposomas no sonicados (LNS) a partir de lípidos aislados de retinas bovinas. 

Estos liposomas fueron peroxidados con Fe2+ o Fe3+ (como iniciadores de reacción) en agua, 

solución fisiológica o buffer Tris-HCl pH 7,4. El seguimiento de la reacción se realizó por 

espectrofotometría UV (absorbancia a 234 y 270 nm), para detectar formación de dienos y 

trienos conjugados, y por ensayo de TBARS. Empleando Fe2+ como iniciador de reacción, tanto 

LS como LNS en buffer produjeron TBARS tras 60 min de iniciada la reacción, este tiempo fue 

de 30 min en agua y 0 min en solución fisiológica. La mayor y más rápida formación de dienos y 

trienos conjugados se observó en solución fisiológica mientras que la mínima producción se 

obtuvo en buffer. Empleando Fe3+ como iniciador, para ambos tipos de liposomas, la 

producción de TBARS fue más lenta en buffer que en los demás medios y la producción de 

dienos y trienos conjugados también fue la menor en buffer. Los resultados demuestran que: 

LS fueron más susceptibles a la peroxidación que LNS; solución fisiológica fue el medio en el 

que la peroxidación lipídica fue más eficiente, siguiendo en este orden agua y, en último lugar, 

buffer Tris-HCl; Fe2+ es un iniciador de peroxidación lipídica mucho más eficiente que Fe3+ 

cualquiera sea el medio acuoso de reacción o el tipo de liposoma empleado. En resumen, la 

peroxidación depende del tipo de liposoma, iniciador y medio de reacción.  

 

4) El efecto de melatonina e indolaminas relacionadas sobre la peroxidación iniciada 

por Fe2+de liposomas sonicados de lípidos de retina. 

 Melatonina es una hormona que ha demostrado amplia actividad antioxidante in vivo 

aunque su actividad como secuestrador directo de radicales no está muy bien definida. En esta 

tesis investigamos la capacidad antioxidante de melatonina y de algunos de sus análogos 

estructurales en un sistema de liposomas sonicados preparados con lípidos de retina bovina. 

La reacción fue iniciada por Fe2+ empleando agua como medio de reacción. La actividad 

antioxidante de melatonina (MLT), N-acetilserotonina (NAS), 5HO-triptófano (5HO-TRP) y 5 

metoxitriptamina (5MTP) fue comparada con la de hidroxitolueno butilado (BHT), seleccionado 

como referencia por su conocido y elevado poder antioxidante. La reacción de peroxidación 
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fue monitoreada por determinación de dienos conjugados y ensayo de TBARS. Tras la adición 

de Fe2+ al sistema de liposomas la formación de dienos conjugados fue inmediata. En presencia 

de diferentes concentraciones de BHT, el inicio de la formación de dienos conjugados fue 

retardado y la velocidad de formación fue disminuida. Sin embargo, estos parámetros no 

fueron modificados en presencia de MLT y demás indolaminas. La formación de TBARS fue 

inhibida por todas las concentraciones de BHT empleadas. MLT y las indolaminas analizadas no 

lograron disminuir la formación de TBARS. Mediante cromatografía gaseosa acoplada a 

espectrometría de masas (CG-MS) se analizaron los perfiles de ácidos grasos de retina y de los 

liposomas preparados con sus lípidos, antes y después de ser peroxidados, en presencia y 

ausencia de BHT, MLT o las indolaminas estudiadas. Los ácidos grasos poli-no-saturados 

(PUFAs) disminuyeron significativamente después de una hora de incubación con Fe2+ hasta 

casi desaparecer. La presencia de BHT protegió a los PUFAs de la peroxidación mientras que 

MLT y las indolaminas no presentaron efecto protector alguno. Los resultados obtenidos por 

las diferentes técnicas utilizadas son consistentes y sustentan la hipótesis de que MLT y 

algunos de sus análogos estructurales no poseen actividad antioxidante directa en este sistema 

modelo. 

 

Summary 

 Lipids are a heterogeneous group of compounds with important body functions such 

as: an energy source, cell membranes and nerve tissues constituents, thermal and electrical 

insulators, local hormone function, etc. The direct reaction between a polyunsaturated lipid 

molecule and molecular oxygen is known as lipid peroxidation. This degradation reaction is 

catalyzed by free radicals (non-enzymatic peroxidation) or enzymatic systems (enzymatic 

peroxidation). It occurs by oxidation of unsaturated fatty acid α-methylene bonds producing 

lipid and hydro peroxides and, finally, lipid molecule fragmentation. Apart from playing a major 

role in the aging process, free radicals are involved in the development of many diseases, 

namely atherosclerosis, diabetes, cancer, chronic inflammatory and neurodegenerative 

diseases. An antioxidant is a substance whose low concentrations levels, as compared to those 

of oxidizable substrate, prevent or slow its oxidation. Many substances have an antioxidant 

effect. Nevertheless, their effectiveness depends on various factors such as: polarity, the lipid 

substrate, pH, temperature, concentration of antioxidants and physical properties of the 

substrate. Due to this variety of factors, it was noted that while some antioxidants delay lipid 

peroxidation others act as pro-oxidants. In this thesis we studied in vitro non enzymatic lipid 
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peroxidation of different lipid species, in a more or less similar way to biological membranes, 

analyzing different pro oxidants and assessing antioxidant activity of various compounds. 

 

 In this thesis we investigated: 

 

1) The effect of melatonin and related indoleamines on the lipid peroxidation of 

triglycerides with high content of n-3 polyunsaturated fatty acids. 

 The lipid peroxidation of triglycerides rich in polyunsaturated fatty acids was 

investigated by photoemission and TBARS assay. The reaction was initiated by cumen 

hydroperoxide (CHP). In this system, butylated hydroxitoluene (BHT), 5HO tryptophan (5HO-

TRP) and N-acetylserotonin (NAS) inhibited light emission and TBARS production in a 

concentration dependent way. However, melatonin (MLT) and 5-methoxitryptamine (5MTP) 

enhanced light emission and TBARS production in a concentration dependent manner. 

Chemiluminescence was quantified by total Relative Luminic Units (RLUs) and IC50 parameter. 

IC50 value to 5HO-TRP, NAS and BHT was 0.7, 6.2 and 9.7 mM. The possible formation of N (1)-

acetyl-N (2) formyl-5-methoxykynuramine (AFMK) during lipid peroxidation of triglycerides rich 

in PUFAs in the presence of melatonin was also analyzed by thin layer chromatography (TLC). 

The free-radical scavenging activity of the indoleamine derivatives was also analyzed by the 

DPPH method, and the results indicate that 5OH-TRP, NAS and BHT exhibited a dose-

dependent free-radical scavenging ability at all tested concentrations. The EC50 value for these 

compounds was 4.1, 4.7 and 8.4 µM respectively, while MLT and 5MTP did not show any 

radical scavenger activity.  

 

2)  The effect of conjugated linoleic acid (CLAs) isomers on lipid peroxidation of 

triglycerides rich in fatty acids n-3. 

 Different concentrations of linoleic acid (LA), two of its conjugated isomers (c9, t11 and 

t10, c12) and methyl linoleate (MLA) dissolved in chloroform were peroxidized with tert-butyl 

hydroperoxide (tBHP). The reaction was monitored by chemiluminescence detection. The 

results showed that both conjugated linoleic acid isomers enhanced photoemission with 

respect to control, while LA and MLA did not enhance light emission significantly. These results 

indicate that CLAs are more susceptible to lipid peroxidation than LA and MLA. Also, by means 

of photoemission, we investigated the effect of CLA, LA and MLA on lipid peroxidation of 

triglycerides rich in polyunsaturated fatty acids n-3 dissolved in chloroform initiated by tBHP. 

Both CLAs inhibited photoemission significantly and the isomer t10, c12 (100 mM) was more 
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efficient than c9, t11 (200 mM). LA and MLA did not show any protection in this system. DPPH 

assay was used to determine free radical scavenger activity of LA, MLA and conjugated 

isomers. CLA t10, c12 and c9, t11 reacted with DPPH giving EC50 values of 16,4±0,8 y 16,9±0,9 

mM, respectively. LA and MLA did not present activity against DPPH. These results show that 

CLAs can protect lipids against free radical action but LA and MLA cannot. However, we must 

take into account the high effective concentrations used. 

 

3) The susceptibility of sonicated liposomes made of retinal lipids to lipid peroxidation: 

effect of sonication, medium and initiator. 

 The retina is a tissue especially susceptible to lipid peroxidation due to its high content 

of polyunsaturated fatty acids (PUFAs), mainly docosahexaenoic acid (22:6 n-3). It is known 

that lipid peroxidation is involved in many pathological and physiological retinal events. Model 

membranes can be used to address issues that otherwise cannot be directly studied in 

biological membranes, i.e.: liposomes. Obtaining an easily peroxidable system is necessary to 

analyze antioxidant activity in those model membranes. To achieve this goal we prepared 

sonicated (SL) and no-sonicated (NSL) liposomes made of retinal lipids. These liposomes were 

peroxidized by Fe2+ and Fe3+ in water, NaCl 0.15 M or buffer Tris-HCl pH 7.4. Conjugated dienes 

and trienes, determined by absorption at 234 and 270 nm respectively and TBARS were 

measured as a function of time. Using Fe2+ as reaction initiator, SL and LNS in buffer produced 

TBARS after 60 min, in water this time was 30 min and in NaCl 0.15 M was 0 min. The highest 

and fastest dienes and trienes production was observed in NaCl 0.15 M, and the lowest in 

buffer. With Fe3+ as initiator, both liposomes presented the slowest TBARS production in buffer 

as it was the case for dienes and trienes production. These results show that: SL were more 

susceptible to lipid peroxidation than NSL, NaCl 0.15 M was the medium where the lipid 

peroxidation was the most efficient and Fe2+ was a better initiator than Fe3+. Summarizing, lipid 

peroxidation depends on: liposome type, reaction initiator and reaction medium. 

 

4) The effect of melatonin and related indoleamines on lipid peroxidation initiated by 

Fe2+ of sonicated liposomes made of retinal lipids.  

 Melatonin is a hormone with a high in vivo antioxidant power although its activity as a 

direct free radical scavenger is not very well defined. In this thesis we investigated the 

antioxidant activity of melatonin and some of its structural analogues in a system of sonicated 

liposomes made of retinal lipids. The reaction was initiated by Fe2+ in water as a reaction 

medium. The antioxidant activity of melatonin (MLT), N-acetylserotonin (NAS), 5HO-
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tryptophan (5HO-TRP) and 5-methoxytryptamine (5MTP) was compared to that of butylated 

hydroxytoluene (BHT) chosen because of its high well-known antioxidant power. The reaction 

was assessed by detection of conjugated dienes and TBARS. After addition of Fe2+, diene 

production started immediately. Different concentrations of BHT delayed the start of 

conjugated diene production. However, this parameter was not modified by MLT or the other 

indoleamines. TBARS production was inhibited by all concentrations of BHT. MLT and 

indoleamines were unable to prevent TBARS formation. By gaseous chromatography coupled 

to mass spectrometry (GC-MS) we analyzed fatty acids profiles of retinal lipids and liposomes 

made of retinal lipids, before and after Fe2+-peroxidation and with and without BHT, MLT and 

indoleamines. Polyunsaturated fatty acids (PUFAs) diminished significantly after one hour of 

incubation with Fe2+until they almost disappeared. BHT protected PUFAs against peroxidation 

while MLT and indoleamines presented no protective effect. All these results support the 

hypothesis that MLT and some of its structural analogues do not show direct antioxidant 

activity in this model system. 
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1.1 Consideraciones generales 

 Los lípidos constituyen un grupo heterogéneo de compuestos con funciones 

importantes diversas en el organismo tales como provisión de energía, constituyentes de 

membranas celulares y tejidos nerviosos, aislantes térmicos y eléctricos, función hormonal local, 

etc. Los lípidos son uno de los grupos dietarios principales no sólo por el alto contenido 

energético sino también por contener vitaminas liposolubles y ácidos grasos esenciales. Diversas 

investigaciones sugieren que el consumo de lípidos no saturados, especialmente ácidos grasos 

poli-no-saturados n-3 (PUFAs n-3), es beneficioso para la salud (Watkins y German, 1998). El 

organismo genera energía a partir de los lípidos cuando ellos sufren el proceso de β-oxidación y 

el oxígeno es reducido a agua en la cadena respiratoria de la mitocondria (Murray y col, 2000). 

Entre el 85 y 90% del oxígeno consumido por el humano es utilizado por la mitocondria para 

producción de energía, mientras que el 10-15 % restante es utilizado en reacciones químicas no 

enzimáticas y por varias enzimas oxidasas y oxigenasas (Gutteridge y Halliwell, 1994; Halliwell y 

Gutteridge, 1999). Los lípidos que contienen ácidos grasos PUFAs son susceptibles a las 

reacciones con oxígeno sin generación de energía. Esto ocasiona pérdida de la fluidez y 

funciones de las membranas de las que forman parte, inactivación de los receptores y enzimas 

unidos a membranas, aumento de la permeabilidad iónica y, eventualmente, ruptura de 

membrana y muerte celular (Gutteridge y Halliwell, 1990; Gutteridge, 1995). La incorporación de 

oxígeno a la estructura del lípido se conoce como peroxidación lipídica y puede ser catalizada 

por radicales libres (peroxidación lipídica no enzimática) o por enzimas (peroxidación lipídica 

enzimática). Esta reacción es reconocida desde la antigüedad como un problema en el 

almacenamiento de grasas y aceites y ha sido estudiada por químicos de los alimentos, de 

polímeros y hasta por curadores de museos interesados en la degradación de valiosas pinturas. 

El mecanismo de la peroxidación lipídica inducida por radicales libres fue establecido en 1940 

por Farmer y sus colaboradores. A partir de los años ´50 cobró gran importancia la investigación 

de la peroxidación lipídica en sistemas biológicos y en medicina. 

 

1.2 Lípidos 

 Aunque no existe una definición universalmente aceptada de “lípidos”, la definición 

propuesta por Christie (Christie, 1987) remonta a los orígenes del término y grafica 

adecuadamente este amplio grupo de compuestos: 

 “Lípidos son ácidos grasos y sus derivados, y sustancias relacionadas biosintética o 

funcionalmente a estos compuestos”. 
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 Los ácidos grasos son compuestos sintetizados en la naturaleza por condensación de 

unidades de malonil- coenzima A por el complejo sintetasa de ácidos grasos. Según esta 

definición el colesterol (pero no las hormonas esteroideas) puede ser considerado un lípido, así 

como los fosfolípidos y glicolípidos. 

 Los ácidos grasos de origen vegetal, animal y microbiano generalmente están formados 

por cadenas de números pares de átomos de carbono, con un grupo carboxilo en un extremo y 

con dobles enlaces, si estuvieran presentes, en configuración cis. En tejidos animales, los ácidos 

grasos más comunes varían entre 14 y 22 átomos de carbono, pero en ocasiones pueden 

ampliar el rango de 2 a 36 y aún más. Los ácidos grasos no saturados de origen animal 

usualmente presentan entre uno y seis dobles enlaces mientras que en plantas raramente 

superan los tres. Ácidos grasos hidroxilados son sintetizados en algunos tejidos animales, pero 

ácidos grasos con otros grupos funcionales, cuando se encuentran presentes, provienen 

usualmente de la dieta. Los ácidos grasos vegetales y microbianos pueden contener una amplia 

variedad de grupos funcionales incluyendo dobles enlaces en configuración trans, enlaces 

acetilénicos, grupos epoxilo, hidroxilo, ceto y éter y anillos ciclopropeno, ciclopropano y 

ciclopenteno.  

 Los ácidos grasos saturados más abundantes en tejidos animales y vegetales son 

compuestos de cadena lineal de 14, 16 y 18 átomos de carbono, pero todos los ácidos grasos 

con número par e impar, entre 2 y 36 átomos de carbono se han encontrado en la naturaleza en 

su forma esterificada. Ácidos grasos de cadena impar son sintetizados en muchos 

microorganismos y son producidos, aunque en forma muy limitada, en tejidos animales cuando 

la sintetasa de ácidos grasos acepta propionil- coenzima A como sustrato. 

 El ácido graso monoenoico más abundante es probablemente el cis-9-octadecenoico 

(ácido oleico, 18:1n-9) aunque isómeros con configuración trans también se encuentran en la 

naturaleza. Por ejemplo, el trans-11-octadecenoico (ácido vaccénico, 18:1 t11) es un producto 

secundario de la biohidrogenación en el rumen, por lo que se encuentra presente en tejidos de 

rumiantes y, a través del consumo de productos lácteos, en tejidos humanos. Además, isómeros 

trans son producidos durante la hidrogenación industrial de grasas y aceites y en la 

manufactura de margarinas. 

 Los PUFAs de origen animal pueden clasificarse en familias de acuerdo a sus precursores 

biosintéticos y la proximidad del primer doble enlace al grupo metil terminal (n u omega). Así, 

las familias contienen de 2 a 6 dobles enlaces, separados por grupos metilenos simples y la 

misma estructura terminal. El ácido linoleico (18:2 n-6) es el más abundante en tejidos 

vegetales y animales. Es un ácido graso esencial en la dieta animal ya que no puede ser 
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sintetizado en tejidos animales y es requerido para el crecimiento, reproducción y salud 

normales. Dado que las enzimas en animales sólo pueden insertar nuevos dobles enlaces entre 

un doble enlace existente y el grupo carboxilo, el ácido linoleico sirve como precursor de la 

familia n-6 de ácidos grasos formados por desaturación y elongación de la cadena, en la que la 

estructura terminal es conservada. De esta familia, el ácido araquidónico (20:4 n-6) es 

particularmente importante como componente de membrana y como precursor de 

prostaglandinas. Las enzimas vegetales son capaces de insertar un doble enlace en la región 

terminal de un doble enlace ya existente. El ácido linolénico (18:3 n-3) es el punto final de 

biosíntesis en la mayoría de plantas superiores (Figura 1.1). Es un ácido graso esencial y, por lo 

tanto, debe incorporarse a los tejidos animales por medio de la dieta. Es el precursor de la 

familia n-3 que incluye al ácido docosapentenoico (DPA, 20:5 n-3), precursor de prostanoides 

específicos y al ácido docosahexenoico (DHA, 22:6 n-3), que posee funciones específicas en los 

fosfolípidos de tejido nervioso y en el ojo. En cada paso, las cascadas de n-3 y n-6 compiten por 

las enzimas aunque su afinidad por las enzimas y su habilidad por inhibir las desaturasas es 

diferente (la afinidad de los ácidos grasos es n-3: n-6:n-9- 10:3:1) (Tvrzicka y col, 2011). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 1.1. Vías de síntesis de ácidos grasos en vegetales y animales. 

Recuadrados se encuentran los ácidos grasos esenciales 18:2 n-6 (linoleico) y 

18:3n-3 (linolénico) que los animales deben incorporar con la dieta (modificado 

de Sangiovanni, 2005). 

 

 El grado de no saturación de ácidos grasos es el principal determinante de la 

temperatura de fusión de triglicéridos, como de la fluidez de membranas biológicas que están 
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compuestas por fosfolípidos. Los PUFAs de cadena larga, tales como ácido araquidónico y 

docosahexenoico poseen funciones biológicas cruciales tales como conferir flexibilidad y 

permeabilidad selectiva a membranas celulares en eucariotas, entre otros procesos celulares y 

fisiológicos tanto en plantas como en animales (Catalá, 2011). 

 

1.3. Radicales libres 

 Un radical libre se puede definir como un átomo o molécula que contiene uno o más 

electrones desapareados. Es capaz de una existencia independiente. Un electrón desapareado 

es un electrón que ocupa un orbital solo (indicado desde ahora como •), aunque los electrones 

usualmente se asocian en pares en orbitales de átomos o moléculas. Los radicales libres son 

generalmente más reactivos que los no-radicales debido a su electrón desapareado, pero 

diferentes radicales varían ampliamente su reactividad (Tabla 1.1). La molécula de oxígeno (O2) 

califica como un radical libre porque contiene dos electrones desapareados, pero no es 

particularmente reactiva debido a una distribución electrónica especial (Halliwell y Gutteridge, 

1990). Sin embargo, en los pasos intermedios de la reducción del oxígeno a agua se pueden 

formar radical anión superóxido (O2
•-), peróxido de hidrógeno (H2O2) y radical hidroxilo (HO•). 

Además, el oxígeno molecular en su estado fundamental, puede ser excitado electrónicamente 

hacia el oxígeno molecular singlete (1O2). Se pueden formar otras especies reactivas cuando el 

oxígeno se combina con otros átomos o moléculas, como radical alcohoxilo (RO•), radical 

peroxilo (ROO•), óxido nítrico (NO•), peroxinitrito (ONOO-), triclorometilo (CCl3•) entre otros 

(Halliwell y Chirico, 1993; Slater, 1984; Rice-Evans y Burdon, 1993; Halliwell, 1994; Halliwell y col, 

1995). 

 

Tabla 1.1. Potenciales de reducción estándar de especies de interés en 

reacciones de radicales libres (Adaptado de Buettner, 1993) 

Especies E° (mV)  

HO•, H+/H2O 2310  

RO•, H+/ ROH 1600 Radical alcoxilo alifático, H alifático 

ROO•, H+/ROOH 1000* Radical alquil-peroxilo 

O2
•-, 2H+/H2O2 940  

1O2/O2
•- 650  

PUFA•, H+/PUFA-H 600 Ácido graso poli-no-saturado, H bis alílico 

α-tocoferoxilo•, H+/ α-tocoferol 500 Vit. E 

Trolox•, H+/Trolox 480 Vit. E hidrosoluble 
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H2O2, H+/ H2O, HO• 320  

A•-, H+/AH- 282 Vit. C (Ascorbilo/Ascorbato) 

Fe3+/Fe2+ (acuoso) 110 Determinado a pH 7 

 770 Determinado a pH 0 

A-/ A•- -174 Vit. C (Dehidroascorbato/Ascorbilo) 

* Los radicales peroxilo poseen un amplio rango de potenciales de reducción, 770<E°<1440 

 

 La vida media de las principales especies reactivas de oxígeno (ROS) es sumamente 

variada (Tabla 1.2). Las constantes de velocidad más altas para las reacciones con moléculas 

blanco fueron encontradas para el radical HO•. Las reacciones de este radical son de difusión 

limitada ocurriendo prácticamente en el sitio de generación. En contraste, muchos de los 

radicales ROO• son relativamente estables, con una vida media en el rango de segundos. Tales 

moléculas pueden difundir desde su sitio de formación y transportar el radical o función 

oxidante hacia otros sitios blancos. 

 

Tabla 1.2. Tiempos de vida estimados para especies reactivas (Modificado de 

Sies, 1993) 

Especies reactivas Tiempo de vida media 

HO• 10-9 segundos 

RO• 10-6 segundos 

ROO• 7 segundos 

ONOO- 0.05-1 segundos 

NO• 1-10 segundos 

 

 Para poder predecir la dirección de procesos mediados por radicales libres es necesario 

conocer la termodinámica de estas reacciones. Una propiedad termodinámica clave a tener en 

cuenta es el potencial de reducción. La tabla 1.1 resume los potenciales estándar de reducción 

de un electrón de algunas especies de interés en la reacciones radicalarias. Esta tabla está 

basada en reacciones de transferencia de un electrón aunque se debe tener en cuenta que otras 

reacciones pueden ser posibles o preferidas. Por ejemplo, 1O2 podría reaccionar con PUFA para 

formar anión superóxido y PUFA•. Sin embargo, la reacción cinéticamente preferencial no es la 

transferencia de electrones sino la reacción del 1O2 con el doble enlace del PUFA para formar 

LOO•. Por lo tanto, se debe tener en cuenta que una reacción termodinámicamente posible 
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puede no ser cinéticamente factible, por ejemplo, la constante de velocidad para una reacción 

puede ser demasiado pequeña para que la reacción tenga relevancia biológica (Buettner, 1993). 

 

Reacciones de radicales libres 

 Los radicales pueden reaccionar con otras moléculas de diversas maneras. Dos radicales 

libres pueden compartir sus electrones formando un enlace covalente y generando una especie 

no radicalaria. Un radical puede ceder o tomar un electrón de una especie no radical 

convirtiéndola en un nuevo radical. Dado que la mayoría de las moléculas presentes en los 

organismos vivos son no radicales, un radical libre las podrá atacar generando nuevos radicales. 

Así, los radicales libres generan reacciones en cadena. Finalmente, los radicales formados 

pueden reaccionar con un antioxidante cortador de cadena que debido a sus propiedades 

estructurales, puede estabilizar el electrón desapareado haciéndolo menos reactivo.  

 

Las dos caras de los radicales libres 

 Los radicales libres y varias ROS son continuamente producidos en el organismo 

(Halliwell y Chirico, 1993; Rice-Evans y Burdon, 1993; Halliwell, 1994; Halliwell y col, 1995). 

Pueden ser generados en la cadena respiratoria mitocondrial debido al escape de electrones 

desde la cadena de transporte de electrones o por reacciones catalizadas por metales de 

transición tales como hierro y cobre. También derivan de fuentes exógenas como el humo del 

cigarrillo, radiación, luz UV, contaminación y del metabolismo de ciertas drogas. Estos radicales 

libres pueden atacar al ADN, proteínas y lípidos y causar daño oxidativo extenso (Halliwell y 

Chirico, 1993; Rice-Evans y Burdon, 1993; Halliwell, 1994; Halliwell y col, 1995). Sin embargo, los 

radicales libres no sólo aparecen como productos indeseables sino que son producidos 

deliberadamente por el organismo para propósitos útiles y tienen importantes roles fisiológicos. 

Uno de estos roles beneficiosos surge cuando células fagocíticas activadas (neutrófilos, 

monocitos, macrófagos y eosinófilos) producen O2
•− y H2O2 como mecanismo destructor de 

bacterias y hongos y para inactivar virus (Curnutte y Babior, 1987). Además, los radicales libres 

pueden ser producidos por varias enzimas como enzimas del metabolismo del piruvato, 

oxidasas, carboxilasas, hidroxilasas, peroxidasas y enzimas que participan de la maduración de 

las frutas (Halliwell y Gutteridge, 1999). 

 

Estrés oxidativo 

 Se ha definido al estrés oxidativo como un desbalance entre antioxidantes y 

prooxidantes (radicales libres y otras especies reactivas) (Halliwell, 1997; Betteridge, 2000). Este 
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desbalance puede deberse a un efecto de depleción de antioxidantes endógenos, una 

insuficiente incorporación dietaria de antioxidantes y/o una aumentada producción de radicales 

libres u otras especies reactivas (Figura 1.2).  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 1.2. Balance de antioxidantes y especies reactivas in vivo (Adaptado de 

Halliwell, 2009) 

 

Daño por radicales libres 

 El daño oxidativo a ADN, proteínas y lípidos puede dar lugar a desorganización, 

disfunción y destrucción de membranas, enzimas y proteínas (Slater, 1984; Halliwell, 1994; 

Halliwell, 1997). Específicamente, la peroxidación de los lípidos de membrana (Figura 1.3) puede 

causar deterioro de la función de membrana, disminución de la fluidez, inactivación de 

receptores y enzimas unidos a membranas, permeabilidad a iones aumentada y eventualmente, 

ruptura de membrana (Gutteridge y Halliwell, 1990; Gutteridge, 1995). Si el estrés oxidativo es 

particularmente severo puede producirse la muerte celular (Halliwell, 1997; Dypbukt y col, 

1994). La muerte celular puede ocurrir por necrosis pero en ciertos tipos celulares, tales como 

células neuronales, un estrés oxidativo leve puede inducir el proceso de apoptosis (Stoian y col, 

1996; Hampton, Orrenius, 1997). 



Capítulo 1 

32 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 1.3. Peroxidación lipídica en membranas: a) iniciación de peroxidación, 

b) formación de dienos conjugado y oxigenación para formar luego un radical 

peroxilo y c) el radical peroxilo se sitúa en la interfase membrana-agua. 

(Adaptado de Buettner, 1993). 

 

Radicales libres y antioxidantes en enfermedades 

 Los daños producidos por radicales libres pueden acumularse en el tiempo y pueden 

contribuir a las lesiones celulares y al desarrollo de enfermedades humanas. Los radicales libres 

han sido implicados en el desarrollo de muchas patologías incluyendo ateroesclerosis, diabetes, 

cáncer, enfermedades inflamatorias crónicas, enfermedades neurodegenerativas y el proceso de 

envejecimiento (Halliwell y Gutteridge, 1999; Halliwell y Gutteridge, 1990; Southorn y Powis, 

1998; Halliwell y col, 1992; Gutteridge, 1993; Delanty y Dichter, 1998; Sastre y col, 2000). El rol 

potencial de los antioxidantes dietarios en la prevención y tratamiento de estas enfermedades, 

especialmente ateroesclerosis y cáncer han sido muy estudiadas en las últimas dos décadas 

(Machlin, 1995; Diplock y col, 1998; Hercberg y col, 1998; Kelly, 1998; Halliwell, 1999; Lee, 1999; 

Marchioli, 1999; McCall y Frei, 1999). Datos epidemiológicos indican que un elevado consumo 

de alimentos ricos en antioxidantes y vitaminas (principalmente β-caroteno, vitamina C y E) o 

elevadas concentraciones en sangre de vitaminas antioxidantes están asociadas con un menor 

riesgo de enfermedades cardiovasculares y cáncer. Estudios realizados con el fin de investigar el 

potencial de suplementos antioxidantes son inconsistentes y no arrojan conclusiones firmes. 

Para confeccionar la recomendación de la ingesta de antioxidantes para prevenir enfermedades 

se debe contar con los resultados de muchos ensayos de intervención controlados. Sin embargo, 

basándonos en los datos disponibles, la protección frente al daño oxidativo puede obtenerse de 
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una dieta rica en diversos antioxidantes que pueden encontrarse en frutas y verduras. Resulta 

difícil encontrar evidencias definitivas de la asociación entre generación de radicales libres y el 

desarrollo de enfermedades, y de la eficiencia de los antioxidantes en la prevención de estas 

enfermedades, debido principalmente a las limitaciones y deficiencias de los métodos 

empleados para analizar el estrés oxidativo in vivo (Gutteridge y Halliwell, 1990; Halliwell, 1999). 

 

1.4. Peroxidación lipídica 

1.4.1. Peroxidación lipídica no enzimática 

 La peroxidación lipídica es probablemente la reacción mediada por radicales libres más 

estudiada (Halliwell y Gutteridge, 1999; Gutteridge y Halliwell, 1990; Gutteridge, 1995; Halliwell 

y Gutteridge, 1990; Halliwell y Chirico, 1993; Slater, 1984). Una de las primeras descripciones de 

las diferentes etapas de la peroxidación lipídica data de finales de los años ´20 y fue realizada 

por De Saussure, que empleó un simple manómetro de mercurio para estudiar el consumo de 

oxígeno por una capa de aceite de nuez en agua (Halliwell y Gutteridge, 1999).  

 Los lípidos que contienen PUFAs son particularmente susceptibles a la peroxidación 

debido a que sus hidrógenos bis-alílicos son fácilmente “extraíbles” (E°= +600 mV) comparados 

con los hidrógenos alifáticos (E°≈ +1900 mV). De esta manera, cualquier especie oxidante cuyo 

potencial de reducción se encuentra por encima del de los PUFA-H (Tabla 1.1) puede dar inicio a 

la peroxidación. Una vez iniciado el proceso, éste prosigue como una reacción en cadena, 

involucrando las etapas de propagación, ramificación y terminación (Gutteridge, 1995) (Figura 

1.4) 

 

La reacción en cadena de la peroxidación lipídica 

 La iniciación de la peroxidación lipídica se origina por el ataque de cualquier especie con 

suficiente reactividad para sustraer un átomo de hidrógeno a un grupo metileno de un PUFA.  

  PUFA-H + X• → PUFA• + X-H 

Dado que un átomo de hidrógeno es un radical libre ya que posee un electrón simple 

desapareado, su salida deja un electrón desapareado en el átomo de carbono al cual estaba 

originalmente unido. El radical centrado en carbono (L• ó PUFA•) es estabilizado por una 

reorganización de los enlaces que da lugar a la formación de dienos conjugados, seguida por una 

rápida reacción con oxígeno para dar un radical peroxilo (LOO• ó PUFA-OO•). Esta reacción es 

termodinámica y cinéticamente favorable. 

  PUFA• + O2 → PUFA-OO•    k=3.108 M-1s-1 
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Figura 1.4.Esquema simplificado de las principales reacciones involucradas en 

el proceso de peroxidación lipídica. LH: lípido; X•: radical libre iniciador; L•, 

LO•, LOO•: radicales libres producidos a partir de LH; LOOH: hidroperóxido 

lipídico; AH: antioxidante; A•: radical libre del antioxidante; PNR: productos no 

radicales 

 

 Los LOO• poseen un potencial de reducción mayor al de los radicales L•, por lo que son 

capaces de sustraer un átomo de hidrógeno de otro ácido graso para formar un hidroperóxido 

(LOOH) y un radical (L•) lipídico. 

  PUFA-OO• + PUFA-H → PUFA-OOH + PUFA• ΔE°≈+400 mV 

         k≈10 M-1s-1 

Cuando el radical LOO• quita un átomo de hidrógeno de un ácido graso, el nuevo radical L• 

puede reaccionar con oxígeno para formar otro radical LOO•, constituyendo una propagación de 

la reacción en cadena.  

 La reacción de peroxidación puede sufrir una ramificación cuando el LOOH sufre ruptura 

mediada por metales reducidos, como Fe2+ 

  Fe2++ PUFA-OOH → Fe3++ HO- + PUFA-O• 

El radical alcoxilo formado (LO•) posee un potencial de reducción superior al del radical L• por lo 

que puede iniciar reacciones en cadena adicionales. 

  PUFA-O• + PUFA-H → PUFA-OH + PUFA•  ΔE°≈+1000 mV 
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 La extensión de la cadena de propagación antes de la terminación depende de varios 

factores, por ej: la concentración de oxígeno y los antioxidantes presentes. Los hidroperóxidos 

(productos primarios de peroxidación) son moléculas bastante estables, pero su descomposición 

puede ser estimulada por temperaturas elevadas o por metales de transición (iones hierro y 

cobre). La descomposición de hidroperóxidos genera una mezcla compleja de productos 

secundarios de peroxidación lipídica como hidrocarburos gaseosos (etano, pentano) y aldehídos 

(malondialdehído, 4-hidroxinonenal). La terminación de la peroxidación lipídica puede darse 

entonces por combinación de especies reactivas entre sí para formar productos no radicales o 

por reacción de estas especies con antioxidantes (Figura 1.5) (Buettner, 1993). 

 

Figura 1.5. Esquema de las vías de peroxidación lipídica en un fosfolípido y 

formación de varios de sus productos (adaptado de Spickett y col, 2010 y Valko 

y col, 2005). Los átomos de hidrógeno de los ácidos grasos poli-no-saturados, 

luego de la interacción con un radical (R•), son removidos para formar un 
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radical lipídico (L•) (1). El radical lipídico reacciona con oxígeno molecular para 

formar un radical peroxilo (LOO•) (2). El radical peroxilo puede sustraer un 

hidrógeno de una molécula de ácido graso cercana, generando un 

hidroperóxido lipídico (LOOH) estable en ausencia de metales (3) o bien, por 

ciclización,(4) producir un peróxido cíclico. Tras una segunda ciclización (5) 

puede formar un endoperóxido que al descomponerse (6) genera diversos 

lípidos fragmentados, malondialdehído y otros aldehídos e hidrocarburos de 

cadena corta. El hidroperóxido lipídico puede reaccionar con metales redox (por 

ej, hierro) para producir un radical alcohoxilo (LO•) (8) que por ruptura (9) 

puede generar aldehídos e hidrocarburos. Por oxidación (10), el endoperóxido 

genera isoprostanos esterificados y fosfolípidos modificados. Una nueva 

reacción de oxidación y posterior ruptura (11) genera aldehídos tales como el 4-

hidroxinonenal. Los productos de peroxidación lipídica son capaces de 

reaccionar con proteínas y ácidos nucleicos. 

 

La estructura del ácido graso determina el producto 

 Otro aspecto en la complejidad del proceso de la peroxidación lipídica es que la 

abstracción inicial de un átomo de hidrógeno puede ocurrir en diferentes puntos de la cadena 

carbonada del ácido graso. De esta manera, la peroxidación del ácido araquidónico, por 

ejemplo, genera seis diferentes hidroperóxidos lipídicos como peróxidos cíclicos y otros 

productos como isoprostanos (Halliwell y Gutteridge, 1999). Además, el número de doble 

enlaces determina la susceptibilidad de los ácidos grasos a la peroxidación (Wagner y col, 1994; 

Porter y col, 1995). Un doble enlace debilita la unión del átomo de hidrógeno con el carbono 

adyacente. Por lo tanto, a mayor número de dobles enlaces en un ácido graso, más fácil resulta 

remover un átomo de hidrógeno. Es por esta razón que los PUFAs son más susceptibles a la 

peroxidación.  

 Como productos de la peroxidación lipídica se genera una gran diversidad de aldehídos. 

Se forman en los sistemas biológicos cuando los hidroperóxidos lípidicos se descomponen. 

Algunos de estos aldehídos son altamente reactivos y pueden considerarse como segundos 

mensajeros tóxicos que difunden y aumentan los eventos iniciales de los radicales libres. Los 

aldehídos más intensamente estudiados hasta ahora son 4-hidroxi-2-nonenal (HNE), 4-hidroxi-2-

hexenal (HHE) y malondialdehído (MDA) (Figura 1.6). El MDA, es un dialdehído de tres carbonos 

altamente reactivo, generado como uno de los principales bioproductos de la peroxidación de 

PUFAs (Janero, 1990) y también durante el metabolismo de ácido araquidónico para la síntesis 
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de prostaglandinas (Marnette, 1999). MDA puede combinarse con diversos grupos funcionales 

de proteínas, lipoproteínas, ARN y ADN (Sevilla y col, 1997).HNE es conocido por ser el principal 

aldehído formado durante la peroxidación de lípidos conteniendo PUFAs n-6, tales como el 

ácido linoleico y ácido araquidónico. Por otro lado, la peroxidación lipídica de los PUFAs n-3 

como ácido linolénico y docosahexenoico genera un compuesto estrechamente relacionado, 

HHE, que es un mediador potencial de la transición de la permeabilidad mitocondrial (Kristal y 

col, 1996). 4-hidroxi-2-alquenales representan las sustancias más importantes de tipo aldehído 

generadas durante la peroxidación de lípidos. HNE fue identificado como un aldehído citotóxico 

hace tres décadas, formado durante la peroxidación inducida por NADPH-Fe2+ de lípidos 

microsomales hepáticos. Desde entonces, un gran número de informes han demostrado la 

intervención de este compuesto en una diversidad de procesos patológicos. HNE es considerado 

como un indicador de estrés oxidativo y un probable agente colaborador de varias 

enfermedades. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 1.6. Principales aldehídos generados durante la peroxidación lipídica 

 

 Por otro lado, los lípidos que contienen PUFAS n-6 forman isoprostanos (64 isómeros) y 

los que contienen PUFAs n-3 forman neuroprostanos. 

 Los productos formados dependen de la naturaleza del ácido graso (número de átomos 

de carbono y de dobles enlaces) y del número de eventos de peroxidación, lo que hace que la 

complejidad de productos sea muy elevada. Cientos de productos diferentes se han identificado 

sólo para glicerofosfolípidos (Spickett y col, 2010). 

 

1.4.2. Peroxidación lipídica enzimática 
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 La peroxidación de PUFAs puede darse no sólo a través de vías mediadas por radicales 

libres, sino también por reacciones enzimáticamente catalizadas (Gutteridge, 1995; Halliwell y 

Gutteridge, 1990). La peroxidación lipídica enzimática se refiere a la generación de 

hidroperóxidos por la inserción de oxígeno molecular en el centro activo de la enzima. Los 

radicales libres son probablemente intermediarios importantes de las reacciones enzimáticas, 

pero están localizados en el sitio activo de la enzima. Ciclooxigenasa (COX) y lipooxigenasa (LO) 

satisfacen la definición de peroxidación lipídica enzimática dado que catalizan la peroxidación 

controlada de varios sustratos lipídicos. Los hidroperóxidos y endoperóxidos producidos 

enzimáticamente son esteroespecíficos y tienen importantes funciones biológicas. Ambas 

enzimas están involucradas en la formación de eicosanoides, que comprenden a una gran y 

compleja familia de lípidos biológicamente activos derivados de PUFAs con 20 átomos de 

carbono. Las prostaglandinas son producidas por peroxidación catalizada por COX de ácido 

araquidónico (Samuelsson y col, 1975). COX posee al menos dos isoformas (Mitchell y col, 1993; 

Vane, 1994; Vane y Botting, 1995). COX-1 está presente en células en condiciones fisiológicas 

mientras que COX-2 es inducida en macrófagos, células epiteliales y fibroblastos por diversos 

estímulos inflamatorios dando lugar a la liberación de prostaglandinas (Mitchell y col, 1993; 

Vane, 1994; Vane y Botting, 1995; Fu y col, 1990; Xie y col, 1991). 

 

1.5. Antioxidantes 

 Halliwell y Gutteridge (1999) definieron a un antioxidante como una sustancia que, 

presente a bajas concentraciones comparadas con la del sustrato oxidable, significativamente 

retrasa o inhibe la oxidación del sustrato. Los organismos han desarrollado sofisticados sistemas 

de defensa antioxidante y de reparación para protegerse frente a radicales libres y los daños que 

éstos provocan (Gutteridge, 1995; Rice-Evans y Burdon, 1993; Halliwell, 1994; Halliwell y col, 

1995; Halliwell, 1997; Halliwell, 1996; Chaudiere y Ferrari-Iliou, 1999; Gaté y col, 1999). Hay 

antioxidantes presentes en el organismo y derivados de la dieta. De acuerdo a su localización en 

el organismo se pueden clasificar en antioxidantes intra y extracelulares (Gutteridge, 1995; Rice-

Evans y Burdon, 1993; Chaudiere y Ferrari-Iliou, 1999). En general, los antioxidantes 

hidrosolubles reaccionan con oxidantes en el citosol celular y en el plasma de la sangre, mientras 

que antioxidantes liposolubles protegen las membranas celulares (Sies, 1997). 

 

1.5.1. Antioxidantes endógenos y dietarios 

 Superóxido dismutasa (SOD), catalasa (CAT) y glutatión peroxidasa (GPx) son enzimas 

antioxidantes intracelulares que convierten sustancias reactivas (O2
•− y H2O2) a formas menos 
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reactivas en el organismo (Gutteridge, 1995; Rice-Evans y Burdon, 1993; Halliwell, 1994; 

Halliwell y col, 1995). Muchos antioxidantes extracelulares tales como proteínas (transferrina, 

lactoferrina, albúmina, ceruloplasmina) y urato previenen las reacciones de radicales libres 

secuestrando iones de metales de transición. Albúmina, bilirrubina y urato pueden también 

secuestrar radicales libres directamente (Gutteridge, 1995; Rice-Evans y Burdon, 1993).  

 Antioxidantes de origen dietario comprenden las vitaminas liposolubles como vitamina E 

(Figura 1.7) y carotenoides, y el antioxidante hidrosoluble, vitamina C (Gutteridge, 1995; Rice-

Evans y Burdon, 1993; Halliwell, 1994; Halliwell y col, 1995; Halliwell, 1997; Gaté y col, 1999; 

Sies, 1997). El selenio de la dieta es importante para la función de la enzima antioxidante 

glutatión peroxidasa (Gutteridge, 1995). La identificación y estudio de antioxidantes de fuentes 

dietarias es un campo de investigación en expansión y diversos antioxidantes se han investigado 

tales como flavonoides y otros fenólicos como taurina y ácido lipoico (Gaté y col, 1999). La 

vitamina E parece ser uno de los más importantes antioxidantes secuestradores de radicales 

libres en membranas y lipoproteínas (Halliwell, 1994; Halliwell, 1997; Burton y col, 1982; Burton 

y Ingold, 1989). Es un efectivo antioxidante cortador de cadena que protege los PUFAs de la 

peroxidación secuestrando radicales peroxilo. Cuando la vitamina E actúa como un cortador de 

cadena dona un átomo de hidrógeno al radical libre, oxidándose a sí mismo y convirtiéndose en 

radical. El radical de vitamina E formado es regenerado a vitamina E por otros antioxidantes, 

principalmente vitamina C (Halliwell, 1994; Halliwell, 1997). La regeneración de vitamina E por 

otros antioxidantes es una parte de la intrincada cooperación que existe entre diferentes 

antioxidantes en el sistema de defensa antioxidante. α- tocoferol es la forma biológicamente 

más activa de la vitamina E in vivo (Kamal-Eldin y Appelqvist, 1996). En estudios de 

suplementación se utilizan formas sintéticas de la vitamina E como tocoferil acetato y tocoferil 

succinato. Fuentes naturales ricas en vitamina E son aceites vegetales, nueces y granos enteros y 

la principal ingesta dietaria proviene de margarinas y aceites vegetales. 

 

1.5.2. Modo de acción 

1.5.2.1. Antioxidantes primarios o preventivos 

 Es la primera línea de defensa frente a las especies reactivas de oxígeno, evitando su 

formación. La prevención de la iniciación de la cadena de peroxidación incluye la unión a iones 

metálicos, en particular a iones hierro y cobre. La quelación de metales es la principal forma de 

controlar la peroxidación lipídica y la fragmentación de ADN. De esta manera, las proteínas que 

unen metales como ferritina, transferrina, ceruloplasmina, metalotioneína son de importancia 

central para el control de reacciones generadoras de radicales. Algunos pigmentos protegen a la 
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célula de radiación incidente, por ejemplo: melanina protege de radiación UV o carotenoides del 

estado electrónicamente excitado del oxígeno (1O2). Sin embargo, estas estrategias no son 

completamente preventivas debido a que actúan disminuyendo la eficacia de un determinado 

agente con una eficiencia menor al 100%. 

 En las células y fluidos corporales hay diversos sistemas enzimáticos tales como las 

glutatión S – transferasas. Esta familia de enzimas cataliza la reacción del glutatión, principal tiol 

de bajo peso molecular, con reactivos electrofílicos para formar tioéteres, llamados S-

conjugados. Intermediarios electrofílicos biológicamente reactivos pueden formarse en una 

variedad de vías metabólicas, como las que involucran a citocromo p450 y poseen interés en 

toxicología y farmacología.  

 

1.5.2.2. Antioxidantes secundarios o cortadores de cadena (chain-breaking) 

Antioxidantes no enzimáticos .Una vez formadas las especies reactivas existen antioxidantes que 

pueden prevenir su participación en posteriores reacciones deletéreas. Este proceso también se 

conoce como desactivación o intercepción. Para compuestos radicalarios, la desactivación final 

consiste en la formación de productos no radicales y no reactivos. Un segundo objetivo de 

importancia biológica es transferir la función radical de un sitio sensible de la célula a un 

compartimento en el que el daño oxidativo sea menos perjudicial. En general, esto significa 

transferir los equivalentes oxidados de la fase hidrofóbica a la fase acuosa del plasma. 

Biológicamente, el antioxidante interceptor más eficiente debe combinar ambas propiedades: 

reaccionar con el radical libre, como el radical peroxilo, a velocidades adecuadas y ser capaz de 

interactuar con compuestos hidrosolubles para su regeneración. Tales antioxidantes cortadores 

de cadena son generalmente compuestos fenólicos. (R,R,R)-α-tocoferol probablemente sea el 

compuesto más eficiente en la fase lipídica (Figura 1.7). Este antioxidante biológico contiene 3 

grupos metilos en la vecindad del grupo hidroxilo fenólico y se encuentra óptimamente 

insertado en la membrana debido a su cadena lateral fitil.  

 Un requisito para una intercepción eficiente por antioxidantes fenólicos es que la vida 

media del radical no sea demasiado corta. Los radicales peroxilos son los mejores candidatos, 

dado que pueden existir en el rango de los segundos. Por el contrario, el radical HO•, con su 

elevada reactividad y su tiempo de vida extremadamente corto, no puede ser interceptado con 

eficiencia razonable. Para especies de corta vida y alta reactividad existen secuestradores 

altamente eficientes como polienos para 1O2, carotenoides y oxi-carotenoides. 
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Antioxidantes enzimáticos. Todos los organismos eucariotas contienen poderosas enzimas 

antioxidantes. Las tres clases principales de enzimas antioxidantes son la SOD, CAT y GPx. 

Además, existen numerosas enzimas antioxidantes especializadas que reaccionan y detoxifican 

compuestos oxidantes. Estas funciones antioxidantes indirectas son: 1) la función de 

regeneración, por ejemplo: la regeneración de GSH a partir de glutatión disulfuro (GSSG) por la 

flavoproteína glutatión reductasa y 2) el transporte y eliminación de compuestos reactivos, por 

ej: la glutatión S-transferasa y el sistema de transporte para los glutatión S-conjugados. 

Diferentes sitios subcelulares y diferentes tipos celulares pueden contener cantidades variables 

de enzimas antioxidantes. 

 

 

Figura 1.7. Estructura de α-tocoferol o vitamina E. 

 

1.5.2.3. Antioxidantes terciarios o reparadores 

 La protección de los efectos de los oxidantes puede ocurrir también a nivel de la 

reparación del daño una vez que éste ha ocurrido. Dado que la prevención y la intercepción no 

son procesos completamente efectivos, se pueden generar productos como consecuencia del 

daño oxidativo. Estos daños pueden verse en daño al ADN, alteración de las bases, rotura de 

simple y doble hebra, daño en la membrana, formación de productos de oxidación de 

fosfolípidos, daño a proteínas y a otros compuestos. En respuesta a esto hay múltiples sistemas 

enzimáticos involucrados en reparación de ADN y enzimas lipolíticas y proteolíticas capaces de 

restituir o regenerar estos sustratos. 

 

1.5.3. Compuestos cuya actividad antioxidante se estudió en la presente tesis 

1.5.3.1. Melatonina e indolaminas relacionadas 

 

Melatonina 

Reseña histórica: La glándula pineal o epífisis cerebral se conoce desde hace más de 2000 años. 

Los escritos más antiguos coinciden con la descripción de Galeno (130-200 DC) que consideraba 

que la pineal sólo era una glándula que llenaba vacíos entre los vasos sanguíneos y los 
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soportaba. Citas literarias clásicas de la India se refieren a la pineal como un órgano de 

clarividencia que también permite al hombre recordar su vida pasada. Hay una abundancia de 

representaciones del tercer ojo en las imágenes orientales (Figura 1.8). Probablemente el texto 

antiguo más famoso sobre la pineal es el de René Descartes (1662) quien en su libro De Homine 

afirmaba que la pineal es un centro donde el alma recibe la información desde el cuerpo. Allí 

describe la luz como imágenes trasmitidas a la retina y que estimulan el espíritu animal que viaja 

a través de nervios y activa la glándula pineal. Él pensaba que los estímulos de la función pineal 

venían desde la retina, una intuición más, que efectivamente es un hecho comprobado 

actualmente. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 1.8. Representación del tercer ojo en Buda. Se observa el tercer ojo 

correspondiente al octavo chakra (ãjnã) que simboliza la visión total. (Tomada 

dewww.gabitogrupos.com/elojodelaluz/template.php?nm=1276976467) 

 

 Arendt (1995) afirmó que el órgano fotosensorial de poiquilotermos llegó a ser la pineal 

secretora de mamíferos. Esto es firmemente apoyado en la anatomía comparada moderna y se 

sabe de la influencia de la luz sobre este órgano secretor, la cual puede ser directa o indirecta. 

En la mitad del siglo XX, Holmgren observó las células pineales con una actividad secretora, los 

pinealocitos, de naturaleza similar a las células fotorreceptoras de la retina (Holmgren, 1959). En 

anfibios, lagartos y algunos peces, la glándula pineal es de naturaleza parietal extracraneal, con 

estructuras fotorreceptivas parecidas a las lentes o la retina que pueden actuar como un “tercer 

ojo”. Estas características anatómicas y fisiológicas enuncian a la pineal, incluida la de humanos, 

para ser el candidato como vestigio de algún órgano visual primitivo (Collin, 1972). 

 En toda la historia de la investigación de la pineal no hay, sin embargo, ningún 

descubrimiento más extraordinario o importante que el de la estructura de su principal 

hormona, la melatonina (MLT) por Aaron Lerner y colaboradores en 1958. Ellos procesaron 
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cromatográficamente miles de glándulas pineales bovinas e identificaron el compuesto bioactivo 

N-acetil-5-metoxitriptamina (Lerner y col, 1958). Le dieron el nombre de melatonina por sus 

efectos sobre la pigmentación de la piel de ranas y por su relación química con la serotonina (5-

hidroxitriptamina) (Lerner y col, 1960). Observaron que MLT tenía efectos potentes sobre la 

pigmentación de la piel de muchos animales, aunque los más importantes descubrimientos 

fueron los relativos a sus efectos antigonadales sobre el sistema reproductivo de mamíferos 

(Lerner y Norklund, 1975). Sin embargo, a pesar de su nombre, hay que enfatizar que MLT no 

tiene efectos directos sobre los melanóforos en mamíferos sino sobre la liberación de MIH 

(factor inhibidor de los melanocitos) y consiguientemente presenta una acción inhibitoria sobre 

la producción de melanina (Guyton y Hall, 1997). 

 La presencia de MLT, con una estructura idéntica, ha sido descrita en: organismos 

unicelulares (Hardeland, 1999), plantas (Dubbels y col, 1995; Hattori, 1995), vertebrados (Vivien-

Roels y Arent, 1983; Hardeland y Poeggeler, 2003) y algunos invertebrados. En plantas, su papel 

biológico no ha sido aún clarificado. En otros organismos, sin embargo, su papel ha sido 

relacionado a la transducción de la información fotoperiódica estacional y circadiana 

(Hardeland, 1993). Los niveles circulantes de MLT por la noche se elevan en casi todos los 

vertebrados, como resultado de un incremento de su síntesis y liberación por la glándula pineal. 

Este incremento desempeña la función de “señalización hormonal de la noche” y es la base de la 

coordinación de los ritmos diarios y estacionales con el ciclo día/noche. Por tanto, la señal de 

MLT es esencial para la supervivencia de muchos animales con reproducción estacional (Klein y 

col, 1992). A lo largo de los últimos años, a pesar de que todavía se está lejos de entender su 

exacto papel fisiológico y posibles cambios durante la evolución, MLT ha incrementado su 

interés público como droga contra el envejecimiento (Turek y col, 2000; Reiter 2000a; Reiter 

2000b), insomnio y jet lag (Caspi, 2004), estrés (Reiter, 2003), disfunciones inmunes (Guerrero y 

Reiter, 2002) e incluso cáncer (Skwarlo-Sonta y col, 2003). 

 

Síntesis y metabolismo de melatonina. MLT es el principal miembro de la familia de indolaminas 

sintetizadas a partir del triptófano circulante (Alonso, 1999). Además de ser sintetizada en los 

pinealocitos, también es sintetizada en otras muchas células, tales como células 

enterocromafines del intestino (Huether y col, 1992), plaquetas sanguíneas (Launay y col, 1982), 

células mononucleares de sangre periférica (Finocchiaro, 1988), células de medula ósea (Tan y 

col, 1999), así como en tejido ovárico de rata (Itoth y col, 1997) y humano (Itoth y col, 1999). En 

un estudio reciente realizado por Stefulj y colaboradores (2001) se ha demostrado que diversos 

tejidos como el fundus del estómago, intestino, testículos, medula espinal, corteza cerebral, 
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núcleo del rafe y núcleo estriado, cuentan con cantidades suficientes de ARNm de las enzimas N-

acetiltransferasa (NAT) e hidroxindol-O-metiltransferasa (HIOMT), estando así equipados con las 

herramientas necesarias para la síntesis de MLT. 

 La biosíntesis pineal de indolaminas comienza con la captación del triptófano (TRP) a 

través de un mecanismo de transporte activo que está bajo control adrenérgico (Alonso, 1999). 

Dentro de la célula el TRP se convierte en 5-hidroxitriptófano (5HO-TRP) por la enzima 

triptófano hidroxilasa. La enzima 5-hidroxitriptófano descarboxilasa actúa sobre el 5HO-TRP 

para formar 5-hidroxitriptamina (5-HT) o serotonina (Hadley, 1997). La concentración de 

serotonina en la pineal es muy elevada en todas las especies (niveles elevados durante las horas 

de luz y reducidos durante las horas de oscuridad). A partir de este momento, la vía más 

importante en el metabolismo pineal de la serotonina implica su transformación en N-

acetilserotonina (NAS) por acción de la N- acetil transferasa (NAT), enzima que constituye el 

paso limitante en la síntesis de MLT y presenta un marcado ritmo circadiano en todas las 

especies estudiadas, con niveles máximos durante las horas de oscuridad. Finalmente, la NAS es 

convertida mediante la O-metilación por medio de la HIOMT en MLT (Wurtman y Axelrod, 1968) 

(Figura 1.9). 

 El paso de la acetilación de serotonina a NAS es necesario en la biosíntesis de la MLT, 

pero también puede producirse una desaminación de la serotonina por las monoaminooxidasas. 

El producto desaminado resultante puede continuar su oxidación a ácido 5-hidroxindolacético o 

puede reducirse a 5-hidroxitriptofol. Estos últimos productos son susceptibles de transformación 

por la HIOMT para dar ácido 5-metoxindolacético y 5-metoxitriptofol. 

 La MLT circulante es transportada en el plasma, en parte, unida a albúmina (70%) y en 

parte en forma libre (30%). La mayor parte de MLT circulante es inactivada mediante 

conservación hepática como 6-hidroximelatonina y es secretada en orina en forma de sulfatos 

(75%) o glucurónicos (5%). Otra fracción es transformada en el cerebro en compuestos 

derivados de la quinurenamina (15%) y una pequeña fracción es excretada en forma libre (0,5%). 

 

Melatonina y especies reactivas de oxígeno. Además de sus funciones como reloj biológico se 

mostró que MLT tiene efectos oncostáticos (Blask y col, 2002), estimulante del sistema inmune 

(Guerrero y Reiter, 2002) y funciones anti-inflamatorias (Cuzzocrea y Reiter, 2002). Así, más 

recientemente fue identificada como un potente secuestrador de radicales libres (Tan y col, 

2002) y antioxidante indirecto (Reiter y col, 2000a; Rodriguez y col, 2004). Además cabe citar la 

alta eficacia de la MLT como un protector contra ROS y especies reactivas de nitrógeno (RNS). 
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Figura 1.9. Representación esquemática del metabolismo de indoles pineales 

(modificada de Young y Silman, 1982). En rojo se destacan los indoles estudiados 

en la presente tesis. Enzimas: HIOMT, hidroxindol-O-metiltransferasa; MAO, 

monoaminooxidasa.  

 

 Este campo de investigación ha sido testigo de una expansión explosiva en las últimas 

décadas y mientras que todos los mecanismos de los efectos de la MLT como un secuestrador 

de radicales libres y productos afines no han sido identificados aún, no hay duda sobre su 

habilidad para moderar el daño molecular producido por el oxígeno tóxico y RNS (Acuña-

Castroviejo y col, 2002; Reiter y col, 2002). Las funciones de MLT como un antioxidante incluyen: 

a) secuestrador directo de algunos radicales libres (Hardeland, 1993; Hardeland y col, 1995; 
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Allegra y col, 2003), b) estimulación de enzimas antioxidantes (Reiter y col, 2000; Rodriguez y 

col, 2004), c) incremento de la eficiencia de la fosforilación oxidativa mitocondrial y reducción 

de los electrones (Acuña-Castroviejo y col, 2002; Okatani y col, 2003a) y d) aumento de la 

eficacia de otros antioxidantes (Gitto y col, 2001). Además habría otros mecanismos no 

descriptos que explicarían su habilidad para proteger contra el daño molecular por ROS y RNS. 

Numerosos estudios in vitro e in vivo han documentado la habilidad tanto de concentraciones 

fisiológicas como farmacológicas de MLT de proteger contra la destrucción causada por radicales 

libres (Reiter y col, 2003). 

 

Acciones antioxidantes directas de la melatonina. Existe bastante evidencia documentada en la 

literatura sobre la interacción de la MLT tanto con ROS como RNS (Tan y col, 2002; Reiter y col, 

2001; Poeggeler y col, 2002; Allegra y col, 2003). Las evidencias iniciales ilustran la habilidad de 

la MLT para neutralizar la alta toxicidad del radical OH• (Tan y col, 1993a). Desde entonces 

numerosos artículos parecen confirmar esta acción de la MLT (Hardeland y col, 1995; Poeggeler 

y col, 1994; Matusak y col, 1997; Li y col, 2002) e identificar además un producto potencial de la 

interacción entre la MLT y el OH•, la 3-hidroximelatonina cíclica (Tan y col, 1998). Este 

subproducto es excretado en la orina (humanos y ratas) y la cantidad de éste es proporcional a 

la cantidad de MLT administrada a un animal y el grado de estrés oxidativo que el animal ha 

experimentado. El H2O2 es generado in vivo por varios sistemas enzimáticos y adicionalmente, es 

producido intracelularmente por la dismutación del O2•-. La capacidad de la MLT para 

secuestrar H2O2 fue demostrada inicialmente por Tan y colaboradores (1993a) aunque un 

trabajo cuestiona la interacción directa de la MLT con H2O2 (Fowler y col, 2003). El O2•-es 

generado durante la respiración mitocondrial y durante el estallido respiratorio de las células 

fagocíticas. El radicalO2•-tiene baja toxicidad pero rápidamente se acopla con el NO• para 

producir el anión ONOO−; este producto se considera casi tan dañino como el HO•. La eficacia de 

la MLT en neutralizar el O2•-está pobremente definida. Poeggeler y colaboradores (1995) fueron 

los primeros en mostrar que MLT neutralizaba 1O2. Esta habilidad fue confirmada por Zang y 

colaboradores(1998) y por Roberts y colaboradores (2000). También ha sido confirmado 

recientemente que N1-acetil, N2-formil-5-metoxikinuramina (AFMK) es el producto formado 

cuando la MLT es oxidada por 1O2 (De Almeida y col, 2003). 

 

Acciones antioxidantes indirectas de la melatonina. 

1) Estimulación de enzimas antioxidantes 
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 Las enzimas antioxidantes proporcionan un mecanismo de defensa contra el daño de 

radicales libres por metabolización de las especies reactivas a bioproductos no tóxicos. Las 

enzimas antioxidantes que han sido estudiadas en relación a la MLT son: SOD, tanto Mn SOD 

como CuZnSOD, CAT, GPx, glutatión reductasa (GRd) y glucosa-6-fosfato deshidrogenasa (G6PD) 

(Reiter y col, 2000a; Rodriguez y col, 2004; Mayo y col, 2002). Así los estudios iniciales muestran 

que el efecto estimulador de la MLT sobre GPx cuando se administraron dosis farmacológicas a 

ratas (Barlow-Walden y col, 1995) y pollos (Pablos y col, 1997) in vivo, resultaban en un marcado 

aumento en la actividad de esta enzima. 

2) Estimulación de la síntesis de glutatión. 

 El GSH es un secuestrador de radicales libres y antioxidante, muy abundante. Un único 

trabajo ha mostrado que MLT estimula la proporción limitante de la enzima γ-glutamilcisteína 

sintasa, incrementando la concentración de GSH (Urata y col, 1999). Esta acción de la MLT, a 

diferencia de la función directa de secuestrador de radicales libres, es mediada por receptores 

específicos. La estimulación de la síntesis de GSH por la MLT podría ser una de sus principales 

acciones antioxidantes. 

3) Acción sinérgica de la MLT con otros antioxidantes.   

 De acuerdo con Gitto y colaboradores (2001) bajo condiciones in vitro y analizando los 

productos finales de la peroxidación lipídica como un índice del daño oxidativo inducido por los 

radicales libres, la MLT aumenta la acción protectora de la vit. E, vit. C y GSH contra la oxidación 

de los PUFAs mediada por radicales libres. Cuando se comparan bajo condiciones de alto estrés 

oxidativo in vivo, la MLT resulta superior a las vit. C y E en la reducción del daño oxidativo (Tan y 

col, 2002). 

4) Acciones de la melatonina a nivel de las mitocondrias. 

 Las mitocondrias son la mayor fuente de radicales libres y como consecuencia estas 

organelas subcelulares están expuestas a un daño oxidativo intenso. La membrana mitocondrial 

es el sitio donde reside la cadena de transferencia de electrones (ETC), un sistema complejo 

proteínico oxido-reductor (complejos I, II, III y IV). En células aeróbicas la fosforilación oxidativa 

mitocondrial es responsable de la generación del 95% del total del ATP. Deficiencias en ETC 

originan el escape de electrones que pueden formar radicales libres y otros reactivos tóxicos, 

produciendo daño molecular en las mitocondrias (Acuña-Castroviejo y col, 2002). El hecho de 

que la MLT tenga importantes acciones a nivel mitocondrial es sugerido por numerosas 

observaciones: a) la MLT, es un eficiente secuestrador de ROS/RNS producidos abundantemente 

en las mitocondrias; b) aunque las mitocondrias son incapaces de sintetizar GSH (lo toman 

desde el citosol) poseen GPx y GRd, enzimas estimuladas ambas por la MLT; y c) la MLT puede 
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estar en mayor concentración en la mitocondria que en otra parte de la célula y ser mayor que 

la concentración sérica (Acuña-Castroviejo y col, 2002). En largos períodos de administración de 

MLT se ha comprobado que se incrementa el número de mitocondrias en las células (Deker y 

Quay, 1982) mientras que experimentos con MLT radioactiva sugieren la existencia de sitios de 

unión para esta indolamina en las mitocondrias (Poon y Pang, 1992). Adicionalmente, se ha visto 

como la MLT protege el cerebro fetal de ratas contra el daño mitocondrial mediado por 

oxidantes (Wakatsuki y col, 2001) y estimula la respiración mitocondrial en el cerebro e hígado 

de ratones con senescencia acelerada (Okatani y col, 2003a; Okatani y col, 2002a; Okatani y col, 

2002b; Okatani y col, 2003b). 

 

 La MLT y los antioxidantes clásicos muestran diferentes mecanismos en términos de 

reacción con los radicales libres. Los antioxidantes clásicos donan electrones para neutralizar los 

radicales libres y la MLT puede capturar radicales libres a través de una reacción aditiva (Tan y 

col, 1998; Stasica y col, 2000; Marshall y col, 1996) o en ciertas circunstancias puede donar o 

capturar electrones para detoxificar radicales libres. Finalmente, como ya se ha comentado, la 

MLT aumenta la acción protectora de las vit. E, C y glutatión contra la oxidación de PUFAs 

mediada por radicales libres. Así, la MLT incrementa claramente la eficacia de otros 

antioxidantes frente a la peroxidación lipídica tanto in vivo como in vitro, presentando ella por sí 

misma un poder superior que el resto de los antioxidantes clásicos frente al estrés oxidativo 

(Tan y col, 2002; Gitto y col, 2001). 

 

N- acetil serotonina 

 NAS es sintetizada principalmente en la glándula pineal a partir de la serotonina vía N-

acetilación.  

 Los mecanismos antioxidantes de NAS involucran la interacción con receptores del tipo 3 

de la MLT y mecanismos no mediados por receptores tales como: la estimulación de la GPx; 

inhibición de la peroxidación lipídica; supresión de la activación de la fosfolipasa A2; atenuación 

de la producción del factor de necrosis; prevención de la apertura patológica de los poros de 

permeabilidad mitocondrial transitoria, e inhibición de la biopterina reductasa, la enzima 

encargada de la síntesis del NO•. Los efectos protectores de la NAS contra el daño oxidativo son 

independientes de los efectos de la MLT y dependiendo del modelo son de 5 a 20 veces más 

potentes. La NAS y sus derivados pueden ser útiles en la protección contra el daño oxidativo y 

sus desórdenes relacionados tales como muerte celular, mutagénesis, envejecimiento y 
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enfermedades tales como sepsis, cáncer, trauma post-isquémico, enfermedades de Alzheimer y 

Parkinson.  

 

Otros indoles pineales 

 El indol pineal más estudiado es, sin dudas, MLT (Reiter y col, 2003) mientras que los 

demás indoles secretados por la pineal no han sido examinados con la misma profundidad. Sin 

embargo, se ha demostrado efecto inmunomodulador y acciones antitumorales para 

metoxitriptamina y metoxitriptofol (Ng y Lo, 1998; Sze y col, 1993; Nelson y col, 1995; Lissoni y 

col, 1996). 5- metoxitriptamina (5MTP) es un inhibidor más potente de la esteroidogénesis que 

MLT en células de Leydig de rata y de la proliferación de células tumorales (Ng y Lo, 1998; Sze y 

col, 1993b). Ng y col (2000) demostraron que serotonina, 5- hidroxitriptofol, 5- metoxitriptofol y 

5MTP inhibieron la peroxidación lipídica en homogenatos de cerebro, hígado y riñón de rata y la 

hemólisis de eritrocitos de rata. Entre varios indoles estudiados, incluyendo MLT, 5MTP exhibió 

la acción antioxidante más potente y careció de acción pro-oxidante.  

 Tal vez la consecuencia funcional más perjudicial de la peroxidación lipídica es la 

disminución de la fluidez de membrana. Una fluidez óptima es vital para varias funciones 

celulares esenciales incluyendo transporte de solutos, transducción de señales y actividad de 

enzimas asociadas a membranas (Curtis y col, 1984; García y col, 1997; Stubbs y Smith, 1984; 

Van Blitterswijk, 1985). Varias indolaminas pineales tales como MLT (García y col, 1997), NAS 

(Calvo y col, 2001); García y col, 2001; Karbownik y col, 2001b), 5- metoxitriptofol (García y col, 

2000) y pinolina (Ortega-Gutiérrez et al. 2002) se han descripto como protectores de 

membranas celulares y de organelas al inhibir la peroxidación lipídica y prevenir la rigidez de 

membrana. 

 TRP es un aminoácido esencial constituyente de membranas biológicas y que contribuye 

a la solubilidad de proteínas de membrana (Schiffer y col, 1992). El 5- hidroxi derivado del TRP es 

empleado como un suplemento dietario muy popular para el tratamiento de depresión, 

fibromialgia, obesidad, hipertensión, insomnio y dolores de cabeza (Das y col, 2004). Algunos 

estudios in vivo han demostrado que TRP reduce el edema y la peroxidación lipídica en 

pancreatitis inducida por ceruleína o isquemia/reperfusión (Jaworek y col, 2003; Leja-Szpak y 

col, 2004) y acelera la recuperación de úlceras gástricas agudas inducidas por administración de 

irritantes locales (Brzozowska y col, 2002). Más aún, TRP mostró actividad antioxidante 

secuestrando NO• (Noda y col, 1999). Por otro lado, ratas alimentadas con dietas 

suplementadas con TRP presentaron peroxidación lipídica aumentada en plasma (Aviram y col, 

1991) y daño en las lentes del ojo (Mathur y Sahai, 1990). Además, evidencias in vitro indican 
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que TRP produce aumento de la peroxidación lipídica y disminuye las defensas antioxidantes en 

la corteza cerebral de ratas, lo que explicaría parcialmente los mecanismos neurotóxicos de 

daño cerebral inducidos por hipertriptofanemia (Feksa y col, 2006).Reyes-Gonzales y col (2009) 

demostraron que TRP no logró inhibir la peroxidación lipídica y proteica inducida por FeCl3/ácido 

ascórbico, a diferencia de 5HO-TRP que presentó inhibición concentración-dependiente y, de 

esta manera, una estabilización de la membrana frente al estrés oxidativo.  

 

1.5.3.2. Familia de isómeros conjugados del ácido linoleico (CLAs) 

 El término Ácido Linoleico Conjugado (CLA) engloba a un grupo de isómeros posicionales 

y geométricos del ácido linoleico (18:2 c9,c12 n-6). Se han identificado más de 20 isómeros de 

este ácido (Beaulieu y Drackley, 1999), siendo el isómero 18:2 c9, t11 (producto intermedio de la 

biohidrogenación del ácido linoleico por la bacteria ruminal Butyrivibrio fibrisolvens) (Pinto y col, 

2002), el más abundante en este grupo. A éste último se le atribuyen diversos efectos benéficos 

tales como: regulador metabólico, efectos hipocolesterolémicos, antiaterogénicos, 

anticarcinogénicos, antioxidantes, e incluso presenta efectos favorables en la prevención y/o 

tratamiento de ciertas alergias alimentarias (Sanhueza y col, 2002). Este ácido graso se 

encuentra presente en aceites vegetales comunes como el aceite de soja o de maíz y en la carne 

y leche de los rumiantes (vacas, ovejas y cabras) (Gagliostro y col, 2002), donde puede alcanzar 

hasta 0,65% de los lípidos totales (Fritsche y Steinhart, 1998). Este isómero, encontrado en la 

grasa láctea, ha sido reconocido por la Academia Nacional de Ciencias, de EE UU, como el único 

ácido graso que ha presentado inequívocamente la propiedad de inhibir la carcinogénesis en 

animales experimentales (Kelly y col, 1998). Sehat y colaboradores (1998) señalaron que el 

isómero c9, t11 tendría un efecto anticancerígeno, mientras que el isómero t10, c12 actuaría en 

el aumento de la masa muscular y en la disminución del porcentaje de grasa. Otros efectos 

beneficiosos incluirían; la reducción en el aumento de las grasas corporales, retraso en el inicio 

de la diabetes tipo II, retardo en el desarrollo de la aterosclerosis, mejoramiento de la 

mineralización de los huesos y modulación del sistema inmune (Belury, 2002). 

 La concentración de CLAs en los productos lácteos es una función directa de su 

concentración en la leche cruda, la que puede variar ampliamente ante manipulaciones precisas 

de la dieta en el animal. La formulación de un concentrado tal vez sea la medida más efectiva, 

rápida y de fácil implementación a fin de modificar la composición de la grasa butirosa en forma 

natural. Los resultados demuestran un aumento potencial del orden del 300% en el contenido 

de CLAs en leche a través de manipulaciones precisas en la alimentación (Gagliostro y col, 2002). 

Actualmente, diversos estudios están modificando la dieta del animal para que la cantidad de 
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CLAs en la leche producida se incremente de forma considerable, con el fin de obtener un 

producto que resulte aun más beneficioso para la salud humana. 

 

Estructura de CLAs 

 La isomería geométrica de los ácidos grasos es importante en términos nutricionales. La 

gran mayoría de los ácidos grasos que se encuentran naturalmente poseen isomería cis, sin 

embargo en la dieta habitual de los humanos se consume una pequeña, pero no despreciable, 

proporción (1g a 7 g/día) de ácidos grasos con isomería trans (Valenzuela y Mogardo, 1999).En 

un ácido graso natural no saturado, los dobles enlaces están separados por un carbono 

intermedio que no participa de la estructura de insaturación. Esta estructura se denomina “no 

conjugada”. Como consecuencia de la manipulación tecnológica de las grasas y aceites o, en 

casos particulares, por efecto de la metabolización a nivel celular de ciertos ácidos grasos, es 

posible que un doble enlace cambie de posición, desapareciendo el carbono metilénico 

intermedio y transformándose así en una estructura “conjugada”. La conjugación de los dobles 

enlaces ocasiona un cambio en la isomería espacial del ácido graso (Pariza y col, 2001)(Figura 

1.10). 

 

Síntesis de CLAs 

 Eastridge y Qiu (2001) señalan que la grasa láctea bovina contiene ácidos grasos de 4 a 

16 átomos de carbono que son sintetizados de novo en la glándula mamaria; y una fracción de 

ácido palmítico (16:0) y ácidos grasos con 18 átomos de carbono que provienen de los lípidos de 

la sangre y cuyo origen es dietario. Los ácidos grasos de 14 y 16 carbonos constituyen la grasa 

saturada de la leche, y contribuyen a la estructura física de la grasa. Sin embargo, un gran 

número de ácidos grasos en grasa de leche, está ganando una cantidad creciente de atención, ya 

que la mayoría se presenta en el metabolismo microbiano rumiante y son así únicos en estos 

animales. Entre ellos se encuentra el CLA c9,t11 (Eastridge y Qiu, 2001), el que debido a su 

origen ruminal, también se le identifica como "ácido ruménico" (Kramer y col, 1998). Se forma 

como intermediario durante la biohidrogenación ruminal del ácido linoleico a ácido estéarico 

(18:0) (Bauman y col, 2001) por la bacteria Butyrivibrio fibrisolvens (Kepler y col, 1966) y otras 

bacterias del rumen (Kritchevsky, 2000), o por la conversión endógena del ácido transvacénico, 

(TVA, 18:1t11) por la enzima Δ9 desaturasa en la glándula mamaria (Corl y col, 2001). El TVA es 

un intermediario en la biohidrogenación ruminal del ácido linoleico y linolénico (Griinari y col, 

2000). El resto del CLA en la grasa de la leche surge directamente del CLA absorbido por el tracto 

digestivo (Figura 1.11). El contenido de CLA en la leche y en la carne está influenciado por 
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numerosos factores tales como la dieta, el animal y el procesamiento de los productos. Las 

condiciones óptimas para la síntesis de CLA en la leche se producen a partir del aporte de PUFAs 

provenientes de forrajes frescos que aseguran un ambiente ruminal óptimo para la 

fermentación. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 1.10. Estructura de los principales isómeros CLAs y ácido linoleico (LA) 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 1.11. Vía metabólica propuesta para la biosíntesis de CLA 18:2 c9, t11 

en rumiantes (tomado de Marchioli, 1991).  

 

Efectos benéficos de CLAs sobre la salud. 

 El término, “alimento funcional” se utiliza a menudo como una descripción genérica 

para referirse a los efectos beneficiosos de los alimentos ingeridos, el que va más allá de su valor 

nutritivo tradicional (Bauman y col, 2001). Muchos componentes de la grasa de leche que 
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poseen características anti-cancerígenas se han identificado, pero los componentes que han 

recibido el foco de atención son los llamados CLAs. El descubrimiento de CLAs como un 

“alimento funcional” ocurrió cuando Pariza y colaboradores (2001) encontraron en la carne un 

factor anti-mutagénico que consistía en una serie de isómeros conjugados del ácido linoleico. 

Luego, varios estudios demostraron que el CLA sintetizado químicamente podía reducir la 

incidencia de varios tipos de tumores en modelos animales. Pero, la mayoría de los agentes 

naturalmente anti-cancerígenos se encontraban presentes sólo en niveles traza y eran de origen 

vegetal. Sin embargo, los CLAs eran los únicos entre los agentes anti-cancerígenos naturales que 

presentaban potentes efectos en niveles extremadamente bajos y que se encontraban 

presentes en los productos lácteos y la carne de animales rumiantes (Tabla 1.3) (Bauman, 2002). 

Mientras los CLAs se estudiaban biomédicamente se evidenció que presentaban una gama de 

efectos positivos en la salud de animales experimentales, algunos de los cuales se señalan en la 

Tabla 1.4. Estos efectos beneficiosos incluían: la reducción en el aumento de las grasas 

corporales, retraso en el inicio de la diabetes tipo II, retardo en el desarrollo de la 

arterosclerosis, mejoramiento de la mineralización de los huesos y modulación del sistema 

inmune (Belury, 2002). Lo cual, ha dado lugar a un aumento exponencial en la investigación de 

CLAs en los últimos años (Bauman, 2002). 

 

Tabla 1.3. Composición promedio de isómeros geométricos y posicionales (% del 

total de isómeros CLA) en leche (adaptado de Khanal y Olson, 2004) 

Isómeros conjugados del ácido linoleico (CLA) % 

Isómeros cis-trans  

7, 9 5.5 

8, 10 1.5 

9, 11 72.6 

10, 12 0.4 

11, 13 7.0 

12, 14 0.7 

Total cis-trans (trans-cis) 87.7 

Isómeros trans-trans  

6, 8 - 

7, 9 2.4 

8, 10 0.4 

9, 11 2.0 
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10, 12 0.6 

11, 13 4.2 

12, 14 2.8 

13, 15 - 

Total trans-trans 12.3 

 

 

Tabla 1.4. Algunos de los efectos benéficos de CLAs en la salud informados en 

estudios biomédicos con modelos animales (tomado de Sanhueza García, 2004) 

Efectos biológicos de CLAs 

Anticancerígenos (estudios in vivo e in vitro) 

Antiaterogénicos 

Alteración de metabolismo nutricional y lipídico 

Antidiabetogénicos (diabetes tipo II) 

Realza la inmunidad 

Mineralización mejorada del hueso 

 

1.6. Objetivos 

Objetivo general 

 El presente trabajo de tesis constituye la continuación de estudios previos realizados en 

nuestro grupo de trabajo en relación a la peroxidación de lípidos de membranas de origen 

animal y al efecto protector de antioxidantes endógenos y exógenos sobre ese sistema. Nuestro 

objetivo general fue realizar estudios in vitro de peroxidación no enzimática sobre diferentes 

sustratos lipídicos, con mayor o menor semejanza estructural a membranas biológicas, 

analizando diferentes prooxidantes y evaluando actividad antioxidante de diversos compuestos. 

 

Objetivos específicos 

 Analizar el efecto antioxidante de melatonina, N-acetilserotonina, 5-metoxitriptamina y 

5HO-triptófano sobre la peroxidación de triglicéridos ricos en PUFAs n-3 disueltos en 

cloroformo, cuando la reacción es iniciada por hidroperóxido de cumeno (Capítulo 2). 
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 Estudiar el efecto antioxidante de isómeros conjugados del ácido linoleico (CLAs), ácido 

linoleico y metil linoleato sobre triglicéridos ricos en PUFAs n-3 disueltos en cloroformo, 

cuando la reacción es iniciada por tert-butil hidroperóxido (Capítulo 3) 

 

 Determinar el efecto del medio de reacción y del iniciador sobre la peroxidación lipídica 

de diferentes tipos de liposomas preparados con lípidos de retina bovina (Capítulo 4) 

 

 Analizar el efecto de melatonina, N-acetilserotonina, 5-metoxitriptamina y 5-HO 

triptófano sobre la peroxidación iniciada por Fe2+ de liposomas de lípidos de retina 

bovina (Capítulo 5) 

 

.



 

 

 

Capítulo 2 
Efecto de melatonina e indolaminas 

relacionadas sobre la peroxidación lipídica 

de triglicéridos ricos en ácidos grasos n-3. 
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2.1. Introducción 

 Es un hecho ampliamente reconocido que la ingesta de ácidos grasos poli-no-saturados 

de la familia n-3 (PUFAs n-3) representa un beneficio para la salud en general (Watkins y 

German, 1998). Diversos estudios básicos, clínicos y epidemiológicos han reportado ventajas 

importantes en campos tan diversos como cardiología, neurología, oncología, patologías 

inflamatorias crónicas, oftalmología, entre otros. Además, los ácidos grasos de la familia n-3 

constituyen un componente crítico para el desarrollo y funcionalidad del tejido nervioso. 

 

Síntesis de PUFAs n-3. Los ácidos grasos no pueden ser desaturados endógenamente a partir 

de la posición 9 debido a que el humano carece de las enzimas Δ12- y Δ15-desaturasa. Por esta 

razón, los ácidos linoleico (LA, 18:2 n-6) y α-linolénico (ALA, 18:3 n-3) deben ser incorporados 

en la dieta y son llamados “esenciales”. Elongaciones y desaturaciones de estos ácidos grasos 

producen los PUFAs de cadena larga entre los que se encuentran el ácido eicosapentenoico 

(EPA, 20:5 n-3), y el ácido docosahexenoico (DHA, 22:6 n-3). Esta vía de biosíntesis es posible 

pero muy poco eficiente en humanos por lo que, sin ser considerados esenciales, también 

deben ser incorporados con la dieta (Tvrzicka y col, 2011; SanGiovanni y Chew, 2005). De 

hecho, los niveles tisulares de PUFAs son modificables con la ingesta y dependientes de ella.  

 

Importancia fisiológica de los PUFAs n-3. El contenido elevado de DHA en tejido nervioso y 

retina es de extrema importancia, dado que sus propiedades únicas le dan un rol principal en 

el mecanismo de transducción de señales, probablemente involucrando la regulación de 

proteína G (Simopoulos, 1991; Simopoulos, 2009). Los PUFAs n-3 demostraron la capacidad de 

modular la producción, activación y potencia de moléculas bioactivas. En algunos casos operan 

como complejos lipoproteicos que desencadenan cascadas de señalización en 

compartimientos citosólicos y nucleares. En otros casos afectan pools de sustratos y 

disponibilidad de enzimas biosintéticas. También influencian la expresión génica como 

ligandos de factores de transcripción y actúan como autocoides endocanabinoides 

(SanGiovanni y Chew, 2005). 

 Los PUFAs n-3 poseen una gran variedad de efectos sobre el metabolismo lipídico y 

energético como ligandos del receptor activado por proliferadores peroxisomales (PPAR-α). Se 

cree que activan el PPAR-α disminuyendo así la lipogénesis y la secreción de VLDL (Burdge y 

col, 2009). Otros efectos potenciales de PUFAs n-3 son aumentar la actividad de 

lipoproteínlipasa, disminuir la concentración de apo C III y potenciar el transporte reverso de 

colesterol (Calder y Yaqoob, 2009; Calder y Yaqoob, 2010). Como suplementos dietarios de 
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elevada concentración, se cree que los PUFAs n-3 inducen expresión de proteínas 

desacoplantes y aumentan la densidad de mitocondrias en el músculo (Tvrzicka y col, 2011). El 

efecto inmunomodulador de PUFAs n-3 se asocia a su capacidad de suprimir la activación de 

linfocitos T (Calder, 2008).  

 

Fuentes de PUFAs n-3. Las principales fuentes de ácido linolénico son aceites vegetales de soja, 

canola, entre otros, mientras que EPA y DHA se encuentran en elevadas concentraciones en 

aceites de pescados, mamíferos marinos o algas unicelulares. Aproximadamente el 10% de 

DHA proviene de la ingesta de huevos (SanGiovanni y Chew, 2005). 

 

 Como ya fue descripto en el Capítulo 1, en los sistemas químicos puros las moléculas 

más susceptibles al ataque de los radicales libres son, precisamente, los PUFAs y, en general, 

esta susceptibilidad aumenta con el número de dobles enlaces (Wagner y col, 1994). In vivo, se 

supone el mismo comportamiento. Entonces, se plantea la paradoja de que el organismo 

precisa de nutrientes que son altamente susceptibles a la peroxidación, haciendo que los 

tejidos a los que se incorporan también lo sean. In vivo, tal predisposición al daño resultaría 

catastrófica si no existiera un sistema antioxidante equiparable para responder a tal estrés. La 

susceptibilidad a la peroxidación de estos ácidos grasos también representa un problema en el 

almacenamiento de grasas, aceites y alimentos ricos en ellos. Por ello es que se hace 

imprescindible encontrar nuevos y más efectivos antioxidantes de origen natural, dado que 

existe una fuerte tendencia a reemplazar los antioxidantes sintéticos, que en varios casos 

presentan efectos secundarios indeseables e incluso, pueden llegar a ser cancerígenos (como 

en el caso de BHT). Basándonos en estos lineamientos planteamos como objetivo del presente 

capítulo: 

 Analizar el efecto antioxidante de melatonina, N-acetilserotonina, 5-metoxitriptamina y 

5HO-triptófano sobre la peroxidación de triglicéridos ricos en PUFAs n-3 disueltos en 

cloroformo, cuando la reacción es iniciada por hidroperóxido de cumeno. 

 

 Las técnicas empleadas en el presente capítulo fueron (ver Anexo): 

 Quimioluminiscencia. Desde el punto de vista analítico la etapa de terminación de la 

reacción de peroxidación lipídica es muy interesante dado que se acompaña de emisión de luz 

al combinarse entre sí dos radicales lipoperoxilos (LOO•). La intensidad de luz emitida es útil 

para cuantificar la concentración de radicales LOO• (Vladimirov y col, 1980). Un compuesto 

capaz de reaccionar con radicales LOO• es, por definición, un antioxidante cortador de cadena 
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y por esta razón será capaz de evitar la emisión de luz. Basándonos en estos principios 

empleamos la técnica de fotoemisión para monitorear el proceso de peroxidación de 

triglicéridos enriquecidos en ácidos grasos n-3 (Tg PUFAs n-3) y la actividad antioxidante 

cortadora de cadena de melatonina (MLT) e indolaminas relacionadas. 

 Determinación de sustancias reactivas al ácido tiobarbitúrico (TBARS). Esta reacción 

es ampliamente utilizada como un índice de peroxidación lipídica, dado que el ácido 

tiobarbitúrico (TBA) reacciona con productos de peroxidación de PUFAs generando un 

compuesto coloreado. Este compuesto posee un máximo de absorción a 532 nm y puede ser 

determinado espectrofotométricamente. El principal producto de peroxidación capaz de 

reaccionar con el TBA es el malondialdehído (MDA) aunque no es el único. Otros dialdehídos 

formados durante esta reacción pueden también formar un producto coloreado con el TBA. En 

el presente capítulo la determinación espectrofotométrica de TBARS fue utilizada para estimar 

la formación de productos de peroxidación de Tg PUFAsn-3, en ausencia y presencia de MLT e 

indoles relacionados. 

 Ensayo de DPPH. Es una de las diversas técnicas empleadas para estimar la actividad 

anti-radicalaria de compuestos específicos o extractos naturales. Se determinó la capacidad de 

MLT, e indolaminas relacionadas, de decolorar el radical estable 2, 2, difenil-1-picrilhidracil 

(DPPH•) en solución metanólica (Blois, 1958). Esta técnica espectrofotométrica emplea DPPH, 

que posee un espectro de absorbancia característico, con un máximo de absorbancia a 515 

nm. La reducción de DPPH provocada por un antioxidante (AH) o un radical, implica 

disminución en la absorbancia a 515 nm (Brand-Williams y col, 1995). 
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2.2. Materiales y métodos 

 

2.2.1. Materiales 

 El proceso de peroxidación lipídica se estudió en aceite comercial de atún (triglicéridos 

enriquecidos en ácidos grasos n-3, Tg PUFAsn-3) donado por Winterization Europe Fécamp 

Cedex, Francia. Los triglicéridos utilizados contenían, según datos del productor: 18,43% de 

ácido eicosapentenoico (EPA, 20:5 n-3) y 13,11% de ácido docosahexenoico (DHA, 22:6 n-3). 

 1,1,difenil-2-picrilhidracil (DPPH•) como radical libre (90% pureza), hidroxitolueno 

butilado (BHT), N-acetil-5-metoxitriptamina (melatonina, MLT), 5-metoxitriptamina (5MTP), 5-

hidroxitriptófano (5HO-TRP), N-acetilserotonina (NAS), placas de sílica gel sobre láminas de 

aluminio para cromatografía en capa delgada (TLC) con indicador fluorescente a 254 nm, 

hidroperóxido de cumeno, (CHP, hidroperóxido de isopropilbenceno), trizma base y otros 

reactivos fueron suministrados por Sigma (St. Louis, MO, EEUU). Cloroformo estabilizado con 

etanol al 1% y H2O2fueron provistos por la empresa Mallinkrodt Baker, México. Ácido 

tiobarbitúrico (TBA) fue suministrado por Fluka. Se utilizaron metanol, diclorometano y 

acetato de etilo de calidad cromatográfica. 

 Para los ensayos de determinación de quimioluminiscencia se empleó un contador 

fotónico (luminómetro) modelo 20/20n de Turner Biosystems, Sunnyvale, EEUU, con rango de 

respuesta espectral entre 350 y 650 nm. El ensayo de DPPH• fue llevado a cabo en un 

espectrofotómetro Agilent Chem Station UV-VIS con arreglo de diodos. 

 

2.2.2. Métodos y técnicas 

 

2.2.2.1. Determinación de quimioluminiscencia 

 Un volumen de 100µl de aceite de pescado (Tg PUFAsn-3) disuelto en cloroformo fue 

incubado durante 90 minutos a 37 °C en tubos Eppendorf en una cámara termostatizada (la Cf 

de lípidos equivale ≈100 mM tomando un PM promedio de triglicéridos ≈900 g/mol y una 

densidad de 0,94 g/ml). La peroxidación fue iniciada por adición de CHP (Cf= 50 mM) disuelto 

en cloroformo. Para analizar el efecto de MLT y demás indolaminas se preincubaron las 

muestras de Tg PUFAs n-3 disueltas en cloroformo durante 15 minutos con diferentes 

concentraciones de estos compuestos como se detalla en la tabla 2.1. BHT, MLT, 5MTP y NAS 

se disolvieron en etanol mientras que 5HO-TRP fue disuelto en metanol. 
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Tabla 2.1. Concentraciones analizadas en los ensayos de quimioluminiscencia y 

producción de TBARS.  

 Concentraciones finales analizadas (mM) 

BHT   2,0 4,0 8,0 

NAS   2,3 4,6 9,2 

MLT 0,5 1,0 2,0 4,0* 8,0* 

5HO-TRP 0,5 1,0 2,0   

5MTP 0,5 1,0 2,0   

BHT: hidroxitolueno butilado, NAS: N-acetilserotonina, MLT: melatonina, 5HO-

TRP: 5-hidroxitriptófano y 5MTP: 5-metoxitriptamina. (*) Concentraciones no 

analizadas con la técnica de TBARS 

 

 En todos los casos el volumen final fue de 1 ml. Todas las soluciones fueron preparadas 

al momento de la reacción. 

 El progreso de la reacción fue determinada mediante quimioluminiscencia. La 

intensidad lumínica se determinó en función del tiempo con un luminómetro, registrándose las 

unidades lumínicas relativas (RLUs) cada 5 minutos. Para comparar el efecto inhibitorio 

producido por los diferentes compuestos analizados se determinó la sumatoria de RLUs (RLUs 

totales).  

 

2.2.2.2. Determinación de sustancias reactivas al ácido tiobarbitúrico (TBARS) 

 Al finalizar el tiempo de incubación, las muestras empleadas para el ensayo de 

quimioluminiscencia fueron analizadas con el ensayo de TBARS según el método de Buege y 

Aust (1978). Para ello alícuotas de 10 µl de las mezclas de reacción fueron incubados con 500 

µl de TBA durante 10 min a 100 °C. Finalizado este lapso, se agregaron 2 ml de agua y se midió 

la absorbancia en espectrofótometro a 532 nm (Maisuthisakul y col, 2006; Vasantha 

Rupasinghe y col, 2010). 

 

2.2.2.3. Determinación de actividad secuestradora de radicales mediante ensayo de 1, 1, 

difenil-2-picrilhidracil (DPPH) 

 Para llevar a cabo el ensayo, se emplearon diferentes concentraciones de las 

indolaminas y BHT, disueltos en metanol. Un volumen de 100 µl de soluciones de diferentes 

concentraciones de cada compuesto se agregó a 3,9 ml de solución de DPPH• en metanol (60 

µM).El blanco se realizó con 100 µl de metanol agregados a 3,9 ml de solución de DPPH. La 
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absorbancia de las mezclas de reacción fue determinada a 515 nm durante 350 minutos. La 

absorbancia inicial fue cercana a 0,700 en todos los casos. Las determinaciones fueron 

realizadas por triplicado. El porcentaje de DPPH• remanente (%DPPHrem) en el estado 

estacionario fue calculado según la siguiente expresión: 

ܪܲܲܦ% =
ܣ
ܣ
 100 ݔ

A0 y Af corresponden a la absorbancia a 515 nm de la solución de DPPH• al inicio y en el estado 

estacionario de la reacción, respectivamente. El %DPPHrem en el estado estacionario es 

inversamente proporcional a la actividad anti-radicalaria del compuesto evaluado. El %DPPHrem 

fue graficado en función de las concentraciones de los compuestos con el fin de calcular el 

índice “Concentración Efectiva 50” (EC50). Este índice se define como la concentración de 

antioxidante necesaria para disminuir la absorbancia de DPPH• al 50% de su absorbancia 

inicial, en el estado estacionario. 

 

2.2.2.4. Análisis de formación de AFMK durante la peroxidación lipídica de Tg PUFAs n-3 en 

presencia de melatonina 

 H2O2 concentrado fue diluido a una concentración de 50 mM con buffer Tris-HCl (pH 

7,4) y se agregó MLT para obtener una concentración final 2 mM en 1 ml de volumen final (Tan 

y col, 2000a). La mezcla fue incubada a 37 °C durante 100 min en los que la reacción fue 

monitoreada por fotoemisión. Una vez cumplido este lapso se agregaron a la mezcla 200 µl de 

diclorometano y se agitó manualmente durante 10 min. Una alícuota de 10 µl de esta fase 

orgánica fue sembrada en una placa (5 x 10 cm) de sílica gel (0,2 mm de espesor) soportada 

sobre aluminio. Las placas poseen indicador fluorescente que permite observar las manchas 

utilizando una lámpara de luz UV. El solvente de corrida utilizado fue acetato de etilo.  

 

2.2.2.5. Expresión de resultados 

 Para identificar diferencias estadísticamente significativas entre las medias se utilizó 

ANOVA y Test Múltiple de Rango basado en el procedimiento de diferencia mínima 

significativa (LSD) de Fischer con un 95 % de confianza para discriminar entre las medias. 
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2.3. Resultados 

Dependencia de quimioluminiscencia y formación de TBARS con la concentración de Tg 

PUFAs n-3. 

 El CHP es un peróxido orgánico utilizado como iniciador de reacciones radicalarias (por 

ej: polimerizaciones). Dado que el enlace O-O es lábil puede formar radicales libres del tipo 

RO• que, en este caso, inician la reacción de peroxidación lipídica. La peroxidación iniciada por 

CHP de Tg PUFAs n-3 fue analizada por determinación de fotoemisión. La figura 2.1 muestra la 

quimioluminiscencia (en unidades lumínicas relativas, RLUs) en función del tiempo producida 

por diferentes cantidades de triglicérido en solución clorofórmica. Previo al agregado de CHP 

se observó que la línea de base aumentó con la concentración del lípido y, por lo tanto, no está 

relacionado con la reacción. El salto de la señal al agregar el iniciador de reacción también 

aumentó con la concentración de lípido pero esta dependencia perdió linealidad por encima 

de 50 µl de Tg PUFAs n-3. El área bajo la curva, estimada como la sumatoria de las RLUs (RLUs 

totales) en el rango de tiempo de la reacción (10 a 90 min), fue una función que depende 

linealmente de la concentración de Tg PUFAs n-3 (Figura 2.2) y, por lo tanto, de la 

concentración de radicales LOO• generados. Éste fue el parámetro que seleccionamos para 

cuantificar el efecto inhibidor de la peroxidación de MLT y demás indolaminas.  

 La cantidad de Tg PUFAs n-3 seleccionada para ser utilizada en todos los experimentos 

de fotoemisión y formación de TBARS fue de 100 µl ya que mayores cantidades significaron 

una desviación de la linealidad de la respuesta lumínica (como RLUs totales) con respecto a la 

cantidad de Tg PUFAs n-3. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 2.1. Quimioluminiscencia producida en función del tiempo por la 

peroxidación lipídica de diferentes cantidades de Tg PUFAs n-3 inducida por 
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hidroperóxido de cumeno (50 µM) en solución clorofórmica. Volumen final: 1 

ml. 

 

 La figura 2.2 muestra que también la dependencia de la producción de TBARS con la 

cantidad de lípido analizado fue lineal. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 2.2. Peroxidación lipídica en función de diferentes cantidades de Tg 

PUFAs n-3 determinada por quimioluminiscencia y ensayo de TBARS. 

 

Efecto de melatonina y análogos estructurales sobre la peroxidación de Tg PUFAs n-3 

determinado por quimioluminiscencia y formación de TBARS. 

 Los Tg PUFAs n-3 disueltos en cloroformo fueron rápidamente afectados por la 

peroxidación cuando se incubaron con CHP. La adición del iniciador de reacción a los 

triglicéridos produjo aumento de la fotoemisión con un pico máximo de 2851 RLUs 10 minutos 

después de agregado el CHP (Figura 2.3) (Tabla 2.2) 

 La figura 2.3 compara el efecto de las distintas indolaminas a una de las 

concentraciones estudiadas (2 mM) sobre la peroxidación de Tg PUFAs n-3. La presencia de 

BHT, NAS y 5HO-TRP disminuyó significativamente la fotoemisión (Figura 2.3 izq.) mientras 

que MLT y 5MTP la aumentaron notablemente (Figura 2.3 der.).Nótense las distintas escalas 

empleadas en ambos gráficos. La curva control (círculos negros), presente en ambos, hace 

evidente la marcada diferencia en el efecto que las diferentes indolaminas ejercieron sobre el 

sistema. 
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Figura 2.3. Gráfico comparativo del efecto de BHT e indolaminas sobre 

quimioluminiscencia producida por la peroxidación de Tg PUFAs n-3. BHT, NAS, 

5HO-TRP (Izquierda), MLT y 5MTP (Derecha). Las curvas control (círculos negros) 

corresponden a Tg PUFAs n-3 incubados con CHP (50 µM). Cada punto 

representa: ̅ݔ ± ௌ
√

  de tres experimentos independientes 

 

 Según los datos de RLUs totales y RLUs máximas (Tabla 2.2) el efecto inhibidor de la 

quimioluminiscencia ejercido por BHT, NAS y 5HO-TRP fue dependiente de la concentración. 

Esto permitió calcular el índice IC50 (Tabla 2.3) definido como la concentración mínima 

necesaria para inhibir el 50% de la fotoemisión (o de la producción de TBARS, según 

corresponda). Según este índice se deduce que 5HO-TRP (IC50= 0,7±0,1 mM) y NAS (IC50= 

6,2±1,4 mM) fueron inhibidores de la quimioluminiscencia más efectivos que BHT (IC50= 9,7± 

1,5 mM). 

 MLT y 5MTP produjeron aumento en la emisión de luz (aumento de RLUs totales y 

RLUs máx.). 5MTP mostró un efecto amplificador de la luminiscencia dependiente de la 

concentración mientras que el efecto de MLT no fue dependiente de la concentración (Tabla 

2.2). Dado que no presentaron inhibición no fue posible definir un valor de IC50 para estos 

compuestos (Tabla 2.3). 

 Resultados similares a los obtenidos con la técnica de quimioluminiscencia se 

observaron en la determinación de productos de reacción por ensayo de TBARS. BHT, NAS y 

5HO-TRP inhibieron la aparición de TBARS de manera dependiente de la concentración, 

mientras que MLT y 5MTP la aumentaron significativamente (Tabla 2.2). Para comparar la 

efectividad inhibitoria de formación de TBARS, se calculó el índice IC50. Según este índice, el 
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inhibidor más efectivo fue 5HO-TRP (IC50= 1,3 mM), luego BHT (IC50=1,4 mM) y NAS (IC50=9,3 

mM) (Tabla 2.3). Dado que MLT y 5MTP no presentaron inhibición el índice IC50 no pudo ser 

calculado. Para descartar que el metanol o etanol en el que se disolvieron las indolaminas y el 

BHT hubieran producido algún efecto en la quimioluminiscencia o la producción de TBARS, se 

analizaron blancos de reactivos con agregado de estos solventes. Estos solventes no 

produjeron interferencias a las concentraciones analizadas.  

 

Tabla 2.2. Efecto de diferentes concentraciones de BHT e indolaminas sobre la 

peroxidación lipídica de Tg PUFAs n-3 incubados con hidroperóxido de 

cumeno.  

  Quimioluminiscencia  TBARS 

 [mM] RLUs máx. RLUs totales % inhibición  % inhibición 

Control  2851±678 (25 min) 37089±7078    

BHT 2,0 2172±197 (20 min) 24685±1339* 33±8  67 

 4,0 2041±82 (20 min)* 22733±460* 39±8  77 

 8,0 1673±51 (20 min)* 20127±717* 46±10  73 

NAS 2,3 1867±72 (25 min)* 22493±1414* 39±10  26 

 4,6 1489±174 (20 min)* 17403±524* 53±12  35 

 9,2 992±38 (20 min)* 12017±643* 68±16  49 

5HO-TRP 0,5 1261±175 (25 min)* 19784±1865* 47±14  29 

 1,0 376±18 (25 min)* 7382±358* 80±19  46 

 2,0 358±35 (25 min)* 7356±534* 80±21  52 

MLT 0,5 6378±518 (90 min)* 72236±1766* -95±20  -12 

 1,0 10409±1947 (85 min)* 113753±16999* -207±70  -16 

 2,0 10395±470(65 min)* 132791±5346* -258±60  -34 

 4,0 9192±533 (65 min)* 129957±3661* -250±60  ND 

 8,0 9105±258 (60 min)* 124275±3685* -235±52  ND 

5MTP 0,5 6534±621 (20 min)* 80948±12538* -118±40  -19 

 1,0 7595±1153 (20 min)* 98499±7388* -166±44  -41 

 2,0 15990±2544 (20 min)* 145865±16674* -293±90  -27 

ND: no determinado. Cada valor representa: x ഥ ±  SD de tres experimentos independientes. El tiempo al que se 

produce el máximo valor de RLUs se indica entre paréntesis. Diferencias estadísticamente significativas con respecto 

al control se señalan con un asterisco (*). La inhibición porcentual se calculó a partir de los valores de RLUs totales 

(quimioluminiscencia) o de absorbancia a 532 nm (TBARS) con respecto al control (Tg PUFAs n-3 + CHP).  
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Tabla 2.3. Inhibición de quimioluminiscencia y TBARS (IC50), y actividad 

secuestradora de radicales (EC50) producidas por BHT e indolaminas.  

 IC50 (mM)  EC50 (µM) 

 Quimioluminiscencia TBARS  DPPH 

BHT 9,7±1,5 1,4  8,4±0,1 

NAS 6,2±1,4 9,3  4,7±0,3 

5HO-TRP 0,7±0,1 1,3  4,1±0,2 

5MTP ND ND  ND 

MLT ND ND  ND 

ND: no determinado. Cada valor informado representa: x ഥ ±  SD de tres 

experimentos independientes 

 

Actividad secuestradora de radicales de melatonina e indolaminas relacionadas. 

 La actividad secuestradora de radicales de MLT, NAS, 5HO-TRP y 5MTP fue 

determinada por el ensayo de DPPH y comparada con la actividad de BHT. Los resultados 

demostraron que 5HO-TRP y NAS presentaron una actividad secuestradora que es 

dependiente de la concentración analizada (Figura 2.4). Así, a una concentración de 10 µM, 

5HO-TRP y NAS lograron reducir la concentración de DPPH• en un 85 y 74 % respectivamente, 

en el estado estacionario (Figura 2.5). BHT presentó 51 % de reducción mientras que MLT y 

5MTP sólo mostraron una reducción de 2 y 5% respectivamente.  

 

Figura 2.4. Dependencia de %DPPHrem en el estado estacionario con la 

concentración de BHT, NAS y 5HO-TRP 

 

 Para comparar la efectividad secuestradora de radical DPPH de BHT e indolaminas se 

calculó el índice EC50 (Tabla 2.3). Según este índice los secuestradores de radicales más 
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potentes resultaron ser 5HO-TRP (EC50= 4,1±0,2 µM) y NAS (EC50= 4,7±0,3 µM), seguidos de 

BHT (EC50= 8,4±0,1 µM). El índice EC50 no fue calculado para MLT ni 5MTP dado que no 

presentaron acción secuestradora de radicales relevante a las concentraciones analizadas. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 2.5. Gráfico comparativo de la capacidad secuestradora de radicales de 

melatonina y sus análogos estructurales (10 µM). 

 

Posible formación de AFMK durante la peroxidación de Tg PUFAs n-3 en presencia de 

melatonina. 

 Para determinar si el efecto amplificador de luminiscencia provocado por MLT en la 

peroxidación de Tg PUFAs n-3 se debe a la formación de N1-acetil, N2-formil, 5- 

metoxikinuramina (AFMK) se empleó la técnica de cromatografía en capa delgada (TLC). Los 

productos de reacción de MLT con H2O2 y Fe2+ se emplearon como control positivo para 

identificar la formación de AFMK como producto de peroxidación de Tg PUFAs n-3, en 

presencia de MLT. 

 La figura 2.6 muestra un análisis de TLC donde pueden observarse los productos de 

reacción de MLT con H2O2 y Fe2+ (línea 4). En esta muestra se observaron claramente las 

manchas correspondientes a AFMK (Rf=0,15) y MLT (Rf=0,29) mientras que en la muestra de 

Tg + CHP + MLT (línea 3) la mancha correspondiente a AFMK no fue detectable. La figura 2.7 

muestra el perfil de fotoemisión originado por la reacción de MLT (2 mM) con H2O2 (50 mM) y 

FeCl2 (0,5 mM) 
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Figura 2.6. Análisis por TLC de: 1) Tg PUFAs n-3, 2) Tg PUFAs n-3 + CHP, 3) Tg 

PUFAs n-3 + CHP + MLT, 4) MLT + H2O2 + Fe2+ y 5) Tg PUFAs n-3 + CHP + MLT 

agregada después de la incubación). Se empleó acetato de etilo como solvente 

de corrida y las manchas fueron visualizadas con luz UV. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 2.7. Quimioluminiscencia producida por reacción de melatonina (Cf= 2 

mM) con H2O2 (Cf=50 mM) + FeCl2 (Cf=0,5 mM) 
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2.4. Discusión 

 Los antioxidantes cortadores de cadena (en inglés: chain-breaking) se definen como 

aquellos capaces de reaccionar con radicales LOO•, cediéndoles un radical H• y cortando así la 

cadena de peroxidación (Laguerre y col, 2007). Sin embargo, esta propiedad por sí misma no es 

suficiente para catalogar a un antioxidante como un buen cortador de cadena. Además, debe 

poseer una estructura que le permita estabilizar el electrón desapareado por resonancia 

haciéndolo menos reactivo e impidiendo así que se inicien nuevas cadenas de reacción. El 

ejemplo típico de moléculas que cumplen estas condiciones son los fenoles (tocoferoles, 

flavonoides, etc). Un buen antioxidante cortador de cadena debe tener, además, la capacidad 

de llegar al lugar donde los radicales están siendo producidos. La capacidad antioxidante 

también está determinada por la energía de disociación de enlace (BDE) de la unión O-H en 

estos compuestos, donde la capacidad dadora de un átomo H aumenta conforme BDE 

disminuye (Laguerre y col, 2007). 

 Comparando la estructura de MLT (1) con la de antioxidantes cortadores de cadena 

clásicos se observa que ésta no muestra similitudes con α-tocoferol (vit. E) (2) ni sus análogos 

(3 y 4) ni cualquier otro antioxidante cortador de cadena conocido (Figura 2.8).  

 

Figura 2.8. Comparación estructural entre melatonina y tocoferoles.  

 

 A pesar de tener cierto carácter bencílico, radicales derivados de MLT no son 

demasiado estabilizados, por lo que su formación no puede detener la reacción en cadena. 

MLT es un indol sustituido y sólo analizando su estructura, no podría ser considerada como un 

antioxidante atrapador de peroxilos. Antunes y colaboradores (1999) llevaron a cabo un 

estudio exhaustivo de la eficacia de MLT como atrapador de radicales LOO• y llegaron a la 

conclusión de que MLT no es un cortador de cadena eficaz. Más aún, señalaron que los 
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compuestos que contienen un grupo NH en un anillo pirrólico sustituido en posición 5, 

generalmente no son antioxidantes atrapadores de LOO•. Sin embargo, existen evidencias en 

la literatura de que MLT podría actuar como antioxidante cortador de cadena “no clásico” 

(Livrea y col, 1997; Marshall y col, 1996). 

 Desde el descubrimiento de la MLT como antioxidante (Ianas y col, 1991) ha habido un 

enorme número de trabajos documentando esta acción bajo un casi ilimitado número de 

condiciones. In vivo, MLT ha demostrado reducir los efectos del estrés oxidativo en diversos 

estudios: disminuyendo la acción de agentes cancerígenos (Tan y col, 1993b), contrarrestando 

el efecto de lipopolisacárido (Sewerynek y col, 1995), inhibiendo el daño oxidativo generado 

por herbicidas (Melchiorri y col, 1995), entre otros. Para explicar estos resultados se han 

sugerido efectos indirectos tales como activación de enzimas antioxidantes e inducción por 

modulación de la expresión génica (Pandi-Perumal y col, 2006; Barlow-Walden y col, 1995). Sin 

embargo, el estudio de MLT y sus análogos estructurales en sistemas modelo in vitro arrojaron 

y arrojan resultados variables (Livrea y col, 1997; Abuja y col, 1997; Fowler y col, 2003) y, 

muchas veces, contradictorios indicando que su actividad antioxidante directa depende del 

sistema y las condiciones de estudio.  

 En el presente capítulo se estudió el efecto antioxidante (cortador de cadena) in vitro 

de MLT y de compuestos (Figura 2.9) que están estrechamente relacionados con ella dado que 

todos pertenecen a la familia de indolaminas. Para ello se utilizó un sistema puramente lipídico 

que, a diferencia de la complejidad de los sistemas utilizados en varios trabajos previos, 

elimina la contribución de enzimas y otros compuestos antioxidantes no enzimáticos, 

midiéndose únicamente las propiedades antioxidantes de las moléculas estudiadas. 

Figura 2.9. Estructura de los compuestos estudiados en el presente capítulo 
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 Según nuestros resultados, 5HO-TRP demostró ser un secuestrador de radicales 

peroxilos más efectivo que el BHT cuando se estudió por las técnicas de quimioluminiscencia y 

producción de TBARS. Este efecto es coherente con la elevada actividad demostrada frente al 

radical DPPH• lo que lleva a la conclusión de que este compuesto posee elevada tendencia a 

ceder un radical H• a los radicales LOO• generados durante la peroxidación de Tg PUFAs n-3, 

cortando la cadena de peroxidación y protegiendo a los lípidos de sus efectos en forma 

dependiente de la concentración. NAS (también es un 5-HO derivado) mostró actividad 

secuestradora de radicales LOO•, disminuyendo la quimioluminiscencia e inhibiendo la 

formación de TBARS en forma concentración-dependiente. También demostró tener capacidad 

dadora de H• en el ensayo de DPPH. Su efectividad como antioxidante cortador de cadena fue 

menor que 5HO-TRP lo que indica que su única diferencia estructural (cadena lateral en 

posición 3) es un factor que influencia la actividad como antioxidante.  

 MLT no demostró ser un eficiente dador de H• cuando se analizó por ensayo de DPPH 

y el mismo comportamiento se observó para otro 5-metoxi derivado, 5-MTP. Estos resultados 

son consistentes con la falta de inhibición de producción de TBARS y la incapacidad de 

disminuir la producción de quimioluminiscencia demostrada por estos compuestos. Estos 

resultados nos permiten concluir que MLT y 5MTP no actuarían como antioxidantes cortadores 

de cadena clásicos en este sistema.  

 La formación de AFMK, el principal producto de reacción entre MLT y ciertas ROS 

(figura 2.10), es una reacción luminiscente. Esta reacción da lugar a la ruptura oxidativa del 

anillo indólico vía un intermediario dioxetano, o a través de la reacción de epoxidación de 

alquenos seguida de hidrólisis para formar el diol que puede ser oxidado a AFMK (Tan y col, 

2000a). El intermediario formado excitado decae a una molécula estabilizada por resonancia lo 

que origina una típica reacción luminiscente (Fuhrberg y col, 1994; Hardeland y col, 1997). 

AFMK fue detectado como producto de reacción entre melatonina y 1O2 (Poeggeler y col, 1994; 

Zang y col, 1998). La formación de AMK (metabolito de AFMK) también es quimioluminiscente. 

Por lo tanto, el efecto amplificador de quimioluminiscencia observado en presencia de MLT y 

5MTP podría deberse a un efecto prooxidante (consistente con los resultados observados en 

TBARS) o podría deberse a un efecto antioxidante en el que MLT reacciona con radicales 

formando AFMK y generando quimioluminiscencia (Carampin y col, 2003). Para resolver esta 

situación analizamos la formación de AFMK por cromatografía en capa fina (TLC) empleando 

una reacción de MLT con H2O2 y Fe2+ como control positivo. No se evidenció formación de 

AFMK en el sistema de Tg PUFAs n-3 peroxidados con CHP en presencia de MLT. La conclusión 

a la que nos llevan estos resultados es que MLT estaría reaccionando con especies generadas 
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durante la reacción de peroxidación pero esto no significaría un efecto protector de los lípidos. 

Por lo tanto, MLT no se comporta en este sistema como un antioxidante cortador de cadena 

clásico. 5MTP presentó un comportamiento análogo al de MLT por lo que las conclusiones se 

hacen extensivas a este compuesto.  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 2.10.Vía química y enzimática de reacción de formación de AFMK a 

partir de melatonina (Tan y col, 2001) 

 

 Barsacchi y colaboradores (1998) obtuvieron resultados similares cuando evaluaron el 

efecto de MLT y NAS en el consumo de vitamina E en glóbulos rojos peroxidados con CHP y 

cuando estudiaron su actividad frente al radical galvinoxilo (ensayo similar al de DPPH). En el 

primer ensayo MLT no sólo no presentó efecto protector sino que aumentó el consumo de 

vitamina E. Por el contrario, NAS logró suprimir el consumo de vitamina E, inhibiéndolo 

completamente a la máxima concentración analizada (400 mM). Por otro lado, MLT no mostró 

actividad dadora de H dado que no fue capaz de inhibir la señal de ESR del radical galvinoxilo. 

A la misma concentración, NAS logró reducir la intensidad de la señal mientras que vitamina E, 

empleada como control, la suprimió casi totalmente. Mediante estudios electroquímicos 

determinaron los potenciales de oxidación de MLT y NAS. Por los potenciales de oxidación 

obtenidos (positivos, menor para NAS) concluyeron que ambas indolaminas pueden actuar 
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como antioxidantes por un mecanismo de transferencia de electrones. Por sus potenciales de 

oxidación moderadamente bajos, MLT y NAS podrían sufrir oxidación por radicales 

fuertemente oxidantes tales como hidroxilo (Keithanh y Lerchl, 2005), fenoxilo y alcoxilo. MLT 

presentó un potencial de oxidación similar a otros derivados 5-metoxi indol y el potencial de 

NAS fue cercano a los de otros 5-HO derivados. Sin embargo, debido a su estructura química 

que posee un grupo OH conjugado con un NH, NAS puede sufrir el proceso de abstracción de 

hidrógeno antes que oxidación. 

 La comparación de análogos estructurales reveló una importancia crucial de los 

sustituyentes en las indolaminas. La presencia del grupo metoxi en posición 5 disminuye 

drásticamente la capacidad secuestradora de radicales (LOO• y DPPH). La presencia de un 

grupo OH en posición 5 determina una elevada actividad cortadora de cadena en NAS y 5HO-

TRP. 

 Varios trabajos presentan resultados que sustentan nuestras conclusiones: Marshall y 

colaboradores (1996) demostraron que MLT posee una limitada actividad antioxidante, Livrea 

y colaboradores (1997) demostraron que MLT ejerce una actividad antioxidante en liposomas 

de fosfatidilcolina de soja mucho menor que α-tocoferol, Reiter y colaboradores (2001) 

encuentran debatible la capacidad de MLT para secuestrar radicales LOO•. 

 

 



 

 

 

Capítulo 3 
Efecto de isómeros conjugados de ácido 

linoleico (CLAs) sobre la peroxidación 

lipídica de triglicéridos ricos en ácidos grasos 

n-3. 
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3.1. Introducción 

 La mayor parte de los ácidos grasos poli-no-saturados (PUFAs) se caracterizan por 

presentar sus dobles enlaces separados entre sí por grupos metileno. Una excepción a esta 

regla la constituyen los ácidos grasos conjugados. Los ácidos grasos conjugados más 

abundantes son los isómeros del ácido linoleico (CLAs). 

 

Estructura, isómeros y fuentes. Existen 28 isómeros posibles de CLA que difieren en la posición 

(por ej.: 7 y 9, 8 y 10, 9 y 11, 10 y 12, 11 y 13 – contando a partir del grupo carboxilo) y 

configuración (cis o trans) de los dobles enlaces. El isómero más común encontrado en aceites 

vegetales comunes como el aceite de soja o de maíz y en carne y leche de rumiantes (vacas, 

ovejas y cabras) (Gagliostro y col, 2002), donde puede alcanzar hasta 0,65% de los lípidos 

totales (Fritsche y Steinhart, 1998), es el llamado ácido ruménico (18:2 c9,t11), producto 

intermedio de la biohidrogenación del ácido linoleico (LA, 18:2 n-6) por la bacteria ruminal 

Butyrivibrio fibrisolvens (Pinto y col, 2002).  

 

Incorporación y metabolismo. Se ha demostrado que CLAs, al igual que otros PUFAs, se 

incorporan en lípidos de membrana en un rango que abarca de 1 a 50% del total de ácidos 

grasos de fosfolípidos, dependiendo del tipo celular (Subbaiah y col, 2010). Goedecke y col. 

(2009) han demostrado que una suplementación diaria de CLAs (50:50; t10, c12: c9, t11) 

durante 12 semanas aumenta el contenido de t10, c12 en triglicéridos de tejido adiposo 

mientras que el isómero c9, t11 tiende a aumentar en fosfolípidos de músculo esquelético. La 

incorporación de CLAs en lípidos neutros resulta en la acumulación en tejidos que son 

particularmente ricos en estos lípidos, tales como tejido mamario y adiposo (Banni, 2002). 

 

Efectos sobre la salud. Se le atribuyen diversos efectos benéficos tales como: regulador 

metabólico, efectos hipocolesterolémicos, antiaterogénicos, anticarcinogénicos, antioxidantes, 

e incluso presenta efectos favorables en la prevención y/o tratamiento de ciertas alergias 

alimentarias (Sanhueza y col, 2002). Ha sido reconocido por la Academia Nacional de Ciencias 

de Estados Unidos, como el único ácido graso que ha presentado inequívocamente la 

propiedad de inhibir la carcinogénesis en animales experimentales (Kelly y col, 1998).  Sehat y 

colaboradores (1998) señalaron que el isómero c9, t11 tendría un efecto anticancerígeno, 

mientras que el isómero t10, c12 actuaría en el aumento de la masa muscular y en la 

disminución del porcentaje de grasa. 
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 El papel que los CLAs juegan en el balance oxidativo ha sido investigado en algunos 

modelos y sistemas biológicos ya que éste podría ser la razón de algunos de sus efectos 

beneficiosos (Belury, 2002). Algunos autores demostraron que CLAs poseen actividad 

antioxidante y propusieron este mecanismo como explicación de sus efectos anticancerígeno y 

antiaterogénico. Sin embargo, otros investigadores señalaron que los CLAs poseen efectos 

prooxidantes (Basu y col, 2000). Paradójicamente, se descubrió su efecto anticancerígeno en un 

estudio que incluía carne frita (Pariza y Hargraves, 1985; Pariza y col, 1986). Hasta el presente 

no se sabe cómo estos ácidos grasos de estructura relativamente simple pueden tener tal 

variedad de funciones biológicas, por lo que es necesario profundizar el estudio de los 

diferentes efectos de los isómeros CLAs.  

 

 En el presente capítulo se planteó el objetivo de: 

 Estudiar el efecto antioxidante de isómeros conjugados del ácido linoleico (CLAs), ácido 

linoleico y metil linoleato sobre triglicéridos ricos en PUFAs n-3 disueltos en cloroformo, 

cuando la reacción es iniciada por tert-butil hidroperóxido. 

 

 El progreso de la reacción de peroxidación fue determinado por quimioluminiscencia. 

Se analizó la capacidad secuestradora de radicales de estos compuestos mediante el ensayo de 

DPPH. A diferencia de la complejidad de los sistemas en los que se ha estudiado el 

comportamiento de los isómeros de ácido linoleico conjugado, el presente estudio in vitro 

elimina la contribución de enzimas y otros compuestos antioxidantes, midiendo la actividad 

antioxidante directa del compuesto analizado.  
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3.2. Materiales y métodos 

 

3.2.1. Materiales 

 El proceso de peroxidación lipídica se estudió en aceite comercial de pescado 

(triglicéridos enriquecidos en ácidos grasos n-3, Tg PUFAs n-3) donado por Winterization 

Europe Fécamp Cedex, Francia. Los triglicéridos utilizados contenían, según datos del 

productor, 20% de ácido eicosapentenoico (EPA, 20:5 n-3) y 40% de ácido docosahexenoico 

(DHA, 22:6 n-3). Los isómeros de ácido linoleico conjugado CLA c9, t11y CLA t10, c12 (ambos 

90%) fueron provistos por Natural ASA, Lysaker, Noruega. Ácido linoleico (LA) (> 99%), metil 

linoleato (MLA) (>99%), 1,1-difenil-2-picrilhidracil (DPPH•) como radical libre (90%), tert-butil 

hidroperóxido (tBHP), trizma base y otros reactivos fueron suministrados por Sigma, St. Louis, 

MO, EEUU. Los solventes utilizados fueron de calidad cromatográfica. 

 Para los ensayos de determinación de quimioluminiscencia se empleó un contador 

fotónico (luminómetro) modelo 20/20n de Turner Biosystems, Sunnyvale, EEUU, con rango de 

respuesta espectral entre 350 y 650 nm.  

 El ensayo de DPPH• fue llevado a cabo en un espectrofotómetro Agilent Chem Station 

UV-VIS con arreglo de diodos. 

 

3.2.2. Métodos y técnicas 

3.2.2.1. Determinación de peroxidación lipídica de ácido linoleico libre, metil linoleato, CLA 

c9, t11 y CLA t10, c12 por detección de quimioluminiscencia. 

 LA, sus isómeros conjugados (CLA c9, t11 y CLA t10, c12) y su metil éster (MLA) 

disueltos en cloroformo (Cf: 1, 4, 10, 20, 100 y 200 mM) fueron incubados durante 60 minutos 

en una cámara termostatizada a 37°C (volumen final: 1 ml). La reacción de peroxidación fue 

iniciada por el agregado de 10 µl de solución metanólica de tBHP (Cf: 36,4 mM) cuya acción 

como iniciador de reacción es análoga a la de hidroperóxido de cumeno. Las unidades lumínicas 

relativas (RLUs) fueron determinadas mediante un luminómetro cada 5 minutos. La 

quimioluminiscencia total se determinó mediante la sumatoria de RLUs (RLUs totales), tomadas 

entre 15 y 45 minutos. Todas las soluciones fueron preparadas en el día. Se determinó la 

quimioluminiscencia de controles sin agregado de tBHP y estos valores se restaron a los valores 

obtenidos para las muestras peroxidadas. 
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3.2.2.2. Determinación de peroxidación lipídica de Tg PUFAs n-3 por detección de 

quimioluminiscencia. Efecto de CLAs, LA y MLA 

 Un volumen de 100 µl de aceite de pescado comercial (Tg PUFAs n-3) disuelto en 

cloroformo fue incubado durante 60 min a 37 °C en tubos Eppendorf en una cámara 

termostatizada (la Cf de lípidos equivale ≈100 mM tomando un PM promedio de triglicéridos 

≈900 g/mol y una densidad de 0,94 g/ml). La reacción de peroxidación fue iniciada por adición 

de 10 µl de solución metanólica de tBHP (Cf= 36,4 mM). Para analizar el efecto de CLAs, LA y 

MLA se utilizó el mismo procedimiento incubando los Tg PUFAs n-3 con estos compuestos (Cf= 

0, 1, 4, 10, 20, 100 y 200 mM) durante 15 minutos previos al agregado de tBHP. En todos los 

casos el volumen final fue 1 ml. El progreso de la reacción fue determinado mediante 

quimioluminiscencia. Para monitorear la reacción de peroxidación se determinó la intensidad 

lumínica en función del tiempo con un luminómetro, registrándose las unidades lumínicas 

relativas (RLUs) cada 5 minutos. Para comparar el efecto producido por los diferentes 

compuestos analizados se determinó la sumatoria de RLUs entre 15 y 45 minutos (RLUs 

totales).  

3.2.2.3. Determinación de actividad secuestradora de radicales de CLAs, LA y MLA por ensayo 

de DPPH. 

 La actividad secuestradora de radicales libres de los isómeros CLA, LA y MLA se 

determinó mediante su capacidad para decolorar el radical estable DPPH. 1 ml de solución 

etanólica de diferentes concentraciones (Cf= 5, 10, 15, 20 y 25 mM) de isómeros CLA, LA o MLA 

fueron agregados a 1 ml de solución etanólica de DPPH (Cf= 31,5 µM). La absorbancia se midió 

a 518 nm durante 120 min contra un blanco de etanol. La absorbancia inicial fue cercana a 0,4 

en todos los casos. El parámetro para estimar la actividad secuestradora de radicales de los 

compuestos fue el EC50 (ver Materiales y Métodos, Capítulo 2). 

 

3.2.2.4. Expresión de resultados 

 Se calcularon la media (̅ݔ) y desviación estándar (SD) de al menos tres experimentos 

independientes. El análisis estadístico se realizó con ANOVA y Test Múltiple de Rango basado 

en el método de Tukey HSD (p< 0.05) para identificar diferencias significativas 
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3.3. Resultados 

Determinación de peroxidación lipídica de ácido linoleico libre, metil linoleato, CLA c9, t11 y 

CLA t10, c12 por detección de quimioluminiscencia. 

 Se analizó la respuesta quimioluminiscente de la reacción de LA, MLA e isómeros CLAs 

(c9, t11 y t10, c12) con tBHP. El agregado de tBHP a diferentes concentraciones de LA (Figura 

3.1) y MLA (Figura 3.2) no produjo un aumento significativo de la quimioluminiscencia con 

respecto al control (0 mM) a ninguna de las concentraciones analizadas. En contraposición, CLA 

c9, t11 (Figura 3.3) y CLA t10, c12 (Figura 3.4) mostraron aumento significativo de la 

fotoemisión con respecto al control, a 100 y 200 mM. Estos resultados determinaron que los 

isómeros conjugados de ácido linoleico poseen mayor susceptibilidad a la acción de tBHP que el 

LA y su metil derivado. Cada punto en los perfiles de quimioluminiscencia representa la media 

de tres experimentos independientes. Las desviaciones estándar fueron omitidas 

intencionalmente para simplificar la visión de los resultados. 

 

Figura 3.1. Izq. Quimioluminiscencia en función del tiempo durante la 

peroxidación lipídica iniciada por tBHP de diferentes concentraciones de ácido 

linoleico libre. Cada punto representa la media de tres determinaciones. Der. 

RLUs totales, sumadas entre 15 y 45 minutos, en función de las 

concentraciones de LA. Cada barra representa x ഥ ±  SD de tres experimentos 

independientes. 
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Figura 3.2. Izq. Quimioluminiscencia en función del tiempo durante la 

peroxidación lipídica iniciada por tBHP de diferentes concentraciones de metil 

linoleato. Cada punto representa la media de tres determinaciones. Der. RLUs 

totales, sumadas entre 15 y 45 minutos, en función de las concentraciones de 

MLA. Cada barra representa x ഥ ±  SD de tres experimentos independientes. 

 

 

Figura 3.3. Izq. Quimioluminiscencia en función del tiempo durante la 

peroxidación lipídica iniciada por tBHP de diferentes concentraciones de CLA 

c9, t11. Cada punto representa la media de tres determinaciones. Der. RLUs 

totales, sumadas entre 15 y 45 minutos, en función de las concentraciones de 

CLA c9,t11. Cada barra representa x ഥ ±  SD de tres experimentos 

independientes. Un asterisco (*) indica diferencia significativa con respecto al 

control (0 mM), p<0,05 
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Figura 3.4. Izq. Quimioluminiscencia en función del tiempo durante la 

peroxidación lipídica iniciada por tBHP de diferentes concentraciones de CLA 

t10, c12. Cada punto representa la media de tres determinaciones. Der. 

Sumatorias de las RLUs totales, tomadas entre 15 y 45 minutos, en función de 

las concentraciones de CLA t10, c12. Cada barra representa x ഥ ±  SD de tres 

experimentos independientes. Un asterisco (*) indica diferencia significativa con 

respecto al control (0 mM), p<0,05 

 

Determinación de peroxidación lipídica de Tg PUFAs n-3 por detección de 

quimioluminiscencia. Efecto de CLAs, LA y MLA 

 Como se observa en la figura 3.5 triglicéridos ricos en ácidos grasos n-3 (Tg PUFAs n-3) 

producen un máximo de fotoemisión (3151 ± 134 RLUs) 5 minutos después de agregado el 

tBHP. 

 Los Tg PUFAs n-3 peroxidados en presencia de diferentes concentraciones (de 1 a 200 

mM) de LA (Figura 3.6 A) y de MLA (Figura 3.6 B) no produjeron modificaciones en los niveles 

de fotoemisión con respecto al control (0 mM). Cuando los triglicéridos se incubaron con CLA 

c9,t11 y CLA t10,c12, tras el agregado de tBHP se observó inhibición de la quimioluminiscencia: 

CLA t10, c12 disminuyó significativamente la fotoemisión a 100 y 200 mM (Figura 3.6 D), 

mientras que CLA c9, t11 sólo produjo disminución significativa a una concentración de 200 

mM (Figura 3.6 C). 
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Figura 3.5. Perfil de quimioluminiscencia producida por la peroxidación lipídica 

de Tg PUFAs n-3 en función del tiempo. Cada punto representa x ഥ ±  SD de tres 

experimentos independientes. 

 

Figura 3.6. Efecto de la concentración de A) LA, B) MLA, C) CLA c9,t11 y D) CLA 

t10,c12 sobre la peroxidación lipídica de Tg PUFAs n-3 determinada por 

quimioluminiscencia. Cada barra representa la media de la sumatoria de RLUs 
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(entre 15 y 45 minutos) ± SD, para tres experimentos independientes. Un 

asterisco (*) indica diferencias significativas con respecto al control (0 mM), 

p<0.05.  

 

Determinación de actividad secuestradora de radicales de CLAs, LA y MLA por ensayo de 

DPPH. 

 En las figuras 3.7A y B se observa que LA y MLA no presentaron actividad 

secuestradora de radical DPPH a las concentraciones ensayadas (5-25 mM). En estas figuras 

sólo se representa la máxima concentración (25 mM) para una mejor visualización de los 

resultados. Tanto CLA c9, t11 como CLA t10, c12 presentaron actividad secuestradora de 

radicales dependiente de la concentración (Figuras 3.5 C y D). 

 

Figura 3.7. Reacción de DPPH con diferentes concentraciones de: A) LA, B) 

MLA, C) CLA c9, t11 y D) CLA t10, c12 en función del tiempo. Cada punto 

representa x ഥ ±  SD de tres experimentos independientes. 
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 El %DPPHrem en el estado estacionario se graficó en función de la concentración de CLAs 

(Figura 3.8) para obtener EC50 cuyos valores promedio fueron 16,9±0,9mM para CLA c9, t11 y 

16,4±0,8mM para CLA t10, c12. Estos valores de EC50 no poseen diferencias estadísticamente 

significativas, por lo que ambos isómeros CLA parecen poseer la misma actividad secuestradora 

de radicales, determinada por ensayo de DPPH. 

 

Figura 3.8. Dependencia del %DPPHrem con la concentración de A) CLA c9,t11 y B) 

CLA t10, c12 
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3.4. Discusión 

 Desde su descubrimiento como inhibidor de la carcinogénesis el ácido linoleico 

conjugado ha sido descripto como responsable de una gran variedad de efectos biológicos 

(Pariza, 2004). En realidad, el término “ácido linoleico conjugado” abarca a más de 20 isómeros 

estructurales. Entre ellos, los isómeros c9, t11 y t10, c12 han demostrado ser igualmente 

efectivos en la inhibición de la carcinogénesis (Ip y col, 1991). Sin embargo, isómeros 

diferentes parecen tener diferentes efectos aunque sus mecanismos bioquímicos aún 

necesitan ser estudiados. Por esta razón en este capítulo se detallan los resultados de nuestros 

estudios direccionados a investigar el efecto antioxidante de estos compuestos, lo que podría 

estar relacionado con sus efectos anticancerígenos. En este contexto se analizó la reactividad 

de dos de los isómeros CLA más importantes (c9, t11 y t10, c12) con radicales lipoperoxilos y 

con DPPH. 

 Nuestros resultados demuestran que CLAs fueron más susceptibles a la peroxidación 

que LA y MLA cuando se analizaron por quimioluminiscencia. Esta característica podría tener 

dos consecuencias diferentes: los CLAs podrían ser facilitadores de la fase de propagación de la 

peroxidación o bien, podrían retener la función radical estabilizándola en su estructura y 

actuando así como antioxidantes. Para definir cuál de estos mecanismos propician los CLAs 

estudiamos su efecto sobre un sistema de peroxidación de triglicéridos ricos en PUFAs. Los 

resultados indican que los CLAs lograron inhibir la reacción de peroxidación de los triglicéridos 

con una efectividad dependiente de la concentración mientras que LA y MLA no tuvieron esta 

capacidad. Por lo tanto, la diferencia estructural que distingue a los CLAs del LA determina una 

diferencia funcional que les da carácter antioxidante. No obstante, debemos considerar que las 

concentraciones de CLAs que resultaron efectivas fueron muy elevadas (≥100 mM). Existe 

evidencia que demuestra que CLAs, con sus dos dobles enlaces conjugados, serían más 

vulnerables a la autooxidación que el ácido linolénico, con tres dobles enlaces separados por 

puentes metileno. Esto se debe a que CLAs pueden donar un electrón o un hidrógeno 

eficientemente para formar un intermediario radical estabilizado por resonancia (Zhang y 

Chen, 1997). Tvrzicka y colaboradores (2011) atribuyeron el efecto antioxidante de CLAs a una 

mayor facilidad para formar estructuras furano.  

 La mayor reactividad de CLAs frente a radicales comparada con la de LA y MLA también 

se observó en el ensayo de DPPH donde también se hizo evidente el elevado valor de EC50 

obtenido para CLAs. Fue necesaria una concentración ≈ 16 mM de CLAs para poder decolorar 

una solución ≈30 µM de DPPH. Es decir, fue necesaria una concentración de CLAs tres órdenes 

de magnitud mayor que la de DPPH. Debido a que las concentraciones efectivas de CLAs 
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fueron muy elevadas creemos que estudios adicionales son necesarios para determinar la 

actividad secuestradora de radicales de estos compuestos en sistemas que simulen 

condiciones fisológicas y buscar una correlación entre su actividad antioxidante y sus ya 

asignados efectos biológicos. 

  

 

  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



 

 

 

Capítulo 4 
Estudio de la susceptibilidad a la 

peroxidación de liposomas de lípidos de 

retina. Efecto de sonicación, medio e 

iniciador de reacción. 
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4.1. Introducción 

 Diversos aspectos de la morfología, fisiología y bioquímica de la retina han sido 

ampliamente estudiados, aunque en el área de bioquímica y metabolismo de los lípidos aún 

quedan interrogantes por responder. Los lípidos son constituyentes cuantitativamente muy 

importantes de la retina y su metabolismo es fundamental en la fisiología de la misma, 

especialmente en las células fotorreceptoras.  

 

Organización celular de retina de vertebrados. La retina de vertebrados es un tejido delgado 

(0.1 a 0.3 mm de espesor) ubicado en la parte posterior interna del ojo (Figura 4.1). Es una 

extensión periférica del sistema nervioso central. Su organización celular consta de 6 tipos 

celulares neuronales: células fotorreceptoras (bastones y conos), células bipolares, células 

horizontales, células amacrinas, células interplexiformes y células ganglionares (Figura 4.2). Las 

células neuronales se encuentran rodeadas por células gliales conocidas como células de 

Muller. Funcionalmente, la retina está dividida en dos capas: la externa (sensorial), que 

contiene las células fotorreceptoras, y la interna (neural), que contiene el resto de células 

retinianas. Histológicamente, la retina se divide en 10 capas que incluyen los núcleos de las 

diferentes células y las conexiones sinápticas entre ellas (Fliesler y Anderson, 1983). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 4.1. Esquema de corte del ojo (Tomada de www.gusgsm.com) 

 

Irrigación sanguínea retiniana. La irrigación está determinada por dos sistemas circulatorios 

independientes: 1) el sistema coroidal (ubicado entre la esclerótica y células pigmentarias) 

conformado por una red de capilares fenestrados que nutren las capas retinianas más 

externas. El epitelio pigmentario de la retina (EPR) y la membrana de Bruch forman la barrera 

hemato-retiniana externa. La barrera hemato-retiniana interna está constituida 
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principalmente por las células endoteliales. La presencia de uniones estrechas entre las células 

del EPR y del endotelio vascular es esencial para el control estricto del transporte de líquidos y 

solutos a través de la barrera hemato-retiniana, así como para prevenir la entrada de 

moléculas tóxicas y componentes del plasma en la retina (Strauss, 2005). El segundo sistema 

circulatorio proviene de la arteria retiniana y provee de nutrientes a todos los componentes de 

la retina neural. Los capilares que nutren la retina interna no son fenestrados y el intercambio 

pasivo de material se restringe a moléculas pequeñas, iones y gases (Fliesler y Anderson, 

1983). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 4.2. Esquema de corte de retina (Tomada de www.gusgsm.com) 

 

Composición lipídica de retina. La retina posee la concentración de lípidos y fosfolípidos más 

alta que la de cualquier otro tejido ocular. Los lípidos constituyen el 20% de su peso seco, de 

los cuales, las 2/3 partes son fosfolípidos. En general, la relación entre lípidos no polares y 

fosfolípidos en este tejido se encuentra en el rango entre 0,3 y 0,5. Fosfatidilcolina (40-50 %) y 

fosfatidiletanolamina (30-35 %) constituyen los principales fosfolípidos, encontrándose en 

menor proporción fosfatidilserina (5-10 %), fosfatidilinositol (3-6 %) y esfingomielina (2-8 %). 

Ácido fosfatídico y cardiolipina se encuentran en muy baja proporción (Fliesler y Anderson, 

1983). El 50% de los ácidos grasos de la retina son no saturados. Un 25% de sus ácidos grasos 

lo constituye el ácido docosahexenoico (DHA, 22:6 n-3), un ácido graso de 22 carbonos y 6 

dobles enlaces.  

 

Importancia de los lípidos en la función retiniana normal. Estudios comparativos de una amplia 

variedad de membranas biológicas con respecto a su composición molecular y actividad 

biológica sugirieron que elevado contenido de fosfolípidos y PUFAs y bajo contenido en 

colesterol son características de membranas “metabólicamente activas”, tales como 
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membrana mitocondrial y de cloroplastos, en contraste con las “metabólicamente inactivas”, 

como mielina de los nervios (Fleischer y Rouser, 1965; O´Brien, 1967). Basándonos en este 

sistema de clasificación y la composición lipídica previamente descripta, es razonable pensar 

en la retina como un tejido rico en membranas “metabólicamente activas”. Esta composición 

lipídica particular determina una gran fluidez de las membranas imprescindible para llevar a 

cabo las funciones normales de la retina. La función principal de la retina es absorber fotones 

de luz e iniciar la excitación visual. La absorción de fotones ocurre en los segmentos externos 

de las células fotorreceptoras iniciándose una reacción de isomerización cis-trans de 11-cis-

retinaldehído que se encuentra covalentemente unido a la porción proteica del pigmento 

visual (rodopsina). La composición lipídica de la membrana afecta también la movilidad lateral 

y rotacional de rodopsina (cambios conformacionales producidos por efecto de la luz), al igual 

que su orientación dentro de la membrana, regeneración, propiedades espectroscópicas y 

estabilidad térmica (Fliesler y Anderson, 1983).  

 

Papel de la peroxidación lipídica en las patologías retinianas. Existe abundante evidencia que 

señala que la peroxidación lipídica daña las membranas fotorreceptoras retinianas. 

Claramente, las membranas presentes en la retina son sustratos ideales para las reacciones de 

peroxidación. Los fosfolípidos que forman parte de estas membranas contienen la 

concentración de PUFAs más elevada comparada con cualquier otro sistema de membranas 

estudiado. Su principal PUFA, el DHA, es especialmente susceptible a la peroxidación lipídica. 

Además, la retina posee el mayor consumo de oxígeno por peso que cualquier otro tejido y 

mantiene una tensión de oxígeno elevada, lo que puede resultar tóxico para este tejido (Stone 

y col, 1979; Winkler y col, 1999). 

 Existen datos que indican que la peroxidación lipídica produce alteraciones 

morfológicas de la retina. Los daños observados son típicamente: núcleos picnóticos, 

disrupción de la morfología de membranas con formación de vesículas, degeneración macular, 

aumento de gránulos de lipofucsina en epitelio pigmentado, entre otros (Fliesler y Anderson, 

1983). Se ha comprobado que los niveles de peróxidos lipídicos en la retina están elevados en 

condiciones patológicas que involucran a radicales libres, mientras que el contenido de DHA 

decae significativamente. Además, biomoléculas tales como proteínas o aminolípidos, pueden 

ser modificados covalentemente por productos de descomposición lipídica (Catalá, 2009). 

Estas alteraciones morfológicas pueden encontrarse en patologías retinianas tales como: 

glaucoma, cataratas, retinopatía diabética, inflamación ocular, degeneración retiniana, etc 

(Nau-Staudt y col, 2001; Ueda y col, 1996). 
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 El elevado contenido de fosfolípidos de la retina hace posible la preparación de 

liposomas a partir de sus lípidos. Los fosfolípidos son moléculas anfipáticas, es decir, contienen 

una región polar (o cabeza del fosfolípido) constituida por el fosfato cargado y las sustituciones 

del mismo, y una cola no polar constituida por cadenas hidrocarbonadas hidrofóbicas. Los 

ácidos grasos esterifican al glicerol en las posiciones sn-1 y sn-2 y el grupo fosfato en la 

posición sn-3. Por lo general, el C-1 del glicerol se encuentra esterificado por un ácido graso 

saturado y el C-2 por un ácido graso no saturado (Berg y col, 2002). Los fosfolípidos en medios 

acuosos tienden a minimizar el contacto con el agua de las cadenas hidrocarbonadas, de 

naturaleza lipofílica formando estructuras que exponen las regiones polares al medio acuoso 

manteniendo aisladas las regiones no polares. De esta manera es posible obtener membranas 

liposomales. Esta habilidad espontánea del sistema para evolucionar desde un estado 

desordenado a estructuras definidas y ordenadas, responde a la necesidad de disminuir la 

función G (energía libre de Gibbs; Larsson, 1994). 

 Estudios de peroxidación sobre membranas modelo, tales como liposomas de lípidos 

de retina, son útiles para avanzar en el conocimiento sobre aspectos que no pueden ser 

estudiados directamente en membranas biológicas. Para estudiar el proceso de peroxidación 

lipídica en la retina, evitando la complejidad de este sistema biológico, se analizó el proceso 

sobre liposomas preparados con lípidos aislados de retina bovina. 

En el presente capítulo el objetivo fue: 

 Determinar el efecto del medio de reacción y del iniciador sobre la peroxidación 

lipídica de diferentes tipos de liposomas preparados con lípidos de retina bovina  

 

 La peroxidación de liposomas sonicados (LS) y sin sonicar (LNS) fue iniciada con Fe2+ y 

Fe3+. Los medios de reacción empleados fueron agua, solución fisiológica (NaCl 0,15 M) y 

buffer Tris (20 mM, pH 7,4). Para seguimiento de la reacción se determinó el aumento de 

absorbancia a 234 nm (dienos conjugados) y la producción de sustancias reactivas al TBA (ver 

Anexo).  
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4.2. Materiales y métodos 

 

4.2.1. Materiales 

 El proceso de peroxidación se estudió en diferentes tipos de liposomas preparados a 

partir de lípidos de retinas bovinas. Para ello, se obtuvieron ojos bovinos donados por 

Frigorífico Gorina (La Plata, Buenos Aires). Para la extracción de lípidos se utilizaron solventes 

de calidad cromatográfica: cloroformo (U.V.E.), metanol (Mallinckrodt). Los iniciadores de 

reacción fueron reactivos de alta pureza: FeSO4 (Fluka) y FeCl3 (Anhedra). Los demás reactivos 

utilizados fueron también de alta calidad: NaCl (Cicarelli), TBA (Fluka), Trizma base (Sigma), 

BHT (Sigma).  

 Para la obtención de retinas y, posteriormente, de lípidos se empleó un 

homogeneizador Ultraturrax X25. Para producir liposomas sonicados se empleó un sonicador 

Sonics vibra cell, Modelo VCX 750 (750 W, 20kHz). En la determinación de dienos conjugados y 

TBARS se utilizó un espectrofotómetro Shimadzu UV-1800.  

  

4.2.2. Métodos y técnicas 

 

4.2.2.1. Obtención de homogeneizados de retina bovina 

 Los ojos fueron enucleados en el frigorífico (Frigorífico Gorina) y transportados al 

laboratorio donde se obtuvieron las retinas. Con todos los tubos y soluciones en baño de hielo, 

se removieron las córneas, lentes y humor vítreo bajo luz roja. La copa del ojo fue invertida y 

con chorros de solución fisiológica se desprendió la retina dejándola caer cuidadosamente en 

un vaso de precipitados. Aproximadamente cuarenta retinas se homogeneizaron en solución 

de NaCl 0,15 M (1 ml/retina) durante 120 seg (en ciclos alternados de 20 seg) en baño de hielo 

con un homogeneizador Ultraturrax X25 a 7000 rpm (Guajardo y col, 2002).  

 

4.2.2.2. Extracción de lípidos 

 Los lípidos totales de los homogeneizados de retina se extrajeron con cloroformo: 

metanol (2:1, v/v) (Folch y col, 1957), en una relación de una parte de muestra a 5 partes de 

mezcla extractiva. A la mezcla se agregó un 20 % de su volumen de agua destilada, se agitó y se 

dejó decantar a baja temperatura para permitir la separación de dos fases: una superior 

metanólica acuosa y una inferior clorofórmica. La fase superior fue desechada y la inferior 

almacenada a -22 °C 
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4.2.2.3. Preparación de liposomas 

 La fase clorofórmica conteniendo lípidos totales de retina se evaporó en baño de agua 

a 50 °C bajo corriente de nitrógeno hasta sequedad y se sometió a vacío para eliminar trazas 

de cloroformo. El film formado por los lípidos secos fue resuspendido en solución fisiológica 

(NaCl 0,15 M) y agitado con ayuda de un vórtex para obtener LNS (Cf= 2 mg lípido/ml). LS se 

prepararon en baño de hielo empleando un sonicador de punta. La sonicación se realizó al 75% 

de la frecuencia máxima, hasta que la suspensión alcanzó la mínima densidad óptica (Gal y col, 

2003). 

 

4.2.2.4. Determinación de tamaño de liposomas por dispersión dinámica de luz (Dinamic 

Light Scattering, DLS) 

 Para determinar el tamaño de los liposomas se midió la función de correlación G(q,t) 

de la intensidad de luz dispersa a 90° con un fotogoniómetro (ALV/CGS-5022F) acoplado a un 

correlador digital de tiempo múltiple (o múltiple τ) (ALV-5000/EPP), que cubre un rango de 

tiempo de 10-6-10-3 segundos. La fuente de luz empleada fue un láser de helio-neón con una 

longitud de onda de 633 nm operando a 22 mW. Cada función de correlación fue analizada con 

el ajuste por cumulantes que brinda un coeficiente de difusión medio aparente (D) y la 

dispersión (δD) de este valor (Koppel, 1972).  

 G(q,t) corresponde al módulo de “vector de dispersión”, esto es, el módulo de la 

diferencia entre el momento lineal de la luz dispersada (vector k’) y el momento lineal de la luz 

incidente (vector k). El vector k’ forma un ángulo Ѳ (ángulo de dispersión) con respecto al 

vector k. τ corresponde al tiempo de retardo. CONTIN es un software desarrollado por 

Provencher para resolver el llamado “problema inverso de dispersión”. Normalmente, cada 

partícula (en este caso liposoma) dispersa la luz según su tamaño, su índice de refracción con 

respecto al solvente, etc. El problema inverso consiste en extraer información del coeficiente 

de difusión traslacional a partir de medidas experimentales de luz dispersada. El radio 

hidrodinámico se obtiene a partir del coeficiente de difusión por la fórmula de Stokes-Einstein. 

Los radios hidrodinámicos promedio se analizaron mediante la transformada inversa de 

Laplace (con software CONTIN). 

 Las mediciones se realizaron a 25 °C empleando 80 µl de LS y LNS (2 mg/ml lípidos) en 

agua, solución fisiológica y buffer Tris-HCl 20 mM (Vf= 2 ml). La Cf de lípidos es ≈0,1 mM, 

considerando un PM promedio de fosfolípidos ≈ 800 g/mol.  
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4.2.2.5. Determinación espectrofotométrica de dienos y trienos conjugados 

 Liposomas de lípidos de retina sonicados y no sonicados (Cf≈ 0,1 mM de lípidos) fueron 

incubados durante 180 min a temperatura ambiente en cubetas de cuarzo de 1 cm x 1 cm. La 

reacción de peroxidación fue iniciada por Fe2+ o Fe3+ (Cf= 25 µM) llevando a volumen final (2 

ml) con agua, solución fisiológica (NaCl 0,15 M) o buffer Tris-HCl 20 mM pH 7,4.  

 Para analizar la producción de dienos y trienos conjugados durante la peroxidación de 

liposomas, se registraron los espectros de absorción cada un minuto, entre 200 y 300 nm con 

un espectrofotómetro Shimadzu UV 1800. El aumento de absorción a 234 nm (debido a 

formación de dienos conjugados) y a 270 nm (trienos conjugados) se graficó en función del 

tiempo durante 180 min. La velocidad inicial de reacción se determinó como la pendiente de la 

recta con la que se ajustó el rango lineal de la curva ΔAbs en función del tiempo. El tiempo de 

retardo (fase lag) se define como el tiempo transcurrido hasta el inicio de la fase lineal de la 

curva ΔAbs en función del tiempo (Sargis y Subbaiah, 2003). 

 

4.2.2.6. Determinación de sustancias reactivas al ácido tiobarbitúrico (TBARS) 

 Alícuotas de 150 µl de mezcla de reacción (preparadas de la misma manera que en el 

ítem 4.2.2.5) fueron tomadas a distintos tiempos (0, 15, 30, 60, 120 y 180 min) mezclándose 

con 10 µl de BHT (0,1% p/v en etanol) para evitar peroxidación adicional durante la incubación. 

Se agregaron 850 µl de TBA (0,37 % p/v en HCl 0,25 N) y las muestras se incubaron durante 30 

minutos a 75 °C. Finalizado este lapso, las muestras se dejaron enfriar a temperatura 

ambiente, se agregó 1 ml de agua y se determinó la absorbancia a 532 nm. Velocidad inicial de 

reacción y tiempo de retardo en el inicio de la reacción fueron calculados de la misma manera 

que para dienos y trienos conjugados. 
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4.3. Resultados 

Determinación de tamaño de liposomas por dispersión dinámica de luz (Dinamic Light 

Scattering, DLS) 

 Los radios hidrodinámicos promedio de los liposomas determinados por análisis DLS se 

presentan en la tabla 4.1. Los datos obtenidos por dispersión dinámica de luz se traducen a 

valores de radios hidrodinámicos mediante el método de cumulantes. Para distribuciones de 

tamaño que no son muy anchas (PI < 0.30) el método de cumulantes provee valores medios 

apropiados del radio hidrodinámico. Sólo las muestras sonicadas fueron analizadas con este 

método. Se seleccionaron hasta tres muestras representativas y se promediaron (resultados 

expresados en la tabla 4.1 como valores puntuales). LNS mostraron una distribución 

multimodal de tamaño cuando se analizaron mediante transformada inversa de Laplace 

(CONTIN), un resultado que es compatible con el alto valor del índice de polidispersidad del 

ajuste por cumulantes (PI > 0.4). Por esta razón los valores se expresaron como un rango y no 

como un valor puntual. 

 Los radios hidrodinámicos para LNS en diferentes medios acuosos, cubrieron un rango 

amplio presentando una distribución de tamaños con máximos centrados entre 190 y 320 nm. 

Por otra parte, los resultados para LS dan, a partir del método de cumulantes, radios 

hidrodinámicos del orden de 76,4 a 83,3 nm, mostrando, como era de esperar, una influencia 

significativa del sonicado sobre el tamaño de los mismos. Es claro que los LNS poseen radios 

hidrodinámicos mayores que los sonicados. 

 

Tabla 4.1. Radios hidrodinámicos de liposomas sonicados y no sonicados en los 

diferentes medios acuosos obtenidos por dispersión dinámica de luz.  

Liposomas 
 

Medio acuoso 
 

Radio hidrodinámico 
[nm]  

Índice de polidispersidad 
(PI) 

Sonicados 

 Agua 
 

76,4 
 

0,31 
 NaCl  

 
83,3 

 
0,27 

 Tris-HCl  
 

83,3 
 

0,27 

No 
sonicados 

 Agua 
 

190 – 225 
 

0,44 
 NaCl  

 
260 - 320 

 
0,45 

  Tris-HCl    200 - 240 
 

0,43 
Los valores de radio hidronámico informados para liposomas sonicados son un promedio de tres determinaciones.  

 

Peroxidación de liposomas sonicados y no sonicados de lípidos de retina en diferentes 

medios acuosos empleando Fe2+ como iniciador de reacción. 
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Figura 4.3. Evolución temporal (0, 90 y 180 min) de los espectros de absorción 

de liposomas peroxidados con Fe2+ como iniciador de la reacción. Liposomas 

sonicados en A) agua, B) solución fisiológica, C) buffer Tris. Liposomas no 

sonicados en D) agua, E) solución fisiológica, F) buffer Tris 

 

 La figura 4.3 muestra los cambios en los espectros de absorbancia de liposomas 

peroxidados con Fe2+ en los diferentes medios acuosos. LS y LNS presentaron tanto en agua 

como en solución fisiológica una disminución de la absorbancia entre 200 y 215 nm notoria. La 

disminución de absorbancia en este rango corresponde a la pérdida del enlace metilénico 

entre los dobles enlaces (lípidos no peroxidados) debido a la formación de dienos conjugados. 

Esta disminución fue mucho menor cuando la reacción se lleva a cabo en buffer Tris-HCl. Entre 

230 - 240 nm y 260 - 280 nm se observaron aumentos de absorbancia en forma de “hombros” 

que son mayores en agua y solución fisiológica que en buffer.  
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Figura 4.4. Producción de TBARS (puntos), dienos conjugados (línea continua) y 

trienos conjugados (línea discontinua) en función del tiempo de reacción con 

Fe2+ como iniciador. Liposomas sonicados en A) agua, B) solución fisiológica, C) 

buffer Tris. Liposomas no sonicados en D) agua, E) solución fisiológica, F) buffer 

Tris 

 

 La figura 4.4 representa la variación de absorbancia en función del tiempo de reacción 

a 234 nm (debida a formación de dienos conjugados) y a 270 nm (generada por trienos 

conjugados) durante la peroxidación iniciada por Fe2+. En los mismos gráficos se incluye la 

formación de TBARS. 

 En la peroxidación de LS en agua (figura 4.4 A) se observó un tiempo de retardo de 30 

minutos en la formación de TBARS y un valor máximo de absorbancia a 532 nm de 0,24 DO. La 

formación de dienos conjugados mostró un tiempo de retardo de 7 minutos, una fase inicial 

rápida (V0= 2,07 DO/h) hasta los 40 min de reacción, a partir de los cuales la velocidad 

disminuyó, se mantuvo constante y positiva hasta el fin del tiempo de reacción (ver datos 

cinéticos en Tabla 4.2). La formación de trienos conjugados mostró la misma tendencia que 

dienos conjugados aunque su producción fue menor. 

 LS peroxidados en solución fisiológica (Figura 4.4.B) generaron una producción 

inmediata de TBARS (tiempo de retardo= 0 min) y alcanzaron un valor máximo de absorbancia 

de 0,23 DO, valor similar al obtenido cuando la reacción se llevó a cabo en agua. La velocidad 

inicial de reacción (V0=4,8 DO/h) según la formación de dienos conjugados, duplicó a la 

obtenida en agua. A partir de los 30 min de reacción la absorbancia a 234 nm disminuyó en 

forma constante. La absorbancia a 270 nm también aumentó con una velocidad inicial superior 
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a la observada en agua y se hace máxima alrededor de los 30 min. A partir de allí se mantuvo 

constante. 

 La presencia de buffer Tris-HCl (Figura 4.4.C) como medio de reacción determinó el 

mayor tiempo de retardo en la aparición de TBARS (60 min) y el menor valor máximo de Abs532  

alcanzado (0,09 DO). La velocidad de formación de dienos conjugados fue la mínima (V0= 1,20 

DO/h) comparada con las obtenidas en agua y solución fisiológica. La absorbancia a 234 nm 

alcanzó su valor máximo a los 30 minutos y a partir de allí se mantuvo constante. Los valores 

de absorbancia a 234 nm fueron similares a los obtenidos a 270 nm.  

 La peroxidación de LNS en agua (Figura 4.4.D) mostró un tiempo de retardo para la 

producción de TBARS de 30 minutos y un valor de Absmáx a 532 nm de 0,21 DO. La formación 

de dienos conjugados mostró un tiempo de retardo de 16 min y una velocidad inicial de 0,7 

DO/h que se mantuvo hasta los 60 min. A partir de entonces la velocidad disminuyó y se 

mantuvo constante y positiva. Trienos conjugados mostraron la misma tendencia que dienos 

pero su producción fue inferior. 

 Los LNS en solución fisiológica (Figura 4.4.E) produjeron TBARS sin tiempo de retardo y 

alcanzaron un valor final de Abs532 similar al obtenido en agua (0,21 DO). La formación de 

dienos conjugados presentó menor tiempo de retardo (2 min) que en agua. La velocidad inicial 

de formación de dienos conjugados (1,35 DO/h) fue superior a la observada en agua. Esta 

velocidad se mantuvo hasta los 30 min y a partir de allí la absorbancia no varió en el tiempo. El 

valor final de Abs234 (0,44 DO) fue inferior al observado en agua. 

 LNS en buffer Tris-HCl (Figura 4.4.F) mostraron el mayor retardo en la producción de 

TBARS y el menor valor final de Abs532 (0,08 DO) comparando estos resultados con los 

obtenidos en agua y solución fisiológica. Si bien el inicio de la producción de dienos conjugados 

fue inmediato y la velocidad de formación fue superior a la del agua, el valor de Abs234 fue el 

menor de los tres medios de reacción. 

 Teniendo en cuenta el efecto de la sonicación deducimos que los liposomas sonicados 

fueron más susceptibles a la peroxidación iniciada por Fe2+ que los liposomas no sonicados. 

Esto se observó sobre todo en solución fisiológica y en agua, mientras que en buffer Tris-HCl 

no se observaron diferencias significativas en cuanto a la susceptibilidad de los diferentes 

liposomas. Solución fisiológica resultó ser el medio en que la peroxidación lipídica fue más 

eficiente. En este orden le siguió el agua y en último lugar buffer Tris-HCl. 
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Peroxidación de liposomas sonicados y no sonicados de lípidos de retina en diferentes 

medios acuosos empleando Fe3+ como iniciador de reacción. 

 

Figura 4.5. Evolución temporal (0, 90 y 180 min) de los espectros de absorción 

de liposomas peroxidados con Fe3+ como iniciador de la reacción. Liposomas 

sonicados en A) agua, B) solución fisiológica, C) buffer Tris. Liposomas no 

sonicados en D) agua, E) solución fisiológica, F) buffer Tris 

 

 La figura 4.5 muestra los cambios producidos en los espectros de absorbancia de 

liposomas peroxidados con Fe3+ en los diferentes medios acuosos. Al igual que con Fe2+, LS y 

LNS presentaron tanto en agua como en solución fisiológica una disminución notoria de la 

absorbancia entre 200 y 215 nm. Esta disminución no resultó tan evidente en buffer Tris-HCl. 

Entre 230 - 240 nm y 260 - 280 nm se observaron aumentos de absorbancia en forma de 

“hombros” que fueron mayores en agua y solución fisiológica que en buffer.  
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Figura 4.6. Producción de TBARS (puntos), dienos conjugados (línea continua) y 

trienos conjugados (línea discontinua) en función del tiempo de reacción con 

Fe3+ como iniciador. Liposomas sonicados en A) agua, B) solución fisiológica, C) 

buffer Tris. Liposomas no sonicados en D) agua, E) solución fisiológica, F) buffer 

Tris 

  

 En la figura 4.6 se observan la producción de TBARS junto a la de dienos y trienos 

conjugados en función del tiempo, empleando Fe3+ como iniciador de reacción. Comparando 

las figuras 4.6 A-C (liposomas sonicados) se observa que el mayor tiempo de retardo para la 

producción de TBARS se dio en buffer, siendo de 60 min, mientras que en agua y solución 

fisiológica fue de 30 min. El valor máximo alcanzado de Abs532 fue 0,13 y 0,12 en agua y 

solución fisiológica, respectivamente, mientras que en buffer fue 0,03. Aunque la mayor 

velocidad de formación de dienos conjugados se observó en buffer, la reacción en forma global 

estuvo fuertemente inhibida como se observa según el valor máximo alcanzado de Abs234= 

0,11. En agua y solución fisiológica estos valores fueron 0,51 y 0,59 respectivamente. 

 Las figuras 4.6 D-F muestran las mismas tendencias observadas en LS aunque los LNS 

presentan mucho menor producción de dienos conjugados y TBARS. 

 

 Si comparamos los iniciadores de reacción, Fe2+ fue un iniciador de peroxidación 

mucho más eficiente que Fe3+ cualquiera sea el medio acuoso de reacción o el tipo de liposoma 

empleado.  
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Tabla 4.2. Datos cinéticos de la peroxidación lipídica de liposomas de lípidos de retina sonicados y no 

sonicados, empleando Fe2+ y Fe3+ como iniciadores de reacción. 

 

 

 

LIPOSOMAS SONICADOS LIPOSOMAS NO SONICADOS 

 TBARS  DIENOS CONJUGADOS TBARS  DIENOS CONJUGADOS 

 Agua  NaCl  Tris  Agua  NaCl  Tris Agua  NaCl  Tris  Agua  NaCl  Tris 

Fe2+ 

Tiempo retardo (min) 30  0  60  7  0  0 30  0  60  16  2  0 

Velocidad. inicial (D.O./h) 0.22  0.54  0.06  2.07  4.8  1.20 0.13  0.26  0.06  0.73  1.35  0.87 

Valor máximo (D.O.) 0.24  0.22  0.08  0.88  0.75  0.40 0.21  0.21  0.08  0.78  0.44  0.34 

Fe3+ 

Tiempo retardo (min) 30  30  60  0  0  0 30  60  60  0  0  0 

Velocidad. inicial (D.O./h) 0.06  0.05  0.01  0.23  3  3.75 0.03  0.04  0.03  0.27  0.84  0.55 

Valor máximo (D.O.) 0.13  0.12  0.03  0.51  0.59  0.11 0.07  0.07  0.03  0.23  0.17  0.04 

Los valores informados son promedios de tres determinaciones. NaCl: solución fisiológica NaCl 0,15 M; Tris: buffer Tris-HCl 20 mM pH 7,4. 
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4.4. Discusión 

 En el presente capítulo buscamos implementar un sistema modelo de peroxidación 

cuyo comportamiento se asemeje más al de una membrana biológica que simples soluciones 

de lípidos en cloroformo. Para ello estudiamos liposomas formados con lípidos de un tejido 

altamente susceptible a la peroxidación como lo es la retina. Las membranas biológicas 

presentes en retina son indudablemente sistemas complejos. Para evitar esta complejidad y 

las reacciones colaterales que se darían en retinas enteras, utilizamos un sistema modelo de 

membranas simplificado formado por sus lípidos dispersos en forma de liposomas. En este tipo 

de sistemas es posible monitorear la reacción de peroxidación modificando las condiciones en 

los que ésta se desarrolla. Vesículas de fosfolípidos son frecuentemente empleadas como 

sistemas modelo para estudiar los principios físicos del comportamiento biológico de las 

membranas.  

 El tamaño de los liposomas en los distintos medios acuosos fue estudiado por 

dispersión dinámica de luz (DLS), una técnica que permite determinar los radios 

hidrodinámicos de las partículas suspendidas. Con esta técnica también se obtuvo el índice de 

polidispersidad que es un parámetro que indica la distribución de los diámetros de las 

partículas en sistemas coloidales. Cuanto menor es su valor, la distribución de diámetros de 

partículas es más estrecha, por lo que las partículas muestran una mayor uniformidad de 

tamaño (Ruozi y col, 2005). Según los resultados obtenidos por esta técnica concluimos que, 

como era de esperarse, los LS fueron más pequeños que los LNS y presentaron una 

distribución de tamaño más uniforme. Los LNS presentaron distribuciones bi- y hasta tri- 

modales. 

 En sistemas compartimentalizados tales como liposomas, es de suponer que los 

inductores de formación de radicales libres, como Fe2+ y Fe3+ empleados en nuestro estudio, se 

localizan en el medio externo y deben alcanzar las cadenas de PUFAs inmersas en la bicapa 

lipídica para poder iniciar la reacción de lipoperoxidación. Por lo tanto, para que la reacción 

pueda iniciarse, los iones de metales de transición junto con el oxígeno deberían ingresar a la 

bicapa lipídica. Una mayor permeabilidad al agua de la bicapa puede claramente, colaborar 

con este proceso. Muchos estudios físicos sobre la estructura de las bicapas fosfolipídicas 

propusieron que el empaque de las cadenas acídicas depende en parte del radio de curvatura 

de las vesículas (Talbot y col, 1997; Korstanje y col, 1989). Los LS poseen un radio 

hidrodinámico que oscila entre 76,4 y 83,3 nm, lo que determina que debido a su gran 

curvatura poseen una exposición de las cadenas acídicas al agua mayor que la de LNS (Rh=190-

320 nm). Sumado a este efecto, los LNS sólo exponen al medio pro-oxidante su capa lipídica 
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más externa (Schnitzer y col, 2007). Li y colaboradores (2000) demostraron que las diferencias 

en la peroxidación de cada tipo de liposoma no se deben a artefactos del proceso de sonicado 

sino a las propiedades estructurales de los liposomas, donde los liposomas pequeños 

presentan un área superficial disponible, una curvatura y un empaque de ácidos grasos muy 

diferente a la observada en vesículas más planares. Nuestros resultados sustentan esta 

hipótesis dado que ninguno de los tipos de liposomas analizados produjo niveles detectables 

de TBARS antes del agregado del iniciador. Sin embargo, la sensibilidad del ensayo de TBARS 

no es necesariamente suficiente para detectar niveles de productos de descomposición de 

LOOHs que sí pueden ser suficientes para promover la reacción de peroxidación. 

 Los dienos conjugados se forman durante la reorganización de los dobles enlaces que 

se produce durante la peroxidación de PUFAs. Los TBARS son productos derivados de la 

ruptura de estos ácidos grasos peroxidados. Entre las diferentes condiciones de trabajo 

empleadas la mayor y más rápida producción de TBARS se obtuvo en solución fisiológica y 

agua, mientras que en buffer Tris-HCl 20 mM la cantidad de TBARS producida fue 

notablemente disminuida y retardada. La formación de dienos conjugados también se 

encontró disminuida en buffer con respecto a agua y solución fisiológica. Fischer y 

colaboradores (1979) demostraron que buffer Tris forma complejos con iones metálicos lo que 

explicaría la menor disponibilidad del pro-oxidante y por lo tanto, la menor peroxidación 

lipídica observada en este medio. Aikens y Dix (1992) analizaron el efecto de la fuerza iónica 

sobre la peroxidación lipídica iniciada por HOO• y ROO•. Las mayores velocidades de 

peroxidación lipídica en solución fisiológica se atribuyen a cambios en la fuerza iónica de la 

solución antes que a reacciones de interacción específica con los iones. La formación de dienos 

conjugados, en los primeros pasos de la reacción, introduce un grupo hidroperoxilo 

relativamente polar en el medio hidrofóbico de la bicapa (Buettner, 1993). Esto puede alterar 

la localización de los lípidos en la bicapa. Más aún, la degradación de los hidroperóxidos resulta 

en la escisión de las cadenas hidrocarbonadas. Los fragmentos resultantes se particionan entre 

el medio acuoso y la bicapa. Los efectos específicos de la peroxidación lipídica incluyen 

cambios en el empaquetamiento de los lípidos de membrana, lo que modifica todas sus 

propiedades físicas medibles. 

 El ión ferroso puede promover la peroxidación lipídica por la formación de radicales 

hidroxilos en reacciones Fenton, ruptura de hidroperóxidos lipídicos preformados o generación 

de H2O2 consumida por la reacción Fenton (Pazos y col, 2006). Casi todos los lípidos contienen 

al menos trazas de peróxidos. Estudios de oxidación lipídica en sistemas coloidales acuosos 

sugieren que, durante la propagación, la interacción entre hidroperóxidos lipídicos (LOOH) y 
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metales de transición es la causa más común de inestabilidad oxidativa (Frankel, 1998; 

Fukuzawa y col, 1993; Mei y col, 1998). Si los peróxidos son removidos, el hierro no induce 

peroxidación. Se propusieron dos vías a través de las cuales ocurriría la iniciación dependiente 

de LOOH (Nacka y col, 2001): (a) escisión de LOOH por Fe3+ y subsecuente abstracción de 

hidrógeno por LOO● (reacciones 1 y 2) 

 

  Fe3++LOOH →Fe2++ LOO• + H+    (1) 

  LOO• + LH → LOOH + L•    (2) 

 

y (b) ruptura de LOOH por Fe2+generando radicales alcoxilo (reacciones 3 y 4) 

 

  Fe2++ LOOH →Fe3++ LO• + OH−    (3) 

  LO• + LH →L•+ LOH      (4) 

 

 Muchos estudios han investigado la oxidación inducida por hierro en liposomas y se 

han descripto diferentes cinéticas de oxidación. El pro-oxidante más usual en experimentos in 

vitro a pH neutro es el hierro no hemínico, siendo el ión ferroso mucho más potente que el 

férrico (Ottolenghi, 1959; Thiele y Huff, 1960). Si el hierro no es agregado deliberadamente al 

sistema, el hierro presente como contaminante de los reactivos utilizados puede ser suficiente 

para actuar como catalizador. En algunos estudios se observó una fase de retardo (fase lag) sin 

acumulación de productos de peroxidación. Se hipotetizó que este retardo es el tiempo 

necesario para alcanzar una relación óptima 1:1 entre Fe2+ y Fe3+ requerida para iniciar la 

oxidación (Djuric y col, 2001). En algunos estudios se observó que la peroxidación iniciada por 

Fe2+ presentó dos fases: una fase rápida que se produce en corto tiempo seguida de una fase 

lenta de oxidación (Moyzuraityte y col, 2006a; Moyzuraityte y col, 2006b; Genot y col, 1994). 

Sin embargo, el mecanismo de oxidación en esas dos fases no fue clarificado. Nuestros 

resultados, observados en agua y buffer Tris, concuerdan con estas observaciones dado que las 

fases de retardo son evidentes y sustentarían la hipótesis de que es necesario llegar a un 

equilibrio entre Fe2+ y Fe3+ para dar inicio a la reacción. 

 Mozuraityte y colaboradores (2008) propusieron un ciclo de reciclado entre Fe2+ y Fe3+ 

en la peroxidación de liposomas. En ese estudio concluyeron que el Fe2+ produce una escisión 

de peróxidos preformados generando radicales alcoxilos que propagan la peroxidación lipídica 

consumiéndose oxígeno. Cuando se alcanza el equilibrio entre Fe2+ y Fe3+ la tasa de consumo 

de oxígeno es constante. Según este estudio la reacción de Fe3+ con peróxidos fue más lenta 
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que con Fe2+, efecto que también observamos en nuestro sistema. La menor eficiencia de 

peroxidación observada con Fe3+ podría deberse a que esta especie posee mayor 

susceptibilidad al pH que Fe2+. Los altos pHs utilizados en nuestro trabajo (cercanos a 7) hacen 

que Fe3+ forme su correspondiente hidróxido. Los hidróxidos de hierro formados juegan un 

papel determinante sobre la concentración de hierro activo sobre la superficie del liposoma. 
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5.1. Introducción 

 La retina es un tejido excepcional ya que posee un perfil de ácidos grasos que contiene 

el mayor nivel de PUFAs de cadena larga del organismo (Anderson, 1970; Fliesler y Anderson, 

1983; Lecomte y col, 1996; O'Brien y Sampson, 1965; SanGiovanni y Chew, 2005), incluyendo 

ácido docosahexenoico (DHA, 22:6 n-3) y ácido araquidónico (20:4n-6). De éstos, el DHA es el 

más abundante en la parte neural como vascular de la retina (Fliesler y Anderson, 1983), en las 

células epiteliales pigmentarias retinianas (Wang y Anderson, 1993a; Wang y Anderson, 1993b) 

y en membranas de los discos del segmento externo de los fotorreceptores retinianos (Soubias 

y col, 2006; Suh y col, 1994). Las propiedades biofísicas y bioquímicas de DHA pueden afectar 

la función de la membrana del fotorreceptor alterando la permeabilidad, fluidez, espesor y 

otras propiedades de esta fase lipídica. El ácido graso DHA ejerce una función vital en la 

fototransducción a través de mecanismos de señalización celular. La insuficiencia tisular de 

DHA está asociada con alteraciones en la función retiniana.  

 En la retina de mamíferos, los radicales libres y lipoperóxidos juegan un papel 

importante en la evolución de diferentes retinopatías incluyendo glaucoma, cataractogénesis, 

retinopatía diabética, inflamación ocular y degeneración retiniana (Ueda y col, 1996; De La Paz 

y Anderson, 1992). La producción de radicales libres induce la formación de radicales LOO•, 

conocidos como radicales libres secundarios, que participan de la reacción en cadena de la 

peroxidación lipídica y que pueden dañar las membranas de la retina alterando la función 

visual (Catalá, 2006).  

 Melatonina (N-acetil-5-metoxitriptamina, MLT), hormona de la familia de las 

indolaminas, es sintetizada a partir de triptófano en pinealocitos y actúa como hormona 

endócrina que influencia ciclos circadianos en diversos órganos. Dos funciones bioquímicas en 

la glándula pineal, síntesis de MLT y lipoxigenación, parecen estar sinérgicamente reguladas 

por los niveles de ácidos grasos esenciales n-3 tisulares (Catalá, 2010). MLT también es 

sintetizada por fotorreceptores retinianos pero, aparentemente, ésta no ingresa a la 

circulación sino que actúa como una señal paracrina dentro del ojo. Cientos de investigaciones 

han señalado a MLT como un secuestrador eficiente de ciertas especies reactivas de oxígeno 

como HO•, RO•, HClO, 1O2 y H2O2 (Allegra y col, 2003). Un gran número de estudios in vivo e in 

vitro señalan que MLT administrada exógenamente brinda protección frente a estrés oxidativo 

(Karbownik y col, 2001; Khaldy y col, 2000; Sinha y col, 2001; Giusti y col, 1997). Se ha sugerido 

que MLT y N-acetilserotonina (NAS) pueden ejercer un efecto protector frente a peroxidación 

lipídica optimizando la fluidez de la membrana (García y col, 1997; García y col, 2001). En 
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sistemas biológicos también ha presentado efecto protector de PUFAs frente a la peroxidación 

(Leaden y col, 2002; Leaden y Catalá, 2005). Este efecto puede deberse a la capacidad de MLT 

de secuestrar directamente especies reactivas de oxígeno y también a la inducción de los 

mecanismos de defensa antioxidante, como la activación de glutatión peroxidasa (Barlow-

Walden y col, 1995) y superóxido dismutasa (Antolín y col, 1996). Por otro lado, hay estudios 

que sugieren que MLT es ineficaz como antioxidante (Wang y col, 2001; Wölfler y col, 1999; 

Duell y col, 1998) o, más aún, que tiene efecto prooxidante (Wölfler y col, 2001). En contraste 

con los estudios mencionados, el presente estudio in vitro elimina la contribución e 

interferencia de enzimas, proteínas y otras moléculas. El objetivo planteado en este capítulo 

fue:  

 Analizar el efecto de melatonina, N-acetilserotonina, 5-metoxitriptamina (5MTP) y 5-

HO triptófano (5HO-TRP) sobre la peroxidación iniciada por Fe2+ de liposomas de lípidos de 

retina bovina. 

 

 El sistema liposomal guarda similitudes con la fase lipídica de las membranas biológicas 

y conserva la composición de ácidos de grasos de la retina. Como iniciador de reacción 

empleamos Fe2+ que en presencia de hidroperóxidos lipídicos (LOOH) genera radicales libres. El 

efecto protector de MLT, NAS, 5HO-TRP y 5MTP sobre los liposomas se determinó analizando 

formación de dienos conjugados y TBARS, y los cambios en la composición de ácidos grasos 

por cromatografía gaseosa acoplada a espectrometría de masas (CG-MS). El antioxidante de 

referencia utilizado fue BHT. 
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5.2. Materiales y métodos 

5.2.1. Materiales 

 El proceso de peroxidación se estudió en liposomas sonicados (LS) de lípidos de retina 

bovina. Para ello, se obtuvieron ojos bovinos donados por Frigorífico Gorina (La Plata, Buenos 

Aires). Para la extracción de lípidos se utilizaron solventes de calidad cromatográfica: 

cloroformo (U.V.E.) y metanol (Mallinckrodt). Los demás reactivos utilizados fueron de alta 

pureza: NaCl (Cicarelli), FeSO4 (Fluka), TBA (Fluka), 1,1,3,3 tetrametoxipropano (Fluka), Trizma 

base (Sigma), BHT (Sigma), BF3 en metanol (Fluka), ácido heptadecanoico (Sigma). Melatonina, 

N-acetilserotonina, 5-hidroxitriptófano y 5-metoxitriptamina (Sigma). Agua calidad mili-Q.  

 Para la obtención de retinas y, posteriormente, de lípidos se empleó un 

homogeneizador Ultraturrax X25. Para producir LS se empleó un sonicador Sonics XL-2000 

Microson TM. En la determinación de dienos conjugados y TBARS se utilizó un 

espectrofotómetro Shimadzu UV-1800.  

 

5.2.2. Métodos y técnicas 

5.2.2.1. Obtención de homogeneizados de retina bovina 

(Ídem punto 4.2.2.1.) 

 

5.2.2.2. Extracción de lípidos 

(Ídem punto 4.2.2.2.) 

 

5.2.2.3. Preparación de liposomas 

(Ídem punto 4.2.2.3.). 

 La sonicación se realizó a un voltaje de salida fijado en 12 watts, hasta que la 

suspensión alcanzó la mínima densidad óptica (Gal y col, 2003). 

 

5.2.2.4. Determinación espectrofotométrica de dienos conjugados 

 LS de lípidos de retina (Cf≈ 0,1 mM) fueron incubados durante 9 horas a temperatura 

ambiente en cubetas de cuarzo de 1 cm x 1 cm. Los liposomas fueron incubados con diferentes 

concentraciones de los compuestos estudiados (BHT, MLT, 5MTP, NAS y 5HO-TRP) y en 

ausencia de éstos (muestras control), agitando manualmente durante un minuto y luego 
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dejando la mezcla en reposo durante 4 minutos. Se agregó entonces cantidad necesaria de 

agua para llevar a un volumen final de 2 ml y se inició la reacción de peroxidación por 

agregado de Fe2+ (Cf= 25 µM). 

 Para analizar la producción de dienos conjugados durante la peroxidación de 

liposomas, se registraron los espectros de absorción cada 9 minutos durante 9 horas, entre 

200 y 300 nm con un espectrofotómetro Shimadzu UV 1800. El aumento de absorción a 234 

nm (debido a formación de dienos conjugados) se graficó en función del tiempo. La velocidad 

inicial de reacción se determinó como la pendiente de recta con la que se ajustó el rango lineal 

de la curva ΔAbs en función del tiempo. El tiempo de retardo (fase lag) se define como el 

tiempo transcurrido hasta el inicio de la fase lineal de la curva ΔAbs en función del tiempo 

(Sargis y Subbaiah, 2003). 

 Diferencias entre los valores control y los obtenidos en presencia de BHT e indolaminas 

fueron analizadas por ANOVA 

 

5.2.2.5. Determinación de sustancias reactivas al ácido tiobarbitúrico (TBARS) 

 La determinación de TBARS se realizó en placas de poliestireno de 96 pocillos de fondo 

plano (Camejo y col, 1998). Una alícuota de 10 µl de BHT (0.01 % p/v) se agregó a cada pocillo 

para prevenir peroxidación adicional durante la incubación. BHT 0.01 % p/v se preparó por 

dilución con agua a partir de una solución 0.1 % p/v en etanol para minimizar la concentración 

de etanol en el medio de reacción.  

 LS se incubaron durante 9 horas en las mismas proporciones y condiciones que para la 

determinación de dienos conjugados. Se tomaron alícuotas de 15 µl (por triplicado) de las 

mezclas de reacción a diferentes tiempos y se dispusieron en las placas. Los pocillos ocupados 

se cubrieron con film adhesivo y las placas se mantuvieron a -22 °C hasta completar la placa. A 

cada pocillo se agregaron 85 µl de TBA (0.375% p/v en HCl 0,25 N), se taparon las placas y se 

incubaron a 65 °C durante 30 min en baño de agua. Cada placa contenía además, diferentes 

concentraciones de soluciones estándares de 1,1,3,3 tetrametoxipropano, para la confección 

de curvas de calibrado. Para la cuantificación se empleó un coeficiente de absorción molar de 

156000 M-1cm-1 (Rice-Evans y col, 1991). 

 Diferencias entre las concentraciones de TBARS entre las muestras control y las 

obtenidas en presencia de BHT, MLT e indolaminas relacionadas fueron analizadas por ANOVA. 
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5.2.2.6. Preparación de metil derivados de ácidos grasos (FAMEs) 

 Para poder analizar la composición de ácidos grasos de retina y liposomas preparados 

con sus lípidos por cromatografía gaseosa, las muestras deben ser previamente derivatizadas. 

Los lípidos de liposomas (sin peroxidar, peroxidados y peroxidados en presencia de BHT, MLT e 

indolaminas relacionadas) fueron extraídos de acuerdo al método de Folch (Folch y col, 1957). 

Las mezclas de las que se extrajeron los lípidos poseen la misma composición que las 

empleadas en la determinación de dienos conjugados pero a una escala 7,5 veces mayor (Vf= 

15 ml). 

 Luego de una hora de incubación de los liposomas con y sin Fe2+, en presencia y 

ausencia de BHT e indolaminas, las muestras se mezclaron con igual volumen (15 ml) de 

cloroformo: metanol 2:1 v/v, conteniendo 0.01 % p/v BHT para detener la reacción. Esta 

mezcla se agitó en vórtex, se gaseó con nitrógeno y se mantuvo en heladera toda la noche 

hasta lograr la separación de fases. La fase clorofórmica inferior se filtró con papel 

conteniendo Na2SO4anhidro para absorber restos de agua. Como estándar externo testigo de 

metilación se agregaron 25 µl de ácido heptadecanoico (17:0) 10000 ppm (Cf=16,67 ppm). Este 

ácido graso no se encuentra naturalmente en retina. 

 La fase clorofórmica obtenida en la extracción de lípidos de retina y la fase 

clorofórmica obtenida en el paso anterior fueron evaporadas bajo corriente de nitrógeno. Los 

lípidos secos fueron trasmetilados con 300 µl de BF3 en metanol 1,3 M, incubándolos a 65 °C 

durante 180 min. Luego de la incubación, se agregó 1 ml de solución fisiológica y los metil 

derivados de ácidos grasos se extrajeron con 1 ml de hexano.  

 

5.2.2.7. Cromatografía gaseosa acoplada a espectrometría de masas 

 Para analizar la composición de ácidos grasos se empleó un cromatógrafo gaseoso 

Perkin Elmer Clarus 560D acoplado a un espectrómetro de masas. Columna: Recubierta. Elite 

5MS (Perkin Elmer). Dimensiones: 30 m; 0,25 mm de Ø interno; 0.25 µm de espesor de fase 

estacionaria. Muestra: 495 µl fase hexano (obtenidos en el paso anterior) + 5 µl n-eicosano 

(C20) 25000 ppm (Cf= 250 ppm). Volumen de inyección: 1µl. Inyector: 260 °C. Split: 10. Modo: 

Flow. Gas de corrida: Helio. Flujo: 1 ml/min. Rango de temperaturas: de 130 a 250 °C, 5 

°C/min. 250 °C durante 6 min. Temperatura línea de trasferencia: 250 °C. Temperatura fuente 

de iones: 180 °C. Energía de ionización: 70 eV (EI+). Identificación de compuestos: por 

comparación de espectros de masas con los de biblioteca NIST. 
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5.3. Resultados 

 En el presente capítulo investigamos la actividad antioxidante de MLT y un grupo de 

indolaminas relacionadas, frente a la peroxidación iniciada por Fe2+ de liposomas sonicados de 

lípidos de retina. El proceso peroxidativo se analizó por formación de dienos conjugados, 

producción de TBARS y análisis de los cambios de composición de ácidos grasos. La actividad 

antioxidante de las indolaminas fue comparada con la de BHT seleccionado como antioxidante 

de referencia. 

 

Efecto de melatonina e indolaminas relacionadas sobre la producción de dienos conjugados 

durante la peroxidación de liposomas sonicados de lípidos de retina. 

 La figura 5.1 muestra la evolución temporal de los espectros UV, tomados entre 200 y 

300 nm, durante la peroxidación iniciada por Fe2+ de: LS de lípidos de retina (Figura 5.1.A), LS 

en presencia de MLT 5 µM (Figura 5.1.B) y LS en presencia de BHT 5 µM (Figura 5.1.C). Los 

espectros que se observan en la figura fueron tomados a 0, 4,5 y 9hs.Tras el agregado de Fe2+ 

como iniciador, se observó disminución en la absorbancia en el rango entre 200 y 215 nm 

debido a la pérdida de doble enlaces separados por un grupo metileno (lípidos no 

peroxidados) como consecuencia de la formación de doble enlaces conjugados como 

intermediarios de la peroxidación. Cuando los liposomas se incubaron con MLT 5 µM (Figura 

5.1.B) esta disminución también fue notoria, a diferencia de BHT 5 µM (Figura 5.1.C) que logró 

inhibir estos cambios. Entre 215 y 300 nm, la absorbancia aumentó mostrando un máximo a 

234 nm debido a los dienos conjugados. Esto se observó en ausencia y presencia de MLT, 

mientras que en presencia de BHT estos cambios fueron notablemente disminuidos. La 

evolución de espectros UV en presencia de NAS, 5MTP y 5HO-TRP fue similar a la observada 

para MLT, por esta razón y para no extender demasiado esta sección se obviaron estos 

gráficos.  

 Una vez iniciada la reacción, la producción de dienos conjugados fue inmediata (Figura 

5.2, 0 µM: sin agregado de indolaminas o BHT). La presencia de concentraciones crecientes de 

BHT (Figura 5.2.A) determinó mayores tiempos de retardo en el inicio de la reacción y 

velocidades iniciales de reacción menores (Tabla 5.1). Dado que el tiempo de inicio de reacción 

obtenida en presencia de BHT 5 µM fue superior a las 9 horas (tiempo de monitoreo de la 

reacción) no se determinó la velocidad de reacción a esta concentración. Si bien aumentó la 

fase de retardo en presencia de BHT, ésta no fue proporcional a la concentración.  
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Figura 5.1. Evolución de espectros UV, entre 200 y 300 nm, determinados 

durante la peroxidación lipídica iniciada por Fe2+ de liposomas sonicados (0, 

4,5 y 9 horas). A) Control, B) + MLT (5 µM) y C) + BHT (5 µM) 

 

 Los tiempos de inicio y las velocidades iniciales de reacción no fueron modificados con 

adición de concentraciones crecientes de MLT (1, 2, 5, 10, 20 µM) (Figura 5.2.B), aun cuando 

se analizaron concentraciones superiores (10 y 20 µM) a las ensayadas con BHT. En presencia 

de concentraciones crecientes de NAS, 5MTP y 5HO-TRP tampoco se detectó actividad 

inhibitoria de la peroxidación (Figuras 5.2. C, D y E). Si analizamos las velocidades iniciales de 

reacción en presencia de estas indolaminas se observa una tendencia a aumentar conforme lo 

hace la concentración, lo que se traduciría en un posible efecto prooxidante. 5HO-TRP 5 µM 

mostró diferencias estadísticamente significativas de ΔAbs con respecto a los de la curva 

control (0 µM) manteniéndose por encima de esta curva en el rango de tiempo entre 150 y 

400 minutos.  
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Figura 5.2. Variación de absorbancia a 234 nm en función del tiempo durante 

la peroxidación iniciada por Fe2+ de liposomas sonicados de lípidos de retina 

en presencia de A) BHT, B) MLT, C) NAS, D) 5MTP y E) 5HO-TRP. Cada punto 

representa x ± SD de 3 experimentos. Donde x: promedio y SD: desviación 

estándar. 

 

Tabla 5.1.Datos cinéticos obtenidos del gráfico de la producción de dienos 

conjugados en función del tiempo, durante la peroxidación iniciada por Fe2+ de 

liposomas sonicados de lípidos de retina en ausencia y presencia de BHT, MLT e 

indolaminas relacionadas. 

    0 µM 1 µM 2 µM 5 µM 10 µM 20 µM 

BHT 
Veloc. inicial (ΔAbs/min) 0.019 0.003 0.004 ND 

  Fase retardo (min) 0 60 200 ≥540 
  

MLT 
Veloc. inicial (ΔAbs/min) 0.019 0.019 0.019 0.019 0.019 0.019 
Fase retardo (min) 0 0 0 0 0 0 

NAS 
Veloc. inicial (ΔAbs/min) 0.011 0.011 0.013 0.014 

  Fase retardo (min) 0 0 0 0 
  

5MTP 
Veloc. inicial (ΔAbs/min) 0.020 0.020 0.020 0.024 

  Fase retardo (min) 0 0 0 0 
  

5HO-TRP 
Veloc. inicial (ΔAbs/min) 0.020 0.022 0.018 0.024 

  Fase retardo (min) 0 0 0 0 
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Efecto de melatonina e indolaminas relacionadas sobre la producción de TBARS durante la 

peroxidación de liposomas sonicados de lípidos de retina. 

 La figura 5.3.A representa la producción de TBARS en función del tiempo durante la 

incubación de liposomas sonicados de lípidos de retina con y sin Fe2+. La figura 5.3.B muestra 

la producción de TBARS durante la peroxidación de liposomas en presencia de diferentes 

concentraciones de BHT. Se observa que todas las concentraciones analizadas fueron 

igualmente efectivas en inhibir la generación de TBARS, haciendo que los niveles de TBARS 

sean comparables a los obtenidos en liposomas incubados sin Fe2+. En la figura 5.4.A es 

evidente que MLT no presentó efecto antioxidante a ninguna de las concentraciones 

analizadas (1, 2, 5, 10 y 20 µM) dado que no hubo diferencias estadísticamente significativas 

con la curva control (0 µM). Más aún, MLT 20 µM presentó un valor superior al de la curva 

control a 540 min, con diferencia estadísticamente significativa. 

 En presencia de diferentes concentraciones de NAS y 5MTP (Figura 5.4 B y C) no se 

observaron cambios significativos con respecto a la curva control. 5HO-TRP (Figura 5.4 D) no 

tuvo efecto sobre la peroxidación de liposomas cuando se analizaron las concentraciones 1 y 2 

µM. Sin embargo, una concentración de 5 µM mostró aumento significativo de producción de 

TBARS con respecto al control luego de transcurridos 153 minutos de la reacción.  

 Estos resultados refuerzan la hipótesis de que MLT, NAS, 5MTP y 5HO-TRP no poseen 

un efecto antioxidante directo, es decir, no tienen la capacidad de secuestrar los radicales 

formados durante la reacción de peroxidación iniciada por Fe2+ de liposomas de lípidos de 

retina. 

  

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 5.3. Formación de TBARS en función del tiempo, durante la incubación 

de liposomas sonicados de lípidos de retina en A) ausencia y presencia de Fe2+ 

y B) presencia de Fe2+ (Cf= 25 µM) y diferentes concentraciones de BHT. Cada 
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punto representa: xത ± SD donde ̅ݔ: promedio de [TBARS] de 3 experimentos, 

SD: desviación estándar.  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 5.4. Formación de TBARS en función del tiempo, durante la 

peroxidación iniciada por Fe2+ de liposomas sonicados de lípidos de retina en 

presencia de diferentes concentraciones de A) MLT, B) NAS, C) 5MTP y D) 5HO-

TRP. Cada punto representa: xത ± SD donde xത: promedio de [TBARS] de 3 

experimentos y SD: desviación estándar.  

 

Análisis de los cambios en la composición de ácidos grasos durante la peroxidación de 

liposomas. Efecto de melatonina e indolaminas relacionadas. 

 La figura 5.5 constituye un cromatograma representativo de los metil-derivados de 

ácidos grasos de retina bovina. Los metil derivados fueron obtenidos por transesterificación 

con metanol en presencia de BF3 como catalizador. 

 Los principales picos identificados correspondieron a los metil derivados de ácido 

palmítico (16:0), oleico (18:1 n-9), esteárico (18:0), araquidónico (AA, 20:4 n-6) y 

docosahexenoico (DHA, 22:6 n-3). En menor proporción se encontraron ácido linoleico (LA, 

18:2 n-6) e isómeros de algunos de los ácidos grasos mayoritarios.  
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 La retina posee un elevado contenido de DHA (25.8 ± 0.6 %), característico de este 

tejido. Retina posee aproximadamente un 40% de PUFAs y un 60% de saturados y 

monoetilénicos. 

 Los picos fueron correctamente separados e identificados por comparación de sus 

espectros de masas con los de la biblioteca NIST.  

 Los liposomas poseen los mismos ácidos grasos que la retina (Tabla 5.2) aunque el 

proceso de preparación de los mismos determinó diferencias en las proporciones en que éstos 

se encuentran. Específicamente, se observa una reducción en el contenido porcentual de DHA. 

 

Figura 5.5. Cromatograma representativo de los metil derivados de ácidos 

grasos de retina. Los compuestos fueron identificados en base a sus espectros 

de masa.  

 

 Todos los PUFAs (LA, AA y DHA) disminuyeron significativamente tras 1 hora de 

incubación con Fe2+, produciendo consecuentemente un incremento relativo de la 

composición porcentual de ácidos grasos saturados y monoetilénicos. 

 La presencia de 5 µM de BHT logró proteger a los PUFAs de la degradación generada 

por el proceso de peroxidación. Esto se hace evidente ya que el perfil de ácidos grasos de 

liposomas peroxidados en presencia de BHT no difiere, dentro del error experimental, del 

control. MLT, NAS, 5MTP y 5HO-TRP ensayados a la misma concentración que BHT no lograron 

inhibir la degradación de los PUFAs. Los PUFAs disminuyeron drásticamente y el perfil de 

ácidos grasos obtenidos es similar al de los liposomas peroxidados (control). 
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Tabla 5.2. Composición porcentual de ácidos grasos de retina y de liposomas sonicados de lípidos de retina. Los liposomas 

fueron incubados durante una hora en ausencia y presencia de Fe2+ (LS – Fe y LS + Fe) y en presencia de Fe2+ junto a BHT y las 

indolaminas estudiadas.  

 

Ácido graso Rt (min) Retina LS - Fe LS + Fe BHT 5 µ MLT 5 µM NAS 5 µM 5MTP 5 µM 5HO-TRP 5 µM 

16:0 13,34 25.2±0.6 24.0±3.6 39.8±9.2* 25.5±5.7 40.7±2.3* 40.3±0.9* 37.6±0.6* 40.8±5.5* 

18:2 n-6 16,37 0.7±0.2 1.2±0.4 ND* 0.8±0.4 0.7±0.3 ND* 0.9±0.3 ND* 

18:1 n-9 16,50 10.4±0.1 10.6±2.0 16.5±3.1* 10.5±3.1 18.2±0.7* 17.8±2.3* 17.5±1.1* 19.1±3.6* 

18:1 (iso) 16,60 1.7±0.1* 2.3±0.1 3.6±1.4 2.0±1.0 3.5±0.2* 3.9±0.1* 3.3±0.3* 4.3±0.4* 

18:0 16,99 22.2±0.2 22.6±1.5 35.8±5.2* 22.2±4.7 33.7±0.4* 34.8±2.2* 33.5±0.2* 35.1±7.8* 

20:4 n-6 19,18 9.6±0.1 8.8±1.4 1.2±0.2* 8.8±0.3 1.6±1.0* 1.6±1.4* 1.9±0.6* ND* 

20 :4 (iso) 19,51 0.7±0.1 1.0±0.3 ND* 0.9±0.2 ND* ND* ND* ND* 

22:6 (iso) 22,22 1.1±0.1 1.8±0.9 ND* 1.6±0.5 ND* ND* 0.6±0.1* ND* 

22:6 n-3 22,23 25.8±0.6* 24.3±0.2 1.0±1.0* 24.1±4.7 1.5±0.4* ND* 2.2±0.5* ND* 

22:6 (iso) 22,46 1.8±0.1 2.4±1.0 1.0±0.3* 2.5±0.1 ND* ND* 1.4±1.0 ND* 

22:6 (iso) 22,56 0.9±0.1 1.0±0.8 ND* 1.1±0.2 ND* ND* ND* ND* 

  n=3 n=2 n=2 n=2 n=2 n=2 n=2 n=2 

Los resultados se expresan como xത ± SD donde xത: promedio del área porcentual de n experimentos, SD: desviación estándar. Un asterisco (*) indica diferencias 

significativas con respecto al control (LS – Fe) según ANOVA, p<0.05. ND: no detectable. 
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5.4. Discusión 

 La concentración inusualmente elevada de PUFAs, intensa actividad metabólica y 

elevada tensión de oxígeno a la que se encuentra expuesta debido a una importante irrigación, 

sumados a la presencia de pigmentos retinianos que pueden generar ROS cuando son 

iluminados (Beatty y col, 2000) hacen de la retina un tejido especialmente susceptible a sufrir 

estrés oxidativo. En el presente capítulo observamos que los PUFAs presentes en los liposomas 

de lípidos de retina fueron afectados por la peroxidación iniciada por Fe2+ disminuyendo hasta 

casi desaparecer. Una concentración de 5 µM de BHT fue capaz de protegerlos, mientras que 

MLT y los análogos estructurales no presentaron efecto protector. 

 Los radicales que dieron inicio a la reacción de peroxidación de liposomas fueron 

mayoritariamente LO• y LOO• según las reacciones propuestas por Nacka y colaboradores 

(2001):  

 (a) Ruptura de LOOH por Fe2+ generando radicales alcoxilo (reacciones 1 y 2) 

 

  Fe2++ LOOH →Fe3++ LO• + OH−    (1) 

  LO• + LH →L•+ LOH      (2) 

 

y, dado que en las reacciones anteriores se genera Fe3+ se considera también la reacción de 

 (b) escisión de LOOH por Fe3+ y subsecuente abstracción de hidrógeno por LOO● 

(reacciones 3 y 4) 

   

  Fe3++LOOH →Fe2++ LOO• + H+    (3) 

  LOO• + LH →L• + LOOH     (4) 

 

 El principal producto de la glándula pineal, MLT, ha sido descripto como un poderoso 

antioxidante en diversos tejidos (Catalá, 2007). Posee, además, la ventaja de ser una molécula 

anfifílica que puede atravesar fácilmente todas las membranas biológicas inclusive la barrera 

hemato-cerebral (Cabrera y col, 2000). Se ha reportado que MLT previene la formación de 

cataratas reduciendo el daño oxidativo sobre lípidos y también sobre proteínas (Abe y col, 

1994). Aunque el mecanismo de acción no está completamente descripto, algunos 

investigadores creen que las propiedades antioxidantes de MLT están mediadas por su 

capacidad de secuestrar directamente especies reactivas de oxígeno, como O2
•− y HO• (Tan y 

col, 2000b), mientras que resulta ineficiente como secuestrador de radicales LOO• (Antunes y 
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col, 1999; Galano, 2011). Por otro lado, algunos investigadores han sugerido que la acción 

antioxidante de MLT puede estar mediada por otros mecanismos tales como estabilización de 

membranas celulares (García y col, 1999) y estimulación de enzimas antioxidantes (Reiter y col, 

2000b). Debido a que en el sistema de estudio utilizado en el presente capítulo no se 

encuentran enzimas ni genes que puedan ser modulados por MLT, no existe una fuente de 

formación de radicales HO• o O2
•− y, que MLT y sus análogos estructurales no presentaron 

acción antioxidante, podemos deducir que el mecanismo de acción antioxidante de MLT in vivo 

no estaría relacionado a su capacidad secuestradora de radicales LOO• y LO• directa. Así, 

cobra mayor relevancia la hipótesis de que los efectos benéficos de MLT se deben a las 

acciones indirectas, tales como estimulación de enzimas antioxidantes y modificación de 

propiedades de membrana. 

 Además de la simplicidad del modelo, existe otro factor de interés del sistema en 

estudio como lo es la presencia de hidroperóxidos de ácidos grasos en el medio. Se sabe que 

los hidroperóxidos lipídicos derivados de fosfolípidos no saturados, glicolípidos y colesterol son 

intermediarios no radicales de la peroxidación lipídica que provocan perturbaciones en la 

estructura y función de la membrana con consecuencias citopatológicas. Debido a una mayor 

polaridad y un mayor tiempo de vida comparados con sus radicales libres precursores, los 

hidroperóxidos de PUFAs son capaces de migrar desde su sitio de formación a otros más 

sensibles. En la retina, los hidroperóxidos pueden formarse por oxidación enzimática de PUFAs 

endógenos como intermediarios de la formación de docosanoides (Bazan y col, 1984). De La 

Paz y Anderson (1992) postularon que es poco probable que el radical HO• sea el iniciador de 

la peroxidación en los segmentos externos de los bastones (ROSg). Ellos sugieren que los 

hidroperóxidos endógenos en presencia de Fe2+ forman radicales libres más estables que el 

radical HO•, lo que resulta en una entrada facilitada de estas especies a la bicapa para iniciar la 

peroxidación lipídica de las cadenas de ácidos grasos. En nuestro sistema es probable que 

hidroperóxidos de ácidos grasos se hayan formado durante la preparación de liposomas, 

aunque hayamos tomado precauciones para proteger a estas membranas de la peroxidación. 

Por lo tanto, hay un pequeño “pool” de hidroperóxidos en retina que, bajo ciertas condiciones, 

puede ser una fuente de radicales libres lipídicos y promover la peroxidación de PUFAs, 

abundantes en membranas retinianas y liposomas hechos a partir de sus lípidos. Dado que el 

contenido de DHA disminuye cuando los lípidos de retina son transformados en liposomas se 

sustenta la hipótesis de que durante los pasos de preparación de liposomas se generan 

hidroperóxidos lipídicos. Estos pueden generar radicales libres que atacan al DHA, altamente 

susceptible debido a sus 6 dobles enlaces. 



Capítulo 5 

122 

 

 El sistema empleado permitió analizar la formación de dienos conjugados y TBARS sin 

la interferencia que producirían proteínas y otros compuestos presentes en la retina. A través 

de ambas técnicas se observó el claro efecto antioxidante de BHT. Mientras que MLT, NAS, 

5MTP y 5HO-TRP no mostraron actividad antioxidante en este sistema, a pesar que MLT fue 

ensayada a concentraciones superiores a las de BHT. 5HO-TRP no sólo no mostró actividad 

antioxidante sino que es posible notar un efecto prooxidante por ambas técnicas.  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



 

 

 

 

Conclusiones 
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Los resultados obtenidos a partir de este trabajo de tesis doctoral permiten formular las 

siguientes conclusiones: 

 

Sistema: triglicéridos en cloroformo 

 

 5HO-TRP y NAS demostraron ser secuestradores de radicales peroxilos más efectivos 

que BHT cuando se estudiaron por técnicas de quimioluminiscencia y producción de 

TBARS. Este efecto es coherente con la elevada actividad demostrada frente al radical 

DPPH• lo que lleva a la conclusión de que estos compuestos poseen elevada tendencia 

a ceder un radical H• a los radicales LOO• generados durante la peroxidación de 

triglicéridos ricos en PUFAs n-3, cortando la cadena de peroxidación y protegiendo a 

los lípidos de sus efectos en forma dependiente de la concentración.  

 

 La efectividad de 5HO-TRP como antioxidante fue mayor que la de NAS lo que indica 

que su única diferencia estructural (cadena lateral en posición 3) es un factor 

importante en la determinación de la actividad.  

 

 MLT no demostró ser un eficiente dador de H• cuando se analizó por ensayo de DPPH 

y el mismo comportamiento se observó para otro 5-metoxi derivado, 5MTP. Estos 

resultados son consistentes con la falta de inhibición de producción de TBARS y la 

incapacidad de disminuir la producción de quimioluminiscencia. Estos resultados nos 

permiten concluir que MLT y 5MTP no actuarían como antioxidantes cortadores de 

cadena clásicos en este sistema. 

 

 No se evidenció formación de AFMK en el sistema de Tg PUFAs n-3 peroxidados con 

CHP en presencia de MLT. La MLT estaría reaccionando con especies generadas 

durante la reacción de peroxidación pero esto no implicaría un efecto protector de los 

lípidos. 

 

 Ambos isómeros de CLAs mostraron ser más susceptibles a la peroxidación que LA y 

que MLA cuando se sometieron a peroxidación cuantificada por quimioluminiscencia. 

 

 A diferencia de LA y MLA los isómeros CLAs mostraron inhibición de la peroxidación de 

Tg PUFAs n-3 cuando se analizaron por quimioluminiscencia. Sin embargo, las 
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concentraciones de CLAs que resultaron efectivas son muy elevadas (≥ 100 mM), razón 

por la cual creemos que estudios adicionales son necesarios para determinar la 

actividad secuestradora de radicales de estos compuestos en sistemas que simulen 

condiciones fisiológicas y buscar una correlación entre su actividad antioxidante y sus 

ya asignados efectos biológicos. 

 

 La mayor reactividad de CLAs frente a radicales comparada con la de LA y MLA 

también se observó en el ensayo de DPPH. Se debe tener en cuenta el elevado valor de 

EC50 obtenido para CLAs. Fue necesaria una concentración ≈ 16 mM de CLAs para 

poder decolorar una solución ≈ 30 µM de DPPH. Es decir, fue necesaria una 

concentración de CLAs tres órdenes de magnitud mayor que la de DPPH. 

 

Sistema: liposomas de lípidos de retina 

 

 Los LS fueron más susceptibles a la peroxidación que los LNS, cualquiera sea el 

iniciador o medio de reacción utilizado.  

 

 Solución fisiológica y, en menor medida, agua fueron los medios donde la reacción de 

peroxidación fue más eficiente, determinada por TBARS y dienos conjugados. En buffer 

Tris-HCl pH 7,4 la reacción fue inhibida.   

 

 Fe2+ es un iniciador de peroxidación mucho más eficiente que Fe3+ cualquiera sea el 

medio acuoso de reacción o el tipo de liposoma empleado. 

 

 La presencia de 5 µM BHT logró proteger a los PUFAs de la degradación generada por 

el proceso de peroxidación mientras que MLT, NAS, 5HO-TRP y 5MTP no presentaron 

efecto protector de PUFAs. 

 

 MLT, NAS, 5MTP y 5HO-TRP no poseen un efecto antioxidante directo, es decir, no 

tienen la capacidad de secuestrar los radicales formados durante la reacción de 

peroxidación iniciada por Fe2+en liposomas de lípidos de retina. 
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Comentarios generales 

 

 Las diferencias halladas en el comportamiento antioxidante de NAS y 5HO-TRP (ambos 

de carácter hidrofílico) en ambos sistemas de estudio pueden ser explicadas por la conocida 

teoría de la Paradoja Polar (Shahidi y Zhong, 2011). Esta teoría también explicaría el hecho de 

que estos compuestos hayan presentado mayor eficiencia antioxidante que BHT (lipofílico) en 

el sistema puramente lipídico. Esta teoría interpreta la aparente contradicción que supone el 

hecho de que los antioxidantes hidrofílicos resultan más efectivos en medios puramente 

lipídicos mientras que los lipofílicos lo son en medios acuosos. Se sabe que, sumada a su 

potencia innata, la efectividad de un antioxidante se ve también afectada por sus propiedades 

interfaciales y de partición en el medio. Los primeros estudios de oxidación en lípidos puros se 

basaron en la presunción de que la peroxidación ocurre en un medio homogéneo. La interfase 

aire-lípido fue considerada el sitio de inicio de la peroxidación propagándose luego al interior 

del aceite. Según esta suposición los antioxidantes parcialmente liposolubles se orientarían en 

la interfase aire-aceite donde ocurre la peroxidación y, por lo tanto, protegerían al sistema de 

los cambios oxidativos. Sin embargo, la distribución de antioxidantes polares en esta interfase 

fue cuestionada debido a que el aire es aún menos polar que el aceite. Así, se asumió que 

micro o nanoambientes afectan la química de la peroxidación y la acción antioxidante 

alterando la localización física de sustratos lipídicos y de antioxidantes. Por ejemplo, diferentes 

tipos de estructuras lamelares o miscelares (en presencia de trazas de agua) pueden formarse 

por autoensamble de componentes lipídicos (como fosfolípidos) o de productos de 

peroxidación (hidroperóxidos, aldehídos, cetonas). Actualmente existe evidencia suficiente 

que soporta la hipótesis que estas estructuras de asociación son los sitios donde ocurre la 

peroxidación en lípidos puros. Los antioxidantes polares, en lugar de ubicarse en la interfase 

aire-aceite como se creía previamente, están preferencialmente localizados en la interfase de 

estas estructuras coloidales (por ej: interfase agua-aceite) y resultan así más efectivos en la 

inhibición de la peroxidación que los no polares que se encuentran disueltos en la fase lipídica. 

Esta teoría fue sustentada por el hecho de que los antioxidantes polares, incapaces de 

disminuir la tensión superficial, sí lograron reducir la tensión interfacial (Chaiyasit y col, 2007) 

 

 Los resultados obtenidos en nuestro estudio refuerzan la hipótesis de que el elevado 

poder antioxidante demostrado por MLT en sistemas biológicos, debería ser adjudicado a la 

capacidad de MLT de modular enzimas y/o genes antes que a su capacidad secuestradora 

directa de radicales LOO•. 



 

 

 

Anexo 
Técnicas y métodos 
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 Dado que la peroxidación lipídica iniciada por radicales libres es un proceso complejo y 

ocurre en múltiples etapas, diversas técnicas se encuentran disponibles para el estudio de esta 

reacción. La peroxidación puede ser estudiada mediante la determinación de pérdida de 

ácidos grasos no saturados, generación de productos primarios o secundarios de degradación 

o intermediarios de reacción. 

 En la tabla 6.1se resumen los métodos más utilizados para el seguimiento de la 

reacción de peroxidación lipídica. 

 

Tabla 6.1. Métodos utilizados para detectar y medir peroxidación lipídica no 

enzimática (modificado de Södergren, 2000). 

¿Qué se mide? Método 

Pérdida de sustrato  

PUFAs GC/HPLC 

Incorporación de oxígeno Electrodo de oxígeno 

Intermediarios de reacción  

Radicales lipoperoxilos Quimioluminiscencia 

Productos primarios  

Hidroperóxidos lipídicos totales Ensayo FOX- Absorbancia 550-600 nm 

 Oxidación de ioduro- Absorbancia 358 nm 

 Glutatión peroxidasa 

 Ciclooxigenasa 

Hidroperóxidos lipídicos individuales HPLC-Quimioluminiscencia 

 GC-MS/HPLC 

Dienos conjugados Absorbancia 230-235 nm 

 HPLC- Absorbancia 230-235 nm 

 Espectroscopía de derivados secundarios 

Productos secundarios de degradación  

Hidrocarburos gaseosos GC 

TBARS/MDA Ensayo de TBARS- Absorbancia 532-535 nm 

 Ensayo de TBARS- Fluorescencia 

 Ensayo de TBARS - HPLC- Absorbancia 532-535 nm 

 Ensayo de TBARS - HPLC- Fluorescencia 

Aldehídos GC-MS/HPLC/Anticuerpos/Fluorescencia 

F2-isoprostanos GC-MS 
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 Enzimoinmunoensayo 

 Radioinmunoensayo 

GC: cromatografía gaseosa; HPLC: cromatografía líquida de alta performance; FOX: oxidación con Fe2+ en naranja de 

xilenol, MS: espectroscopía de masas; TBARS: sustancias reactivas al ácido tiobarbitúrico; MDA: malondialdehído y TBA: 

ácido tiobarbitúrico. 

  

 Por otro lado, existen diversos ensayos para determinar la actividad secuestradora de 

radicales de varios compuestos. La necesidad de identificar antioxidantes, que pueden 

secuestrar varios radicales libres y, por lo tanto, prevenir múltiples enfermedades, puede 

cubrirse por ensayos in vitro simples, sin embargo, los resultados obtenidos con estos ensayos 

deben ser confirmados con sistemas ex vivo e in vivo.  

 A continuación se describen las técnicas utilizadas en el presente trabajo de tesis: 

 

Espectrofotometría UV-visible 

 Un espectro de absorción es un registro de la intensidad de la absorción de luz por una 

muestra en función de la longitud de onda de la radiación incidente. Éste muestra qué 

longitudes de onda son absorbidas por la molécula en estudio al pasar de niveles de menor a 

mayor energía. Las bandas observadas dan información sobre las diferencias energéticas entre 

los estados electrónicos de una molécula. Un espectro de absorción UV-visible no proporciona 

una clara identificación de un compuesto. Sin embargo, es muy útil para observar cambios en 

los grupos funcionales de una molécula, debido a que es muy sensible a ellos. Por ejemplo, las 

distintas formas ácido-base de una misma sustancia pueden claramente ser distinguidas por 

las diferencias en sus espectros de absorción. Para obtener un espectro de absorción se 

requiere de un equipo que posea una fuente de luz estable, y un dispositivo con capacidad de 

variar la longitud de onda en forma continua en la región UV-visible del espectro 

electromagnético. Debe poseer también un detector capaz de responder linealmente con la 

intensidad de la radiación transmitida a través de la muestra. La muestra puede encontrarse 

en fase gaseosa, líquida o sólida, pero usualmente se encuentra en soluciones diluidas, 

contenidas en celdas de vidrio o cuarzo. La celda debe ser transparente a la radiación, por ello 

el uso de celdas de cuarzo es esencial para longitudes de onda menores que 300 nm. Si la 

muestra se encuentra en solución, debe realizarse una corrección por el solvente, debido a 

que el mismo puede presentar absorción (Dántola, 2008). 

 Con los datos obtenidos por esta técnica se realizaron gráficas de absorbancia versus 

tiempo para distintas longitudes de onda (λ) (entre 200 y 300 nm). El análisis de estas gráficas 
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permite evaluar algunos aspectos cinéticos del proceso estudiado. Por ejemplo, observar si 

existen una o varias etapas de reacción, detectar en qué momento se producen cambios en las 

pendientes, etc. 

 Los cambios espectrales más notorios descriptos en la peroxidación de liposomas 

(capítulos 4 y 5) se observaron como una disminución entre 200 – 215 nm (desaparición de 

enlace metilénico entre dos dobles enlaces), aumento entre 230 – 240 nm (formación de 

dienos conjugados) y aumento entre 260 – 280 nm (aparición de trienos conjugados) (Buege y 

Aust, 1978). Dienos y trienos conjugados surgen tras el reordenamiento de los dobles enlaces 

del radical lipídico formado por acción de un radical libre iniciador. Los parámetros cinéticos 

obtenidos mediante esta técnica brindan información acerca de la actividad antioxidante de 

los diferentes compuestos estudiados.  

 

Quimioluminiscencia 

 El estudio sistemático de la cinética de reacción de la peroxidación lipídica en 

membranas ha demostrado que este proceso, si bien es complejo, puede ser descripto por un 

conjunto de reacciones agrupadas en cuatro etapas generales (Vladimirov y col, 1980) (Figura 

6.1): 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 6.1. Esquema de las principales reacciones involucradas en el proceso 

de peroxidación lipídica. XH: iniciador de la cadena de peroxidación; X•: radical 
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libre del iniciador; LH: lípido; L•, LO•, LO2•: radicales libres producidos a partir 

de LH; LOOH: hidroperóxido lipídico; InH: inhibidor (antioxidante); In•: radical 

libre del inhibidor; LOH, P, PNRn: productos no radicales (tomado de Vladimirov 

y col, 1980). 

 

1. Iniciación. Se generan radicales primarios de ácidos grasos polinosaturados (L•) como 

resultado de la acción de radicales iniciadores (X•) (Reacciones 0 y 1). 

2. Propagación (Reacciones 2 y 3).En esta etapa el radical lipídico (L•) formado incorpora 

oxígeno molecular a su estructura para formar radical lipoperoxilo (LOO•). El radical LOO• 

puede atacar nuevas moléculas de lípido (LH) generando una reacción en cadena. 

 La velocidad de la peroxidación lipídica es proporcional a la concentración de radicales 

L• y LOO• que dan lugar a la reacción en cadena, mientras que la relación [L•]/[LOO•] en el 

estado estacionario depende de la relación entre las constantes k2 y k3 y de la concentración 

de oxígeno en el medio. La velocidad de reacción (w) aumenta con la concentración de PUFAs 

(LH) y depende del estado físico de la bicapa lipídica. 

 

w = −
d[LH]

dt
= kଷ[LH][LOଶ

• ] = kଶ[Oଶ][L•] 

 

3. Ramificación de la cadena. Hay evidencias de que en membranas biológicas esta etapa 

involucra al ión Fe2+ no hemínico (Reacción 4) 

4. Terminación. Se conocen al menos tres formas de cortar la reacción en cadena: interacción 

de dos radicales (Reacción 6), interacción de un radical con un metal de transición (Reacción 9 

o 9´) y reacción entre un radical y una molécula de “antioxidante”, es decir un compuesto cuyo 

radical sea incapaz de continuar la cadena de reacción (Reacción 7). 

 La investigación sobre la cinética de reacción de la lipoperoxidación fue 

significativamente estimulada por el descubrimiento de la quimioluminiscencia que acompaña 

a este proceso (Vladimirov y col, 1966). La generación espontánea de quimioluminiscencia en 

suspensiones mitocondriales y de microsomas hepáticos ligada a la reacción de 

lipoperoxidación, puede ser y ha sido interpretada como un indicador de la generación de 

oxígeno singlete (Howes y Steele, 1971). Sin embargo, la generación de otro producto de la 

dismutación del radical lipoperóxido, la cetona excitada, también fue propuesta como fuente 

de luminiscencia en la reacción de peroxidación (Zhuravlev, 1962; Zhuravlev, 1966) según el 

siguiente esquema de reacción: 
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LOଶ
•  +  LOଶ

• → LO∗  +  LOH + Oଶ 
 

donde ܱܮଶ• : radical peroxilo, ܱܮ∗: cetona activada, ܪܱܮ: alcohol lipídico, ܱଶ: oxígeno 
 

 La reacción 6 es particularmente interesante dado que está acompañada de emisión 

de luz cuya intensidad (I) puede estimar la concentración de LOO• según la siguiente ecuación: 

I= Kφk [LOO•]2 

donde φ representa la eficiencia cuántica de quimioluminiscencia y k es un coeficiente que 

depende de la sensibilidad neta del instrumento (Vladimirov y col, 1980). 

 Antioxidantes, tales como α-tocoferol reaccionan directamente con radicales libres 

que participan de la cadena de peroxidación (Reacción 7), evitando así la fase de propagación. 

De esta manera, la reacción entre un radical LOO• y una molécula de antioxidante (InH) 

previene la emisión de luz.  

 

Ensayo de sustancias reactivas al ácido tiobarbitúrico (TBARS) 

 La utilización de la reacción con TBA para medir la peroxidación lipídica se remonta al 

año 1944 cuando Kohn y Liversedge (1944) observaron que tejidos animales incubados 

aeróbicamente con TBA producían un color rosado. Bernheim y colaboradores (1948) 

descubrieron que el color rosado se debía a un complejo formado por productos de oxidación 

de ácidos grasos no saturados y TBA. Yu y Sinnhuber (1957) reportaron que malondialdehído 

(MDA) era la principal sustancia reactiva al TBA aunque más tarde otros investigadores 

informaron que otros productos de oxidación podían estar involucrados, como aldehídos no 

saturados (por ej.: 4-hidroxialquenales) y varios precursores de estas sustancias no volátiles no 

identificados.  

 La principal sustancia reactiva al TBA, el malondialdehído, es un dialdehído de tres 

carbonos altamente reactivo, generado como uno de los principales bioproductos de la 

peroxidación de ácidos grasos polinosaturados (Janero, 1990) y también durante el 

metabolismo de ácido araquidónico para la síntesis de prostaglandinas (Marnette, 1999). MDA 

puede combinarse con diversos grupos funcionales de proteínas, lipoproteínas, ARN y ADN 

(Sevilla y col, 1997). La determinación de los niveles de MDA en materiales biológicos es un 

método conveniente, sensible y ampliamente utilizado para estimar cuantitativamente la 

extensión de la peroxidación lipídica. Se han descripto diversas técnicas para determinar MDA, 

como el ensayo de TBA espectrofotométrico, HPLC Kakuda y col, 1981) y cromatografía 
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gaseosa. La determinación de MDA por este último precisa de su derivatización (Hamberg y 

col, 1968; Lakshminarayana y Cornwell, 1986; Tomita y col, 1990). 

 El método espectrofotométrico del TBA es el más comúnmente utilizado para la 

cuantificación de MDA. La reacción ocurre por ataque del MDA sobre el grupo metileno activo 

del TBA (Figura 6.2). Un mol de MDA reacciona con dos moles de TBA en medio ácido y a alta 

temperatura. La velocidad de esta reacción depende de la concentración de TBA, la 

temperatura y el pH. El pigmento generado posee un pico máximo de absorbancia a 532-535 

nm y otro secundario a 245-305 nm (Sinnhuber y col, 1958). El ensayo de TBA puede 

determinarse también por un procedimiento espectrofluorométrico dado que el espectro de 

excitación del pigmento TBA-MDA posee un máximo a 532 nm (Yagi, 1984). La especificidad de 

este método es similar al del método espectrofotométrico, debido a que otros compuestos 

originados en la degradación de peróxidos lipídicos también pueden generar fluorescencia 

(Shimasaki y col, 1977). 

 

Figura 6.2. Esquema de la reacción entre malondialdehído y ácido 

tiobarbitúrico. 

 

 El principal problema con el ensayo de TBARS es su falta de especificidad. TBA 

reacciona con una variedad de aldehídos, no sólo con aquellos formados como resultado de la 

peroxidación lipídica sino también con glucosa, desoxirribosa, ácido ascórbico, homocisteína y 

algunos aminoácidos tales como, prolina, arginina y glutamato, por esta razón el análisis en 

fluidos biológicos por este método resulta complejo (Spickett y col, 2010). Otra limitación del 

ensayo de TBA es que el MDA y otros productos de cadena corta no son estables por largos 

períodos de tiempo. Esto se debe a que la oxidación de estos compuestos genera alcoholes y 

ácidos orgánicos que no son determinados por el ensayo de TBA (Tarladgis y Watts, 1960; 

Fernández y col, 1997). 

 En el presente trabajo de tesis esta técnica aportó información útil para el monitoreo 

de la reacción de peroxidación. Las interferencias comunes de esta técnica (azúcares, 

proteínas, aminoácidos, ácido ascórbico, etc) no constituyeron un problema ya que al utilizar 
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sistemas puramente lipídicos las sustancias reactivas al TBA sólo provinieron de la reacción de 

peroxidación de los lípidos.  

Cromatografía gaseosa acoplada a espectrometría de masas 

 El análisis de ácidos grasos requiere de las siguientes etapas: 

a. Obtención de los lípidos por extracción con mezcla de solventes. 

b. Derivatización de los ácidos grasos. 

c. Análisis por cromatografía gaseosa. 

 

a. El primer punto fue realizado mediante el llamado método de Folch (Folch y col, 1957) que 

emplea una mezcla de cloroformo: metanol (2:1). Con esta mezcla se realizó la extracción de 

lípidos de las retinas bovinas con los que se prepararon los liposomas y los lípidos de los 

liposomas ya preparados.  

 

b. Los métodos de derivatización se pueden dividir en cuatro categorías (Christie, 1989): 

1) transesterificación ácida: HCl en metanol 5% p/v, H2SO4 en metanol 1 a 2% v/v, cloruro de 

acetilo en metanol, BF3en metanol 

 Ventajas 

 Todos estos métodos convierten los acilgliceroles o triglicéridos y ácidos grasos libres 

en ésteres metílicos. El más popular tal vez es el BF3 12-14 % p/v en metanol por usar el primer 

procedimiento aceptado por AOCS. Es un método rápido. 

 Desventajas 

 Forma compuestos ajenos o interferentes. No es útil para aceites de semilla que 

contienen ácidos grasos inusuales como epoxi, ciclopropeno, etc. Reacciona con colesterol 

formando colesterolmetiléster y colestadieno. El reactivo es caro e inestable. Debe 

refrigerarse. El empleo de BF3antiguo o concentrado produce pérdidas de ácidos grasos poli no 

saturados. 

2) transesterificación básica: Metóxido de sodio en metanol anhidro 

 Ventajas 

 Rápido, puede efectuarse a temperatura ambiente. Convierte los triglicéridos o 

acilgliceroles directamente a ésteres metílicos (transesterificación). No produce isomerización 

de dobles enlaces. No transesterifica ni esfingolípidos ni colesterol. 

 Desventajas 
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 No convierte los ácidos grasos libres a ésteres metílicos. Por lo tanto no sirve para 

muestras de materias grasas con elevada acidez. Debe trabajarse en medio anhidro. La 

presencia de agua produce saponificación lo cual resulta en pérdida de ácidos grasos. El uso 

prolongado puede alterar la composición en ácidos grasos. Alta concentración de álcali y alta 

temperatura puede llevar a la formación de ácidos grasos conjugados. 

3) diazometano:  

 Ventajas 

 Es un método rápido casi instantáneo a temperatura ambiente. Esterifica los ácidos 

grasos libres en presencia de metanol. El exceso de reactivo se elimina por evaporación bajo 

N2. 

 Desventaja 

 Reactivo muy tóxico. Se puede usar sólo si es estrictamente necesario. Es explosivo. 

Forma compuestos extraños reaccionando con dobles enlaces o grupos carbonilos. 

4) otros métodos de esterificación: en la búsqueda de reactivos que metilen más rápidamente 

a los ácidos grasos se han desarrollado por ej: sales cuaternarias de amonio, cloruro de acetilo 

en metanol, guanidina y sus derivados alquilados en metanol, etc (Christie, 1989). 

 Para derivatizar los ácidos grasos provenientes de retina y de liposomas preparados 

con lípidos de la misma, seleccionamos el método que incluye BF3/metanol como reactivo 

metilante, por poseer menos desventajas que los demás reactivos, ser un reactivo 

ampliamente utilizado en la bibliografía consultada, por su fácil manipulación y porque los 

resultados que obtuvimos con otros reactivos tales como NaOH/metanol y HCl/metanol no 

tuvieron diferencias significativas con los obtenidos empleando BF3. 

 

c. La técnica de cromatografía gaseosa es una forma de cromatografía de partición en la 

cual la fase móvil es un gas y la fase estacionaria es un líquido. La muestra es inyectada en la 

fase gaseosa que es volatilizada y pasa a la fase líquida, que se encuentra retenida en la 

columna. Los componentes de la muestra pasan diferentes tiempos entre la fase móvil y la 

estacionaria dependiendo de sus afinidades relativas por esta última y emergen al final de la 

columna exhibiendo picos de concentración, con un distribución idealmente Gaussiana. Estos 

picos son detectados por algún sistema que convierte la concentración del componente en la 

fase gaseosa en una señal eléctrica, que es amplificado y registrada. 

 Un cromatógrafo básico posee tres componentes esenciales: el inyector (por el que se 

introduce la muestra a la columna), la columna en sí misma (que contiene la fase estacionaria y 

a través de la cual pasa la fase móvil) y el detector.  
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 Las columnas pueden ser empacadas o recubiertas y el principal factor a tener en 

cuenta es la selectividad de la misma para la separación requerida. El principal factor que 

influencia la separación es la polaridad de la fase líquida.  

 Existen numerosos detectores disponibles. El utilizado en este trabajo de tesis consiste 

en un detector de masa que permite, además de la cuantificación, la identificación de los 

compuestos. El principio en que se basa esta técnica es que los compuestos que eluyen en la 

fase gaseosa son bombardeados por electrones formando iones cargados positivamente que 

se fragmentan de distintas maneras generando especies iónicas de menor tamaño. Estos 

fragmentos llegan a un campo electromagnético que los separa según su relación masa/carga 

(m/z). Ellos son recolectados por el detector en orden creciente de esta relación m/z y la 

corriente iónica es amplificada generando la señal. Al pico mayoritario se le asigna un valor de 

intensidad arbitrario igual a 100, y las intensidades de los demás iones se normalizan a éste. El 

ión formado de la molécula es denominado ión molecular (M+). El gráfico de intensidad iónica 

en función de la relación m/z se conoce como espectro de masas.  

 Las moléculas no se fragmentan de forma arbitraria sino que tienden a romperse en 

los enlaces más débiles, tales como aquellos adyacentes a grupos funcionales específicos, o de 

acuerdo a ciertas reglas complejas que han sido formuladas empíricamente a partir de 

estudios con compuestos modelos. Es posible deducir la estructura del compuesto original a 

partir de los fragmentos producidos. Para compuestos cuyos resultados son confusos, se 

pueden comparar sus espectros de masas con aquellos compuestos con propiedades similares. 

Estas comparaciones se facilitan enormemente con ayuda de programas informáticos 

especiales. En este trabajo de tesis, los espectros de masa obtenidos son comparados a través 

del software TurboMass, provisto por la empresa Perkin Elmer, con los de la biblioteca NIST lo 

que nos permitió identificar los diferentes derivados de ácidos grasos estudiados.  

 

Ensayo de DPPH 

 El ensayo de DPPH es una de las diversas técnicas empleadas para estimar la actividad 

secuestradora de radicales de compuestos específicos o extractos naturales (Blois, 1958). Esta 

técnica espectrofotométrica emplea el radical 1,1-difenil-2-picrilhidracil (DPPH), que posee un 

espectro de absorbancia característico, con un máximo de absorbancia a 515 nm (Figura 6.3). 

La reducción de DPPH provocada por un antioxidante (AH) o un radical, implica disminución en 

su absorbancia a 515 nm (Brand-Williams y col, 1995).  
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Figura 6.3. Estructuras y espectros del radical DDPH• (línea violeta) y de DPPH 

reducido (línea amarilla) 

 

 Se creía que el ensayo de DPPH involucraba una reacción de transferencia de un átomo 

de hidrógeno, pero Foti y colaboradores sugirieron que la reacción que tiene lugar 

corresponde a una transferencia de electrones (Foti y col, 2004). Los autores determinaron 

que el paso determinante de la velocidad para esta reacción consiste en un proceso rápido de 

transferencia de electrones de un anión fenóxido al DPPH. Que el DPPH sustraiga un átomo de 

hidrógeno a partir del antioxidante fenólico neutral resulta una vía secundaria de reacción, 

dado que ésta ocurre muy lentamente en solventes tales como metanol y etanol. Además, los 

autores indicaron que ácidos o bases presentes como contaminantes en el solvente pueden 

influenciar dramáticamente el equilibrio de ionización de fenoles, alterando los valores de las 

constantes de velocidad de reacción medidas.  

 Además de las diferencias mecanísticas entre la reacción de transferencia de átomos 

de hidrógeno que ocurre normalmente entre antioxidantes y radicales peroxilos, DPPH es un 

radical nitrogenado de larga vida, que no guarda relación con los radicales peroxilos altamente 

reactivos involucrados en la peroxidación lipídica. Muchos antioxidantes que reaccionan 

rápidamente con radicales peroxilos pueden reaccionar lentamente o, aún más, ser inertes 
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frente al DDPH (Huang y col, 2005). A pesar de estas desventajas, el ensayo de DPPH sigue 

siendo una técnica ampliamente utilizada debido a su simplicidad y a la ventaja de emplear un 

radical libre estable disponible comercialmente. Es altamente reproducible y comparable con 

otros métodos como ABTS, reducción de anión superóxido e inhibición de peroxidación lipídica 

(Villaño y col, 2007). 
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