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RESUMEN

En la medicina bot4nica se conoce un gran nimero de plantas que han sido utilizadas como
medicamentos para combatir diversas enfermedades. En varias culturas y a lo largo de los afios se ha
recurrido a la medicina botdnica como una alternativa de la medicina moderna. Se ha manejado que las
preparaciones hechas a base de hierbas son alternativas naturales y seguras en comparacién con los
medicamentos tradicionales. La popularizacion de estas plantas puede explicar en parte el uso y el
abuso en su consumo. Por ejemplo, el ajo y “la gobernadora” se conocen desde hace mucho tiempo, y a
ambos se les han atribuido propiedades terapéuticas, las cuales estan ligadas al efecto que ejercen uno o
algunos de los compuestos encontrados en cada planta. Se piensa que las propiedades benéficas que
presentan el ajo y la gobernadora pueden deberse a sus compuestos con cardcter antioxidante, en la
planta Allium sativum “el ajo”, la S-alilcisteina (SAC) y en la gobernadora el 4cido
nordihidroguayarético (NDGA).

La planta Larrea tridentata (cominmente conocida como “la gobernadora™), ha sido utilizada
como un medicamento para combatir enfermedades como tuberculosis, cancer y artritis. El componente
mas abundante encontrado en la planta es el NDGA, que ha sido estudiado en modelos experimentales
in vivo e in vitro y posee muchas propiedades, entre ellas la de ser un antioxidante. Sin embargo, hasta
¢l momento no se ha descrito cuales son las especies reactivas de oxigeno (ERO) que el NDGA puede
atrapar. Por otro lado, la SAC es el principal compuesto organosulfurado presente en el ajo envejecido.
Se sabe que es capaz de atrapar algunas ERO como anién superéxido (O;7), peréxido de hidrégeno
(H20,) y radical hidroxilo (OH’), pero no se ha reportado si es capaz de atrapar otras ERO ademas de
las ya reportadas.

En este trabajo se evalud la capacidad del NDGA y de la SAC para atrapar in vitro O, H;O,
OH;, 4cido hipocloroso (HOCI) y singulete de oxigeno ('O5).

Al mismo tiempo se evaluaron diferentes antioxidantes para comparar su capacidad atrapadora
con la del NDGA y la de la SAC en el modelo experimental utilizado. No todos los antioxidantes
fueron utilizados en cada ensayo, se escogieron los compuestos ya reportados con capacidad de atrapar
cada ERO. Los compuestos evaluados en este trabajo fueron: acido lipoico, 4cido trico, acido
ascorbico, dimetilsulfoxido (DMSO), dimetiltiourea (DMTU), deferoxamina (DFO), glutation (GSH),
N-acetilcisteina (NAC), manitol, piruvato de sodio, tempol y trolox.

Se utilizé espectrofotometria VIS/UV para medir la capacidad de los diferentes antioxidantes
para atrapar O;", H0,, OH', HOCI y '0,. Para medir la capacidad atrapadora sobre el O, se midi6 la
reduccién del azul de nitrotetrazolio a 560 nm, para medir el efecto sobre el H,O, se determiné la
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formacién del complejo Fe**-naranja de xilenol a 560 nm, para medir la capacidad atrapadora sobre el
OH' se cuantificé la formacion de sustancias reactivas al acido tiobarbitiirico a 532 nm, para evaluar la
capacidad atrapadora sobre el HOCI se midi6 la oxidacion del 4cido tionitrobenzoico a 412 nm y para
determinar el efecto sobre el 'O, se midié la oxidacién de la dimetilnitrosoanilina a 440 nm. Se calculd
el valor de ICsg para cada antioxidante.

Se encontr6 que el NDGA es capaz de atrapar el O, (ICso = 0.015 mM), el OH" (ICso = 0.00015
mM), el 0, (ICsp = 0.15 mM) y el HOCI (ICso = 2.05 mM), pero no atrapa H>0O,. Ademés fue el mejor
atrapador de O,”, OH'y 'Oz en comparacion con el resto de los antioxidantes evaluados. Sin embargo,
su capacidad atrapadora para el HOCI es menor que la del GSH (ICsp = 0.26 mM), la NAC (ICsp =
0.060 mM) y el é4cido ascérbico (ICso = 0.31 mM) pero mayor que a la del 4cido lipoico (ICsp = 2.3
mM) y la SAC (ICsp = 2.8 mM).

Por otro lado, la SAC es capaz de atrapar O,” (ICsp = 14.5 mM), H>O, (ICsp = 68 mM), HOCl
(ICsp=2.8mM)y '02 (ICsp = 1.9 mM). Sin embargo, su capacidad antioxidante para O, es menor que
la de 1a NAC (ICsp = 3.65 mM), el GSH (ICsy = 5.46 mM), el tempol (ICso = 7.12 mM) y el DFO (ICso
= 8.17 mM). Por otro lado su capacidad antioxidante para 'O, es menor que la del NDGA (ICso = 0.15
mM) y DMTU (ICso = 1.68 mM), pero mayor para el 4cido lipoico (ICsp = 4.1 mM), la NAC (ICsp =
6.8 mM) y el GSH (ICso = 7 mM). La SAC no atrap6 OH..

La importancia en la herbolaria de la planta Larrea tridentata radica en su capacidad
antioxidante debida a su principal componente el NDGA, de ahi que la planta haya sido utilizada
comiinmente para combatir enfermedades como la artritis reumatoide, relacionadas con las ERO.

El ajo, ademas de formar parte importante en la dieta de diferentes culturas, también es
reconocido por sus propiedades antioxidantes debidas a sus componentes entre ellos la SAC, es por ello
que sigue vigente su uso en la herbolaria para combatir enfermedades relacionadas con el estrés

oxidativo.
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1. ANTECEDENTES
1.1  Produccion de especies reactivas de oxigeno (ERO) en organismos aerobios.
1.1.1 El oxigeno como precursor de ERO.

El oxigeno es indispensable para la supervivencia de los organismos aerdbicos, se encuentra en
el aire que respiramos a una concentracién aproximadamente del 21%. Sin embargo, en altas
concentraciones resulta toxico para cualquier organismo. Ademas en situaciones donde hay una
disminucién del aporte de oxigeno, tales como infarto al miocardio, trasplante de 6rganos y choque
circulatorio (isquemia), el dafio de los tejidos se agrava por el retorno del oxigeno transportado en la
sangre durante la reperfusién después de la isquemia, debido al aumento en la concentracion de

oxigeno y la produccién masiva de ERO (Rauen et al., 1994; Yuan et al., 2005).

La mayor parte del oxigeno consumido por el organismo es reducido a agua por el complejo IV

(citocromo ¢ oxidasa) (Figura 1) en la cadena respiratoria mitocondrial segin la siguiente reaccion
global:

02 + 4I‘I+ +4 —p 2H20

En la figura 1 esta representada la descripcion de la cadena transportadora de electrones y la
produccién de ERO. En el complejo I (NADH deshidrogenada) y el sitio Q; del complejo III libera
ERO hacia la matriz mitocondrial. Se muestra parte de la defensa antioxidante de la célula: manganeso
superoxido dismutasa (MnSOD), glutatién (GSH), glutation peroxidasa (GPx) y glutation reductasa
(GR). En contraste, el sitio Qo del complejo I1I libera ERO hacia el espacio intermembranal, lejos de la

defensa antioxidante presente en la matriz mitocondrial. (Chen et al., 2003)
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Figura 1. Generacién de ERO en la cadena transportadora de electrones.

Durante este proceso respiratorio se producen ERO que tienen aigunas funciones importantes
para la célula como: participar en la quimiotaxis, en la destruccién de bacterias invasoras por fagocitos,
en la biosintesis de moléculas y en la regulacion de apoptosis. Sin embargo, la excesiva produccién no
controlada de ERO resulta dafiina porque éstas inician la lipoperoxidacién en las membranas celulares,
inactivan enzimas, reaccionan con los 4cido nucleicos y las proteinas modificando sus estructuras. La

cadena respiratoria es la principal fuente de producciéon de ERO, donde se forman a partir de la
reduccién univalente del O, (Figura 2).
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Figura 2. Esquema de la produccion de ERO a través de la reduccién univalente del O,.

1.1.2 Sistemas enzimaticos generadores de ERO

Las ERO pueden ser producidas por algunas enzimas por ejemplo, las enzimas que se

encuentran en los fagocitos. Cuando estas células se activan aumenta su consumo de oxigeno y con ello

también la formaciéon de ERO (Chaible et al., 2005).

La NADPH oxidasa que se encuentra en la membrana citoplasmaética de los fagocitos cataliza la

siguiente reacci6n en la que se produce anién superéxido (027):

20, + NADPH + H'

La mieloperoxidasa también encontrada en los fagocitos, utiliza el peréxido de hidrégeno
(H20,) en presencia de halégenos sobre todo el cloro, forma 4cido hipocloroso (HOCI) y a partir de

NADPH oxidﬁ

20,” + NADP + 2H"

éste se puede formar singulete de oxigeno (‘05) de la siguiente manera:




H202 B Cl- Mieloperoxidasa HOC' 3 Hzo
OCl + HO, ——+ "0, + H,0 + CI

El '0; es formado a partir del ion hipoclorito (la forma ionizada del HOCI) y el H0,.
La xantina oxido reductasa (XOR), cataliza la conversién de la hipoxantina en xantina y de
xantina en 4cido tirico con la produccién simultanea de O,".

La superéxido dismutasa (SOD) es una enzima que produce H>O, dismutando el O,

20, + 2H" 395 0, + H,0,

El aumento de oxigeno en la descarga respiratoria de los fagocitos esta destinado a producir una
gran cantidad de metabolitos del oxigeno como el O,", H,0,, HOCI y 10,, que tienen actividad

bactericida.

1.1.3 Reaccién de Fenton y ciclo de Haber Weiss

El H;0, formado a pesar de no ser en si un radical, tiene una importancia vital, ya que en
presencia de metales de transicién como Cu' o Fe’* da lugar a la reaccién de Fenton con la
produccion de radical hidroxilo (OH).

Fe**+ H,0, —, Fe’ + OH + OH

Por otro lado, el O™ alimenta la produccién de Fe** y por lo tanto la reaccién de Fenton, como

se muestra en la siguiente reaccion:

0,” + F&&* — 0, + Fe*

El conjunto de estas reacciones constituye el ciclo de Haber Weiss (Halliwell y Gutteridge,
1999): :
Fe**+ H,0, ——  F&’* + OH + OH
0" + F&&¥ — 0, + Fe**

02'- + H202 E— 02 + OH + OH"



La coexistencia del O, y del H,0, en un medio biolégico que inevitablemente contiene hierro
es muy peligrosa ya que el OH' formado es una especie extremadamente reactiva que interacciona con

todas las moléculas en el organismo, por tal motivo se considera como la ERO més reactiva.

1.2 Dualidad fisiolégica de las ERO

Las ERO estén involucradas en la respuesta del sistema inmune, ya que durante los procesos
inflamatorios los neutréfilos y macréfagos liberan radicales libres. El sistema NADPH-oxidasa
localizado en los fagocitos genera O,” que sirve como sefial inicial en la produccién de otras especies
oxidantes como el HOCI y el '0,, que son usados para aniquilar a los microorganismos invasores. El
H20; juega un rol importante en la biosintesis de hormonas tiroideas en animales y de lignanos en
plantas. Algunas ERO producen mutaciones necesarias para la evolucién como una respuesta
adaptativa a cambios en las condiciones ambientales. Los fibroblastos liberan O, para promover su
proliferacion (Halliwell y Gutteridge, 1999).

Normalmente existe un equilibrio entre los sistemas productores de ERO y la capacidad
neutralizante del sistema de defensa antioxidante (Cohen-Kerem y Koren, 2003), pero cuando se rompe
este equilibrio se presenta el estrés oxidativo. Este desbalance se obtiene de la excesiva produccién de
ERO y/o por la deficiencia de los mecanismos antioxidantes. Las ERO como O,", OH, HOCl y 0,
pueden reaccionar con macromoléculas como proteinas, lipidos y ADN. Un excesivo dafio a estas
macromoléculas puede provocar deficiencia celular y enfermedad del organismo (Maritim e al., 2003;
Avila-Lombardo, 2004).

La forma en que el exceso de las ERO puede dafiar a las proteinas es oxidando los residuos de
aminoécidos provocando cambios conformacionales en la proteina que pueden abatir su actividad y/o
hacerla mas susceptible a la digestién proteolitica. En los lipidos las ERO extraen protones de los
é4cidos grasos poliinsaturados desencadenando la lipoperoxidacién y la formacién de dienos, éstos
cambian la interaccién de los lipidos, la mayoria de los cuales conforman las membranas. Si los lipidos
se ven afectados causan alteraciones en la fluidez y permeabilidad de la membrana (Anesini ef al.,
2004). En los 4cido nucleicos las ERO pueden provocar hidroxilaciones de las bases y/o rompimiento
de las cadenas de ADN (Carbajal-Cano, 2002).



Todos estos dafios pueden conducir a la enfermedad de la célula y del organismo completo. Un
ejemplo de ello es el sistema nervioso que parece ser un blanco propicio para el ataque de especies
oxidantes dadas sus caracteristicas quimicas tales como alto contenido en 4cidos grasos

poliinsaturados, altas concentraciones de hierro y bajo contenido de enzimas antioxidantes.

13  Enfermedades asociadas a las ERO

Muchas enfermedades han sido asociadas con el estrés oxidativo, la forma en que esto puede
suceder es: (1) que algin tejido sea dafiado y como consecuencia se presente estrés oxidativo o (2) que
se presente el estrés oxidativo y como consecuencia se dafie algun tejido. El estrés oxidativo puede
surgir por la deficiencia en el sistema antioxidante y/o por el aumento en la formacién de las ERO.

Algunas enfermedades relacionadas al estrés oxidativo son: Alzheimer (Kawamoto ef al., 2005),
Parkinson (Glaser et al., 2005), esclerosis lateral amiotréfica (West et al., 2004), diabetes (Johansen et
al., 2005; Bonnefont-Rousselot, 2004), aterosclerosis (Violi ef al., 2004; Kawashima, 2004), dafio renal
(Maldonado et al., 2003a), dafio por radiacién (Miura, 2004), cincer (Behrend et al., 2003; Anesini et
al., 2004) y enfisema (Koyama y Geddes, 1998), entre otras.

1.4  Sistema de defensa antioxidante

Debido a que en el organismo la produccién de ERO es continua, existen mecanismos de
defensa que impiden su formacién excesiva o tratan de contrarrestarlos una vez formados para evitar
sus efectos téxicos sobre la célula. Estos mecanismos de defensa estdn constituidos por los
antioxidantes. De acuerdo a Halliwell (1990), un antioxidante es una sustancia que, cuando esta
presente en bajas concentraciones comparadas con la concentracién del sustrato oxidable, retrasa o
previene significativamente la oxidacion de aquel sustrato. Los antioxidantes se clasifican en 2 grupos:
enzimaticos y no enzimaticos.

14.1 Antioxidantes enzimaticos

La célula contiene un grupo de enzimas encargadas de la proteccion contra dafio oxidativo.
Algunas de estas enzimas se muestran en la tabla 1. La SOD dismuta el O,” a H;0,. Es una
metaloenzima que contiene Cu®*, Zn>* 0 Mn?* dependiendo de la isoenzima de que se trate. El H,0, es
metabolizado por la catalasa (CAT) y por la glutatién peroxidasa (GPx). La CAT esté presente en los
peroxisomas y se encarga de remover el H>O, presente en la célula (Kahl et al., 2004). La GPx reduce
el H,O, usando el glutatién (GSH) como agente reductor. El glutation oxidado (GSSG) es reducido de



nueva cuenta por medio de la glutation reductasa (GR) en presencia de NADPH, asi se reestablece la

cantidad de GSH impidiendo que se agote su reserva.

Tabla 1. Ejemplos de enzimas antioxidantes

Enzima Reaccién
SOD 20, + 2H — 3 O, + H0,
CAT H0; + H,0, —» H,0 + O;
GPx 2GSH + H0, ___, GSSG + 2H,0
GR GSSG + NADPH + H — GSH + NADP"

1.4.2 Antioxidantes no enzimaticos

Los antioxidantes no enzimdaticos son compuestos cuya estructura puede estar formada por
grupos tiol (GSH), grupos hidroxilo (4cido ascorbico), protones transferibles (dimetiltiourea: DMTU)
anillos arométicos (a-tocoferol), fenoles (guayacol), polifenoles (4dcido nordihidroguayarético: NDGA)
y dobles enlaces conjugados (licopeno). Estas estructuras reaccionan directamente con las especies
reactivas proporcionandoles estabilidad o inhibiéndolas por completo. En las figuras 3 y 4 se muestra la
estructura de los antioxidantes evaluados en este trabajo.
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SAC, PM = 161 g/mol O .CH50.H

DFO, PM = 656.8 g/mol

OH

Acido ascérbico, PM = 176.1 g/mol

Figura 3. Estructura quimica de: DMTU, N-acetilcisteina (NAC), manitol, NDGA, S-alilcisteina (SAC),

deferoxamina (DFO) y acido ascérbico.
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Acido lipoico, PM = 206.3 g/mol Acido drico, PM = 190.1 g/mol

Figura 4. Estructura quimica de: dimetilsulféxido (DMSO), trolox, GSH, tempol, 4cido lipoico y 4cido trico.

No todos los antioxidantes no enzimaticos son producidos dentro de nuestro organismo por lo
que deben ser ingeridos en la dieta, antioxidantes como el 4cido ascérbico, ela -tocoferol, el licopeno y
los carotenoides, de los cuales ya se ha descrito que atrapan especificamente algunas ERO (Tabla 2)
(Aruoma et al,. 1997).
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Tabla 2. Actividad de antioxidantes ingeridos en la dieta

Antioxidante Actividad

Vitamina E | Liposoluble, previene la oxidacion de grasa, inhibe la lipoperoxidacion de las
membranas (Schafer ef al., 2002)

B-caroteno Liposoluble, atrapador de singulete (Wertz ef al., 2005)

Vitamina C | Hidrosoluble, inhibe la oxidacién de lipidos y atrapa anién superdxido (lino et al.,
2005)

Los antioxidantes pueden actuar a diferentes niveles durante la secuencia oxidativa como:
¢ Quelando iones metalicos cataliticos como Fe?*
e Removiendo directamente especies reactivas clave como: O, y H,02
e Atrapando de ERO
e Rompiendo la cadena de las ERO
e Atrapando 'O, (Symons y Gutteridge, 1998)

En la célula se pueden encontrar antioxidantes enzimaticos y no enzimaticos que actian en

conjunto en diferentes regiones de la célula dependiendo de su ubicacién como se muestra en la figura
5.

Mn SOD
GSH Peroxidasa
GSH

Vitarmina E

Beta carcteno

Figura 5. Ubicacién de antioxidantes enzimaticos y no enzimaticos dentro de la célula.
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Se sabe que los antioxidantes estan involucrados en la prevencién de muchos padecimientos, es
por ello que desde mucho tiempo atras se han investigado las propiedades y caracteristicas de un gran
numero de estos compuestos. En este trabajo se estudié el NDGA y la SAC, compuestos importantes
encontrados en la planta la gobernadora (Larrea tridentata) y el ajo (Allium sativum L.),
respectivamente, se ha demostrado que ambos compuestos presentan actividad de antioxidante in vivo e

in vitro.

1.5  Larrea tridentata y el NDGA

Dentro de la medicina botanica ha sido usada tradicionalmente la planta desértica chaparral o
gobernadora (Figura 6) para combatir diversos padecimientos. Es originaria del norte de México (San
Luis Potosi, Coahuila, Chihuahua, Durango, Sonora y Zacatecas) del sur de EUA (Arizona, California,
Nevada, Texas y Nuevo México) algunas especies de la misma planta se han encontrado en Argentina
y Bolivia (Arteaga et al., 2005). El té de la gobernadora ha sido reportado en la Farmacopea como
tratamiento contra la tuberculosis, artritis y cancer (Lambert ef al., 2002). Para conocer que compuestos
son los que le dan las caracteristicas curativas se ha estudiado el extracto de esta planta tratando de

identificar sus compuestos activos.

Larrea divaricata
San Bernadino Co., CA

10 mm
Sandra Swift USGS/NAU Macrobotanical Lab

Figura 6. Fotografia de la planta la gobernadora, la cual llega a medir hasta 3 m de altura (izquierda) y
la flor de la planta que mide apenas 1 cm. de largo (derecha).

El NDGA (Figura 3) es el principal componente encontrado en las hojas de la gobernadora,
representa alrededor del 15% del peso seco de la planta, al cual se le han atribuido propiedades
antioxidantes (Schultze-Mosgau ef al., 1998; Fujimoto ef al., 2004). Este compuesto fue utilizado como
aditivo alimentario, principalmente para la preservacion de aceites, mantequillas y en general de grasas
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ejerciendo efecto como antioxidante. En 1968, se detecté que el NDGA producia dafio y quistes en el
rifion de ratas, pero no se ha estudiado el mecanismo de este dafio (Goodman ef al., 1970). Como
consecuencia de estos resultados fue eliminado de las listas de la FDA y se prohibié su uso en
alimentos. Sin embargo, se ha continuado investigando exhaustivamente su comportamiento en
diferentes modelos, ya que se ha encontrado que el NDGA presenta excelentes propiedades
antioxidantes, actividad anti-inflamatoria (Arteaga et al., 2005) y de proteccién ante diferentes
padecimientos como diabetes y esclerosis lateral amiotréfica (West et al., 2004). Los siguientes
reportes se refieren a las propiedades encontradas para el NDGA.

1.5.1 Actividad antioxidante del NDGA

El NDGA disminuye el dafio ocasionado por la toxicidad y el riesgo a desarrollar tumor en
higado y rifion de ratén expuesto a nitrilotriacetato férrico (Fe-NTA: un carcinégeno renal),
disminuyendo el dafio de estos tejidos inducido por oxidacién (Ansar et al., 1999). Puede inhibir el
dafio a ADN sujeto al estrés oxidativo, esto ha sido atribuido a la posible capacidad del NDGA para
atrapar radicales y/o a la habilidad para quelar hierro (Harper et al., 1999; Kelly et al., 2001). Su
actividad antitumorigénica se le atribuye a sus propiedades antioxidantes. Kelly y colaboradores (2001)
propusieron el siguiente mecanismo de accién del NDGA: el OH proveniente de la reaccion de Fenton
reacciona con los protones de las estructuras fenélicas del NDGA, después el anion fenolato formado
por la pérdida de estos protones puede quelar al ion Fe?* interrumpiendo el ciclo de Haber Weiss. Es un
inhibidor de la actividad de la lipooxigenasa (LOX) previniendo asi la formacién de ERO (Cheng y
Jan, 2002; La et al., 2003; Nishimura ef al., 2004). La formacién de ERO induce la expresion de la
MnSOD (enzima antioxidante), en células humanas de adenocarcinoma H441. El NDGA a 250 uM
inhibe por completo la induccion de MnSOD en las mismas células (Warner et al., 1996). Una dieta
con NDGA (2,500 p.p.m.) alarga la vida media y detiene el deterioro de la capacidad motora de ratones
G93A-SODI1 que padecen esclerosis lateral amiotrofica (enfermedad asociada al estrés oxidativo). El
NDGA (ICsp 8 + 3 pM) es un antagonista no téxico de TNFa (20 ng/mL), mediando la apoptosis en
células L.929, por su capacidad de inhibir a la LOX (West et al., 2004; Ohyama et al, 2001).

1.5.2 Actividad anti-tumorigénica del NDGA

En una concentracién de 5-50 pM el NDGA induce un aumento en los niveles de Ca®*
intracelular libre en células tumorales como células de hepatoma humano HA22/VGH (Cheng y Jan,
2002). E1 NDGA inhibe el desarrollo e induce la apoptosis en varias lineas tumorales in vitro e in vivo
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(Hofmanova et al., 2002). También inhibe al receptor del factor de crecimiento derivado de plaquetas y
la sefializacién intracelular de la proteina cinasa C, los cuales juegan un papel importante en la
proliferacion y sobrevivencia del cancer. EIl NDGA presenta actividad antitumoral con un valor de ICsp
aproximado de 3-5 pM en la linea celular cancerigena H-69 (McDonald ef al., 2001). Se observé que
en células MDCK el NDGA aporta un efecto sinergista de apoptosis con el acetato-beta-forbol de 12-
O-tetradecanoil (TPA), mediada por la generacion de ERO pero independiente de la accién de los
metabolitos de la LOX. Sin embargo, el NDGA por si solo no produce apoptosis en esta linea celular.
Ademés se sabe que el NDGA aumenta los niveles de Ca’* en las células MDCK, por lo que es posible
que éste sea el causante de la apoptosis inducida por TPA y NDGA (Nishimura et al., 2004). El

mecanismo mediante el cual ejerce su actividad aun no ha sido descrito.

1.5.3 Actividad antiviral del NDGA

Se ha demostrado que el NDGA es un potente inhibidor del virus del Herpes, del Papilomavirus
(Craigo et al., 2000; Huang et al., 2003) y el de inmunodeficiencia humana tipo 1 ya que inhibe su
transcripcion y replicacién ICso = 25 uM (Hwu er al., 1998). El mecanismo mediante el cual ejerce su

actividad aun no ha sido descrito.

Estos resultados muestran que el NDGA es un excelente antioxidante, previene el desarrollo de
tumores en una gran variedad de lineas celulares y también tiene actividad antiviral, y aunque ésta
ultima no este ligada directamente con las ERO se considera que el NDGA podria tener uso potencial
en el tratamiento contra patologias ocasionadas por estrés oxidativo, radicales libres y por virus. Es por

ello que ha aumentando el interés por este compuesto.

1.6  S-alilcisteina

La SAC (Figura 3) es el principal compuesto organosulfurado presente en el ajo envejecido (0.6
mg/Kg de producto) (Maldonado et al., 2003b). Se ha propuesto que la SAC podria ser uno de los
compuestos activos del ajo envejecido con efecto protector en modelos asociados con estrés oxidativo.

In vivo

Se ha demostrado que tiene actividad como antioxidante. Reduce la formacién de edema en
cerebro de rata sometida a isquemia, el mecanismo parece estar relacionado con la lipoperoxidacion.
Reduce el dafio histolégico en higado y corazén, ratones tratados con doxorrubicina (droga
anticancerigena). Disminuye la insuficiencia renal aguda inducida por gentamicina (Maldonado et al.,
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2003a). Ademas atentia la toxicidad del 4cido quinolinico debido a que atrapa radicales libres,
disminuye del estrés oxidativo y preserva la actividad de la Cu, Zn-SOD estriatal (Pérez-Severiano et
al., 2004).

In vitro

Se ha demostrado que tiene actividad como antioxidante. Es capaz de atrapar O,", OH' (Kim et
al., 2001) y H,0, (Ho et al., 2001). La SAC también inhibe el dafio endotelial y la lipoperoxidacién
inducido por H,O, y la oxidacién de lipoproteinas. Regula la produccién de éxido nitrico en
macréfagos (Kim et al., 2001).

La SAC presenta una importante actividad como antioxidante. Este compuesto podria ser
utilizado en la prevencion de enfermedades relacionadas con el estrés oxidativo.
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2. JUSTIFICACION

En la herbolaria se conoce un gran nimero de plantas utilizadas como medicina alterna. En los
ultimos afios aumento la atencién sobre la identificacion de los compuestos activos de muchas plantas
debido a su importancia en el uso contra diversos padecimientos. De entre esa gama de plantas
reconocidas, decidimos tomar dos de ellas la gobernadora y el ajo. De éstas se estudié uno de sus
principales componentes, el NDGA y la SAC, respectivamente. El NDGA ha sido sometido a muchos
estudios en los que se evalu6 el dafio ocasionado por el estrés oxidativo y se observd que presenta
propiedades como antioxidante. Una forma de conocer en parte como es que el NDGA actiia como
antioxidante en sistemas biolégicos es conociendo la eficacia con la que puede atrapar las diferentes
ERO. Hasta el momento no se ha reportado cuales son las ERO que el NDGA pueda inhibir. Por otro
lado, la SAC atrapa especificamente O,~, HO, y OH, pero no se conocen valores de ICsy. Es por ello
que el objetivo de este trabajo es determinar la capacidad del NDGA y la SAC para atrapar cada
especie reactiva de oxigeno, determinar sus valores de ICsp y saber su efectividad comparandolo con

otros antioxidantes que ya han sido descritos como atrapadores especificos de cada ERO.
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3. HIPOTESIS

Si el NDGA presenta actividad antioxidante in vivo e in vitro, entonces se espera que su

potencia para atrapar ERO sea mayor a la del resto de los antioxidantes a evaluar.

Si la SAC atrapa el O,", H,0, y OH,, y presenta actividad antioxidante in vivo, es posible que
este compuesto sea capaz de atrapar otras ERO ademas de lo ya reportado hasta ahora.

4. OBJETIVOS

General

Determinar los valores de ICsy para las ERO que pueden atrapar in vitro el NDGA y la SAC
comparando dicha capacidad con otros antioxidantes ya caracterizados.

Particulares

Determinar el valor de ICsp de NDGA y SAC para las siguientes especies: OH', H;0», '0,,
HOCly O;".

Determinar el valor de ICso para los antioxidantes: DMTU, DMSO, trolox, manitol, acido
ascorbico, 4cido trico, piruvato de sodio, acido lipoico, NAC, DFO y GSH evaluando su efecto
antioxidante sobre las especies OH', H,O,, 10,, HOCI VA

Comparar los valores de ICsy del NDGA y SAC con los de otros antioxidantes.
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5. MATERIALES Y METODOS

5.1  Reactivos

Los siguientes reactivos fueron de Sigma Chemical Co. (St. Louis, MO, EUA): NDGA # cat.
N5023, GSH # cat. G4251, xantina # cat. X0626, nitroazul de tetrazolio (NBT) # cat N6876, XOR #
cat. X4376, naranja de xilenol # cat. X0127, hidroxitolueno butilado (BHT) # cat. B1378, histidina #
cat. H8000, borhidruro de sodio (NaBH,) # cat. $9125, acido ascérbico # cat. A7506, desoxirribosa #
cat. D2751, écido tiobarbitirico (TBA) # cat. T5500, DFO # cat. D9533, 4cido urico # cat. U2875,
piruvato de sodio # cat. P2256, NAC # cat. A-8199, DMSO # cat. D5879, manitol # cat. M9647, 4cido
etilendiaminotetraacético (EDTA) # cat. E5134, fosfato de sodio monobasico # cat. S3139, fosfato de
sodio dibésico # cat. S3264 y tempol # cat H8258. Los siguientes reactivos fueron adquiridos de J. T.
Baker (México, D.F.): icido clorhidrico (HCI) # cat. 9535-02, 4cido tricloroacético (TCA) # cat. 807
0414-01, carbonato de sodio (Na,COs) # cat. 3604-05, hidréxido de sodio (NaOH) # cat. 3140-01,
metanol grado HPLC # cat 9093-03, sulfato ferroso amoniacal # cat. 2054-01, acido sulfiirico (H>SO4)
# cat. 9681-05, hipoclorito de sodio (NaOCl) # cat. 9416-01, fosfato de potasio monobasico # cat.
3246-01. El HyO, # cat. 5240 y el fosfato de potasio dibasico # cat. 7092 fueron adquiridos de
Mallinckrodt (México, D.F.). De Aldrich Chem. Co. (St. Louis, MO, EUA): dimetilnitrosoanilina
(DMNA) # cat. D17, 240-5, cloruro férrico (FeCls) # cat. 15,774-0, DMTU # cat. D18, 870-0. El 4cido
lipoico # cat. 62320 se adquiri6 de Fluka Biochemika (Steinheim, Suiza). De Calbiochem (La Jolla,
CA, EUA): el Trolox # cat. 648471. Todos los compuestos fueron de calidad grado analitico.

Debido a que la SAC no se encuentra disponible de forma comercial, fue sintetizada por la
Doctora Perla Maldonado de la siguiente manera: 5.25 g de cloruro de L-cisteina monohidratada se
disolvieron en 90 mL de etanol absoluto y la mezcla se mantuvo en condiciones de agitacion. Luego se
adicionaron 2.76 g de sodio en un intervalo de 1 h a temperatura ambiente. Después de que el sodio se
disolvi6 por completo se agregaron 2.7 mL de bromuro de alilo y la mezcla se dejé en agitacién por 1 h
a temperatura ambiente. Después se adicion6 agua fria suficiente para formar una solucién la cual se
dej6 en agitacién bajo las mismas condiciones. Se permiti6 la evaporacion del etanol y a la fase acuosa
se le adicion6 4cido acético glacial hasta alcanzar un pH de 5. El precipitado blanco formado se filtr6 a
vacio y se lavo con etanol frio (Maldonado-Jiménez, 2004).

Antioxidantes evaluados: NDGA, DMTU, DFO, 4cido urico, acido ascérbico, piruvato de
sodio, 4cido lipoico, NAC, GSH, trolox, DMSO, manitol, tempol y SAC. Los siguientes antioxidantes

20




se disolvieron en H,O destilada: DMTU, DFO, 4cido urico, acido ascérbico, piruvato, NAC, GSH,
trolox, DMSO, manitol, tempol y SAC. El 4cido lipoico se disolvié en metanol y el NDGA se disolvié
en una mezcla H;O/DMSO 1:1. Las diluciones necesarias de se hicieron con H>O. En todos los ensayos
se midié como control el DMSO como vehiculo del NDGA.

5.2  Técnicas usadas para la evaluacién de capacidad atrapadora sobre las ERO in vitro

Todas las técnicas empleadas fueron espectrofotométricas y se basaron en la generacion de las

ERO con la excepcién del H,O, y el HOCI los cuales se agregaron al ensayo.
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5.3  Determinacién de la capacidad atrapadora sobre el O;”

Esta evaluacion se baso en la generacion del O, por la accion de la xantina oxidasa que forma
acido turico y Oy a partir de la xantina. El O,” formado reduce al NBT formando formazin un
compuesto de color azul que absorbe a 560 nm (Figura 7).

Xantina Acido trico
295 nm
| o
HN Xantina
> + 02 oxidasa HN + 02"
o e >_°H
H H HO =
H
WO,  O,H

NBT Formazan 560 nm

Figura 7. Fundamento del método para evaluar la capacidad de atrapamiento sobre el O,”

Al agregar un compuesto con la capacidad de atrapar el O," ya no hay reduccién del NBT y por
lo tanto no hay aumento en la absorbencia a 560 nm. Como control del ensayo se mide la formacién de
dcido irico a 295 nm, la cual debe ser constante a lo largo del ensayo, eso nos indica que el
antioxidante que se estd evaluando no afecta la actividad de la xantina oxidasa. Los cambios en las
absorbencias a 295 nm y a 560 nm se compararon con un control que recibié el mismo tratamiento que
las muestras y se complet6 el volumen de reaccién con agua destilada. Los cambios en la absorbencia a
560 nm del control corresponden al 100% de generacién de O,” ya que no hay nada que impida la

formacion del O, y la consecuente reduccién del NBT.
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METODOLOGIA PARA MEDIR LA ACTIVIDAD ATRAPADORA SOBRE

1) Preparaci6n de reactivos

a) Amortiguador de fosfatos 50
mM pH 7.0

b) Xantina 0.3 mM

c) Carbonato de sodio 0.4 M

d) NBT 150 pM

v

2) Preparacién de xantina oxidasa.
Depende del lote de la enzima. Por
ejemplo 0.16 U/mg de sélidos. En el
ensayo se requiri6 de 168 U/L.

168 U (1 mg/ 0.16 U) = 1050 mg
1050 mg (2 mL/ 1000 mL) = 2.1 mg

Se requiere de 2.1mg de enzima en 2

mL de H,O.

3) Preparacion de muestras:
Se prepararon distintas

EL O,”

Como control interno se estableci6
que en cada uno de los ensayos el
delta de absorbencia del tubo control
a 560 nm fuera de 0.05/min.

6) Después de agregar la enzima, se
agitd y se hizo la lectura de la muestra
a 295 nm para registrar la produccién
de 4cido trico y a 560 nm para
registrar la produccién del O;". Desde
el momento en que se agregd la
enzima las lecturas se hicieron cada
minuto hasta completar un tiempo total

de 3 min.

diluciones de los antioxidantes 5) Preparaci6n de la mezcla de reaccién
a evaluar.
Reactivo Tubo Tubo
control muestra
4) Prepa;racién del sustrato (35 Amosnmr - 450: :‘E' 400 L.
muestras):
11.6 mL de xantina 0.3 mM fosfatos 30 mM S
1.5 ml de carbonato de sodio 0.4 M = e omr— —
5.8 mL de NBT 150 uM xa“"’“’a‘}"/i‘;"” 105 | 20p | SN
11.08 mL de amortiguador de
fosfatos 50 mM pH 7.0.
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54  Determinacién de la capacidad de degradar el H,0,

En esta técnica el H,O, se midié de manera indirecta. El fundamento del ensayo es que el H,0,
presente en la muestra oxida el ion ferroso (Fe*") a su forma férrica (Fe’"). El ion férrico se une
entonces al naranja de xilenol y forma un complejo colorido que es medido a una longitud de onda de
560 nm (Figura 8).

Fe+ H,0, Fe’*

_

Compuesto
Fe3t* 4+ Naranja de xilenol —» colorido
560 nm
CHs CH,
HO 0
HOOCH,C GCH,COOH
N\ P
N—CH, CH, —N
HOOCH,C $03Na CHpCOONa

Figura 8. Medicién de H,0, usando la técnica de Fe**-naranja de xilenol (FOX).

Al agregar un compuesto con la capacidad de descomponer el H>O;, no se oxidara el i6n ferroso
y, por lo tanto, no se formara el compuesto colorido medido a 560 nm. Para evaluar si los compuestos
degradan H,O, se permiti6 la interaccion del compuesto en diferentes concentraciones con una
concentracién conocida de HO, durante 4 horas antes de realizar la medicién de H,0,. La absorbencia
se comparé con el control, que recibi6 el mismo tratamiento que las muestras y se complet6 el volumen
de reaccion con agua destilada. Los cambios en la absorbencia a 560 nm del control corresponden al
100% de H,0, ya que no hay nada que provoque la degradaci6én del H>O; y la consecuente formacién

del complejo Fe**-naranja de xilenol.
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METODOLOGIA PARA MEDIR H,0,

1) Se prepararon dos soluciones
de H;O, cuya concentracion
fue50 y 200 pM.

v

6) Se incubé la mezcla de
reaccion durante 30 min a
temperatura ambiente. Se leyo a
560 nm contra curva estandar.

T

2) Preparacion de reactivo de FOX
(20 tubos).

a) Reactivo 1: 0.0156 g de
hidroxitolueno butilado en 18 mL
de metanol.

b) Reactivo 2: 1.5 mg de
naranja de xilenol y 2 mg de
sulfato ferroso amoniacal en 2 mL
de HzSO4 250 mM.

Se mezclaron los reactivos 1 y 2 y
se mantuvo protegido de la luz.

5) En eppendorf de 1.5 mL se hizo la

mezcla de reaccion:
Reactivo Tubo control Tubo
muestra
FOX 900 puL 900 puL
Metanol 10 pL 10 pL
[ HO 90 uL -
Muestra - 90 ul

De igual forma se traté la curva estandar,
en lugar de 90 pL de muestra, se
agregaron 90 pL de cada tubo de la curva.

v

3) Preparacion de muestras:

Se  hicieron las  diluciones
pertinentes de los antioxidantes
evaluados en fresco. A partir de
estas muestras y dela soluciéon de
H;0; 50 pM se hizo una dilucién
1:2 incubando las muestras durante
4 horas.

r

4) Preparacién de curva
estandar.
e | H;0; | lLH,0, | pL
[uM] | [200uM] | H;O
0 0 1000
2.5 13 987
5 25 975
10 50 950
25 125 875
50 250 750
75 376 624
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5.5  Determinacién de la capacidad atrapadora sobre OH

En esta técnica se generé el OH' a partir de la reaccién de Fenton. La produccion del radical se
puede medir por el método de las sustancias reactivas al 4cido tiobarbitirico (TBARS). Los radicales
hidroxilos generados reaccionan directamente con la desoxirribosa produciendo malondialdehido, el
cual bajo calentamiento con 4cido tiobarbiturico y a pH bajo, forma un compuesto de color rosa que es
medido a una longitud de onda de 532 nm (Figura 9).

Reaccion de Fenton
Fe* + H,0, — Fe* + OH: + oW

Reaccion con TBARS

Desoxirribosa MDA
HOCH,

OH- + l_ oWo

OH
+
Compuesto rosa Acido
532 nm tiobarbiturico

Figura 9. Generacién de OH' y su medicion indirecta por la técnica de TBARS.

Al agregar un compuesto con la capacidad de atrapar el OH', éste compite con la desoxirribosa
disminuyendo la formacién del compuesto rosa (Halliwell et al., 1987). El cambio en la absorbencia
debido al atrapamiento del OH' se comparé con el control, que recibié el mismo tratamiento que las
muestras y se complet6 el volumen de reaccion con agua destilada. Los cambios en la absorbencia a
532 nm del control corresponden al 100% de generacién de OH' ya que no hay nada que impida la

formacién del OH' y la consecuente reaccion con el 4cido tiobarbitirico.
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METODOLOGIA PARA MEDIR LA CAPACIDAD ATRAPADORA DE OH'

Como control interno se establecié que en cada uno de
los ensayos la absorbencia del tubo control fuera de 1.0.

1) Preparaci6n de reactivo TBARS (50 tubos):
a) 0.1875 g de TBA
b) 41.5 mL de H,0 destilada
c) 1.04 mL de HCI concentrado
d) 7.5 mL de TCA (100%)
e) 0.033 g de DFO
Se agit6 protegido de la luz.

v

2) Preparacién de reactivos para la generacion de

9) Se enfriaron los tubos a
temperatura ambiente y se
leyeron a 532 nm contra la curva

8) Una vez transcurrido el tiempo de
incubacién se agregé a todos los tubos
(incluyendo la curva) 1 mL del reactivo de
TBARS. Inmediatamente se incubaron los
tubos en baiio de aceite a 95°C durante 10 min.

radical hidroxilo:
a) Solucién amortiguadora de
fosfatos 20 mM pH 7.4 IP
b) Desoxirribosa 2.8 mM
c) H0, 10 mM 7) Preparaci6n de curva estandar:
d) EDTA/ FeCl; 1.04 mM/1 mM
€) Acido ascérbico 1 mM nmoles de “Solucién B” | Amortiguador de
La disolucién de todos los reactivos se hizo en la malondialdehido | TMPO (pL) | fosfato de potasio 20
solucién amortiguadora de fosfatos. mM pH 7.4 (ul)
0 0 1000
0.37 10 990
¢ 0.74 20 980
3) Preparacién de muestras: 1.48 40 960
Se hicieron las diluciones pertinentes de los 2.96 50 %20
antioxidantes evaluados en fresco. Z:g :‘;g g%

v

4) Mezcla de reaccién generadora de
radical hidroxilo:

Reactivo Tubo Tubo
control muestra
Acido 200 pL 200 pL
ascorbico
Desoxirribosa | 200 pL 200 pL.
HO, 100 pl 100 ul
Amortiguador | 300 uL 200 pL
de fosfatos
Muestra — 100 pL
EDTA/FeCl3 200 puL 200 puL

) reaccion, los tubos se incubaron en bafio

La reacciébn comenzé al agregar la
mezcla de EDTA/FeCl;.

i

6) Preparacion de tetrametoxipropano
(TMPO):

a) “Solucién A”: 10 pL de TMPO + 812 pL
de amort. 20 mM pH 7.4.

b) “Solucién B”: 10 pL de sol. Stock A +
9.99 mL de amort. 20 mM.

T

5) Inmediatamente de haber iniciado la

Maria a 37°C durante 1 hora.
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5.6  Determinacién de la capacidad atrapadora sobre el HOCI

El HOCI se gener6 a partir de NaOCl y H,SO4 que al ser agregado baja el pH y permite la
protonacién del hipoclorito dando lugar a la formacién del HOCI (1). Se midi6 la disminucién de la
densidad éptica a 412 nm causada por la oxidacién del TNB a DTNB (Figura 10).

2NaoCl  + H,50, — 2HOCI + NasSO,

EDTA
2NaBH, + DTNB — 2TNB + 2BH,
pH 6.6
TNB412nm + HOC| —» DTNB
NG, s—s§
B _ O2N _NO
S CO;, CO, CO;

Figura 10. Evaluacién de la actividad atrapadora sobre el HOCI mediante el ensayo de DTNB.

Al agregar un compuesto con la capacidad de atrapar el HOCI ya no hay oxidacién de TNB
debida al HOC1 y por lo tanto no diminuye la absorbencia a 412 nm. El cambio en la absorbencia
debido al atrapamiento sobre el HOCI se compar6 con el control que recibié el mismo tratamiento que
las muestras y se complet6 el volumen de reaccién con agua destilada. Los cambios en la absorbencia a
412 nm del control corresponden al 100% de HOCI ya que no hay nada que atrape el HOCI e impida la

consecuente oxidacién del TNB.
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METODOLOGIA PARA MEDIR LA ACTIVIDAD ATRAPADORA SOBRE

1) Sintesis de TNB

23.6 mg de borhidruro de
sodio + 4.9 mg de DTNB en
12.5 mL de amortiguador de
fosfatos 50 mM pH 6.6 y
EDTA 5mM.

La mezcla se incubé en bafio
Maria a 37°C durante 30 min.

v

2) Se midi6 la concentracién del
TNB usando una dilucién 1:50, se
calibr6 el  espectro  con
amortiguador de fosfatos 50 mM
pH 6.6 y se midi6 a 412 nm. El
coeficiente de extincién molar del
TNB es 13,600 M' cm’. Se
calculé la concentracién y se
prepar6 una solucién 175 pM de

EL HOCI1
6) Mezcla de reaccién
Reactivo | Tubo Tubo Tubo Tubo
control | control muestra muestra
blanco blanco
TNB 400 pL. | 400 pL 400 pL 400 pL
Amort. | 500 pL | — 500 L —
fosfatos
50 mM
pH 6.6
H,0 | 100pL | 100 puL — -~
Muestra - - 100 pL 100 plL
HOCI — | 500 pL — 500 uL

Al agregar el HOCI se tomé el tiempo y se leyeron las
muestras 5 min después a 412 nm. Primero se midi6 el
tubo blanco de cada muestra.

TNB.
3) Sintesis de HOCI
1 mL de NaOCl al 5% en

3.3 mL de amortiguador de
fosfatos 50 mM pH 7.4. En

1

5) Preparacién de muestras:

Se hicieron las diluciones
pertinentes de los antioxidantes
evaluados en fresco.

T

4) Se midi6 la concentracién del
HOCI usando una dilucién 1:25, se
calibr6 el espectro con amortiguador
de fosfatos 50 mM pH 7.4 y se midi6é

agitacién se agregé
lentamente H,SO,; 0.6 M
hasta ajustar a pH 6.2.

a 235 nm. El coeficiente de extincion
molar del HOCl es 100 M cm™. Se
calcul6 la concentracion y se prepar6d
una solucién 50 pM de HOCI.

Como control interno se establecié que en cada uno de los ensayos el delta de
absorbencia a 412 nm del tubo control sin y con 4cido hipocloroso fuera de 0.7.

29




5.7 Determinacién de la capacidad atrapadora sobre el 'O,

Para esta técnica el 'O, se gener6 a partir de la reaccion de NaOCl y H,0;. El 'O, generado
reacciona con la histidina produciendo un compuesto reactivo de histidina, el cual provoca la pérdida
de color del DMNA (el color del DMNA es amarillo) (Figura 11). La formacién del 'O, se mide
indirectamente por la disminucién de la absorbencia del DMNA a 440 nm.

NaOCl + H0, — » CF+ 105+ HO

Histidina 102 DMNA
440 nm

—_—
CH CH
HZN—(IZH—-—COOH e T
CH,

0

Figura 11. Evaluacién de la actividad atrapadora sobre el 'O, mediante el ensayo de DMNA.

NO

Si el compuesto a probar tiene la capacidad de atrapar '0, entonces éste no causard la
decoloracion del DMNA vy la absorbencia obtenida a 440 nm no disminuira (Pedraza-Chaverri et al.,
2004). El cambio en la absorbencia debido al atrapamiento del 'O, se comparé con el control que
recibié el mismo tratamiento que las muestras y se completé el volumen de reaccion con agua
destilada. Los cambios en la absorbencia a 440 nm del control corresponden al 100% de generacion de
'0, ya que no hay nada que impida la formacién del '0, y la consecuente decoloracién del DMNA.
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METODOLOGIA PARA MEDIR LA CAPACIDAD ATRAPADORA

SOBRE '0,

1) Preparacion de reactivos:
a) Amortiguador de
fosfatos 60 mM pH 7.1
b) Histidina 200 mM
¢) NaOCl 200 mM
d) H,0, 200 mM
e) DMNA 1 mM

Todos los reactivos se disolvieron

en agua.

2) Preparacion de muestras:

Se hicieron las diluciones
pertinentes de los antioxidantes
evaluados en fresco.

2

3) Mezcla de reaccién generadora de
singulete de oxigeno.

Reactivo Tubo Tubo
control | muestra

Amortiguador | 1.5mL | 1.5mL
de fosfatos

Histidina | 100 uL | 100 pL

Muestra 100 pL
H0 100 pL —
NaOCI | 100 uL | 100 uL

La reaccion inicié al agregar el NaOCl.

Como control interno se
estableci6 que en cada uno
de los ensayos el delta de
absorbencia del minuto 0
al 40 del tubo control
fuera alrededor de 1.

5) Se tomé el tiempo de
la lectura al tiempo cero
y transcurridos 40 min
las muestras se leyeron
nuevamente.

i

H,0, 100 uL | 100 pL
DMNA | 100 pL | 100 pL

4) Se calibr6 el espectro con
H,0. El NaOCl se agregd al
primer tubo se agitd e
inmediatamente  después  se
midié en el espectro a 440 nm.
Esta lectura se consider6 como
el t=0. Después se tomo6 el
segundo tubo y se hizo lo mismo
para todos los tubos.
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En cada técnica se establecié un valor de absorbencia especifico como un control interno para
asi asegurar que siempre se generd la misma cantidad de ERO. Como se menciond al final de todas las
técnicas todos los tubos se compararon siempre contra su tubo control (100% de generacion de cada
ERO) y se calcul6 el porcentaje de atrapamiento de cada especie reactiva.

La actividad atrapadora se expresa como la concentracién del antioxidante necesaria para
inhibir el 50% de la formacion de cada especie reactiva de oxigeno (ICso). Entre menor sea el valor de
ICso mayor es la capacidad del compuesto para atrapar la especie reactiva. Los valores de ICsp se
calcularon a partir de una recta ajustada por el método de minimos cuadrados.

5.8  Anailisis estadistico

Para comparar la capacidad atrapadora de los antioxidantes se us6 el programa de estadistica
Graph Pad Prism versién 3.02, San Diego, CA, EUA. Se utiliz6 un ANOVA paramétrico seguido de
comparaciones miltiples por el método de Dunnett. Los datos estin expresados como media + error

estandar de la media. Una p < 0.05 se consider significativa.
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6.  RESULTADOS Y DISCUSION

Al inicio de cada metodologia se determiné los antioxidantes a evaluar segiin lo encontrado en
la literatura. De cada antioxidante se prepararon concentraciones desde 0.0000 01 mM hasta la mas
concentrada que nos permiti6 la solubilidad de cada antioxidante. En aquellos ensayos en los que se
observd que el antioxidante atrapaba la ERO estudiada solo fueron considerados los datos
representativos de un comportamiento concentracion-respuesta. En los siguientes casos los datos
obtenidos no fueron tomados en cuenta para calcular el valor de ICso: si en las concentraciones mas
bajas no se observd ningiin efecto, en concentraciones muy altas el comportamiento ya no cambié y
cuando las concentraciones altas del antioxidante presentaron interferencias con el ensayo. Es por ello
que las diluciones varian de antioxidante a antioxidante en cada ensayo.

6.1  Anibn superéxido.

En la figura 12 se observa en el panel A que el NDGA atrapa directamente O, presentando un
comportamiento concentracion-respuesta y alcanz6 aproximadamente 90% de atrapamiento del anion a
1 mM y que no tiene ningun efecto sobre la xantina oxidasa pues la produccién de acido trico y por
tanto la del O, es constante en todo el ensayo. En el panel B se observa que la NAC también atrapa
0O,", pero conforme aumenta la concentracién de NAC se ve afectada la xantina oxidasa pues
disminuye la generaci6én de 4cido trico. A una concentracién de 7 mM de NAC la disminucién en la
produccion de acido trico ya es significativa, pero ya se ha alcanzado mas del 50% de inhibicion del
0,7, asi que el efecto observado es debido principalmente al atrapamiento del anion. Por ello se
consideré vélido calcular el valor de ICsp con los datos obtenidos. Lo mismo sucedi6é con el GSH
mostrado en el panel C. En el panel D se puede observar que en el tempol hay una disminucion de la
produccién de 4cido trico conforme aumenta la concentracién del tempol sin embargo, no hay
diferencia significativa de esos valores correspondientes a cada concentracién de tempol comparado
contra el control (0 mM). El atrapamiento maximo de O," apenas sobrepasé el 50%, se considero los
datos obtenidos y se calcul6 el valor de ICso. A concentraciones mas elevadas de tempol se present6d

interferencia en el ensayo.
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Figura 12. Efecto del NDGA (A), la NAC (B), el GSH (C) y el tempol (D) sobre la formacién de O, medida
como la reduccién del NBW) También se presenta  la produccién de é4cido drico)( Los datos estin
expresados como media + EE. n = 5-8. *p<0.001 vs 0 mM.

En los paneles A y B de la figura 13 se observa el efecto de atrapamiento del DFO y la SAC
sobre el 0,7, respectivamente. Ambos compuestos atrapan directamente el O,” presentando
comportamiento de concentracion-respuesta. Se mantuvo constante la produccién de acido trico y por
lo tanto la de O;” a lo largo del ensayo. A 50 mM de DFO se alcanza alrededor del 90% de
atrapamiento de O;” mientras que para la SAC a la misma concentracién alcanzé el 75%. No se
pudieron usar concentraciones mas altas de SAC en el ensayo porque su solubilidad es muy baja.

El DMSO y el DMTU mostrados en los paneles C y D, respectivamente, no disminuyen la

producci6n de 4cido tirico, por lo tanto no afectan a la xantina oxidasa, pero tampoco tiene la capacidad
de atrapar O;" en las concentraciones evaluadas y bajo las condiciones del ensayo ya establecidas.
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Figura 13. Efecto del DFO (A), la SAC (B), el DMSO (C) y el DMTU (D) sobre la formacién de O;” medida
como la reduccién del NBT ). También se presenta la produccién de acido itrico (o). Los datos estin
expresados como media + EE. n =4-11. *p<0.001 vs 0 mM.

En la figura 14 se puede observar en el panel A que el manitol no atrapa O;". En el panel B de
la misma figura estén representados los resultados obtenidos para el acido lipoico, se observa que se ve
afectada la produccion del 4cido trico y lo que parece un efecto atrapador del anion no es mas que la
disminuci6n de la actividad de la xantina oxidasa. Para discernir si este efecto se debe al 4cido lipoico o
a su vehiculo se examiné el efecto del metanol sobre el ensayo (Figura 14 panel C). Las
concentraciones graficadas de metanol son las mismas presentes en el ensayo de 4cido lipoico. Lo que
se observa es que desde la concentracién mas baja (0.24 M) ya hay una disminucién significativa en la
produccién de é4cido drico y por lo tanto del O,”. El metanol afecta al ensayo, es por ello que, lo
observado con el 4cido lipoico se debe a su vehiculo y no se puede asegurar que éste no sea atrapador

de O,". Simplemente con esta metodologia no se puede determinar si tiene capacidad de atrapamiento
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sobre esta ERO, se tendria que utilizar otra técnica de analisis para medir el O;” en la que el metanol no

interfiera o buscar otro vehiculo para el 4cido lipoico que no afecte este ensayo.

En el panel D de la figura 14 se muestra que el acido ascorbico atrapa alrededor del 35% de O,”
a 1 mM sin que disminuya la produccién de 4cido trico. A partir de 3 mM disminuye hasta 25%, pero
no disminuye proporcionalmente la produccion del O;™.
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Figura 14. Efecto del manitol (A), 4cido lipoico (B), metanol (C) y 4cido ascérbico (D) sobre la formacion de
O, medida como la reduccién del NBT @). También se presenta la produccion del acido trico (o). Los datos
estdn expresados como media + EE. n = 4-8. *p<0.001 vs 0 mM.

El NDGA tiene la mejor capacidad de atrapar O,” en comparaciéon con el resto de los
antioxidantes evaluados debido a que alcanza casi el 100% de atrapamiento en una concentracién muy
baja. El unico antioxidante que alcanza el 100% de atrapamiento es el GSH, pero a una concentracion
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de casi 250 veces mayor a la del NDGA. En las condiciones utilizadas el tempol apenas alcanza el 50%
de atrapamiento. De los antioxidantes evaluados, la SAC tiene la mas baja capacidad de atrapar O, .a
una concentraciéon de 50 mM alcanza el 70% de atrapamiento, es decir que se requiere de 1,000 veces
més la concentracién de la SAC para obtener el mismo efecto que el NDGA. Dicha comparacién se

puede observar en la figura 15, donde estan representados graficamente los valores de ICso.

Capacidad de los antioxidantes para atrapar O,
20

15 -

T |

10

B
=3 ® ¥
J *>i ,;|;
W H
0.. T —— _ —

NAC NDGA DFO SAC GSH Tempol

n

(&)
il

Valor de ICs, [mM]

Figura 15. Se muestra los valores de ICs, [mM] para cada antioxidante evaluado como atrapador de O,” .El
valor de ICs esta representado como media + EE. Todos los compuestos fueron comparados contra el NDGA
(*p<0.001), y contra la SAC (*p <0.001).

En la tabla 3 se muestran los valores de ICso de los antioxidantes evaluados que atrapan O,". El
NDGA tiene el IC5o més bajo (0.015 mM) y por lo tanto es el mejor atrapador de anién superédxido.
Después del NDGA, la NAC presenta la mejor capacidad de atrapamiento con un ICsp de 3.6 mM sin
embargo, este valor es 243 veces mayor al del NDGA. De los antioxidantes evaluados la SAC presenta
la mas baja capacidad de atrapamiento con un ICsy de 14.5 mM, este valor es 966 veces mayor al del
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NDGA. Se encontr6é que el ICsp del NDGA y de la SAC son diferentes de los demas antioxidantes
estudiados.

Tabla 3. Valores de ICs, [mM] de los compuestos que tienen capacidad de atrapar anién superéxido.

Compuesto | 1Cso [mM]
NDGA | 0.015+0.001*
n=7
NAC 3.6+048 **¥
n=35
GSH 54+097 **
n=8
Tempol 7.1+0.78 **
n=5
DFO 82+035 **
n=11
SAC 145+ 1.67*
n=4

El valor de ICs; esta representado como media + EE. Todos los compuestos fueron comparados contra el NDGA
(*p<0.001), y contra la SAC (*p <0.001).

6.2  Perdxido de hidrégeno.

En la figura 16 se observa que el mejor atrapador de H,O; es el piruvato de sodio (panel A),
alcanza aproximadamente el 95% de atrapamiento a 0.1 mM. Se usaron concentraciones de piruvato
mas elevadas pero la magnitud del efecto ya no cambio.

En el panel B se observa que la SAC también atrapa H,0,, alcanza aproximadamente el 70% de
atrapamiento a 125 mM. En el ensayo no se pudo usar concentraciones mas elevadas de SAC debido a
su baja solubilidad. En le panel C se puede observar que el 4cido ascérbico también puede atrapar H,0,
llegando al 100% de atrapamiento en 300 mM, presenta un comportamiento de concentracion-
respuesta. En el panel D se observa que el 4cido lipoico no atrapa H;O, en las concentraciones
evaluadas en este ensayo, la maxima utilizada fue 10 mM pues concentraciones mas elevadas

interfieren en el ensayo.
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Figura 16. Efecto del piruvato (A), la SAC (B), el acido ascérbico (C) y el 4cido lipoico (D) sobre la
concentracion de H,0,. Los datos estin expresados como media + EE. *p <0.001 vs 0 mM.n=6.

En la figura 17 se muestran los antioxidantes evaluados que no tienen capacidad de atrapar
H;0,. El GSH (panel A), la NAC (panel B) y el NDGA (panel C) fueron evaluados utilizando
concentraciones elevadas de cada uno de estos compuestos sin embargo, no tuvieron efecto sobre el
H30,. En el panel D se muestra una representacién gréfica de los valores de ICso obtenidos para esta
ERO. Se aprecia de manera més simple la gran diferencia en la magnitud del valor obtenido para el

piruvato en comparacién del acido ascérbico y la SAC.
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Figura 17. Efecto del GSH (A), la NAC (B) y el NDGA (C) sobre la concentracién de H;0,. Los datos estdn
expresados como media + EE. n= 6. *p < 0.001 vs 0 mM. En el panel D estan presentados los valores de ICsg .

En la tabla 4 se presentan los valores de ICsp obtenidos de estos experimentos. Se puede
observar que el mejor atrapador de H>0; es el piruvato de sodio (ICso = 0.032 mM). La SAC es el
antioxidante de mediana capacidad para atrapar H>O con un valor de ICsy de 68 mM, éste es mas de
2,000 veces mayor que el valor del piruvato. El 4cido ascorbico es el que presenta la mas baja
capacidad de atrapamiento debido a que su ICso de 115 mM es alrededor de 3,500 veces mayor al del
piruvato. La SAC y el 4cido ascérbico fueron comparados contra el piruvato, ambos resultaron
diferentes. Ademas de estos antioxidantes se evalué: el 4cido lipoico, el GSH, la NAC y el NDGA, de
los cuales ninguno tuvo efecto sobre el H,0,.
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Tabla 4. Valor de ICs; [mM] del compuesto que tiene capacidad de atrapar H,O,.

Compuesto ICsp [mM]
Piruvato 0.032 +0.001*
n=3
SAC 68 +1.92
n=3
Acido ascérbico | 115+3.89 *
n=6

El valor de 1Cs; esta representado como media + EE. Todos los compuestos fueron comparados contra la SAC
*
p <0.001.

6.3  Radical hidroxilo

En la figura 18 se puede observar que los cuatro antioxidantes pueden atrapar OH' pero ninguno
inhibié por completo la formacion del OH y todos muestran un comportamiento concentracién-
respuesta. En el panel A se observa que el NDGA alcanza el 90% de atrapamiento a 10 uM, en el panel
B el DMTU alcanza aproximadamente el 80% de atrapamiento a 1,000 pM, el écido tirico (panel C)
alcanza el 80% a 5,000 uM y en el panel D se observa que el trolox alcanza el 65% a 500 uM.

Para el NDGA y el trolox se usaron concentraciones mas altas en los ensayos pensando que
pudieran presentar una mayor capacidad atrapadora sobre OH- (datos no mostrados), pero el efecto es el

mismo a la concentracion mas alta mostrada en cada caso.
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Figura 18. Efecto del NDGA (A), del DMTU (B), el acido trico (C) y el trolox (D) sobre la generacién de OH..
Los datos estén expresados como media + EE. n = 5-6. *p <0.001 vs 0 pM.

En los paneles A y B de la figura 19 se puede observar que el DMSO y el manitol muestran un
comportamiento concentracién-respuesta atrapando OH'. Ninguno de los dos atrapa al 100% el OH
formado. El DMSO alcanza el 90% de atrapamiento a 100 mM y el manitol alcanza el 85% a 20 mM.
La SAC (panel C) fue el tnico antioxidante que no mostré capacidad de atrapar OH' bajo las
condiciones establecidas del método. E1 DMSO es el vehiculo del NDGA y aunque muestra capacidad
de atrapamiento se puede observar que el NDGA alcanza el 90% de atrapamiento a 10 pM, mientras
que el DMSO no muestra capacidad de atrapar a la misma concentracion.
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Figura 19. Efecto del DMSO (A), el manitol (B) y la SAC (C) sobre la generacion de OH'. Los datos estin
expresados como media + EE. n = 5-6. *p < 0.001 vs 0 uM.

En la figura 20 se puede observar que el mejor atrapador de OH' es el NDGA y que muy por
encima de éste se encuentra el valor del manitol, el resto de los antioxidantes mostraron un

comportamiento y una capacidad de atrapamiento de OH' similares.
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Figura 20. Se muestra el valor de IC50 de los antioxidantes que si atrapan OH. Los datos estan expresados como
media + EE. n=5-6. Todos los compuestos fueron comparados contra el NDGA (*p < 0.001).

Los datos mostrados en la tabla 5 confirman que el NDGA es el mejor antioxidante con
capacidad de atrapar OH' bajo estas condiciones. Se requiere de mas de 22,000 veces la cantidad de
manitol para obtener el mismo efecto provocado por el NDGA. Comparado el valor de ICsp del NDGA
con el resto de los antioxidantes, se encontré que todos son diferentes.
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Tabla 5. Valores de ICs, [uM] de los compuestos que tienen capacidad de atrapar OH'

Compuesto | ICsp [uM]
NDGA 0.15+0.015
n=>5
DMTU 106 +9.7 *
n=35
Acido tirico | 134+12 *
n=35
Trolox 174 +16 *
n==6
DMSO 247+14 *
n=6
Manitol | 3304 +197 *
n=6

El valor de ICs, esté representado como media + EE . Todos fueron comparados estadisticamente contra el
NDGA *p <0.001.

6.4  Acido hipocloroso
En la figura 21 se puede observar que el GSH (panel A), el NAC (panel B), el NDGA (panel C)
y el 4cido ascérbico (panel D) si atrapan HOCI y presentan un comportamiento de concentracién-

respuesta.

El GSH alcanza el 100% de atrapamiento a 1 mM, el NAC llega al 100% en 2.5 mM. El 4cido
ascorbico alcanza el 90% de atrapamiento a 10 mM.

El NDGA no supera el 50% de atrapamiento del HOCI, pero hasta la concentracién mas alta
evaluada se puede observar un comportamiento concentracién-respuesta. Con los datos obtenidos se
calcul6 el valor de ICsq tebrico. No se evaluaron concentraciones més altas del NDGA porque

interfieren en el ensayo.
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Figura 22. Efecto del GSH (A), la NAC (B), el NDGA (C) y el 4cido ascérbico (D) sobre la concentracién de
HOCI. Los datos estéin expresados como media + EE. n =4. *p <0.001 vs 0 mM.

En la figura 23 se puede observar que el acido lipoico (panel A) y la SAC (panel B) también
presentan un comportamiento de concentracién-respuesta al atrapar HOCI. El 4cido lipoico alcanza
70% de atrapamiento a 20 mM, a concentraciones més altas del 4cido lipoico se interfiere con el
ensayo. Se evalu6 al metanol (vehiculo del 4cido lipoico), éste no afecta el ensayo. La SAC alcanza el
75% de atrapamiento a 25 mM, no se pudieron evaluar concentraciones mas altas de SAC debido a su
baja solubilidad. Ninguno de los dos atrapa al 100% el HOCI.

En los paneles C y D de la figura 23 estén representados los antioxidantes DFO y manitol que
no atrapan HOCI. Se usaron concentraciones maés elevadas pero los datos no fueron representados

porque el comportamiento es el mismo a las concentraciones indicadas en las gréficas.
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El mejor de los antioxidantes evaluados es el GSH alcanzando el total de atrapamiento del
HOCl a 1 mM. La NAC también atrapa por completo al HOCI en una concentracién de 2.5 mM.
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Figura 23. Efecto del 4cido lipoico (A), la SAC (B), el DFO (C) y el manitol (D) sobre la concentracion del
HOCIL. Los datos estdn expresados como media + EE. n=4-8. *p <0.001 vs 0 mM.

En la figura 24 se muestra que tanto el DMSO mostrado en el panel A asi como el DMTU

mostrado en el panel B, no tienen capacidad de atrapar HOCI en las concentraciones usadas y bajo las
condiciones del método ya establecidas.

En el panel C de la figura 24 estin representados los valores de ICsp obtenidos para los
antioxidantes atrapadores de HOCI, se observa que el valor de ICso del GSH y el de la NAC es muy
parecido. Es menor la capacidad de atrapamiento sobre el HOCI del NDGA, el 4cido lipoico y la SAC
en comparacion con la del GSH. El NDGA no rebasa el 50% de atrapamiento sobre el HOCL. Se

usaron concentraciones mas elevadas pero éstas interfieren en el ensayo.
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Figura 24. Efecto del DMSO (A) y el DMTU (B) sobre el HOCI. Los datos estin expresados como media + EE.
n=4-8. *p <0.001 vs 0 mM. En el panel C se muestran los valores de ICs, de los antioxidantes que si tuvieron
e{eclo sobre el HOCI. Todos los compuestos fueron comparados contra el NDGA (*p <0.001), y contra la SAC
(*p <0.001).

En la tabla 6 estin representados los valores de ICs de los antioxidantes que atrapan HOCI. El
ICso del GSH es 0.026 mM, para la NAC es de 0.061 mM, la SAC present6 la mas baja capacidad de
atrapamiento de los antioxidantes evaluados con un ICso de 2.85 mM. Se requiere aproximadamente de
110 veces mas de SAC para obtener el mismo efecto atrapador del GSH correspondiente a su ICsy.

Todos los antioxidantes fueron comparados contra el NDGA y todos resultaron diferentes a
excepcion del acido lipoico. De igual forma todos los antioxidantes fueron comparados contra la SAC y

se encontr6 que todos son diferentes.
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Tabla 6. Valores de ICso [mM] de los compuestos que tienen capacidad de atrapar HOCI

Compuesto ICsp [mM]
GSH 0.026 + 0.002 **
n=4
NAC 0.061 +0.004 **
n=4
Acido ascérbico | 0.31+0.029 **
n=4
NDGA 2.05+0204 ¥
n=4
Acido lipoico 23+0221 *
n=4
SAC 29+0.149 *
n=8

El valor de ICs esta representado como media + EE. Todos los valores fueron comparados estadisticamente
contra el NDGA (*p < 0.001) y contra la SAC (*p < 0.001).

6.5  Singulete de oxigeno

En la figura 25 se observa que los cuatro antioxidantes atrapan 0,y presentan comportamiento
de concentracién-respuesta. En el panel A se observa que el NDGA a 0.9 mM atrapa por completo el
'0, formado. En el panel B el DMTU alcanza el 85% de atrapamiento de 'O, a 10 mM, en el panel C
se observa que la SAC alcanza el 85% de atrapamiento a 6 mM y en el panel D que el 4cido lipoico
alcanza el 90% de atrapamiento a 12 mM.
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Figura 25. Efecto del NDGA (A), el DMTU (B), la SAC (C) y el icido lipoico (D) sobre la formacion de '0,.
Los datos estin expresados como media + EE. n = 4-6. *p <0.001 vs 0 mM.

En la figura 26 se observa en el panel A que la NAC y en el panel B que el GSH tienen
capacidad de atrapar 'O, con comportamiento concentracién-respuesta. Ninguno de los dos atrapa por
completo el 'O, formado. La NAC alcanza el 75% de atrapamiento a 15 mM, el GSH alcanza el 80%
de atrapamiento a 13 mM. El manitol (panel C) y el dcido ascérbico (panel D) no presentan capacidad

de atrapar 'O,.
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Flgura 26. Efecto de la NAC (A), el GSH (B), el manitol (C) y el 4cido asc6rbico (D) sobre la formacion del
'0,. Los datos estén expresados como media + EE. n = 4-6. *p<0.001 vs0mM.

En la figura 27 est4n representados los valores de ICsp de los antioxidantes que atrapan 'O, Se
observa que el NDGA es el mejor atrapador de 'O, en las condiciones ya descritas. Después de éste el
DMTU y la SAC presentan la mejor capacidad atrapadora y finalmente el 4cido lipoico, el GSH y la
SAC presentan una capacidad atrapadora de 'O, muy débil.
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Figura 27. Se muestran los valores de ICs; de loa antioxidantes que atrapan 'O,. Los datos estdn expresados

como media + EE. n = 4-6. Todos los compuestos fueron comparados contra el NDGA (*p < 0.001), y contra la
SAC (*p <0.001).

Los valores representados en la tabla 7 muestran que el mejor atrapador de 'O, es el NDGA con
un ICsp = 0.152 mM. El valor de ICsp de la SAC es 13 veces mayor al del NDGA. De los antioxidantes
evaluados el de menor capacidad para atrapar 'O, es el GSH del cual se requieren 46 veces més para
obtener el mismo efecto que el NDGA. Se comparé el valor de ICsq del resto de los antioxidantes
contra el NDGA, encontrdndose que todos son diferentes. Se hizo lo mismo por separado con SAC
encontrandose que todos son diferentes a éste.
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Tabla 7. Valores de ICso [mM] de los compuestos que tienen capacidad de atrapar '0;

Compuesto ICs [mM]
NDGA 0.152+0.019%
n=6
DMTU 1.689+0.289 **
n=>5
SAC 1.933+0.271 *
n=4
Acido lipoico | 4.067 +0.174 **
n=6
NAC 6.844+0.585 **
n=6
GSH 7.023+0323 **
n=6

El valor de ICs; esta representado como media + EE. Todos fueron comparados estadisticamente contra el
NDGA (*p <0.001) y contra la SAC (p <0.001).

En la tabla 8 podemos observar que la SAC es capaz de atrapar HGCI, 'Oz, H;0; y 057, los
datos obtenidos en este trabajo coinciden con lo ya reportado por Kim et al., 2001 en cuanto a que la
SAC puede atrapar O;”y con Ho et al,, 2001 de que atrapa H>0,, pero no en cuanto a que atrapa OH'
(Kim et al., 2001).

Al comparar la capacidad del resto de los antioxidantes contra la del NDGA, se observo que el
NDGA es el mejor atrapador en todos los casos a excepcioén del HOCI, ya que en todos los ensayos el
valor de ICsq obtenido para NDGA fue menor al resto de los antioxidantes.

En el ensayo de O;" la SAC resulto ser el peor atrapador, lo mismo ocurrié para el HOCI, solo
para 'O, result6 de mediana capacidad de atrapamiento. Es de mediana capacidad para atrapar H;0,.su
capacidad es menor a la mostrada por el piruvato pero mayor a la del 4cido ascérbico.

La forma en que algunos compuestos pueden efectuar su efecto antioxidante en sistemas vivos
puede ser atrapando directamente las ERO, aumentando la expresion de las enzimas antioxidantes,
aumentando la concentracion de antioxidantes no enzimaticos (como el GSH), inhibiendo enzimas que
producen las ERO y/o quelando metales. Sin embargo, en este trabajo solo se estudi6 in vitro la
capacidad de los antioxidantes para atrapar directamente las ERO y de esta forma se puede explicar en
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parte la capacidad antioxidante de los compuestos evaluados. No podemos descartar la posibilidad de

que in vivo puedan ejercer algin otro de los mecanismos antioxidantes ya mencionados, para ello

tendrian que ser evaluados en los modelos experimentales adecuados. Ya se observé que el NDGA es

un antioxidante potente in vifro y que ejerce ese efecto en muy bajas concentraciones. Estos resultados

pueden conducir a nuevos experimentos en los que podria evaluarse su efecto sobre el estrés oxidativo

in vivo pensando en la posibilidad de que puede prevenir los dafios ocasionados por éste.

presentan o no actividad antioxidante.

La tabla 8 presenta para cada especie reactiva los compuestos que fueron evaluados y que

Tabla 8. Resumen de los antioxidantes evaluados que presentan y no presentan actividad atrapadora de cada
ERO medida.

ESPECIE REACTIVA DE OXiGENO

B} _;3 0, H,0, OH' HOCI '0,
S a
§ E’ DFO Piruvato Acido trico | Acido ascérbico | Acido lipoico
A GSH _ SAC DMSO Acido lipoico DMTU
- NAC Acido ascérbico | DMTU GSH GSH
B3 NDGA NDGA NAC NAC
O g SAC Manitol NDGA NDGA
3 Tempol Trolox SAC SAC
£ Acido ascérbico | Acido lipoico SAC DFO Acido ascorbico
23 Acido lipoico GSH DMSO Acido trico
o E- DMSO NAC DMTU DMSO
R DMTU NDGA Manitol Manitol
B 2 Manitol Metanol Metanol Metanol
Ex Metanol
O a
S
g
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7. RESUMEN DE RESULTADOS

o EINDGA es capaz de atrapar OH, 0", '0, y HOCJ, pero no atrapa H,0,.

e En comparaci6n con los antioxidantes evaluados, el NDGA resulté ser el mejor atrapador para
tres de las cinco especies reactivas evaluadas (OH, 0"y '0y).

o La SAC no atrapa OH. tiene la capacidad de atrapar O,", H;0,, 102 y HOCI bajo las
condiciones establecidas en este trabajo.

e De todos los compuestos evaluados la SAC presenta la menor capacidad para atrapar HOCI y
or

¢ El mejor atrapador de HOCI es el GSH y el mejor atrapador de H,0; es el piruvato.

* Comparando la capacidad de atrapamiento del NDGA y la SAC sobre las mismas ERO, el
NDGA resulté ser el mejor.
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8. CONCLUSIONES
e La capacidad antioxidante del NDGA puede explicarse, al menos en parte por su capacidad
para atrapar directamente O,~, OH', HOCl y 10,.

e LaSAC puede atrapar 'O, y HOCI, ademas de las ya reportadas.

e Aunque la SAC mostr6 actividad antioxidante, su capacidad estuvo por debajo de los

antioxidantes conocidos.

e  Invitro el NDGA es mejor antioxidante que la SAC.

e  Se observé que la potencia antioxidante in vitro de la SAC es mucho menor a la del NDGA.
Se sabe que la SAC tiene una importante actividad como antioxidante in vivo, entonces podria

esperarse que también in vivo sea mayor la potencia del NDGA en comparacion con la de este
compuesto.
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