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Abstract

In humans, the antioxidant capacity assessment (CA) represents the sum of all 
the antioxidants contained in the biological sample, so the results can not be dis-
cussed according to the type of molecule responsible for CA. For this reason, we 
evaluated the in vitro CA protein, vitamins and enzymes in a mixture of polyun-
saturated fatty acids undergo a Fenton reaction, where were tested physiological 
concentrations β-carotene, γ and α tocopherol, ascorbic acid, albumin, transfe- 
rrin, superoxide dismutase, catalase, glutathione and glutathione peroxidase. 
We quantified the amount of TBARS (thiobarbituric acid reactive substances) 
produced in each reaction which was compared with a control sample. Tocophe-
rols α and γ decreased TBARS 24.9 ± 3.0% and 23.0 ± 2.2% respectively, p<0.01; 
the apo-transferrin show the best CA (-71.5 ± 1.7%, p <0.01) followed by albumin 
(-52.3 ± 1.7%, p <0.01), the antioxidant effect observed in the albumin affected its 
structure, identifying in agarose gel low molecular weight peptides. The results 
indicate that as tocopherols, albumin and transferrin are antioxidants prevent 
in vitro oxidation of polyunsaturated fatty acid exposed to a Fenton reaction.  
 
Keywords: polyunsaturated fatty acid, lipid peroxidation, antioxidant capacity, 
TBARS.

Resumen

En humanos, la evaluación de la capacidad antioxidante (CA) representa la suma de 
todos los antioxidantes contenidos en la muestra biológica, por lo que los resulta-
dos no pueden ser discutidos de acuerdo al tipo de molécula responsable de la CA. 
Por esta razón, se evaluó in vitro la CA de proteínas, vitaminas y enzimas en una 
mezcla de ácidos grasos poliinsaturados sometidos a una reacción de Fenton, en 
donde se probaron concentraciones fisiológicas de ácido ascórbico, α y γ-tocoferol, 
β-caroteno, albúmina, transferrina, superóxido dismutasa, catalasa, glutatión y 
glutatión peroxidasa. Se cuantificó la cantidad de ����������������������������   moléculas que reaccionan al 
ácido tiobarbitúrico (TBARS) producidas en cada reacción, la cual se comparó con 
una muestra control. Los tocoferoles α y γ se comportaron de forma similar, ambos 
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redujeron las TBARS un 24.9 ± 3.0%  y 23.0 ± 2.2% respectivamente, p<0.01;  la 
apo-transferrina fue la molécula con mayor CA (-71.5 ± 1.7%, p<0.01) seguida de la 
albúmina (-52.3 ± 1.7%, p<0.01), el efecto antioxidante observado en la albúmina 
comprometió su estructura, fragmentándola en péptidos de bajo peso molecular. 
Los resultados obtenidos indican que al igual que los tocoferoles, la albúmina y 
transferrina son antioxidantes que previenen la oxidación in vitro de ácidos grasos 
poliinsaturados expuestos a una reacción de Fenton.

Palabras clave: ácidos grasos poliinsaturados, lipoperoxidación, capacidad anti-
oxidante, TBARS.

Introducción

El estrés oxidativo caracterizado por un 
desequilibrio oxidante/antioxidante de una 
célula intacta es una condición que se ha 
asociado con múltiples patologías en dife-
rentes estados del desarrollo (Guggenheim 
& Wolinsky, 1981). Al respecto, los estudios 
se han centrado en aclarar cuál es el rol 
que el estrés oxidativo tiene en la etiología 
y progresión de enfermedades crónicas no 
transmisibles (ECNT) (Blake et al., 1989; 
Collins, Duthie, & Ross, 1994; Gey, 1986), 
estados de desnutrición (Golden & Ram-
dath, 1987; Manary, Leeuwenburgh, & 
Heinecke, 2000; Ohtsuka, Kojima, Ohtani, 
& Hayashi, 1998) así como en procesos tan 
inherentes al hombre como el envejeci-
miento (Cutler, 1991).

El estado antioxidante representa el 
equilibrio entre las defensas antioxidantes y 
los oxidantes en un organismo vivo (Lapen-
na, Ciofani, Pierdomenico, Giamberardino, 
& Cuccurullo, 2001), un desequilibrio en 
cualquiera de los dos componentes pueden 
causar estrés oxidativo. En humanos las 
moléculas a las cuales se les ha conferido 
una función antioxidante son múltiples, 
las de origen endógeno son principalmente 
enzimas, como la glutatión peroxidasa 
(GPx), superóxido dismutasa (SOD) y cata-
lasa (CAT) así como proteínas de transporte 
como transferrina y albúmina; y algunas 
provenientes de la dieta como vitaminas y 
minerales, siendo el selenio, ácido ascór-

bico, β-caroteno y el α-tocoferol los más 
estudiados.

 Debido a la importancia del estrés oxi-
dativo en las ECNT en humanos y mode-
los animales se han utilizado diversos 
indicadores para evaluar la CA y el estado 
oxidativo, desde los no invasivos, como la 
cuantificación de hidrocarbonos volátiles 
(Knutson, Handelman, & Viteri, 2000) y los 
ecosanodides en orina, (Lee, Shoeman, & 
Csallany, 1992; Nelson, Morris, Schmidt, 
& Levander, 1993) así como los invasivos 
como la medición en sangre de las TBARS 
(Ohkawa, Ohishi, & Yagi, 1979), oxidación 
de lipoproteínas de baja densidad (LDL) 
provenientes del suero (Esterbauer, Striegl, 
Puhl, & Rotheneder, 1989) y los niveles de 
nutrientes antioxidantes, quienes son los 
indicadores más utilizados para evaluar 
la CA. De todos los anteriores la cuantifi-
cación de TBARS en sangre es la medición 
más utilizada para evaluar estrés oxidativo 
a pesar de las controversias al respecto 
(Lapenna, et al., 2001). 

Para fines de evaluación clínica y/o 
poblacional se requiere utilizar métodos 
de bajo costo que reflejen adecuadamente 
un estado antioxidante, además, es nece-
sario conocer cuales son las moléculas o 
nutrientes que tienen la mayor actividad 
antioxidante en los sistemas in vitro o en 
los métodos seleccionados para realizar la 
evaluación; para tal efecto en este estudio 
se determinó la CA in vitro de antioxidantes 
de distinta naturaleza en una mezcla de 
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ácidos grasos poliinsaturados sometidos 
a una reacción de Fenton (AGPFent). Se 
evaluaron de forma independiente algunos 
nutrientes o proteínas con función antioxi-
dante descrita, se probaron concentracio-
nes fijas de ácido ascórbico, α-tocoferol, 
γ-tocoferol, β-caroteno, albúmina, transfe-
rrina; así como de enzimas como CAT, SOD, 
glutatión reducido (GSH) y GPx.

Material y Métodos

Evaluación de la capacidad antioxidante
Para medir la CA se utilizó el principio de 
las TBARS, aplicando un método modifi-
cado de la técnica descrita por Hicks JJ 
y Medina-Navarro (Hicks & Medina-Na-
varro, 1995), denominado AGPFent. En 
un sistema de 2 mL, compuesto por un 
amortiguador trizma base 7.2 mM, pH 
8.0, se colocó una mezcla de ácidos grasos 
poliinsaturados, linolénico (89.2 ηmoles) y 
linoleico (89.7 ηmoles), 1 µmol de FeCl2  y 
2.5 µmoles de H2O2 (pH 5.1). La mezcla se 
incubó 15 minutos a 37°C, adicionando 1.0 
mL de ácido tiobarbitúrico al 0.375% (95°C 
durante 15 minutos), la reacción se detuvo 
con 500 µL de HCl 2 N y se leyó absorbancia 
a una longitud de onda de 532 nm, a esta 
mezcla se le consideró como la oxidación 
máxima (control). 

Capacidad antioxidante de los principales 
compuestos antioxidantes
Con el fin de establecer la función in vitro 
de algunos nutrientes, proteínas y enzi-
mas con mayor evidencia científica con-
tra la lipoperoxidación de ácidos grasos 
poliinsaturados, se evaluó la CA del ácido 
ascórbico (Levine, 1986), α-tocoferol (Bur-
ton & Traber, 1990), γ-tocoferol (Devaraj 
& Traber, 2003), β-caroteno (Burton & In-
gold, 1984), albúmina (Bourdon & Blache, 
2001), transferrina (Aruoma & Halliwell, 
1987), CAT (Calabrese & Canada, 1989), 
SOD (Fridovich, 1986), GPx (Ursini & Bin-
doli, 1987) y GSH (Anderson, Underwood, 

Bridges, & Meister, 1989), utilizando mez-
clas equivalentes a las concentraciones 
medias reportadas en rangos normales en 
plasma o suero de humanos. Los resultados 
del efecto antioxidante de cada uno de los 
compuestos se informan como porcentajes 
de reducción en relación con la oxidación 
máxima.

Las soluciones de moléculas y nutrien-
tes antioxidantes se prepararon en el mo-
mento del análisis y se probaron de forma 
independiente en la mezcla de AGPFent, el 
volumen probado en cada reacción fue de 
20 µL. Se utilizó L (+) ácido ascórbico (Mca 
Riedel-de Haën) a una concentración de 
0.95 mg/dL (Devasena, Lalitha, & Padma, 
2001), de la cual se tomaron 9.5 µg para 
adicionarlo a la mezcla de AGPFent. El (+)- 
∝-acetato de tocoferol (SIGMA-Aldrich) se 
preparó a una concentración de 800 µg/dL 
y fue diluido en dimetil sulfóxido (Sokol, 
Heubi, Iannaccone, Bove, & Balistreri, 
1984), de la solución se tomaron 0.16 µg.  
El γ-tocoferol utilizado fue (+)-γ-tocoferol 
(SIGMA-Aldrich) a una concentración de 
4.18 µM (diluido con dimetil sulfóxido) 
(Gross, Yu, Hannan, Prouty, & Jacobs, 
2003),  del cual se tomaron 9.5 µg. El último 
antioxidante probado fue β-caroteno sinté-
tico (SIGMA-Aldrich) a una concentración 
de 0.32 µM (diluido con dimetil sulfóxido), 
y se probaron 3.5 ηg. 

Se utilizó albúmina bovina (PM ≅ 
70,000) a una concentración de 4.5 g/dL 
(SIGMA-Aldrich) de esta mezcla se probaron 
0.9 mg en el sistema AGPFent para  evaluar 
su efecto antioxidante independiente. La 
transferrina (PM ≅ 79,500) que se utilizó fue 
apo-transferrina humana (SIGMA-Aldrich) 
a una concentración de 250 mg/dL, de la 
cual se probaron 50 µg. 

Se preparó CAT bovina (SIGMA-Aldrich) 
a una concentración de 34.5 U/g de hemo-
globina (Hb) (Castenmiller et al., 1999), de 
la mezcla se probaron 20 µL (0.083 U). De 
la SOD bovina (SIGMA-Aldrich) se preparó 
una solución de 3 U/mg (Squali Houssai-
ni, Arnaud, Richard, Renversez, & Favier, 
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1997) y se probaron en el sistema AGPFent 
20 U. La GPx bovina (SIGMA-Aldrich) se 
preparó a una concentración de 68.85 U/
g Hb, (Castenmiller, et al., 1999), de esta 
mezcla se probaron 0.16 U. La concentra-
ción de GSH elegida fue de 2.42 µmoles/g 
Hb (Fechner et al., 2001), para tomar 1.8 
µg. Todas las proteínas de trasporte y enzi-
mas se diluyeron en una solución de buffer 
de fosfatos 100 mM, pH 7.0. 

Electroforesis de proteínas
Una vez que se evaluó la CA de la albúmina 
y la transferrina en el sistema de AGPFent, 
se extrajo la proteína del medio con 100 µl 
de ácido perclórico 2 M, y se precipitaron 
centrifugando la mezcla a 14,000 rpm, 10 
minutos a 4° C, se eliminó el sobrenadante 
y el paquete proteico se reconstituyó con 
buffer de fosfatos 100 mM. Para separar las 
proteínas se uso un gel de poliacrilamida 
con dodecilsulfato de sodio (PAGE-SDS), 
el gel separador fue preparado con buffer 
tris 3M pH 8.8, acrilamida al 30%, con una 
relación bis acrilamida/acrilamida de 1:37, 
TEMED al 0.06%, SDS al 10% y persulfato 
de amonio al 10%. EL gel concentrador 
se preparó con buffer tris 0.5 M, pH 6.8, 
TEMED al 0.06%, acrilamida al 30%, SDS 
al 10% y persulfato de amonio al 10%.

Análisis Estadístico
Todos los análisis se realizaron en el soft-
ware SPSS (SPSS versión 10, Chicago, IL). 
Los datos se presentan como el promedio 
de cada grupo experimental ± la desviación 
estándar. Se realizó una prueba de ANOVA 
de una vía con una post prueba de Turkey 
para comparar las diferencias entre los 
grupos. Las diferencias entre dos grupos 
se establecieron con la prueba t-Student. 
Se consideró un nivel de significancia con 
un valor de p<0.05.

Resultados y Discusión

Se evaluó in vitro la capacidad antioxidante 

de cada uno de los nutrientes, proteínas y 
enzimas antioxidantes con mayor evidencia 
científica en los procesos de peroxidación 
de lípidos. La oxidación máxima (control) 
sin antioxidantes produjo en promedio 10.2 
± 0.5 ηmoles de TBARS, lo que representó 
el 100% de oxidación. Con el ácido ascór-
bico se cuantificó un aumentó del 10% en 
la cantidad de TBARS al compararse con 
el control, esto está relacionado con su 
función prooxidante debido a que el acido 
ascórbico reduce el Fe3+ en  Fe 2+ y de esta 
manera mantiene el sustrato para conti-
nuar con la reacción de Fenton, esta evi-
dencia es bien conocida y se da principal-
mente en estados de sobredosis de hierro 
(Chen et al., 2000; Dasgupta & Zdunek, 
1992; Miller & Aust, 1989).  

El α-tocoferol es referida como la 
molécula con una mayor CA en solucio-
nes de lípidos (Liebler, 1998; Skinner & 
Parkhurst, 1970), sin embargo, en este 
experimento el efecto antioxidante del α-
tocoferol y el γ-tocoferol fue semejante en 
la mezcla de AGPFent,  estas moléculas 
redujeron la cuantificación de TBARS un 
24.9 ± 3.0% vs 23.0 ± 2.2% respectiva-
mente. La capacidad antioxidante de los 
tocoferoles está relacionada con la inacti-
vación en este medio del radical hidróxilo 
y peróxido, además se ha descrito que 
entre la forma α y γ existe una similitud 
en su actividad como atrapadores para el 
singulete de oxígeno (100/100) (Kaiser, Di 
Mascio, Murphy, & Sies, 1990). 

Existe evidencia que indica que el β-
caroteno reacciona con el radical lipídico 
formando un radical intermediario que en 
el momento de reaccionar con otro radical 
lipídico forma un producto estable (Bur-
ton, 1989) y así se rompe la reacción en 
cadena de la lipoperoxidación,  la CA del  
β-caroteno en la mezcla AGPFent fue del 
16.8 ± 1.7% menor al control, proporción 
que es mas baja a la CA observada en los 
tocoferoles α y γ. (Tabla 1).

Los resultados obtenidos con la al-
búmina bovina permiten proponerla como 
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un efectivo antioxidante durante la liporer-
oxidación, ésta fue capaz de evitar en más 
del 50% el daño producido por el radical 
hidroxilo, producto de la reacción del H2O2 y 
el hierro; la albúmina redujo en promedio la 
cuantificación de TBARS en la mezcla AGP-
Fent un 52.3 ± 1.7 %; esta proteína se frag-
mento durante su actividad antioxidante, 
el gel de poliacrilamida/SDS reveló bandas 
de aproximadamente 10, 15, 40 y 70 kDA 
(Figura 1), estas bandas presentan un peso 
similar a las observadas en albúmina ex-
puesta a Cu y ascorbato (Marx & Chevion, 
1986). La fragmentación de las proteínas 
es ocasionada por los radicales hidróxilo 
así como los iones perferrilo (Davies, Lin, 
& Pacifici, 1987; Dubinina et al., 2002); 
esto se aplica también para la albúmina, 
la cual puede prevenir la peroxidación 
quelando hierro y atrapando radicales li-

bres de oxígeno (Fukuzawa, et al., 2005). 
La fragmentación de la albúmina durante 
estados de estrés mediados por hierro po-
dría tener implicaciones muy importantes 
en la nutrición humana, principalmente en 
la fisiopatología del kwashiorkor; es posible 
que en estados graves de desnutrición la 
albúmina pierda su conformación estruc-
tural y de esta manera su función antioxi-
dante así como su capacidad oncótica en el 
plasma y como consecuencia se presente el 
edema característico en el Kwashiorkor. 

En la apo-transferrina se observó el 
mayor efecto antioxidante en relación a 
todas los antioxidantes probados, se cuan-
tificó un 71.5 ± 1.7 % menor cantidad de 
TBARS cuando a la mezcla de AGPFent se 
le adicionó apo-transferrina, este resultado 
es concordante con la función de la pro-
teína, la cual trasporta hierro y la reacción 
de Fenton se evita sin la disponibilidad de 
hierro libre (Cairo, Recalcati, Pietrangelo, & 
Minotti, 2002). A diferencia de la albúmina, 
la transferrina no mostró alteraciones en 
su estructura (Figura 2), por lo que se 
supone que solo se saturó de hierro. Las 

Tabla 1. Capacidad antioxidante de vitaminas, en-
zimas y proteínas de transporte en el sistema de 
AGPFent

	 Vitaminas	 Porcentaje de cambio

	 Acido ascórbico	     9.3 ± 0.9+
	 a-Tocoferol	 - 24.9 ± 3.0
	 g-Tocoferol	 - 22.1 ± 2.5
	 b-Caroteno	 - 16.8 ± 1.7
	
	 Enzimas	
	 SOD	 - 49.3 ± 1.0*
	 CAT	 - 49.9 ± 1.8*
	 GPx	 - 39.2 ± 2.1+
	
	 Proteínas/péptidos	
	 Albumina	 - 52.3 ± 1.7*
	 Transferrina	 - 71.6 ± 2.7+
	 GSH	 - 47.3 ± 8.8*

Los datos representan la reducción en la oxidación 
de lípidos (TBARS) al compararse con una muestra 
control. Se reportan los promedios de 3 mediciones 
independientes ± DE. El símbolo + indica diferencias 
con los otros grupos, p<0.05 para la prueba ANOVA 
con un test de Turkey, el simbolo * indica diferencias 
en relación al grupo control para la preuba t-Student, 
pero sin deferencias entre el grupo para la prueba 
de ANOVA.

Figura 1. SDS-PAGE de cuatro muestras indepen-
dientes de albúmina bovina ( M1= muestra 1, M2= 
muestra 2, M3= Muestra 3 y M4= muestra 4) aisladas 
del sistema de micelas con Fenton una vez que se 
realizó la reacción. En cada pozo se adicionaron 20 
mg de la proteína. Std Alb (estándar de albúmina sin 
someterse a la reacción AGPFent).
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enzimas CAT, SOD, GPx y el GSH tuvieron 
comportamientos similares en su CA, en 
estas proteínas se cuantificó en prome-
dio de 40-50% menos TBARS en relación 
con la muestra control (Tabla 1). En estas 
condiciones de reacción es posible que la 
CAT convirtiera al peróxido de hidrógeno en 
agua y oxígeno (Eremin & Metelitsa, 1996), 
de tal forma que se evitó que reaccionara 
con el hierro, la GPx  catalizó la reducción 
de óxidos a alcoholes y el GSH redujo los 
hidroperóxidos lipídicos y/o neutralizó 
radicales hidroxilo. Debido a que la prin-
cipal función de la SOD es la dismutacion 
del anión superóxido, el cual se forma du-
rante la descomposición del ácido linoleico 
inducido por el ion ferroso (Kambayashi et 
al., 2003), la SOD pudo evitar la disponibi-

lidad del anión superoxido y la formación 
de su forma protonada y de esta forma la 
peroxidación (De Grey, 2002; Roginsky & 
Barsukova, 2001). La función de las enzi-
mas antioxidantes puede estar relacionada 
también con la capacidad antioxidante de 
aminoácidos como el triptófano, la cisteína, 
tirosina, fenilalanina e histidina, por lo que 
la reducción del daño oxidativo observado 
en la emulsión de ácidos grasos podría 
ocasionar una modificación oxidativa de 
la estructura de cualquier proteína inde-
pendientemente de su función (Dubinina, 
et al., 2002). Es necesario aclarar que en 
este trabajo de investigación se reporta 
la CA independiente de algunos antioxi-
dantes, por lo que se realizó una mezcla de 
todas las moléculas probadas a la misma 
concentración, se observó que esta mezcla 
reduce en un 64.5 ± 4.1 % la cantidad de 
TBARS en relación al control; sin embargo, 
no se determinó que molécula pudo tener 
una mayor CA,  ni se establecieron interac-
ciones entre antioxidantes como potenciali-
zadores de reacciones,  condiciones que in 
vivo son comunes.

Conclusiones

Los resultados permiten proponer que las 
proteínas albúmina y transferrina tienen 
una potente actividad antioxidantes en 
los sistemas que producen lipoperóxidos 
a través de una reacción de Fenton, esto 
fue observado también en proteínas con 
actividad enzimática como la CAT y SOD, 
quienes presentaron un efecto antioxidante 
mayor al registrado para los tocoferoles, los 
cuales son reconocidos como los mejores 
antioxidantes contra la lipoperoxidación. 

Figura 2. SDS-PAGE de tres muestras independien-
tes de transferrina ( M1= muestra 1, M2= muestra 
2 y M3= Muestra 3) aisladas del sistema de micelas 
con Fenton una vez que se realizó la reacción. En 
cada pozo se adicionaron 20 mg de la proteína. Std 
TF (Estándar de transferrina sin someterse a la re-
acción AGPFent).
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