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Resumen 

Los ácidos hidroxicinámicos (ácidos p-cumárico, cafeico, ferúlico y sinápico, 

entre otros) son compuestos fenólicos que se encuentran ampliamente distribuidos 

en alimentos de origen vegetal. Su estructura química le permite apagar radicales 

libres, actuando como antioxidantes, propiedad que condiciona su actividad 

oncoprotectora y anticancerígena. Sin embargo, dependiendo de su concentración 

y otros factores, también poseen actividad pro-oxidante. 

De esta forma, en el presente trabajo se estudiaron trece compuestos derivados 

de ácido hidroxicinámico sintetizados en la Universidad de Oporto (Portugal), de los 

cuales dos corresponden  a derivados de ácido cafeico (ácido 3,4-

dihidroxicinámico), ocho derivados de ácido ferúlico (ácido 4-hidroxi-3-

metoxicinámico) y un derivado trihidroxilado (ácido 3,4,5-trihidroxicinámico); siendo 

evaluados en cuanto a su actividad antioxidante en medio homogéneo, en modelo 

de membranas lipídicas y células. Además se determinó su actividad pro-oxidante 

en presencia de hierro y se relacionó con su actividad tóxica en células leucémicas 

humanas de la línea HL-60.  

Los compuestos estudiados fueron electroactivos a la oxidación, donde se 

evidenció menores potenciales de oxidación para el compuesto AC3 (ácido 3,4,5-

trihidroxicinámico) (0,10 V) y para los derivados catecólicos (AC1 y AC5) (0,20-0,28 

V) en comparación con los derivados de ácido ferúlico (~ 0,38-0,46 V). La 

generación de intermediarios radicalarios durante la oxidación de estos compuestos 

fue comprobada a través de Resonancia paramagnética electrónica (EPR).  

Todos los derivados presentaron mayor capacidad antioxidante frente a los 

radicales peroxilos (ROO•) y alcoxilos (RO•) generados a partir de la termólisis de 

AAPH, en comparación al compuesto estándar Trolox. AC1 y AC5, que contienen 

un anillo catecol, exhibieron la mayor actividad antioxidante (índice ORAC-FL ~ 4,0). 

Sin embargo, aquellos derivados 3,4-dihidroxilados y con un grupo con propiedades 

electro-atractoras y con capacidad aceptora de puente de hidrógeno (-OH para AC3 
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y –NO2 para AC13) presentaron la menor actividad antioxidante de la serie 

estudiada (índice ORAC-FL ~ 1,0). Estos resultados son concordantes con los 

índices ORAC-EPR, donde AC1 y AC5 fueron los menos reactivos frente al radical 

alcoxilo y con mayor capacidad ORAC-FL mostrando tiempo de inducción 

prolongados; mientras que AC3 y AC13 fueron los más reactivos frente a los 

radicales alcoxilos y presentaron los menores índices ORAC-FL, sin generar 

tiempos de inducción, indicando que se consumen rápidamente al reaccionar con 

los radicales alcoxilos. 

Los ensayos de citotoxicidad indican que los compuestos estudiados son poco 

tóxicos en un rango de concentraciones de 10 y 100 µM, en las células de epitelio 

vascular humano EA.hy 926; y exhibieron baja toxicidad en células leucémicas 

humanas HL-60 en un rango de concentraciones de 10 y 100 µM. Sin embargo, el 

compuesto AC3 disminuyó la viabilidad de las células HL-60 en aprox. 34 % con 

respecto al control, cuando es incubada a 100 µM por 24 horas. 

A partir de los ensayos biológicos de toxicidad se escogieron cuatro compuestos 

de acuerdo a su selectividad por las células leucémicas en comparación con las 

células vasculares. Todos los compuestos disminuyeron la generación o apagaron 

los radicales libres de la termólisis de AAPH y de menadiona en las células EA.hy 

926. 

En cuanto a la reactividad de estos compuestos con el radical hidroxilo, el 

derivado trihidroxilado (AC3) presenta las mayores velocidades de apagamiento del 

radical hidroxilo, ya sea generado por fotólisis como por la reacción de Fenton en 

presencia de peróxido de hidrógeno, comportamiento equivalente fue observado en 

el compuesto AC13. Los derivados AC1 y AC5 presentaron altas velocidades de 

apagamiento del radical hidroxilo, sin embargo, la tendencia varió de acuerdo a la 

presencia o ausencia de hierro (II). En el mecanismo mediado por Fe(II) se 

evidenció la aceleración del proceso de apagamiento del radical hidroxilo debido a 

la capacidad quelante de los grupos catecoles. Además, los compuestos AC1 y AC5 

actúan como reductores del hierro (III), cuando este ion se encuentra en 
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concentraciones superiores con respecto al ácido hidroxicinámico, presentando un 

comportamiento pro-oxidante en el sistema.  

Al evaluar el efecto de los ácidos hidroxicinámicos en la formación/apagamiento 

de radicales libres en las células HL-60 se evidenció que todos los compuestos 

ensayados actuaban como antioxidantes a 100 µM, mientras que AC1, AC3 y AC5 

eran pro-oxidantes a concentraciones de 1 y 10 µM. Indicando que el efecto tóxico 

de AC3 en esta línea celular no transcurriría mediante un mecanismo pro-oxidante 

de reciclaje redox en presencia de la cupla Fe(II)/Fe(III) . 
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Summary 

 

Hydroxycinnamic acids (p-coumaric, caffeic, ferulic and synapic acids, among 

others) are phenolic compounds that are widely distributed in foods of plant origin. 

Its chemical structure allows them to scavenge free radicals, acting as antioxidants, 

a property that conditions its oncoprotective and anticancer activity. However, 

depending on their concentration and other factors, they also could behave as pro-

oxidants. 

According to this, in the present project, thirteen hydroxycinnamic acid 

derivative compounds which were synthesized at the University of Porto (Portugal) 

were studied, two of which are derivatives of caffeic acid (3,4-dihydroxycinnamic 

acid), eight derived from ferulic acid (4-hydroxy-3-methoxy cinnamic acid) and a 

trihydroxy derivative (3,4,5-trihydroxycinnamic acid); their antioxidant activity in 

homogeneous medium, lipid membranes and cells was evaluated. Besides its pro-

oxidant activity in the presence of iron and related to its toxic activity in HL-60 human 

leukemic cell line was determined. 

The compounds studied were oxidized in the experimental conditions, where 

the compound AC3 (3,4,5-trihydroxy acid) had the lowest oxidation potential (0.10 

V). Catechol derivatives (AC1 and AC5) had also low oxidation potentials (0.20-0.28 

V) in comparison to ferulic acid dervatives (~0.38-0.46 V). Generation of radical 

intermediates during the oxidation of these compounds was verified by electron 

paramagnetic resonance (EPR). 

All derivatives showed a higher antioxidant capacity compared to peroxyl 

radicals (ROO •) and alkoxyl (RO •) generated from thermolysis of AAPH, compared 

to the standard compound Trolox. AC1 and AC5, containing a catechol ring, 

exhibited the highest antioxidant activity (ORAC-FL index ~ 4.0). However, the 
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derivatives that have a 3,4-dihydroxy and a group with electro-withdrawing 

properties and hydrogen bond accepting capacity (-OH for AC3 and -NO2 for AC13) 

had the lowest antioxidant activity of the series studied (ORAC -FL ~ 1.0). These 

results are consistent with the ORAC-EPR indices where AC1 and AC5 were the 

least reactive against alkoxyl radicals and more actives in ORAC-FL showing 

prolonged induction time; while AC3 and AC13 were the most reactive towards 

alkoxyl radicals and had the lowest ORAC-FL indices, without generating induction 

times, indicating that they were rapidly consumed by alkoxyl radicals. 

Cytotoxicity assays show that the compounds studied are slightly toxic at 

concentration range from 10 to 100 µM in EA.hy 926 human vascular epithelium 

cells; and exhibited low toxicity in HL-60 human leukemic cells at a concentration 

range of 10 and 100 µM. However, the compound AC3 decreased the viability of HL-

60 cells in approx. 34% relative to control when incubated at 100 µM for 24 hours. 

From the toxicity bioassays four compounds according to their selectivity 

towards leukemic cells compared to vascular cells were chosen. All compounds 

decreased or extinguished generation of free radicals during the thermolysis of 

AAPH and the metabolism of menadione in EA.hy 926 cells. 

Regarding to the reactivity of these compounds against hydroxyl radical, the 

trihydroxy derivative (AC3) has higher reactivity against the hydroxyl radical, either 

generated by photolysis or by the Fenton reaction in the presence of hydrogen 

peroxide, similar behavior was observed in AC13. AC1 and AC5 also showed high 

hydroxyl radical scavenging properties; however, the trend varied according to the 

presence or absence of iron (II). In the Fe (II) mediated-mechanism, the scavenging 

of hydroxyl radicals was higher due to the chelating ability of the catechol groups. 

Furthermore, AC1 and AC5 compounds act as reductors of iron (III), when this ion 

is at higher concentrations with respect to the hydroxycinnamic acid, presenting a 

pro-oxidant behavior in the system. 

Evaluating the effect of hydroxycinnamic acids in the generation /quenching 

of free radicals in HL-60 cells, it showed that all the tested compounds acted as 
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antioxidants at 100 µM; while AC1, AC3 and AC5 were pro-oxidants at 

concentrations of 1 and 10 µM. This indicates that the toxic effect observed in AC3 

in this cell line would not be explained by a pro-oxidant mechanism through an iron 

recycling-redox via. 
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Listado de acrónimos. 

 

o AAC: actividad antioxidante celular. 

o AHC: derivados de ácidos hidroxicinámicos. 

o AAPH: hidrocloruro de 2,2’-azobis(2-amidinopropano). 

o MTT: bromuro de (3-(4,5-dimetiltiazol-2-il)-2,5-difeniltetrazolio. 

o NADPH: nicotín adenin dinucleótido fosfato. 

o ORAC-FL: capacidad de absorción de especies reactivas de oxígeno 

empleando fluoresceína (Oxygen Radical Absorbance Capacity). 
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o POBN: α-(4-piridil-1-óxido)-N-terbutilnitrona. 

o PUFA: ácido graso poliinsaturado (Poly Unsaturated Fatty Acid). 

o ROS: especies reactivas de oxígeno (Reactive Oxygen Species). 

o TBAP: perclorato de tetrabutilamonio. 
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1. Introducción. 

 

El daño oxidativo provocado en moléculas de relevancia biológica, como lípidos, 

proteínas, carbohidratos y ácidos nucleicos, se ha vinculado con numerosos 

eventos fisiológicos como el proceso de envejecimiento y con diversas patologías y 

desórdenes, tales como la enfermedad de Parkinson y Alzheimer, e inclusive el 

cáncer [1-3]. El daño acumulativo provocado por especies oxidantes y su 

implicancia en enfermedades relacionadas con el estrés oxidativo depende, entre 

otros factores, del tipo de tejido u órgano donde el proceso oxidativo tiene lugar. En 

general, las especies radicalarias son químicamente inestables y poseen una alta 

reactividad. Aunque se forman bajo condiciones fisiológicas, su nivel es mantenido 

relativamente bajo debido a la existencia de un eficiente sistema de defensa 

antioxidante. Sin embargo, bajo ciertas condiciones patológicas, la sobreproducción 

puede exceder la habilidad de los antioxidantes endógenos en su función 

detoxificadora [4]. El consumo de antioxidantes exógenos, tales como compuestos 

polifenólicos de origen vegetal, puede representar una aproximación efectiva para 

disminuir el daño oxidativo. Los antioxidantes son sustancias presentes en 

concentraciones menores comparadas con las del sustrato oxidable, los cuales 

retrasan o previenen notoriamente la oxidación del sustrato biológico [5]. Algunos 

factores que gobiernan la capacidad antioxidante de un compuesto son: i) la 

reactividad química inherente contra los radicales libres, ii) la estabilidad del radical 

libre generado a partir del antioxidante, iii) la estabilidad térmica, iv) la concentración 

efectiva y difusión de la especie antioxidante; y v) el sinergismo entre antioxidantes 

[6]. Los antioxidantes pueden actuar mediante diversos mecanismos antioxidantes 

tales como la quelación de metales con actividad redox, el scavenging de radicales 

libres y la inhibición de sistemas enzimáticos pro-oxidantes [6-8]. La actividad 

antioxidante de los polifenoles de la dieta ha sido epidemiológicamente vinculada 

con la reducción de enfermedades relacionadas con el estrés oxidativo en 

poblaciones que consumen altos niveles de frutas y vegetales [9]. En particular, la 
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habilidad de polifenoles, y/o sus metabolitos para apagar especies reactivas de 

oxígeno y nitrógeno (ROS y RNS, respectivamente), se ha asociado directamente 

con los beneficios de consumir dietas ricas en frutas y vegetales [10]. 

 Los ácidos cinámicos o derivados del ácido 3-fenil-2-propenoico son 

metabolitos secundarios que se encuentran ampliamente distribuidos en plantas y 

granos [11]. Su estructura base está conformada por un anillo bencénico unido a 

una cadena de ácido acrílico (Figura 1).  

 

COOH

 

Figura 1  Esqueleto del ácido cinámico. 

 

 Los principales hidroxicinamatos encontrados en la dieta son los ácidos p-

cumárico, cafeico, ferúlico y sinápico, generalmente presentes en la forma de 

glicósidos o éster de ácido quínico [12]. La esterificación de los ácidos trans-

cinámicos con ácido quínico da lugar a una familia de compuestos llamados ácidos 

clorogénicos (Figura 2), subgrupo en los cuales se incluyen los ácidos 

cafeoilquínico, feruloilquínico, p-cumaroilquínico y di-cafeoilquínico, dependiendo 

del tipo de ácido cinámico presente. 
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Figura 2 Principales derivados de ácido cinámico presentes en la dieta. Conjugados 

con ácido quínico forman la subfamilia de ácidos clorogénicos. 

 

 Los tomates contienen las formas O-glicosiladas de los ácidos cafeico, 

ferúlico y p-cumárico en el rango de 11-37 mg/Kg en peso fresco, mientras que la 

espinaca contiene cinamoilglucosa en el rango de 16-64 mg/Kg, la lechuga contiene 

ácidos hidroxicinámicos conjugados con ácidos tartárico y málico en el rango de 2-

163 mg/Kg peso fresco [13]. En frutas y vegetales, una fuente rica de ácido 5-O-

cafeoilquínico son las manzanas, peras, duraznos, berenjena, alcachofa, papas y 

zanahorias con cantidades entre 15 y 2200 mg/Kg de peso fresco [12, 13]. Las 

semillas de café son una fuente rica de ácidos clorogénicos en la dieta, pudiendo 

alcanzar un consumo diario de 1 g para bebedores regulares [14, 15]. Los ácidos 

hidroxicinámicos libres son rápidamente absorbidos a través del tracto 

gastrointestinal [16, 17]. Mientras que los ésteres unidos a la pared celular son 

hidrolizados por estearasas digestivas antes de ser absorbidas [18]. Los ácidos 

hidroxicinámicos conjugados poseen una reducida capacidad de ser absorbidos por 

los enterocitos de la pared gastrointestinal. De esta forma, el ácido cafeico es cerca 

de 2-3 veces mejor absorbido en el tracto gastrointestinal superior que su forma 

ester, ácido 5-O-cafeoilquínico [19]. Esto probablemente refleja el aumento del 
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carácter hidrofílico de los ésteres de ácido quínico, responsable de alterar la 

permeabilidad a través del epitelio gastrointestinal [20]. Sin embargo, el ácido 5-O-

cafeoilquínico puede ser absorbido en una pequeña fracción en el duodeno, con 

menos del 0,1 µM de concentración plasmática detectada en ratas luego de una 

infusión gástrica de 2,25 µmol de ácido 5-O-cafeoilquínico [16].  

 Estos metabolitos se encuentran en el plasma y orina mayormente 

conjugados con sulfatos y ácido glucorónico, y en menor proporción en su forma 

libre, de los ácidos cafeico, ferúlico, isoferúlico, m- y p-cumáricos, dihidrocafeico, 

dihidroferúlico, dimetoxicinámico, cafeoilquínico y feruloilquínico, así como lactonas 

de los ácidos cafeoilquínico y feruloilquínico [21].  

 Además de los ácidos hidroxicinámicos y las formas intactas de ácidos 

clorogénicos, también se ha detectado en el plasma tanto en sus formas libres como 

conjugadas los ácidos dihidrocafeico y dihidroferúlico con picos de concentración 

hasta 550 nM, alcanzadas 5-8 horas posterior al consumo de café [22].  

 Se han descrito numerosas propiedades biológicas para sus derivados 

naturales y sintéticos.  Esta tesis se ha centrado en el estudio de derivados del ácido 

cafeico (ácido 3,4-dihidroxicinámico) y ácido ferúlico (ácido 3-metoxi-4-

hidroxicinámico), cuyas propiedades farmacológicas han sido estudiadas 

destacando su actividad como antioxidantes [2, 4, 5], antibacterianos [8], 

antiinflamatorios [7], anticancerígenos [9, 10], entre otras.  

 En cuanto a sus propiedades antioxidantes, la estructura química de los 

ácidos hidroxicinámicos le permite apagar radicales libres (R•), actuando como 

antioxidantes que interrumpen las reacciones radicalarias en cadena (“chain-

breaking antioxidants”). En general, existen dos mecanismos de reacción en el 

apagamiento de radicales [23]: (I) El grupo fenólico (-OH) puede donar un átomo de 

hidrógeno (mecanismo HAT) (Ecuación 1) o (II) un electrón (mecanismo ET) 

(Ecuación 2 y 3), por consiguiente se forma un radical fenoxilo (AO•) que se 

estabiliza por resonancia. La última vía podría ser descrita por la cesión secuencial 

de un protón seguida de una transferencia electrónica (Ecuación 4), o por una 
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transferencia electrónica seguida de una cesión de un protón (Ecuación 5). Se ha 

identificado que el mecanismo de transferencia de átomos de hidrógeno ocurre 

preferentemente en solventes apolares, mientras que el mecanismo de 

transferencia de electrones tendría lugar en solventes polares, siendo dependiente 

del pH del medio. 

AOH + R• → AO• + RH (Ecuación 1) 

 

AOH AO- + H+ (Ecuación 2) 

AO- + R• → AO• + R- (Ecuación 3) 

 

AOH + R• → AO- + RH•+ → AO• + RH (Ecuación 4) 

AOH + R• → AOH•+ + R- → AO• + RH (Ecuación 5) 

 

 La entalpía de disociación de enlace (Bonding Dissociation Enthalpy, BDE) 

del enlace O-H en un antioxidante, cuyo valor da cuenta de la facilidad con la que 

se transfiere un átomo de hidrógeno, y el potencial de ionización (IP), que 

caracteriza la facilidad con que se transfiere un electrón, son parámetros 

relacionados con la estructura química del polifenol y son determinantes en la 

eficacia de un compuesto como antioxidante.  Un sustituyente electrodonor 

mesomérico (M+) (hidroxilo, metoxilo) en posición orto- o para- a un fenol 

disminuyen tanto la BDE como la IP, mientras que un grupo electroatractor (M-

)(carboxilato, ester, nitro) aumentan la BDE y la IP [24]. Basado en esto, se podría  

concluir que un aumento en el número de grupos hidroxilos llevaría a una mejor 

actividad antioxidante, debido al efecto electrónico M+ y su capacidad donora de 

átomos de hidrógeno. Sin embargo, una disminución en la IP favorece la 

transferencia electrónica entre el antioxidante y el oxígeno, pudiendo facilitar 

eventos pro-oxidantes.  Los grupos catecoles, poseen bajas BDEs, pero altos 
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valores de IP [25]. La actividad antioxidante superior se explica por la elevada 

estabilización por resonancia del radical fenoxilo (AO•) y además por la factibilidad 

de formar puentes de hidrógenos intramoleculares que pueden existir en los grupos 

catecoles y pirogaloles.   

 Estudios electroquímicos de AHC [4, 26]  han demostrado que ejercen su 

actividad antioxidante mediante un mecanismo de transferencia electrónica que 

puede tener lugar con la abstracción del átomo de hidrógeno. Para los catecoles, 

se ha observado que la transferencia de dos electrones por molécula se conduce 

mediante la formación de un intermediario radicalario orto-hidroxifenoxilo 

(transferencia del primer electrón) y orto-quinona (transferencia del segundo 

electrón). Se ha propuesto un producto de dimerización que resulta del 

acoplamiento de estos productos de oxidación [27]. También se ha reportado que 

estos radicales fenoxilos AO• podrían ser reducidos a sus fenoles originarios [28]. 

La correlación que se ha encontrado entre la actividad antioxidante y los potenciales 

de oxidación (EPA) de los AHC es un indicador de que este parámetro podría 

considerarse como una medida de la actividad antioxidante [4]. Mientras mayor es 

el número de grupos hidroxilos en el anillo aromático, menor es el EPA, mientras que 

los grupos metoxilos en lugar de los grupos hidroxilos en el anillo aromático 

desplazan los potenciales de oxidación a valores mayores. La cadena lateral del 

tipo estirénica, constituida por un doble enlace conjugado con el anillo aromático, 

afecta notablemente los EPA de los AHC. La presencia de la cadena insaturada (-

CH=CH-) que une al grupo carboxílico con el anillo bencénico en los AHC contribuye 

a una mayor deslocalización por resonancia de los radicales originados y favorece 

a la estabilización del AO•, al disminuir además la BDE del enlace O-H [24]. Por 

ejemplo, la BDE del enlace O-H en el ácido cafeico es de 69,6 Kcal/mol y para su 

análogo con el grupo carboxílico unido directamente con el anillo bencénico (ácido 

protocatéquico), la BDE aumenta a 72,9 Kcal/mol [29]. 

 

 En cuanto a esta propiedad antioxidante que manifiestan los AHC, es 

destacable la acción protectora frente a la oxidación de membranas celulares, sin 
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provocar toxicidad en las células [30, 31].  Dada la heterogeneidad propia de los 

sistemas biológicos, la actividad antioxidante se ve afectada en su acción y eficacia. 

Tanto compuestos hidrofílicos como lipofílicos ejercen su función antioxidante en 

sitios respectivos. Los antioxidantes lipofílicos se distribuyen preferentemente en el 

interior de membranas y lipoproteínas, embebidos en dominios lipídicos, como la 

vitamina E [32] y el β-caroteno [33] , y su movilidad está determinada por la 

estructura química y física del ambiente en que están inmersas. Los antioxidantes 

hidrofílicos, como el ácido ascórbico, ácido úrico y el glutatión, ejercen su acción de 

scavenging de especies reactivas principalmente en el medio acuoso o 

interactuando con las membranas [34, 35]. Este aspecto es relevante al tratar los 

procesos de lipoperoxidación en membranas biológicas, donde los antioxidantes 

deben presentar una apropiada liposolubilidad para incorporarse en la bicapa 

lipídica y reaccionar con las especies reactivas ahí producidas [36]. Es así como se 

han sintetizados derivados del tipo éster y amida de ácido cafeico y ferúlico [37], 

donde se ha observado que los derivados éster son más activos que sus homólogos 

amida, y éstos mayor que los ácidos originales, debido a la mayor lipofilia, 

evidenciando que los derivados esterificados son mejores antioxidantes que evitan 

la lipoperoxidación. Además, la presencia de un doble enlace entre el anillo 

bencénico y el carbonilo aumenta la capacidad antioxidante de estos derivados pese 

a poseer lipofilias similares con sus respectivos análogos saturados.  

Un modelo apropiado para el estudio del proceso de peroxidación lipídica y de 

reparto en sistemas microheterogéneos son los liposomas, que corresponden a  

vesículas esféricas microscópicas cuyo diámetro está en la escala nanométrica 

(frecuentemente entre 20 – 500 nm) formadas por una o más bicapas de fosfolípidos 

concéntricamente, presentando alta estabilidad química y física, dependiente entre 

otros factores, del tamaño del liposoma y del grado de insaturaciones [38]. Las 

moléculas con carácter hidrofílico pueden ser encapsuladas en el interior acuoso o 

interactuar con la bicapa lipídica mediante interacciones no específicas; mientras 

que en el caso de las moléculas hidrofóbicas pueden incorporarse entre las cadenas 

alquílicas de la bicapa lipídica [36]. Las bicapas de los liposomas pueden presentar 

variabilidad en la permeabilidad, a causa del largo de las cadenas alquílicas de los 
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ácidos grasos constituyentes y de la presencia de insaturaciones [39], donde la baja 

polaridad de algunas moléculas conduce a la partición entre la fase lipídica/medio 

acuoso, propiedad que permite una mayor permeabilidad hacia el interior acuosa en 

comparación con moléculas de mayor polaridad; y por lo tanto, solutos muy polares 

son muy poco permeables. Basados en estas propiedades, los liposomas han 

servido como modelo de estudio de la bicapa lipídica de membranas celulares [40], 

ya que ambos poseen composición de fosfolípidos, forma, propiedades físicas y 

químicas similares [30], lo que permitiría la extrapolación de los resultados 

obtenidos en liposomas a las membranas celulares [31]. El estudio del reparto en 

liposomas tiene la ventaja de asimilar de mejor manera la composición de las 

biomembranas y su inhomogeneidad estructural a través de la bicapa;  mientras el 

reparto en un sistema n-octanol/medio acuoso  consiste en un proceso de partición 

entre dos fases isotrópicas, la anisotropía en una bicapa lipídica y su alta razón 

superficie/volumen conducen a un proceso de sorción más complejo; además,  el 

grado de partición de especies cargadas en membranas biológicas es subestimado 

en el sistema n-octanol/agua en comparación con el sistema liposoma/agua. 

La vulnerabilidad de las membranas de fosfolípidos compuestas por ácidos 

grasos insaturados a ser dañadas con ROS se relaciona con propiedades 

fisicoquímicas de la bicapa y la reactividad química de las cadenas alquílicas que 

componen la membrana [41]. La primera propiedad se relaciona con el hecho que 

el oxígeno y los radicales libres sin carga son más solubles en la bicapa lipídica que 

en la fase acuosa. La solubilidad del oxígeno es 20 a 30 veces mayor en la fase 

lipídica que en la fase acuosa [42], haciéndola propensa para comenzar reacciones 

en un ambiente lipídico, donde también incrementa su reactividad en comparación 

con el medio acuoso circundante [43]. Por otro lado, simulaciones en dinámica 

molecular han mostrado que los radicales hidroxilos (HO•) e hidroperoxilo (HOO•) 

son capaces de penetrar en el interior de las membranas, teniendo acceso a los 

sitios de potencial peroxidación en las cadenas hidrocarbonadas [44]. Al ser el 

radical hidroxilo de corta vida, su estado estacionario es conseguido como resultado 

de procesos competitivos de generación del radical y scavenging, y no es producto 

de una distribución por equilibrio a largas distancias. El radical hidroxilo difunde en 
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solución acuosa vía reacciones de transferencia de hidrógeno con moléculas de 

solvente (H2O) [45], por lo que su difusibilidad es elevada. La solubilidad de otras 

ROS tales como superóxido (O2-•) y el peróxido de hidrógeno (H2O2) es menor en la 

bicapa lipídica, siendo mayor en la fase acuosa.  

En la bicapa lipídica, los radicales libres son capaces de inducir peroxidaciones 

en fosfolípidos de ácidos grasos poliinsaturados (PUFAs) [46]. Los PUFAs son 

componentes esenciales de las membranas celulares de eucariontes, pero, al 

mismo tiempo, son extremadamente sensibles a la oxidación [47]. En comparación 

con otros procesos, la peroxidación de los PUFAs es mayoritariamente por 

autopropagación, es decir, a reacciones radicalarias en cadena [48] (Figura 3). En 

general, las reacciones de peroxidación lipídica ocurren en tres etapas: iniciación, 

propagación y término (Figura 2). La etapa de iniciación ocurre entre el radical 

hidroxilo y la cadena hidrocarbonada poliinsaturada, lo que genera un radical lipídico 

(L•), el cual reacciona con oxígeno molecular  para formar un radical peroxilo del 

lípido (LOO•). La etapa de propagación ocurre cuando un radical LOO• abstrae un 

átomo de hidrógeno de un cadena hidrocarbonada vecina, produciendo un 

hidroperóxido lipídico relativamente estable (LOOH) y un segundo radical lipídico 

[46].  
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Figura 3  Esquema de las reacciones de lipoperoxidación del fosfolípido 1-palmitoil-2-

araquidonoil-sn-fosfatidilcolina (PAPC) con el radical hidroxilo en un medio aeróbico. En 
una primera etapa el radical hidroxilo abstrae un átomo de hidrógeno de un carbono vinílico, 
el radical centrado en carbono generado (PAPC•) reacciona rápidamente con oxígeno 
produciéndose el radical peroxilo, el cual es capaz de abstraer un átomo de hidrógeno de 
otra molécula de PAPC vecina, regenerándose el radical PAPC• y el hidroperóxido 
correspondiente, el que además puede descomponerse a radical alcoxilo catalizada por 
iones ferrosos. La reacción en cadena finaliza cuando dos especies radicalarias reaccionan 
entre sí o por acción de alguna especie inhibitoria de la autooxidación (especie 

antioxidante). 
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Los fosfolípidos oxidados que resultan son capaces de modificar las funciones y 

propiedades físicas de la membrana, incluyendo su fluidez, permeabilidad a 

diferentes solutos, grosor de la bicapa, y el empaquetamiento de los lípidos y 

proteínas en la membrana [49].  

En general, las cabezas de los fosfolípidos no son afectadas por las reacciones 

de peroxidación. Sin embargo, estas cabezas podrían influir en la velocidad de 

peroxidación, como se ha mostrado en estudios con liposomas [49]. Hay evidencia 

experimental y teórica que la descomposición del H2O2 es acelerada en la superficie 

de las membranas de fosfolípidos [50, 51].  

Asimismo, se ha estudiado el rol protector ejercido por ácidos cinámicos en 

modelos de membrana, donde se ha postulado que la actividad antioxidante de 

éstos es dependiente de sus características estructurales, su localización en la 

membrana, su interacción con las cabezas polares de los fosfolípidos en la interfase 

lípido/agua [4]. 

Otros modelos de membrana de mayor complejidad que los liposomas son los 

fantasmas de eritrocitos, cuya composición de fosfolípidos y proteínas integrales de 

membrana [52]  es una aproximación estructural más cercana a las membranas 

celulares. Y por otro lado, al carecer del contenido citoplasmático, conforman un 

modelo apropiado para el estudio de membranas lipídicas [53, 54]. Miki y col.[54] 

oxidaron fantasmas de eritrocitos con AAPH y comprobaron que al incubarse junto 

con α-tocoferol, este antioxidante disminuye la oxidación de los fosfolípidos, pero 

no evita la oxidación y agregación de las proteínas de membrana.  

A nivel celular, la oxidación de membranas se ha asociado a un mayor ingreso 

de calcio al citoplasma en células endoteliales vasculares humanas [55] de la línea 

EA.hy926, lo cual es un indicador patofisiológico del estado intracelular, pues se 

relaciona con alteraciones como la infiltración transendotelial de leucocitos 

activados, reacciones de rechazo a transplantes, entre otras [56].  En este ámbito, 

estudios con productos naturales como la miel, la cual contiene altos contenidos de 

crisina (un flavonoide) y cafeato de etilfenilo o CAPE (un ácido hidroxicinámico), 
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disminuyendo la peroxidación lipídica y aumentando los niveles de GSH endotelial 

[57]. También procianidinas de las semillas de Vitis vinífera L. inhiben la 

peroxidación lipídica generada por AAPH y revierten los efectos de disminución de 

la viabilidad en EA.hy926 [58]. 

 Por otra parte, es cada vez más aceptado que los polifenoles posean, 

además de propiedades antioxidantes, potencial actividad oncoprotectora y 

anticancerogénica, que puede ocurrir principalmente por su capacidad de 

scavenging de radicales libres [22], ya que las especies reactivas de oxígeno están 

implicadas en la iniciación y progresión tumoral. Aunque los efectos antioxidantes 

pueden ser los mecanismos más relevantes, vías adicionales pueden estar 

implicadas en la actividad antitumoral de los compuestos polifenólicos [59-61], tales 

como la inducción de la apoptosis, inhibición del ciclo celular [62], efectos 

antiinflamatorios [63], supresión de la activación del factor NF-κB y supresión de la 

angiogénesis. En consecuencia, existen múltiples dianas moleculares potenciales, 

incluyendo la modulación de enzimas específicas y los procesos de transducción de 

señales que conducen a la detención de la proliferación celular, la regulación del 

ciclo celular, la inhibición de la síntesis de ADN, o la inhibición de la angiogénesis y 

metástasis [23]. Algunos estudios sugieren que la capacidad de estos compuestos 

contra el cáncer también puede relacionarse con la inducción o la inhibición de 

proteínas supresoras de la apoptosis en diversas líneas celulares de cáncer, 

incluyendo las células de cáncer de mama, de cérvix uterino, entre otras [24].  En 

células leucémicas mieloblásticas humanas de la línea HL-60 el ácido 

hidroxicinámico CAPE presentó efectos antiproliferativos e inhibición en la síntesis 

de ADN y ARN  a concentraciones ≥ 10 µM [62]. Inhibiendo la proliferación celular 

a 77,3 ± 3,3 %  a concentraciones ≥ 6 µg/mL luego de 48 h de incubación [64] .  

 Además, algunos ácidos fenólicos pueden tener efectos citotóxicos en 

células cancerígenas a causa de sus propiedades pro-oxidantes. De hecho, los 

fenoles pueden generar radicales libres por reciclaje redox, el que está asociado 

con su habilidad para modular la expresión de genes o inhibir factores reguladores 
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de la transcripción. La actividad pro-oxidante depende de su estructura, dosis, 

molécula target y ambiente [25]. 

 Por mucho tiempo se ha reconocido que existen diferencias en el 

metabolismo del hierro en las células neoplásicas en comparación con las células 

normales. Las células malignas demuestran un gran aumento en el requerimiento 

de hierro como resultado de su rápida división celular [26-28]. El hierro es un 

elemento traza envuelto en numerosos procesos metabólicos y por ende es 

indispensable para la vida de la célula. Casi todos los organismos requieren hierro 

como micronutriente, siendo necesario para la biosíntesis de macromoléculas, 

división celular y proliferación, y también está relacionado con diversos procesos 

celulares como la obtención de energía, el transporte de oxígeno y la biosíntesis de 

ADN [65]. En humanos, la cantidad de hierro celular se mantiene en niveles 

constantes, estimándose en aproximadamente 4 gramos. El hierro citoplasmático 

se puede encontrar en forma heme (como en los complejos porfirínicos) en las 

hemoproteínas, donde representa alrededor del 80% del hierro celular total; y en 

formas no-heme distribuidas entre proteínas de almacenaje (ferritina y 

hemosiderina) y proteínas de transporte (transferrina y ferroportina). La 

homeostasis del hierro es un proceso altamente controlado donde su desregulación, 

tanto por deficiencia o sobrecarga, es dañino para la célula. Las células tumorales 

poseen altos niveles de hierro intracelular, lo cual se correlaciona con la 

sobreexpresión de receptores de trasferrina 1 (TfR1) los cuales están encargados 

de la internalización del hierro acomplado a transferrina [Transferrina-(Fe3+)2] desde 

la sangre hacia los compartimientos intracelulares (Figura 4) [66]. La síntesis de 

proteínas relacionadas con el almacenamiento y eliminación del hierro intracelular 

(STEAP3, ferritina y ferroportina) está alterada en numerosas células tumorales [67], 

esto provoca que los niveles de hierro libre lábil (LIP, labil iron pool) sean 

exacerbados en estas células. El LIP es una fuente de hierro de disponibilidad 

inmediata para ser empleada en los diversos procesos celulares tales como las 

divisiones celulares aceleradas que tienen lugar en este tipo de células. Este evento 

hace factible la interacción con quelantes con actividad redox que pudiesen 

fomentar altos niveles de ROS. Además las células tumorales son más sensibles 
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que las células sanas a la carencia de hierro, pudiendo incluso inducir arrestos en 

los estados G1/S del ciclo celular y por lo tanto, detener el avance proliferativo [68]. 

En células HL-60 el uso de desferroxamina, un potente quelante del hierro férrico 

(logβ = 30,6 [69]), promueve la detención del ciclo celular en el estado S y la 

apoptosis en un 60% de las células [70]. Por otro lado, las células tumorales son 

más sensibles a los niveles aumentados de ROS que las células normales, debido 

a sus niveles de ROS basales más elevados [65, 71]. De hecho, niveles bajos de 

ROS facilitan la génesis de tumores, mientras que niveles altos inducen la muerte 

celular [71].  

 

Figura 4 Transporte celular del hierro [68]. Fpn1: Ferroportina tipo 1; TfR1: Receptor 

de transferrina tipo 1; LIP: Pool de hierro lábil; DMT1: Transportador de metales divalentes 
tipo 1; Steap3: ferrireductasa (Six-Transmembrane Epithelial Antigen of the Prostate-3); RR: 
ribonucleótidos reductasa. 
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Propósito. 
 

 En este trabajo se estudian 2 antioxidantes naturales (ácido cafeico, AC1, y 

ácido ferúlico, AC2) y 10 antioxidantes sintéticos (AC3-AC12) derivados de la familia 

de los ácidos cinámicos (Tabla I) los cuales son estudiados mediantes metodologías 

electroquímicas, de fluorescencia por ORAC-FL y de EPR, donde son 

caracterizados sus radicales libres y evaluadas sus reactividades frente al radical 

hidroxilo y alcoxilo; además se obtienen los parámetros de logP, logD y pH de cada 

molécula. Dentro de esta serie se seleccionan 4 compuestos según las mediciones 

de citotoxicidad en células, escogiendo tres compuestos (AC1, AC3, AC5) que 

exhiben baja citotoxicidad en EA.hy 926 y alta toxicidad en HL-60; y un compuesto 

(AC7) que presenta la mayor citotoxicidad de la serie en EA.hy 926 y baja toxicidad 

en HL-60. En estos compuestos se determina su localización relativa en liposomas 

y membranas de eritrocitos, y también, el efecto protector frente al radical hidroxilo 

en el medio microheterogéneo. 

 Además se incluye el compuesto ácido 3,4-dihidroxi-5-nitrocinámico (AC13), 

que posee un grupo fuertemente electroatractor en la posición 5 con el propósito de 

evaluar el efecto que tiene este grupo en la actividad antioxidante en medio 

homogéneo. 
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Tabla  I.  Estructuras de los compuestos estudiados derivados de ácido 4-

hidroxicinámico. 

 

Estructura Sigla 
Compuesto 

R1 R2 R3 R4 

COOHR1

HO

R2

 

     

AC1 OH H - - 

     

AC2 OCH3 H - - 

     

AC3 OH OH - - 

     

AC4 OCH3 Br - - 

     

AC5 OH Ph - - 

 

AC13 

 

OH 

 

NO2 

 

- 

 

- 

     

COOHH3CO

HO

R3

R4

 

     

AC6 - - H H 

     

AC7 - - OCH3 OCH3 

     

AC8 - - OCH3 H 

     

AC9 - - Cl H 

     

AC10 - - F H 

     

AC11 - - NO2 H 

     

AC12 - - CH3 H 
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2. Hipótesis 

 

En los ácidos hidroxicinámicos, la incorporación de grupos con efecto 

electrónico atractor en la vecindad del centro de reacción (grupo 4-hidroxilo 

del anillo bencénico), aumentaría la reactividad del grupo hidroxilo, 

traduciéndose en una mayor actividad antioxidante; en comparación con 

moléculas que incorporen grupos con efecto electrónico donor, que 

presentarían una menor actividad antioxidante. En sistemas 

microheterogéneos como liposomas y membranas de eritrocitos, la actividad 

antioxidante debiese verse afectada por la lipofilia de las moléculas.  

El efecto citotóxico en células leucémicas de estos nuevos derivados 

podría transcurrir mediante un mecanismo prooxidante, el que sería 

dependiente tanto de la estructura química como así también de la 

concentración y presencia de iones férricos en el sistema. 

 

 

3. Objetivos generales 

 

Evaluar la capacidad antioxidante de los ácidos hidroxicinámicos frente 

a distintas especies reactivas de una nueva familia de derivados de ácido 

cinámico, tanto en sistemas homogéneos, microheterogéneos y celulares.  

Evaluar el efecto citotóxico en células leucémicas de esta nueva familia 

de derivados de ácido hidroxicinámico. 
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4. Objetivos específicos 

 

 

1. Determinar los mecanismos de oxidación de los derivados AHC (empleando 

VC y VPD).  

2. Caracterizar la generación de las especies radicalarias en la oxidación 

electroquímica de los derivados de AHC, mediante Espectroscopía 

Paramagnética Electrónica (EPR).  

3. Analizar la capacidad de scavenging del radical peroxilo y alcoxilo mediante 

la técnica de ORAC-FL de los AHC. 

4. Analizar la capacidad antioxidante de los AHC frente al radical alcoxilo en 

medio homogéneo mediante la técnica de ORAC-EPR  

5. Evaluar la citotoxicidad de estos compuestos AHC en células endoteliales 

EA.hy 926 mediante la metodología de reducción MTT.  

6. Evaluar el efecto tóxico en células HL-60 mediante la técnica de reducción 

de MTT.  

7. Determinar el grado de lipofilia en liposomas y en un sistema octanol/agua 

de los AHC. 

8. Determinar el efecto protector de los AHC frente a la lipoperoxidación en un 

sistema microheterogéneo compuesto por vesículas, liposomas y en 

membrana de eritrocitos.  

9. Evaluar el efecto antioxidante de los AHC en células de EA.hy 926 

empleando como estresores menadiona y AAPH.   

10. Evaluar el efecto de los derivados de AHC en un sistema homogéneo tipo 

Fenton, mediante  la técnica de spin-trapping. 

11. Determinar el efecto antioxidante/pro-oxidante en células de HL-60 mediante 

spin-trapping.  
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5.  Metodologías. 

 

5.1  Voltamperometría cíclica y de pulso diferencial. 
 

En la voltamperometría cíclica (VC), el electrodo de trabajo está inmerso en la 

muestra y se realiza un barrido de potencial en la dirección anódica (valores de 

potencial positivo). Durante este barrido, el potencial del electrodo de trabajo se 

vuelve gradualmente positivo, y la potencia oxidante del electrodo aumenta. Cuando 

el potencial del electrodo alcanza el potencial de oxidación específico del 

compuesto, ocurre la generación de un pico de oxidación. Este proceso de oxidación 

es registrado como una curva corriente-potencial denominado voltamperograma. 

Cuando el potencial alcanza un valor final, se invierte la dirección del barrido y el 

potencial se realiza en la dirección catódica (valores de potencial negativo). Durante 

el barrido de vuelta, el potencial del electrodo de trabajo se vuelve gradualmente 

más negativo, y la potencia reductora del electrodo aumenta. La presencia o 

ausencia de un pico catódico en el barrido de vuelta entrega información acerca de 

la reversibilidad de la reacción redox del compuesto oxidado durante el barrido de 

oxidación.  

Además, se empleó la metodología de voltamperometría de pulso diferencial 

(VPD), en la cual se realizan pequeños pulsos de amplitud constante (10-100 mV) 

superpuestos en una onda en forma de ascendente. La corriente es medida dos 

veces durante cada pulso, la primera medición se realiza al comienzo del pulso de 

potencial aplicado, y el segundo al final del mismo pulso.  La medición de corriente 

que es entregada por el instrumento, corresponde a la diferencia entre las corrientes 

medidas en cada pulso aplicado.  
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Las metodologías de VC y VPD son comúnmente empleadas para el estudio de 

la capacidad antioxidante de diversos compuestos ya que permite la evaluación de 

la habilidad de estos compuestos para donar electrones.  Es así como un potencial 

de oxidación menor, es un indicador de que el compuesto se oxida con mayor 

facilidad; y que por lo tanto, presentaría mayor capacidad antioxidante según este 

ensayo. 

En este trabajo, los derivados de ácido cinámico fueron estudiados 

electroquímicamente a través de la técnica de voltamperometría cíclica en un medio 

mixto tampón fosfato 0,1 M pH 7,4: Metanol (70:30), este medio fue seleccionado 

pues permite la solubilización de todos los compuestos estudiados. Los electrodos 

empleados fueron carbón vítreo (trabajo), plata/cloruro de plata (referencia) y platino 

(auxiliar). Se trabajó a temperatura ambiente y en condiciones aerobias sin purga 

de nitrógeno. Estas condiciones experimentales fueron empleadas también en los 

ensayos de voltamperometría de pulso diferencial. 

 La voltamperometría cíclica tiene la ventaja de permitir el análisis 

mecanismos electroquímicos de compuestos electroactivos mediante simples 

criterios empleando parámetros fácilmente obtenibles de un voltamperograma [72].   

Existen dos componentes principales que determinan las reacciones que 

pueden ocurrir en la interfase electrodo/solución: (i) el transporte difusional de masa 

de la especie electroactiva desde el seno de la solución hacia la interfase del 

electrodo y (ii) la transferencia heterogénea de carga entre el analito y el electrodo, 

además en algunos casos pueden ocurrir además reacciones químicas acopladas 

a algunos de estos procesos. 

En función de estos componentes, los sistemas pueden ser clasificados 

como reversibles, irreversibles o cuasi-reversibles [73]: 

 Sistemas reversibles: En un sistema reversible, la velocidad de 

reacción de transferencia de carga es elevada (constante de velocidad 

superior a 10-1 cm-1) y la etapa de transporte de masa apenas controla 

el proceso, es decir, la reacción ocurre a una velocidad 
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suficientemente alta para establecer un equilibrio dinámico en la 

interfase del electrodo.  

La intensidad de corriente de pico (IP) se relaciona con la concentración (C0) 

y la velocidad de barrido (v) mediante la ecuación de Randles-Sevčik (Ecuación 6): 

𝐼𝑃 = (2,69 × 10
5)𝑛3/2𝐴𝐷0

1/2𝐶0𝑣
1/2   (Ecuación 6) 

 Donde n es el número de electrones envueltos en el proceso, A es el 

área del electrodo (cm2), C0 es la concentración de la especie en la solución (mol 

cm-3), D0 es el coeficiente de difusión (cm2s-1) y v es la velocidad de barrido (V s-1). 

Para sistemas considerados reversibles, en un determinado rango de velocidades 

de barrido de potencial, los criterios de reversibilidad que deben considerarse son: 

o La razón de corriente Ip/v1/2 varía linealmente con la v. 

o La razón de corrientes de pico anódico y catódico (Ipa/Ipc) debe ser 

igual o aproximarse a 1,0 y ser independiente de la velocidad de 

barrido. 

o En cuanto al potencial del barrido de ida, debe ser independiente de 

la velocidad de barrido. La diferencia de potenciales del barrido de ida 

y vuelta (llamado diferencia de potencial de pico a pico), ΔEp, a 25°C, 

debiese ser 59/n (n = número de moles de electrones intercambiados 

por mol de especie electroactiva).  

 

El parámetro de razón de corrientes puede ser estimado a partir de la 

ecuación descrita por Nicholson y Shain [74] (Ecuación 7): 

 

𝐼𝑃𝐴

𝐼𝑃𝐶
=
(𝐼𝑃𝐴)0

𝐼𝑃𝐶
+
0,485×𝐼𝑠𝑤𝑖𝑡𝑐ℎ𝑖𝑛𝑔

𝐼𝑃𝐶
+ 0,086 (Ecuación 7) 
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Donde (Ipa)0 es la corriente de pico anódico medida desde el eje Y=0, y Isw itching 

es la corriente de viraje en el barrido de ida y barrido de vuelta, medido desde el eje 

Y = 0.  

 

 

 Sistemas irreversibles:  En estos tipos de sistemas, la velocidad de 

transferencia de carga es lenta comparada con la velocidad de barrido 

de potencial, así las concentraciones de las especies oxidadas y 

reducidas no serán función del potencial, de forma que no se exhibe 

un comportamiento que siga la ecuación de Nernst. En estas 

condiciones, la ecuación que describe la corriente de pico es afectada 

por el coeficiente de transferencia (α) (Ecuación 8). 

 

𝐼𝑃 = (2,99 × 10
5)𝑛(𝛼𝑛∝)

1/2𝐴𝐷0
1/2𝐶0𝑣

1/2  (Ecuación 8) 

 

Donde nα es el número de electrones transferidos hasta la etapa 

determinante de la velocidad y n es el número de electrones totales transferidos, A 

es el área del electrodo (cm2), C0 es la concentración de la especie electroactiva en 

la solución (mol cm-3), D0 es el coeficiente de difusión (cm2 s-1), v es la velocidad de 

barrido de potencial (V s-1), α es el coeficiente de transferencia o coeficiente de 

asimetría. 

En estos sistemas se acostumbra ver sólo el pico anódico y ausencia del pico 

en el barrido catódico. Este pico se desplazado con los cambios de la velocidad de 

barrido.  

Para los sistemas irreversibles los criterios que se deben considerar son: 

o La ausencia del pico (catódico) durante el barrido en el sentido inverso. 
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o Existe una relación lineal entre la corriente de pico y la velocidad de 

barrido. Esta observación está asociada a procesos de adsorción de 

la especie electroactiva en la superficie del electrodo [75]. 

o El potencial de pico varía con la velocidad de barrido. Por un aumento 

de 10 veces de la velocidad de barrido, Ep se desplaza (0,03/αn) Volts 

en la dirección catódica; es decir, existirá una relación lineal entre el 

potencial de pico y el logaritmo de la velocidad de barrido. 

o La expresión |Ep – Ep/2| = (48/nα)v es aplicable para estos sistemas. 

Donde Ep/2 es el valor del potencial que se determina a la mitad del 

valor de la corriente de pico Ip. 

 

 Sistemas cuasi-reversibles: En una reacción electródica cuasi-

reversible, la corriente es controlada tanto por la etapa de transporte 

de masa como por la etapa de transferencia de carga, en este caso la 

ecuación de Nernst es aproximadamente cumplida. Generalmente en 

estos sistemas la reacción puede ser reversible a velocidades de 

barrido bajas e irreversible a velocidades de barrido altas, de modo 

que el proceso cuasi-reversible es observado en valores de velocidad 

intermedios. Una característica común que puede observarse en los 

sistemas cuasi-reversibles es una separación creciente entre Epa y Epc 

a medida que ocurre un aumento de la velocidad de barrido, vale decir, 

∆Ep varía con el aumento de la v. 
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Tabla  II. Resumen con los principales criterios de diagnóstico para los diferentes tipos 

de sistemas estudiados por VC. 

 

 
Procesos 

reversibles 

Procesos cuasi-

reversibles 
Procesos irreversibles 

1 
𝐼𝑃𝐴
𝐼𝑃𝐶

= 1 
𝐼𝑃𝐴
𝐼𝑃𝐶

= 1, 𝑠𝑖 𝛼 = 1 
Ausencia de pico en 

barrido de vuelta. 

2 𝐼𝑃 ~ 𝑣
1/2 𝐼𝑃  ~ 𝑣 𝐼𝑃  ~ 𝑣

1/2 

3 
𝐸𝑃 es independiente 

de v 

𝐸𝑃𝐶  se mueve a 

valores negativos con 

aumento de v 

𝐸𝑃 depende de v 

4 ∆𝐸𝑃 =
59

𝑛
 𝑚𝑉 ∆𝐸𝑃 >

59

𝑛
 𝑚𝑉 |𝐸𝑃 − 𝐸𝑃/2| =

48

𝛼𝑛
 𝑉 

 

 Mecanismos electroquímicos acoplados a reacciones químicas. 

Muchas reacciones electródicas tienen lugar en la región entre el electrodo 

de trabajo y la solución de analito, o sea, en la región donde ocurre la transferencia 

electrónica. Estos procesos electródicos pueden ocurrir de numerosas formas lo que 

resulta en la obtención de diversos tipos de voltamperogramas cíclicos. Como la VC 

es una importante herramienta para estudios mecanísticos y cinéticos de reacciones 

redox que ocurren en la superficie electródica, se han descrito numerosos criterios 

de diagnóstico de mecanismos electroquímicos. En el estudio de los procesos 

electródicos la simbología empleada para la distinción de los diferentes procesos 

que pueden tener lugar en la interfase heterogénea son: E, que designa una etapa 

electroquímica del mecanismo y C para las reacciones químicas acopladas. 
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Tabla  III. Principales mecanismos electródicos y algunos criterios de diagnóstico. 

 

 Mecanismo Criterios de diagnóstico 

I 

Transferencia 

electrónica reversible. 

𝑂𝑥 + 𝑛𝑒− 𝑅𝑒𝑑 

- Ep es independiente de v 

- ∆Ep = 59 mV/n (a 25°C)  

- Ipa/Ipc es constante e igual a la unidad.  

- Ipc/ν1/2 es constante con v  

II 

Transferencia 

electrónica irreversible 

𝑂𝑥 + 𝑛𝑒−  → 𝑅𝑒𝑑 

- Desplazamiento de Epc con ν en el sentido 

catódico.  

- Ipc/ν1/2 es constante con el aumento de v.  

- Ausencia de la razón de corriente Ipa/Ipc. 

III 

Transferencia 

electrónica cuasi-

reversible 

𝑂𝑥 + 𝑛𝑒− 𝑅𝑒𝑑 

- Desplazamiento de Epc a potenciales más 

negativos con los aumentos de v.  

- ∆Ep es superior a 59 mV/n (incluso a valores 

bajos de v).  

- Ipc aumenta con ν1/2.  

- Ipc/ν1/2 puede no ser constante con el 

aumento de v. 

IV 

Transferencia 

electrónica reversible 

seguida de una reacción 

química reversible- 

Mecanismo ErCr. 

- Desplazamiento de Epc a valores más 

negativos con los aumentos de v.  

- Razón Ipa/Ipc se vuelve menor que 1 con el 

aumento de v.    
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𝑂𝑥 + 𝑛𝑒− 𝑅𝑒𝑑 

𝑅𝑒𝑑 Z 

- Función de corriente (Ipc/ν1/2) permanece 

invariable (aumenta  ligeramente) con  

aumento de ν. 

V 

Reacción química 

reversible seguida de 

una transferencia 

electrónica reversible –

Mecanismo CrEr. 

𝑍 𝑂𝑥 

𝑂𝑥 + 𝑛𝑒− 𝑅𝑒𝑑 

- Desplazamiento de Epc hacia potenciales 

menos negativos con los aumentos de v.  

- Función de corriente (Ipc/ν1/2) disminuye con 

los aumentos de v.  

- Razón Ipa/Ipc es siempre mayor que 1 y 

aumenta con v. 

VI 

Reacción química 

irreversible seguida de 

una transferencia 

electrónica reversible –

Mecanismo CiEr. 

𝑍 → 𝑂𝑥 

𝑂𝑥 + 𝑛𝑒− 𝑅𝑒𝑑 

 

- Como no está acompañado del pico reverso, 

no hay criterios que definan ese caso, excepto 

para la función de corriente (Ipc/ν1/2) que 

disminuye con el aumento de ν. 

VII 

Transferencia 

electrónica reversible 

seguida de una reacción 

química irreversible –

Mecanismo ErCi. 

𝑂𝑥 + 𝑛𝑒− 𝑅𝑒𝑑 

𝑅𝑒𝑑 → 𝑍 

- Epc se desplaza hacia valores más negativos 

con el aumento de v.  

- Razón Ipa/Ipc  tiende a 1 con el aumento de v.   

- Función de corriente (Ipc/ν1/2) permanece 

invariable (disminuye  ligeramente) con el 

aumento de v. 
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VIII 

Transferencia 

electrónica reversible 

seguida de una 

regeneración 

irreversible del reactivo 

de partida – Mecanismo 

catalítico. 

𝑂𝑥 + 𝑛𝑒− 𝑅𝑒𝑑 

𝑅𝑒𝑑 + 𝑍 → 𝑂𝑥 

- Para un voltamperograma en forma de “S”, el 

potencial de medio pico (Ep/2) es independiente 

de ν. En caso contrario, Epc se desplaza a 

valores menos negativos.  

- Para el caso de onda sigmoidal, ipa/ipc es 

siempre igual a 1.  

- Ipc/ν1/2 aumenta significativamente con la 

disminución de ν hasta alcanzar un valor 

máximo en el cual la función es independiente 

de v (forma una curva de formato “S”). 

IX 

Transferencia 

electrónica irreversible 

seguida de una reacción 

de regeneración 

irreversible del reactivo 

de partida. 

𝑂𝑥 + 𝑛𝑒−  → 𝑅𝑒𝑑 

𝑅𝑒𝑑 + 𝑍 → 𝑂𝑥 

- Para un voltamperograma en forma de “S”, el 

potencial de medio pico (Ep/2) es independiente 

de v. En caso contrario, Epc se desplaza a 

valores menos negativos. 

- Razón Ipa/Ipc  no puede ser medida debido a 

la ausencia del pico en el barrido de regreso. 

X 

Transferencia 

electrónica múltiple con 

intervención de una 

reacción química –

Mecanismo ECE. 

𝑂𝑥 + 𝑛1𝑒
−  𝑅𝑒𝑑 

𝑅𝑒𝑑 Y 

- Es difícil atribuir criterios para identificar cada 

tipo de mecanismo ECE. Usualmente, se hace 

la razón Ipc/ν1/2 en función de v para cada pico 

y se analiza la tendencia resultante 

separadamente.  
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𝑌 + 𝑛2𝑒
− Z 

XI 

Transferencia 

electrónica reversible 

seguida de una reacción 

química irreversible de 

desproporción – 

Mecanismos ErCi. 

𝑂𝑥 + 𝑛𝑒− 𝑅𝑒𝑑 

2 𝑅𝑒𝑑 → 𝑍 + 𝑂𝑥 

- Desplazamiento de Epc a potenciales más 

negativos con el aumento de v.  

- Función de corriente (Ipc/ν1/2) disminuye con 

el aumento de v.  

- Aumento de la razón Ipa/Ipc  con el aumento 

de v. 
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Figura 5 (Izquierda) Gráfico de la tendencia de la función de corriente (Ip v -1/2) con las 

variaciones de velocidad de barrido de potencial (v) para cada mecanismo descrito con I-
VIII. (Derecho) Tendencia de variación de la razón de corriente (Ipa/Ipc) con la velocidad 

para los mecanismos I, III, V, VI y VII. 

 

 Las reacciones electródicas son reacciones redox heterogéneas. Si su 

velocidad depende exclusivamente de la velocidad de transporte de masa, se habla 

de una reacción electródica controlada por transporte de masa. Si el mecanismo de 

transporte de masa es difusional, es decir, la transferencia de masa es espontánea 

a favor del gradiente de concentración, se habla de reacciones electródicas 

controladas por difusión. La mayoría de las reacciones electródicas que tienen lugar 

en VC proceden bajo control difusional, al controlar otros mecanismos de transporte 

de masa, como los de migración y convección. La migración se controla añadiendo 

un electrólito de soporte que es una sal inerte en el rango de potencial de trabajo y 

que se encuentra, por lo menos, en una relación 100:1 de concentración con 

respecto al analito. Los mecanismos de convección son anulados evitando la 

agitación en la solución y manteniendo la temperatura del sistema constante. 
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A partir de los valores de corriente de pico en función de la velocidad de 

barrido, es posible distinguir si un determinado proceso es controlado por difusión. 

Para procesos controlados por difusión se cumple la relación:  

𝐼𝑃 = (2,69 × 10
5)𝑛3/2𝐴𝐷0

1/2𝐶0𝑣
1/2, para reacciones de transferencia 

electrónica reversible. 

𝐼𝑃 = (2,99 × 10
5)𝑛(𝛼𝑛∝)

1/2𝐴𝐷0
1/2𝐶0𝑣

1/2, para reacciones de transferencia 

electrónica irreversible. 

Aplicando la función logarítmica sobre ambas relaciones se obtiene 

(Ecuación 9): 

𝑙𝑜𝑔(𝐼𝑃) = log(𝑘) +  
1

2
log (𝑣)  (Ecuación 9) 

Donde k agrupa aquellos parámetros constantes en cada mecanismo. 

La derivada con respecto a log(v), se logra la expresión (Ecuación 10): 

𝑑(𝑙𝑜𝑔(𝐼𝑃 ))

𝑑(log(𝑣))
= 0,5  (Ecuación 10) 

 Si el valor de la pendiente de un gráfico de log(Ip) versus log(v) es 

próximo a 0,5 es indicador de un mecanismo de transferencia electrónica que es 

controlado por la difusión de la especie electroactiva. En caso que la pendiente es 

cercana a 1,0 se asocia a mecanismos de transferencia electrónica que están 

controlados por adsorción en la interfase electrodo/solución [76]. 
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5.2 Caracterización de especies radicalarias generadas por 

oxidación electroquímica. 

 

 Los radicales de los compuestos derivados de AHC se obtuvieron por 

generación electroquímica in situ a las mismas condiciones experimentales de VC 

y VPD, en DMSO con 0,1 M de TBAP y en tampón fosfato 0,1 M (pH 7,4). Para los 

compuestos catecólicos (AC1 y AC5)  y el compuestos con anillo pirogalol (AC3), 

se obtuvo mejor resolución de los espectros empleando 0,1 M de cloruro de zinc, 

para los demás compuestos los radicales generados pudieron ser identificados con 

la adición de 200 mM de POBN/PBN. Los espectros EPR fueron obtenidos en un 

equipo Bruker ECS106 empleando la banda X (9,85 GHz) con una cavidad 

rectangular y modulación de la radicación de 50 kHz. Las constantes de 

acoplamiento hiperfino fueron estimadas con una precisión de 0,05 G.  Los 

espectros experimentales fueron simulados con el programa WinSim. 

 Debido a que los electrones y ciertos núcleos, con espín nuclear distinto de 

cero (IN ≠ 0), poseen momentos magnéticos, estos pueden interactuar mediante 

interacciones dipolo magnético-dipolo magnético cuya interacción es proporcional 

al inverso del cubo de la distancia entre ellos [77, 78]. Además, en un orbital s la 

probabilidad de encontrar  un electrón en el núcleo tiene un valor finito, provocando 

una singularidad en la interacción dipolo magnético-dipolo magnético. Esta 

singularidad puede ser tratada recurriendo a la interacción de contacto isotrópica de 

Fermi. Midiendo esta parte de la interacción mediante las constantes de 

acoplamiento hiperfino, se puede determinar la contribución de la densidad de espín 

en el orbital s. La ecuación de McConnell (Ecuación 11) relaciona el acoplamiento 

hiperfino del protón, 1H, en radicales aromáticos, con la densidad de espín ρπ  en los 

átomos de carbono del esqueleto 

𝑎𝐻 = 𝑄 × 𝜌𝜋   (Ecuación 11) 

 Donde Q es una constante de proporcionalidad (Q ~ -22,5 G). Esta relación 

da cuenta que la densidad de espín sobre un átomo de carbono en un radical 
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orgánico es proporcional a la constante de acoplamiento hiperfino asignada a aquel 

átomo. 

 

 

5.3 ORAC-FL. 

 

El método de capacidad de absorción del radical oxígeno (ORAC) con 

fluoresceína (3,6-dihidroxiespiro[isobenzofuran-1-(3H), 9(9H)-xanten]3-ona) como 

sonda fluorescente, consiste en el monitoreo del decaimiento de la fluorescencia en 

el tiempo debido a la reacción entre la sonda y los radicales libres peroxilos 

generados a partir de la termólisis del AAPH (Figura 6). El radical peroxilo es un 

oxidante comúnmente encontrado en los sistemas biológicos; es menos reactivo 

que el radical hidroxilo, teniendo tiempos de  vida media del orden de los segundos. 

Existiendo dos reacciones de competencia entre sí, de los radicales libres con la 

sonda y de los  radicales libres con el antioxidante; el tiempo que demora en decaer 

completamente la fluorescencia está relacionado con la protección de la sonda a 

causa de los antioxidantes (Figura 7); de esta forma el efecto antioxidante de los 

compuestos es proporcional al área bajo la curva. Los valores obtenidos se 

expresan como equivalentes de Trolox, el cual es calculado a partir de la pendiente 

de la gráfica de área bajo la curva neta de cada antioxidante (AUCantioxidante – 

AUCblanco) versus concentración, en comparación con la pendiente de Trolox 

(Ecuación 6). Para realizar esta metodología se empleó un fluorímetro con lector 

de microplacas Synergy HT, de Biotek Instruments. Todos los resultados fueron 

realizados en triplicado y el valor de equivalentes de Trolox se expresó como el 

promedio ± desviación estándar. El procedimiento se ha adaptado al descrito por 

Olea et al. [79].  

 Í𝒏𝒅𝒊𝒄𝒆 𝑶𝑹𝑨𝑪= 
(𝑨𝑼𝑪𝑨𝒏𝒕𝒊𝒐𝒙𝒊𝒅𝒂𝒏𝒕𝒆− 𝑨𝑼𝑪𝒃𝒍𝒂𝒏𝒄𝒐)

(𝑨𝑼𝑪𝑻𝒓𝒐𝒍𝒐𝒙− 𝑨𝑼𝑪𝒃𝒍𝒂𝒏𝒄𝒐)
×

[𝑻𝒓𝒐𝒍𝒐𝒙]

[𝑨𝒏𝒕𝒊𝒐𝒙𝒊𝒅𝒂𝒏𝒕𝒆]
 (Ecuación 6) 
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 La fluoresceína presenta le ventaja de poseer un alto rendimiento cuántico a 

pH> 7 (ФF = 0,93 [80]), no es costoso, es fotoestable y no presenta interacciones 

con compuestos frecuentemente empleados en la metodología .  

 

 

 

 

 

 

 

Figura 6 Estructuras químicas de Trolox y AAPH (o ABAP).  

 

Pese a que este ensayo se ha empleado ampliamente para la evaluación de 

la actividad antioxidante de numerosos compuestos naturales y de origen sintético, 

E. Lissi y C. López [38] en el último tiempo han determinado que en las condiciones 

en que se realiza este ensayo se evalúa la capacidad antioxidante frente al radical 

peroxilo (ROO•), pero además se genera otro radical de mayor reactividad, el radical 

alcoxilo (RO•).  De este modo indican que la oxidación de la fluoresceína, que al 

encontrarse en baja concentración (70 nM), ocurre por acción de los radicales 

alcoxilos principalmente; y además, que en algunos compuestos que presentan 

bajos índices ORAC y ausencia de tiempos de inducción, sería el producto de la alta 

reactividad del radical alcoxilo que provocaría el rápido consumo del polifenol y por 

lo tanto, una rápida oxidación de la fluoresceína. De este modo, la contribución 

relativa de estos dos radicales en el proceso depende de la reactividad de la sonda 
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fluorescente y del antioxidante. Compuestos con baja reactividad, como el ácido 

cafeico y ferúlico, dan índices ORAC mayores que compuestos más reactivos frente 

a los radicales peroxilos a velocidades en el orden de los límites difusionales. 

También concluyeron que la fracción de radicales alcoxilos generada es menor en 

relación con la de los radicales peroxilos.   
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Figura 7. Productos de la oxidación de la fluoresceína por acción de los radicales peroxilos 
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 En este ensayo se prepara una solución stock de fluoresceína (Sigma-

Aldrich) en metanol de grado analítico a una concentración de 4,5 mM, 

posteriormente se diluye dos veces en tampón fosfato a pH 7,4 para obtener una 

concentración de 72 nM (el porcentaje de metanol es 0,16% del volumen total). La 

solución de AAPH (Sigma-Aldrich) es preparada en tampón fosfato a una 

concentración de 150 mM. Las soluciones stock de antioxidantes son preparados 

en metanol y posteriormente diluidos en tampón fosfato para obtener un rango de 

concentraciones entre 0,5 y 4 µM en celda. Las soluciones se colocan en una placa 

blanca de poliestireno de 96 pocillos de la marca Nunc (Roskilde, Denmark) con 

volúmenes de 150 µL de fluoresceína (concentración en celda de 54 nM), 25 µL de 

antioxidante y 25 µL de AAPH (concentración en celda de 18,75 mM). La placa es 

calentada a 37 °C en un fluorímetro con lector de placas Synergy™ HT de Bio-Tek 

Instruments, Inc. (Winooski, VT, USA). 

 

 

5.4 Ensayo ORAC-EPR. 
 

 El ensayo ORAC-EPR se basa en la reacción competitiva entre el spin-

trapping de los radicales derivados de AAPH y su eliminación por antioxidantes. La 

fotólisis del AAPH 10 mM en tampón fosfato sódico a pH 7,4 en un medio aeróbico 

genera una serie de radicales, donde el principal radical es el alcoxilo (RO•) (Figura 

8).  El aducto DMPO-OR (constantes experimentales, aN = 14,55 G, aH = 14,81 G; 

según referencia:  aN = 14,47 G, aH = 14,84 G [18]).  
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Figura 8 Mecanismo de generación de los radicales alcoxilos provenientes de la 

fotólisis de AAPH en medio acuoso aérobico. 

 

El AAPH es preparado a una concentración de 14 mM en tampón pH 7,4 (100 

µL), el DMPO se prepara en una concentración de 200 mM en tampón (50 µL) y las 

concentraciones de AHC son preparadas a 0,1; 0,2; 0,3; 0,4 y 0,5 mM en tampón (a 

partir de un stock de 10 mM en dimetisulfóxido) (50 µL). La solución es irradiada con 

una lámpara de deuterio (Ocean Optics DH-2000) por 5 min en una cubeta de 

cuarzo e inmediatamente se realiza la medición. 

 La determinación de los valores de ORAC se obtiene por comparación con 

un antioxidante patrón (Trolox) y un atrapador de espín (DMPO). En la reacción 

total, DMPO compite por el atrapamiento de los radicales alcoxilos (RO•), con una 

constante cinética kST; frente al scavenging de estos radicales por acción de los 

antioxidantes estudiados (AOH), cuya constante cinética es kAOH. 

𝑅𝑂• + 𝐷𝑀𝑃𝑂 
𝑘𝑆𝑇
→  [𝐷𝑀𝑃𝑂− 𝑂𝑅]• 

𝑅𝑂• + 𝐴𝑂𝐻 
𝑘𝐴𝑂𝐻
→    𝑃𝑟𝑜𝑑𝑢𝑐𝑡𝑜  

Siendo I0 la integración de la señal en ausencia de antioxidante e I la 

integración de la  misma señal en presencia de antioxidante. Entonces I0-I es 

proporcional a la velocidad de reacción en presencia del antioxidante, mientras que 
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I es proporcional a la reacción en ausencia de antioxidante, de esta forma se puede 

expresar la relación: 

𝐼0 − 𝐼

𝐼
=
𝑘𝐴𝑂𝐻
𝑘𝑆𝑇

×
[𝑅𝑂•][𝐴𝑂𝐻]

[𝑅𝑂•][𝐷𝑀𝑃𝑂]
=
𝑘𝐴𝑂𝐻
𝑘𝑆𝑇

×
[𝐴𝑂𝐻]

[𝐷𝑀𝑃𝑂]
 

El consumo de antioxidante y atrapador se pueden aproximar a las 

concentraciones iniciales [AOH]0 y [DMPO]0, respectivamente (Ecuación 12): 

𝐼0

𝐼
−1 =

𝑘𝐴𝑂𝐻

𝑘𝑆𝑇
×

[𝐴𝑂𝐻]0
[𝐷𝑀𝑃𝑂]0

           (Ecuación 12) 

Ya que la constante cinética de la reacción entre el atrapador y el radical 

alcoxilo, kST, es común entre todos los compuestos, se obtiene un índice ORAC-

EPR comparando las pendientes (kAOH/kST) del patrón Trolox con cada compuesto 

estudiado. 

 

 

5.5  Ensayo de citotoxicidad en células de endotelio vascular 

humano (línea EA.hy 926) y células leucémicas humanas (línea 

HL-60), mediante la metodología de reducción del MTT. 
 

El ensayo de citotoxicidad se realiza a través de la metodología de reducción 

de la sal de MTT (bromuro de (3-(4,5-dimetiltiazol-2-il)-2,5-difeniltetrazolio), según 

se ha descrito previamente [39] (Figura 9). Este ensayo no distingue entre células 

que se dividen activamente o que están quiescentes [81], por esta razón se ocupa 

como un ensayo preliminar para detectar las moléculas con mayor efecto 

antiproliferativo, el cual permite la detección de las células metabólicamente activas 

con respecto al control de solvente.  Para este ensayo se incuba 5 × 105 células/mL 

de EA.hy 926 con diferentes concentraciones del compuesto prueba (1, 10 y 100 

µM en el pocillo, disueltos en un pequeño volumen de dimetilsulfóxido, menor al 1% 

del volumen total) en medio de cultivo RPMI 1640 (suplementado con 5% de suero 

bovino fetal) con rojo fenol a 37°C en una placa de 96 pocillos de fondo plano, 
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durante 24 horas, posteriormente se lava dos veces con 200 µL de PBS, y se 

reemplaza por 100 µL de medio RPMI no suplementado y sin rojo fenol. Para los 

ensayos con las células leucémicas, de la línea HL-60, se incuba 5 × 105 células/mL 

en medio de cultivo IMDM sin rojo fenol y sin suplementar. Para ambos 

experimentos, el MTT se agrega a una concentración de 0,5 mg/mL con fenazina 5 

mg/mL, incubándolo por 4 horas a 37°C y 5% de CO2, y luego se solubiliza con 

dodecil sulfato de sodio 10% con 0,1 mM de HCl por 24 h. La formación de formazán 

se mide a 570 nm utilizando un lector de multiplacas (Asys Expert Plus, Austria).   
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Figura 9 Reducción enzimática de la sal de (bromuro de (3-(4,5-dimetiltiazol-2-il)-2,5-

difeniltetrazolio) (MTT).  

 

El porcentaje de viabilidad se define como la diminución porcentual en la 

población en ausencia y presencia de compuesto incubado (Ecuación 13). Se 

obtiene mediante la absorbancia a 570 nm del MTT reducido (o formazán) en los 

pocillos con compuesto en comparación con aquellos pocillos en ausencia de 

compuesto (control). 

 (Ecuación 13) 

El procedimiento habitual es  realizar un screening de los compuestos 

empleando dos concentraciones (10 y 100 µM), en ambas líneas celulares. 
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Posteriormente se procede a calcular los IC50  del compuesto que se encuentre en 

este rango de concentraciones. El IC50 corresponde a la concentración que produce 

el 50% de la toxicidad máxima de un compuesto. 

 

 

 

5.6 Coeficiente de reparto n-octanol/agua y  de distribución n-

octanol/tampón fosfato pH 7,4 y pH mediante HPLC. 
 

Los tiempos de retención en RP-HPLC son determinados en un modo 

isocrático con un equipo Agilent modelo 1100, equipado con autosampler y detector 

DAD, utilizando una columna C-18 de Agilent Hypersil ODS (largo: 250 mm; 

diámetro interno: 4,6 mm; espesor fase estacionaria: 5 µm); una fase móvil 

compuesta por acetonitrilo : agua : ácido ortofosfórico (39% : 61% : 0,092%) a un 

flujo de 0,7 min/mL. El sistema bifásico n-octanol/agua y n-octanol/tampón fosfato 

(0,1 M; pH 7,4) se dejan bajo agitación por 24 horas para lograr el equilibrio de 

reparto entre ambas fases. Posteriormente se incorporaba el compuesto disuelto en 

metanol de grado cromatográfico en una concentración conocida (10-5 M) 

dependiendo de la solubilidad del compuesto. Este sistema se dejaba en agitación 

por 24 horas más, y en seguida es medido en el equipo HPLC.  Para la obtención 

del coeficiente de partición (P) (Ecuación 14), se integra el pico cromatográfico 

correspondiente a la fase n-octanol, previamente diluida en metanol (factor de 

dilución= 4) y luego el pico correspondiente al compuesto contenido en la fase 

acuosa. Lo mismo se realiza con el sistema n-octanol/tampón, obteniéndose el valor 

del coeficiente de distribución (D) (Ecuación 15). Los tiempos de retención (tR) y los 

factores de capacidad (k’) de cada compuesto se obtuvieron de un control de 

concentración conocida en agua destilada. El factor de capacidad, o factor de 

retención, que corresponde al tiempo de retención ajustado (tr-t0) dividido por el 

tiempo muerto (t0) (Ecuación 16); cuyo valor da cuenta del grado de retención 

relativo de un compuesto con el del solvente no retenido en la columna. El tiempo 
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muerto fue obtenido a partir del pico que aparece al inicio de la medición, 

correspondiente a los solutos no retenidos y que no interactúan con la fase 

estacionaria, eluyéndose en la columna a la misma velocidad que la fase móvil. 

 

𝑷 =
[𝑺𝒐𝒍𝒖𝒕𝒐]𝒏−𝒐𝒄𝒕𝒂𝒏𝒐𝒍
[𝑺𝒐𝒍𝒖𝒕𝒐]𝒂𝒈𝒖𝒂

  (Ecuación 14) 

 

𝑫 =
[𝑺𝒐𝒍𝒖𝒕𝒐]𝒏−𝒐𝒄𝒕𝒂𝒏𝒐𝒍
[𝑺𝒐𝒍𝒖𝒕𝒐] 𝒕𝒂𝒎𝒑ó𝒏

  (Ecuación 15) 

 

      𝑘 ′ =
𝑡𝑟−𝑡0

𝑡0
   (Ecuación 16) 

 

  Además, mediante la relación (Ecuación 17) [82] posible determinar el valor 

de pKa del grupo 4-OH, que es común para todos los compuestos en estudio, con 

los valores de coeficiente de partición (P), coeficiente de distribución (D) y pH del 

tampón. 

 

     𝑝𝐾𝑎 = 𝑝𝐻+ 𝑙𝑜𝑔(
𝑃

𝐷
−1)  (Ecuación 17) 
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5.7  Reactividad frente al radical hidroxilo generado mediante la 

reacción de Fenton en medio homogéneo.  
 

 La clásica reacción de Fenton describe la descomposición del peróxido de 

hidrógeno (H2O2) catalizado por iones ferrosos (Fe+2) con posterior generación de 

radicales hidroxilos mediante una serie de reacciones complejas [16, 17]. 

𝐹𝑒+2 +𝐻2𝑂2 →  𝐹𝑒
+3 + 𝐻𝑂• + 𝐻𝑂− 𝑘 = 63 − 76 𝑀−1𝑠−1 

𝐹𝑒+3 + 𝐻2𝑂2  →  𝐹𝑒
+2 + 𝐻𝑂2

• + 𝐻+  𝑘 = 0,001 − 0,01 𝑀−1𝑠−1 

 La generación del radical hidroxilo se monitoreó mediante la generación del 

aducto de espín DMPO-OH• (k = 2,1-3,4 × 109 M-1 s-1 [83]), mientras que para el 

ácido caféico se ha determinado una constante cinética de scavenging del radical 

hidroxilo de k = (3,24 ± 0,12) × 109 M-1 s-1  y para el ácido ferúlico (AC2) es k = 4,6 

× 109 M-1 s-1.  Con el propósito de determinar la reactividad entre el radical hidroxilo 

y los AHC, se preparan soluciones de AHC en una mezcla de tampón fosfato sódico 

0,1 M pH 7,4 y un 1% de dimetilsulfóxido como co-solvente, las concentraciones en 

celda son de 0,1 y 1,0 mM, la concentración de DMPO en celda fue de 200 mM, 

preparado en tampón fosfato sódico 0,1 M y pH 7,4.  La solución de hierro (II) se 

prepara a partir de una sal de Fe(NH4)2(SO2)2 × 6 H2O en agua nanopura con 

concentración en celda de 0,5 mM. El peróxido  de hidrógeno se prepara al 10% v/v 

en tampón fosfato sódico. Cada medición se realiza por triplicado. 

 Además se realiza un ensayo en el cual la concentración de AHC (0,5 mM) 

es constante y  concentraciones crecientes de hierro (II) de 0,5; 1,5; 2,0 y 4,5 mM. 

También las concentraciones de DMPO y peróxido de hidrógeno se mantienen 

constantes.  

 Con el propósito de evaluar el efecto reductor de los derivados de AHC frente 

al ion férrico se prepara una batería de soluciones de FeCl3 en agua nanopura 

(resistividad 17,8 MΩ cm) con etanol absoluto (< 1% del volumen total de celda), en 

concentraciones de 0,5; 1,5; 2,0 y 4,5 mM en celda. Las concentraciones de DMPO 

y peróxido de hidrógeno se mantienen constantes. 
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Ensayos en medio microheterogéneo. 

 

 

5.8  Preparación de liposomas y vesículas. 
 

Los vesículas, sistema microheterogéneo formado por moléculas anfipáticas 

generalmente de forma esférica, cuyo diámetro está entre 20-500 nm, poseen una 

o más bicapas lipídicas (lamelas) que separan un compartimiento central acuoso 

del medio acuoso externo (medio dispersante) [31, 40, 84, 85]. Cuando la bicapa 

lipídica está formada por fosfolípidos se le nombra liposoma.  En estos sistemas, 

compuestos hidrofílicos (en la cavidad central), hidrofóbicos (en la bicapa lipídica) y 

anfifílicos pueden ser incorporados en estos sistemas teniendo una amplia gama de 

aplicaciones en farmacéutica, química, alimentos, cosmética, entre otros. Los 

liposomas se pueden clasificar convencionalmente según su composición y tamaño 

[84, 86]; de acuerdo a esto se distinguen: 

I. Vesículas unilamelares pequeñas (SUV): 20-100 nm. 

II. Vesículas unilamelares grandes (LUV): > 100 nm. 

III.  Vesículas unilamelares gigantes (GUV): > 1000 nm. 

IV. Vesículas oligolamelares (OLV): 100-500 nm. 

V. Vesículas multilamelares (MLV): > 500 nm. 

Los ensayos en medio microheterogéneo  son realizados con vesículas de 

cloruro de dioctadecildimetilamonio (DODAC), y liposomas de1,2-dihexadecanoil-

sn-glicero-3-fosfatidilcolina (DPPC) y de 1-palmitoil-2-oleil-sn-glicero-3-

fosfatidilcolina (POPC) (Figura 10), con el propósito de realizar un análisis 

progresivo, se emplean vesículas de DODAC que poseen una interfase con carga 

formal positiva y dos colas hidrocarbonadas sin insaturación, posteriormente se 

emplean los liposomas de DPPC que poseen cabezas zwiteriónicas y cadenas 

alquílicas sin insaturaciones y finalmente  liposomas formados de 70% DPPC y 30% 
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POPC, en los que se ha incorporado una insaturación en una de las cadenas 

alquílicas. 

 

Figura 10  (A) DODAC, cloruro de dioctadecilamonio; (B) DPPC, 1,2-
dihexadecanoil-sn-glicero-3-fosfatidilcolina; (C) POPC, 1-palmitoil-2-oleil-sn-glicero-3-

fosfatidilcolina. 

 

Las vesículas de DODAC son suspendidas en agua nanopura a una 

concentración de 5 mM por sonicación.  

Los liposomas de DPPC son preparados según la metodología descrita por 

Günther et al. [87], siendo disueltos en una pequeña cantidad de cloroformo. La 

solución se coloca en un tubo de ensayo, el solvente orgánico es evaporado 

mediante una corriente de nitrógeno, obteniéndose una película seca de lípidos. Los 

lípidos son hidratados añadiendo una cantidad adecuada de 100 mM  de tampón 

fosfato de pH 7,4, a 60°C, asistido por agitación con agitador vórtex. La mezcla 
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tampón/fosfolípidos es calentada y agitada hasta la obtención de una suspensión 

lechosa homogénea. Esta suspensión es enfriada hasta congelación y luego 

calentada a 60 °C. La suspensión de MLVs es repetidamente extruida (10 veces) 

por un filtro de policarbonato de 400 nm y luego por uno de 200 nm empleando un 

extrusor Northern Lipid de capacidad para 10 mL. 

Para los liposomas de DPPC:POPC (70:30) se prepara una solución de 

DPPC y POPC en una pequeña porción de cloroformo, empleando una relación en 

volumen de DPPC:POPC de 7:3. El procedimiento es el mismo que para la 

preparación de los liposomas de DPPC.  

 

 

5.9 Reparto en medio homogéneo y vesículas de DODAC y 

liposomas de DPPC. 

 

La determinación del reparto de un determinado compuesto en sistemas de 

membrana, como los liposomas, es más complejo debido a la existencia de 

diferentes zonas en la membrana; mientras que el reparto en un sistema 

octanol/agua es un proceso de reparto entre dos solventes. La anisotropía de la 

bicapa lipídica y su alta razón área/volumen convierte a este proceso de sorción 

más complejo. El reparto de especies cargadas en una membrana biológica es 

subestimado en las mediciones de reparto octanol/agua en comparación con los 

resultados obtenidos en un sistema membrana lipídica/agua [88, 89].  La sorción de 

especies cargadas en la superficie genera un potencial superficial en la bicapa 

lipídica que puede ser descrito por una combinación de la teoría de Gouy-Chapman 

de doble capa difusa de la interfase y por la teoría de adsorción de Langmuir [90]. 

El modelo descrito por Escher et al. [91] toma en consideración estas dos teorías. 

En la fase acuosa, el ácido orgánico se disocia según el equilibrio: 

𝐻𝐴𝑊  𝐻++ 𝐴− 
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 La expresión de la ley de masas para esta reacción es: 

𝐾𝑎
𝑊 =

𝑎𝐴
𝑊𝑎𝐻

𝑊

𝑎𝐻𝐴
𝑊

 

 Donde KaW es comúnmente referida como la constante de acidez y aAW, aHW 

y  aHAW representan las actividades de las especies A-, el protón en la fase acuosa 

y HA, respectivamente. La actividad de una especie i se relaciona con la 

concentración a través del coeficiente de actividad γ iW,  

𝑎𝑖
𝑊 = 𝛾𝑖

𝑊𝐶𝑖
𝑊 

 La concentración total del ácido y su base conjugada en la fase acuosa, 

CTOTW, está dado por: 

𝐶𝑇𝑂𝑇
𝑊 =  𝐶𝐻𝐴

𝑊 + 𝐶𝐴
𝑊 

 Tanto las especies HAW y AW se postula que interactúan con la membrana 

por medio de asociaciones con sitios de unión libres XLIP de acuerdo con los 

equilibrios: 

𝐻𝐴𝑊 + 𝑋𝐿𝐼𝑃 𝐻𝐴𝐿𝐼𝑃 

𝐴𝑊 + 𝑋𝐿𝐼𝑃 𝐴𝐿𝐼𝑃  

 Donde HALIP y ALIP hacen referencia a especies en la membrana. La ley de 

masas para estas reacciones es: 

𝐾𝐻𝐴 =
𝑎𝐻𝐴
𝐿𝐼𝑃

𝑎𝐻𝐴
𝑊 × 𝐶𝑋

𝐿𝐼𝑃
𝑒(−|𝑧𝐻𝐴 |𝐹𝜓 𝑅𝑇⁄ ) [

𝐿𝑊
𝑚𝑜𝑙

] 

 Donde KHA es la constante de equilibrio de la sorción de la especie HA en la 

membrana. CXLIP es la concentración de sitios libres en la membrana. El término 

exp(-zHAFψ/RT) toma en cuenta la interacción electroestática de la especie cargada 

con la membrana cargada. La membrana de fosfatidilcolina es 

estequiométricamente zwitteriónica, es decir, no posee carga neta, pero se carga 

con la sorción de especies orgánicas cargadas.  En el término electrostático, zi 
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representa la carga de la molécula orgánica, F es la constante de Faraday, ψ es el 

potencial interfacial, R es la constante de los gases y T es la temperatura.   

  El reparto de una especie en un sistema liposoma-agua puede 

determinarse mediante metodologías analíticas que se basen en los cambios de 

una propiedad medible luego de la incorporación de la molécula en la membrana.  

Las espectrofotometrías UV-vis y de fluorescencia son especialmente útiles para 

este propósito. A pesar de su simplicidad, su aplicación se ve limitada en sistemas 

en que la dispersión de luz por señales de fondo es baja, como en soluciones 

micelares [92]. Cuando la aplicación directa de esta metodologías 

espectrofotométricas con gran cantidad de señal de fondo, causada por la presencia 

de liposomas [93-95] o células [96], el problema se puede minimizar mediante el 

uso de la espectrofotometría derivativa de primer o segundo orden (con respecto a 

la longitud de onda, λ).  

En este trabajo se determina el reparto entre la fase acuosa y las vesículas y 

los liposomas conformados por especies anfipáticas DODAC y DPPC, según las 

metodologías de espectrofotometría UV-vis derivativa, de acuerdo a lo descrito por 

Rodrigues y col. [1]. Se evalua el incremento de absorbancia derivada (∆𝐷 = (
𝑑𝐶𝑖

𝑑𝜆
) −

(
𝑑𝐶𝑖 −1

𝑑𝜆
)) al mantener constante la concentración de ácido hidroxicinámico (10 µM en 

celda) y concentraciones crecientes de liposomas (entre 0,25 y 250 µM en celda). 

Se determina el valor de las constantes de reparto Kp a partir de los espectros de 

absorción de la suspensión (Ecuación 18) [97, 98]. El rango de concentración en la 

que se cumple la ley de Beer es determinado para cada compuesto. 

[𝐿]

∆𝐷
= (

1

𝐸𝐶𝑇
) × [𝐿]+

[𝑊]

𝐾𝑃𝐸𝐶𝑇
    (Ecuación 18) 

 Donde [L] es la concentración de lípidos en mol L-1, ΔD es la absorbancia 

derivativa, E es la derivada con respecto a la longitud de onda de la diferencia entre 

el coeficiente de extinción del analito en el lípido (εL) y en la fase acuosa (εW) (𝐸 =

(
𝑑𝜀𝐿

𝑑𝜆
) − (

𝑑𝜀𝑊

𝑑𝜆
)), [W] es la concentración de agua (55 mol L-1). 
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 La metodología de espectrofotometría derivativa posee la ventaja de 

eliminar el efecto no deseado de línea base elevada (por inestabilidad de la lámpara 

o detector); permite que las bandas anchas se enangosten, aumentando la 

resolución de las señales; y permite suprimir el efecto de scattering provocado por 

un sistema microheterogéneo.   

  

 

5.10 Reactividad frente al radical hidroxilo en medio homogéneo 

y en liposomas de DODAC, DPPC, DPPC/POPC y membranas de 

eritrocitos. 

 

 La reactividad entre los derivados de ácido hidroxicinámico seleccionados 

(AC1, AC3, AC5 y AC7) frente al radical hidroxilo se realiza mediante la 

cuantificación del consumo del ácido hidroxicinámico al reaccionar con el radical 

hidroxilo generado in situ de manera constante por fotólisis del peróxido de 

hidrógeno al 10%.  La cuantificación de cada ácido hidroxicinámico se realiza 

mediante el desarrollo de una metodología RP-HPLC adecuada a diferentes 

tiempos de fotólisis con una lámpara UV. Se toman alícuotas a distintos tiempos de 

radiación de una solución compuesta por peróxido de hidrógeno al 10% en celda, 

agua nanopura y una solución concentrada del ácido hidroxicinámico en metanol 

(10 µM) en una celda de cuarzo, en el caso del ensayo en medio homogéneo se 

miden directamente, para DODAC, DPPC/POPC y los fantasmas de eritrocitos se 

disuelven en una relación 1:1 (alícuota/etanol), para DPPC en 1:3 (alícuota/etanol), 

posteriormente son centrifugadas a 8000 rpm por 20 min y medidas por HPLC. Las 

constantes experimentales se determinan mediante el ajuste de pseudo-primer 

orden con respecto al consumo del respectivo ácido hidroxicinámico. 

 Los fantasmas son residuos post-hemolíticos de eritrocitos, correspondientes 

a eritrocitos a los cuales se les ha eliminado el contenido intracelular, por lo cual 

están formados mayormente de membranas celulares [99]. Por este motivo, los 
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fantasmas de eritrocitos son ampliamente empleados para los estudios de 

composición, estructura y funcionamiento de membranas de eritrocitos. La 

metodología más usada para la preparación de fantasmas es mediante la inducción 

de estrés mecánico provocado por diferencias de presión osmótica entre el medio 

externo y el medio intracelular [100]. Para este propósito, se emplea 10 mL de 

sangre de conejo obtenidas del Instituto de Salud Pública. A la muestra se le 

adiciona citrato sódico 3,8 g/100 mL de agua nanopura como agente anticoagulante. 

Posteriormente, la muestra se centrifuga por 10 minutos a 8000 rpm a una 

temperatura constante de 4°C, el pellet obtenido es dispersado en tampón fosfato 

0,1 M a pH 7,4 y sometiéndolo a las mismas condiciones de centrifugación, 

repitiendo este proceso de lavado dos veces más. Luego los eritrocitos limpios se 

redisuelven en 40 mL de tampón fosfato 1 mM a pH 7,4.  Esta muestra es agitada 

en vórtex y centrifugada por 30 minutos a 8000 rpm a una temperatura constante 

de 4°C. Este proceso se repite hasta la obtención de un pellet de color blanco 

correspondiente a los eritrocitos hemolizados. Finalmente, las membranas 

obtenidas son resuspendidas en 50-100 mL de solución tampón fosfato 0,1 M a pH 

7,4.  Se utiliza una lámpara UV (Blak-Ray, long wave UV modelo B 100 AP) que 

proporciona una potencia constante de 100 W.  En este ensayo no se observa 

degradación de los AHC por fotólisis a 365 nm (longitud de onda de trabajo).  
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5.11  Anisotropía de fluorescencia. 

 

Los ácidos fenólicos pueden interactuar con las bicapas lipídicas mediante 

(1) la adsorción en la interfase a través de interacciones entre las cabezas polares 

de los lípidos y los grupos hidrofílicos de los compuestos fenólicos, los cuales son 

también dependientes del pH del medio de dispersión; y mediante (2) la partición de 

los segmentos hidrofóbicos en la región apolar de la membrana. Estas interacciones 

que ocurren entre los ácidos fenólicos y las membranas pueden contribuir a la 

capacidad antioxidante, protegiendo la integridad de la bicapa lipídica frente a 

agentes nocivos [74].    

Las sondas fluorescentes han sido ampliamente empleadas para estudiar 

la estructura de membranas biológicas y modelos de membranas [101]. Las 

sondas fluorescentes 1,6-difenil-1,3,5-hexatrieno (DPH), sulfonato de 1-anilino-

8-naftaleno (ANS) y 4-trimetilamonio-1,6-difenil-1,3,5-hexatrieno (TMA-DPH) se 

prepararon en dimetilsulfóxido, en una concentración final de 1 µM (Figura 11). 

Los liposomas de DPPC/POPC (1 mM en tampón 0,1 M con pH ajustado en 7,4) 

se incuban con la sonda en un baño de agua a 40°C por 30 min.    

Las muestras son irradiadas con luz monocromática (λex) polarizada 

linealmente (horizontalmente-h o verticalmente-v) y se registró la intensidad de 

la fluorescencia emitida (I) paralela (I‖) o perpendicular (IⱵ) a la dirección del haz 

de excitación. Las mediciones se realizan a temperatura ambiente en un 

fluorímetro Agilent (modelo Cary Eclipse). Las longitudes de onda de excitación 

y emisión son: para DPH:  λex = 357 nm, λem = 435 nm; TMA-DPH: λex = 358 nm, 

λem = 428 nm; ANS: λex = 337 nm, λem = 480 nm. 

La anisotropía de fluorescencia de una sonda (Ecuación 19) se define 

como: 

r =
Ivv−Ivh×G

Ivv+2Ivh×G
  (Ecuación 19) 
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Donde IVV e IVH son las intensidades de fluorescencia emitida cuando la 

dirección de la luz emitida es paralela y perpendicular, respectivamente, en 

relación a la luz de excitación polarizada verticalmente. G es un factor de 

corrección (G=IHV/IHH) del sistema óptico dado por la razón entre la intensidad 

de la luz emitida con componentes de polarización vertical y horizontal, con 

respecto a la luz de excitación con dirección de polarización horizontal. Los 

valores de anisotropía de fluorescencia son inversamente proporcional a la 

fluidez de la membrana. Un valor alto de anisotropía de fluorescencia representa 

un alto orden estructural o una baja fluidez de la membrana.  

El DPH debido a su carácter altamente hidrofóbico debiese ubicarse 

preferentemente entre las cadenas lipídicas de las membranas, y la molécula se 

orientaría en el plano perpendicular al plano de la membrana (Figura 11). Sin 

embargo, algunos autores indican que el DPH podría posicionarse en dos 

regiones de la membrana distintas: en el interior de la membrana [102] cerca de 

las cadenas alquílicas, y por otro lado, la molécula sonda se ubicaría de manera 

paralela al plano de la membrana; la orientación que adquiriría la molécula 

sonda en el interior de la membrana se vería influenciada por la fase de la 

membrana.  

  Por otro lado, la sonda TMA-DPH se emplea para monitorear la fluidez 

cerca de la superficie de la membrana. La región polar de esta sonda se 

encontraría ubicada en la interfase agua/lípido (Figura 11), mientras que la 

región hidrocarbonada ingresa en la región lipídica de la membrana. El largo de 

la parte hidrofóbica del TMA-DPH es aproximadamente equivalente al largo de 

una cadena de 10 carbonos [103], entregando información del microambiente 

de la superficie y glicerol de la membrana plasmática [104]. ANS se une a los 

fosfolípidos de tal forma que el grupo sulfonato aniónico se orienta hacia las 

cabezas hidrofílicas de los fosfolípidos [105].   
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Figura 11  Adaptación de [101]. Localización de las sondas fluorescentes 

ANS, TMA-DPH y DPH en una bicapa lipídica.  

 

 

 

5.12 Actividad antioxidante intracelular empleando menadiona 

mediante la metodología de spin-trapping  

 

Con el propósito de evaluar la actividad antioxidante en células de epitelio 

vascular humano EA.hy926, en un capilar de 200 µL, abierto y silente al EPR, se 

incuban las células en una concentración de 1,4 × 107 células/mL con DMPO 200 

mM (tampón fosfato sódico 0,1 M pH 7,4) el cual atraviesa rápidamente las 

membranas biológicas por difusión pasiva [73], bisulfito menadiona sódico a una 

concentración en celda de 25 µM (preparada en tampón fosfato y 1% de 

dimetilsulfóxido), que genera estrés oxidativo intracelular (Figura 12), NADPH 6,66 

mg/mL (tampón fosfato 0,1 M). Los derivados de AHC se prepararan a una 

concentración en celda de 10 µM (preparado en tampón fosfato sódico y un 1% de 

dimetilsulfóxido). Luego de cinco minutos de incubación son medidas, realizando 

diez barridos para cada muestra. Para realizar este ensayo se seleccionaron cinco 
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de los compuestos (AC1, AC3, AC5, AC7 y AC13) de la serie, a partir de los 

resultados obtenidos en el ensayo de toxicidad 

 

 

Figura 12 La menadiona (2-metilnaftalen-1,4-diona) o vitamina K3, entra en un ciclaje 

redox por acción del NADPH-citocromo P450 reductasa. En este proceso, la menadiona 
sufre una reducción monoelectrónica formando la especie radicalaria semiquinona que 
reacciona con el oxígeno para regenerar la menadiona, generándose la especie superóxido 

[80].  

 

 

 

5.13 Actividad antioxidante intracelular empleando la sonda pro-

fluorescente diacetato de diclorodihidrofluoresceina.  
 

 Con el propósito de determinar la actividad antioxidante en el interior 

de las células de epitelio vascular humano EA.hy 926  se emplea la sonda no 

fluorescente diacetato de 2’,7’-diclorodihidrofluoresceina (DCFH2-DA) que posee la 

característica de ser permeable a la membrana celular y ser sensible en la detección 

de especies reactivas de oxígeno intracelulares (Figura 13) [81, 106-108]. Se 

conoce que esta sonda lipofílica puede fácilmente atravesar la membrana por 

difusión pasiva y sufrir  deacetilación por acción de estearasas intracelulares, 

generando la sonda no fluorescente que es sensible a oxidantes 2’,7’-

diclorodhidrofluoresceina (DCFH2), la cual no difunde al exterior de la célula. En 

presencia de peróxido de hidrógeno (H2O2) y otras ROS y RNS (como los radicales 
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peroxilos, hidroxilos y óxido nitroso, además del anión peroxinitrito) [107], así como 

por enzimas con grupos heme como peroxidasas o el citocromo c, la DCFH2 es 

oxidada a diclorofluoresceína (DCF) que es altamente fluorescente (Figura 14). La 

intensidad de fluorescencia de la DCF puede ser fácilmente medida y es la base 

para la detección de ROS intracelulares en este ensayo. De donde se obtiene un 

porcentaje de disminución de la fluorescencia a causa de la incubación con un 

antioxidante (Ecuación 19) con respecto a un control (con presencia de AAPH y 

ausencia de antioxidante), donde además se descuenta la fluorescencia producida 

por las células en ausencia de AAPH (blanco). 

 

𝐴𝐴𝐶 =  {(
(𝐹𝐴𝐻−𝐹𝐶𝑂𝑁𝑇𝑅𝑂𝐿 )

𝐹𝐶𝑂𝑁𝑇𝑅𝑂𝐿
) −

𝐹𝐵𝐿𝐴𝑁𝐶𝑂

𝐹𝐶𝑂𝑁𝑇𝑅𝑂𝐿
} × 100%  (Ecuación 19) 

 

La metodología empleada se basa en la descrita por Saleta Vasquez y col. 

[109]. Brevemente, las células EA.hy 926 son sembradas a una densidad de 50.000 

células/pocillo en un medio de cultivo RPMI1640. Después de 24 h se remueve el 

medio de cultivo y se lava con PBS. Los pocillos son tratados con 20 µM de la sonda 

DCFH2-DA en RPMI1640 libre de SBF y se agregan los compuestos en dos 

concentraciones diferentes 1 y 10 µM finales. Luego de transcurrido una hora de 

incubación los pocillos son lavados con PBS. Luego se agrega AAPH con una 

concentración final de 600 µM. El AAPH, el cual genera radicales peroxilos por 

termólisis, oxida la sonda DCFH2 a la sonda fluorescente DCF in vitro [110]. Los 

radicales peroxilos comienzan la peroxidación lipídica mediante reacciones en 

cadena radicalarias en la bicapa lipídica, produciendo peroxilos lipídicos [111], los 

cuales oxidan a la sonda DCFH2 a la sonda fluorescente DCF [112]. Finalmente, se 

mide la placa en un fluorímetro con multilector de placas a λex = 485 nm, λem = 538 

nm.  
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Figura 13 Representación esquemática del ensayo de actividad antioxidante celular. 

Las células son incubadas con la sonda DCFH2 (la forma ester DCFH2 de modo que 
atraviese la membrana y en interior de la célula sea hidrolizada por estearasas endógenas). 
Las células son incubadas con los polifenoles de estudio (AOH) y expuestas a AAPH que 
genera un flujo de radicales peroxilos. Los AOH pueden proteger a DCFH2 de la oxidación 
(disminución de fluorescencia) por diferentes mecanismos: (1) Scavenging de los radicales 
peroxilos en la membrana disminuyendo la lipoperoxidación, (2) reaccionando con el AAPH 
evitando la formación de peroxilos intracelulares, (3) compitiendo con la DCFH2 por los 
oxidantes ROS/RNS, (4) reaccionando con los radicales peroxilos previniendo la formación 
de otros radicales, (5) inhibiendo las vías redox hacia la formación de ROS/RNS que oxidan 

DCFH2. Adaptación de [81]. 
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Figura 14 Secuencia de deacetilación de la diclorodihidrofluoresceína diacetato 

(DCFH2-DA) en el interior de la célula para formar diclorodihidrofluoresceína (DCFH2) que 
posteriormente es oxidada por ROS/RNS a diclorofluoresceína (DCF) la cual es seguida 

por fluorescencia. 

 

 

5.14. Determinación de la estequiometría y constante de equilibrio 

de complejación por el método de las variaciones continuas. 
 

 El método de variaciones continuas permite determinar la fórmula del 

complejo formado y su constante de estabilidad [113, 114], para ello se mide la 

absorbancia del complejo para diferentes valores relativos de concentración de 

ligando/metal. Las medidas se llevan a cabo a una longitud de onda donde el 

complejo sea la única especie responsable de la absorción. Este método es sólo 

aplicable a complejos mononucleares. La formación del complejo puede escribirse 

como: 

𝑀 +𝑛 𝐿 𝑀𝐿𝑛 

 Donde M es el ion metálico, L es el ligando. Para el método de las variaciones 

continuas se prepara una serie de soluciones en las que la concentración total de 

ligando (CL) más metal (CM) se mantiene constante: 

    𝐶𝑇 = 𝐶𝑀+𝐶𝐿 = 𝑐𝑜𝑛𝑠𝑡𝑎𝑛𝑡𝑒 
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 Mientras se varía la relación de uno con respecto del otro. Dicho de otro 

modo, se varía la fracción molar del metal (𝑓𝑀 =
𝐶𝑀

𝐶𝑇
⁄ ) tomando valores entre 0 y 

1. De este modo se obtiene una curva del tipo parábola invertida, donde el máximo 

corresponde a la fracción molar del metal dada por la estequiometría del complejo 

(MLn). En ese punto la concentración del metal será: 

𝐶𝑀
𝑚á𝑥 = 𝑓𝑀 × 𝐶𝑇 

Y la del ligando: 

𝐶𝐿
𝑚á𝑥 = (1− 𝑓𝑀) × 𝐶𝑇 

Por lo tanto, el número de ligandos que forman el complejo monodentado: 

𝑛 =
𝐶𝐿
𝑚á𝑥

𝐶𝑀
𝑚á𝑥

=
(1− 𝑓𝑀)

𝑓𝑀
 

 Conociendo la estequiometría exacta del complejo es posible calcular la 

concentración molar del metal en la intersección de las rectas de extrapolación de 

las pendientes ascendentes y descendentes de la parábola invertida que 

corresponde a la concentración molar total del complejo en el caso hipotético de 

que todo el metal se encontrase complejado. Con esta concentración y la 

absorbancia en el vértice del triángulo es posible calcular el coeficiente de absorción 

molar del complejo: 

𝐴𝑒𝑥𝑡 = 𝜀𝐶𝑏𝐶𝑀𝐿𝑛 = 𝜀𝐶𝑏
𝐶𝑇

(𝑛 + 1)
 

 Obteniendo εC se determinan las concentraciones reales de todas las 

especies en cada punto. La concentración del complejo será: 

[𝑀𝐿𝑛]𝑖 =
𝐴𝑖
𝜀𝐶𝑏

= 
𝐴𝑖𝐶𝑇

𝐴𝑒𝑥𝑡(𝑛+ 1)
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Sabiendo la concentración analítica total del metal y ligando en cada punto: 

[𝑀] = 𝐶𝑀 − [𝑀𝐿𝑛] = 𝑓𝑀𝐶𝑇 −
𝐴𝑖𝐶𝑇

𝐴𝑒𝑥𝑡(𝑛 + 1)
 

[𝐿] = 𝐶𝐿 −𝑛[𝑀𝐿𝑛] = (1 − 𝑓𝑀)𝐶𝑇−
𝐴𝑖𝐶𝑇

𝐴𝑒𝑥𝑡(𝑛+ 1)
 

 La constante global de formación del complejo se obtiene reemplazando las 

concentraciones: 

𝐾𝑓 =
[𝑀𝐿𝑛]

[𝑀][𝐿]𝑛
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6.  Resultados y discusión.  

 

6.1. Estudio electroquímico.  
 

Muchos antioxidantes han demostrado sufrir mecanismos de transferencia 

electrónica cuando ejercen su función antioxidante. Como consecuencia, la 

electroquímica se ha empleado para evaluar la actividad antioxidante, ya que 

proporciona información directa y detallada de la oxidación de estos compuestos. 

Correlaciones cuantitativas se han establecido entre la actividad antioxidante y los 

potenciales redox, sugiriendo que este parámetro fisicoquímico podría ser 

considerado como una buena medida de la actividad antioxidante [115]. 

 De este modo, se realizó el estudio de las propiedades electroquímicas de 

los compuestos derivados de AHC. Así, las propiedades redox fueron estudiadas a 

pH fisiológico 7,4 por medio de las metodologías de voltamperometría cíclica (VC) 

y de pulso diferencial (VPD), empleando el electrodo de trabajo de carbón vítreo. 

En general para los derivados catecólicos (AC1, AC5, AC13), los 

voltamperogramas cíclicos exhibieron un solo pico de oxidación y uno de reducción 

en el barrido de vuelta (Figura 15-A), con una diferencia de potenciales de pico 

mayor que 40 mV (considerando una transferencia de 2 electrones en el par redox) 

a un barrido de potencial de 2,0 V s-1, y un pico único en el voltamograma de pulso 

diferencial(Figura 15-B); además, la diferencia de potencial aumenta con los 

incrementos en la velocidad de barrido y el potencial de pico se desplaza con la 

velocidad de barrido , lo que indica que el proceso de transferencia electrónica 

cuasirreversible. El parámetro ipa/v1/2 disminuye con la velocidad de barrido 

tendiendo a un valor constante, indicando que la transferencia electrónica es 

irreversible y está acoplada a una reacción química irreversible (Figura 15-D); así 

también, la razón de corriente ipa/ipc es mayor a 1 y aumenta con la velocidad de 

barrido (Figura 16-A), evidenciando un mecanismo del tipo EiCi. Además, a partir 
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del gráfico Epa con el logaritmo de la velocidad de barrido es lineal y la pendiente es 

16 mV (Figura 16-B), que es indicador de una segunda etapa de transferencia 

electrónica, por lo que el mecanismo sería del tipo ECE [116, 117], Hotta et al. 

indican que además podría tener lugar un mecanismo ECEC [36], vale decir, que 

tanto la o-semiquinona como la o-quinona podrían pasar por etapas químicas 

irreversibles (Figura 17), ya sea dismutación, dimerización o ciclación. El gráfico de 

potencial de pico (logIp) en función de la velocidad de barrido (logv), obtenido por 

VC, presentó una correlación lineal (Figura 16-C); indicando que el proceso de 

transferencia electrónica está controlado por la difusión del compuesto desde el 

seno de la solución a la superficie del electrodo. Estos resultados son concordantes 

con los descritos en literatura [36] y son extensibles a los demás compuestos 

catecólicos (AC5 y AC13) que presentaron el mismo comportamiento electródico.  

Los voltamperogramas de pulso diferencial de los compuestos dihidroxilados 

del ácido cinámico (AC1, AC5 y AC13), presentan un único pico de oxidación bien 

definido. Los picos de oxidación de estos compuestos están relacionados con la 

oxidación del grupo catecol generando el derivado o-quinona respectivo.  
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Figura 15 (A) Voltamperogramas cíclicos de AC1 a distintas velocidades de barrido. (B) 

Voltamograma de pulso diferencial de AC1 a 20 mV/s. (C) Gráfico del logaritmo de la 
corriente de pico anódico versus el logaritmo de la velocidad de barrido en VC. (D) Gráfico 
de la función de corriente (Ipa/v1/2) versus la velocidad de barrido en VC. 
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Figura 16 (A) Gráfico razón de corrientes IPA/IPC versus la velocidad de barrido en V/s para 
el compuesto AC1. (B) Variación del potencial de pico anódico EPA con el logaritmo de la 

velocidad de barrido. 
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Figura 17 Reacción de oxidación del ácido caféico en medio prótico descrita por un 

mecanismo ECEC [36]. 

 

El estudio de VPD del ácido ferúlico (AC2) y sus derivados (AC4, AC6-AC12) 

presentan dos picos de oxidación convolucionados a pH 7,4 (Figura 18). Los 

potenciales de oxidación de AC2,  Ep=423 mV y Ep’= 460 mV,  están relacionadas 

con la oxidación del grupo fenólico presente en la estructura [37]. Estos resultados 

se han interpretado como la transferencia electrónica del AHC tanto en su forma 

libre como adsorbida, donde la especie fuertemente adsorbida se observa como un 

prepico [40]. Para confirmar esto, se realizaron barridos sucesivos sobre el electrodo 

de carbón vítreo sin pulir la superficie entre barridos, produciendo la separación de 

los picos en el segundo barrido acompañado de la disminución en la intensidad de 

las señales, en el tercer barrido se conserva el potencial de oxidación de las señales 

obtenidas durante el segundo barrido pero la primera señal aumenta en intensidad 

y la segunda disminuye, corroborando que la primera señal corresponde a la 

reacción electródica del compuesto adsorbido en la superficie mientras que la 

segunda señal es la del compuesto en solución. Este fenómeno fue también 

observado al emplear un electrodo de trabajo de plata (Figura 19). Por este motivo 
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para el análisis de los potenciales de oxidación se empleó el correspondiente a la 

segunda señal.  Este hecho es producto de la formación de productos poliméricos 

en la superficie del electrodo [37] de los productos de oxidación de los ácidos 

ferúlicos (Figura 20). 

 

 

Figura 18 Voltamperograma cíclico del ácido ferúlico (AC2) y voltamperograma de pulso 

diferencial. 
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Figura 19 Voltamperogramas de pulso diferencial del ácido ferúlico (AC2) (abajo, izquierda) 

empleando un electrodo de trabajo de carbón vítreo, y realizando tres ciclos sin pulir la 
superficie del electrodo entre cada ciclo;  (abajo, derecha) y un electrodo de plata realizando 
dos ciclos sucesivos. E1 corresponde al potencial de oxidación de la especie adsorbida en 

la superficie del electrodo de trabajo y E2 al de la especie en solución. 

 

Por otro lado, el estudio de VC arrojó voltamperogramas con picos de 

intensidad débil, por lo que los análisis electroquímicos se realizaron con los datos 

obtenidos mediante la técnica de VPD.   
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Figura 20 Mecanismos de oxidación de ácido ferúlico [37]. (a) + H2O; -H+, - CH3OH; (b) + 

H2O; -H+; (c) + H2O; -H+, - CH2=CH-CO2H. 

 

  El compuesto AC3 (Figura 21,22) presenta un pico anódico intenso a 

Epa= 103 mV, y dos picos débiles a potenciales más anódicos. Y en VC exhibió una 

señal de oxidación muy débil ~ 0,6 V.  
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Figura 21  Voltamperograma cíclico y de pulso diferencial de AC3. 

 

 

  

 

Figura 22 Reacción de oxidación de AC3.  
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Tabla  IV. Potenciales de oxidación de los compuestos en medio mixto tampón (0,1 M; 

pH 7,4):metanol (70:30), mediante VPD. Velocidad de barrido: 20 mV/s. Los potenciales 

empleados para los análisis posteriores se indican mediante el subrayado. 

 

Compuesto Potencial de 

oxidación / mV 

AC1 196 

AC2 423; 460 

AC3 103; 447; 588 

AC4 319; 439 

AC5 280 

AC6 280; 382 

AC7 280; 387 

AC8 280; 388 

AC9 238;415 

AC10 268; 376 

AC11 304; 448 

AC12 213; 230 

AC13 288 

 

Los resultados muestran que mientras mayor es el número de grupos 

hidroxilos en el anillo aromático, menor es el potencial de oxidación del compuesto 

(Tabla IV). El potencial del derivado trihidroxilado (AC3) es menor que el de los 

derivados dihidroxilados (AC1, AC5 y AC13). En ambos casos la presencia de un 

sustituyente hidroxilo vecino al centro de reacción favorece termodinámicamente el 

proceso de oxidación debido a la capacidad electrodonora del grupo hidroxilo, y la 

estabilidad del producto o-quinona formado; sin embargo, la presencia del grupo 

nitro, por ser fuertemente atractor de la densidad electrónica de la molécula, 
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aumenta el potencial de oxidación en comparación con los otros dos compuestos 

dihidroxilados.  

La metoxilación del grupo vecinal al hidroxilo de los derivados cinámicos 

(AC4, AC6-AC12) desplaza el potencial de pico anódico a valores más positivos, 

haciéndolos menos favorables de oxidar. La incorporación de un sustituyente fenilo 

en posición 5 aumenta el potencial de oxidación del ácido cafeico (Epa AC1 = 196 

mV; Epa AC5 = 280 mV), mientras que la disminuye en el caso del ácido ferúlico (Epa 

AC2 = 460 mV; E’pa AC6 = 382 mV).  En este caso el sustituyente fenilo ejerce un 

efecto diferente sobre el centro de reacción debido a que los mecanismos de 

oxidación son diferentes, ya que en AC5 existen dos grupos con efecto 

electroatractor (3-OH y 5-Ph), en AC6 se encuentra un electrodonor y un 

electroatractor mesomérico (3-OCH3 y 5-Ph, respectivamente). 

Los compuestos con los potenciales de oxidación mayores, en la serie de 

compuestos de derivados del ácido 5-fenilferúlico, poseen grupos electrodonores 

en posición para (AC7-8) excepto los compuestos AC6 y AC12 que poseen 

sustituyentes 5-fenil y 5-(4’-metil)fenil, respectivamente, cuyo disminución en el 

potencial de oxidación es mayor. Además, los compuestos con grupos 

electroatractores; esto es, AC9-11, también disminuyen el potencial de oxidación, 

pero en menor grado que los compuestos con sustituyentes electrodonores. En 

otras palabras, el sustituyente 5-fenil se puede considerar como un grupo que 

disminuye el potencial de oxidación del ácido ferúlico; y que el grado con el que se 

desplaza el potencial de oxidación depende de las propiedades electrónicas de los 

sustituyentes en el anillo aromático. 

Al graficar el potencial de oxidación frente al pKa (Anexo 1), se observa una 

tendencia lineal creciente (Figura 23) entre estos parámetros fisicoquímicos, donde 

aquellos compuestos con menor pKa tienden a disminuir el potencial de oxidación. 

Sin embargo, aquellos compuestos en que el grado de ionización es mayor al 8% 

se observó una desviación de esta tendencia, donde su potencial de oxidación es 

mayor al esperado por la tendencia. Estos compuestos son AC4, AC11 y AC13, los 
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cuales poseen grupos electroatractores que pudieran aumentar el potencial de 

oxidación de los aniones. 

 

 

Figura 23 (Izquierda) pKa frente al potencial de oxidación (vs Ag/AgCl) en volts para 

los 13 compuestos, los compuestos AC4, AC11 y AC13 se indican encerradas en el círculo. 
(Derecha) Regresión lineal de los compuestos sin considerar AC4, AC11 y AC13. Ecuación 

de la regresión: Y = 2,53*X + 8,66; r2 = 0,777; n = 10; Sy,x = 0,117.  

 

 

 

 

 

 

 

 

P o te n c ia l d e  o x id a c ió n  / V

p
K

a

0 .0 0 .1 0 .2 0 .3 0 .4 0 .5

7

8

9

1 0

1 1

P o te n c ia l d e  o x id a c ió n  / V

p
K

a

0 .0 0 .1 0 .2 0 .3 0 .4 0 .5

8 .0

8 .5

9 .0

9 .5

1 0 .0

1 0 .5

1 1 .0



94 
 

6.2  Caracterización mediante EPR de los radicales derivados de 

AHC generados electroquímicamente.  
 

6.2.1 Generación en medio aprótico polar (DMSO). 

 

 El método desarrollado permite monitorear el proceso de oxidación y 

caracterización del radical formado in situ empleando las condiciones 

experimentales que se utilizaron en los ensayos electroquímicos previamente 

descritos. En este sistema se empleó DMSO como solvente y electrolito de soporte 

la sal de TBAP. Para poder identificar la presencia y generación de una especie 

radicalaria durante la oxidación electródica, se puede estabilizar el radical libre 

mediante la quelación con metales; sin embargo, muchos complejos de polifenoles 

con iones de metales de transición reducen al ion metálico luego de ser quelados y 

posteriormente re-oxidados en presencia de oxígeno.  

Por este motivo se formaron  complejos de zinc, los cuales no son sensibles 

a la oxidación por parte de los polifenoles, esto es debido a que el ion Zn+2 posee 

una configuración electrónica d10 que le confiere inactividad en reacciones de óxido-

reducción en un amplio rango de potenciales. Luego de la oxidación del ligando, 

que conduce a la reorganización electrónica del polifenol, el Zn+2 es capaz de 

detener este proceso permitiendo que la o-semiquinona originada a partir del catecol 

que se ha oxidado sea estable en presencia de Zn+2 (también con Cd+2 y Mg+2) [118], 

lo cual facilita el estudio EPR de radicales libres transientes de polifenoles que 

involucren una etapa de oxidación monoelectrónica [119-121].  

De este modo, los radicales de los compuestos que poseen anillos 3,4-

dihidroxilados y 3,4,5-trihidroxilados  son difícilmente detectables mediante esta 

metodología a causa de su rápido decaimiento, se empleó cloruro de zinc (ZnCl2) 

que permite aumentar la vida media del radical generado mediante la complejación 

del Zn+2 con los radicales fenólicos, debido a que la formación del complejo radical 

catecólico-Zn+2 es más estable que la estabilización del radical catecólico por 

formación de puente de hidrógeno intramolecular, permitiendo ser utilizados como 
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modelo para la determinación de los patrones de acoplamiento hiperfino de los 

radicales derivados de AHC con grupos catecólicos.  Esto permitiría evidenciar que 

la oxidación de estos compuestos en este medio transcurriría mediante la formación 

de un intermediario radicalario.  

Se observó que tanto los radicales de AC1 y AC3 presentan patrones de 

acoplamiento complejos (Figura 24), producto de una alta deslocalización de la 

densidad de espín en la molécula. En el caso del compuesto AC5, se distingue una 

disminución en el número de líneas como consecuencia de la sustitución de un 

átomo de hidrógeno en la posición 5 por un anillo bencénico que no contribuye 

significativamente a la deslocalización. En el caso de AC13, se observa una 

disminución en el número de líneas en comparación con AC1, debido a que la mayor 

densidad de espín se encuentra en las cercanías del grupo nitro, que se ve reflejado 

en el alto valor de la constante de acoplamiento (Tabla V) para los hidrógenos en el 

anillo aromático. 
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Figura 24 (A) Espectro de AC1-Zn+2; (B) Espectro de AC3-Zn+2; (C) Espectro de AC5-Zn+2; (D) 
Espectro de AC13-Zn+2. Todos estos espectros fueron realizados en las mismas condiciones 

experimentales.  
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Tabla  V. Constantes de acoplamiento hiperfino experimentales. La numeración corresponde 
a hidrógenos diferentes en la molécula y no se corresponde con la numeración IUPAC del anillo de 

ácido cinámico. 

 Constantes de acoplamiento hiperfino / G 

Compuesto aH1 aH2 aH3 aH4 aH5 

AC1 3,02 2,36 1,24 1,03 0,43 

AC3 2,45 1,66 1,32 0,94 2,45 

AC5 2,75 1,56 0,83 0,70 0,39 

AC13 3,62 1,69 0,87 0,30 - 

 

 

 Para el caso de los compuestos que son derivados del ácido ferúlico y sus 

derivados, que presentan mayor impedimento para la formación de un complejo con 

el Zn+2, se empleó PBN como atrapador de espín para la detección de radicales 

formados durante el proceso de oxidación. Ya que el PBN se oxida a altos 

potenciales, sus productos de oxidación no son observables en las condiciones 

experimentales. Un patrón característico de triplete de dobletes se observa en este 

espectro (aN = 14,7 G y aH = 2,35 G)  (Figura 25) indicando que el aducto 

radicalario formado durante la reacción es entre el PBN y un radical centrado en 

carbono de los derivados de AHC (Figura 26).  
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Figura 25 Aducto radicalario entre el ácido ferúlico y PBN en DMSO (aN = 14,7 G; aH = 2,35 G) . 

 

 

 

Figura 26 Posible mecanismo del aducto radicalario formado entre los derivados de ácido 

ferúlico y el atrapador de spin PBN en DMSO. 
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6.2.2.   Generación en medio acuoso. 

 

 En los sistemas que contienen el anillo catecólico y galoil, se realizó la 

medición en presencia y en ausencia de cloruro de zinc, detectando señales de muy 

baja intensidad. Por este motivo, este ensayo se repitió utilizando un atrapador de 

espín POBN, el análogo hidrosoluble de PBN, no pudiendo detectar la formación de 

un aducto radicalario. Esto puede ser explicado por la corta vida media de los 

radicales libres intermediarios en este medio y por la rápida generación in situ del 

producto de oxidación más estable no radicalario que puede ocurrir la oxidación vía 

dos electrones. 

 

 

 

6.3 ORAC-FL 
 

 

La capacidad de scavenging del radical peroxilo/alcoxilo de los compuestos 

derivados de ácido hidroxicinámico fueron evaluados mediante la metodología de 

ORAC-FL. En este ensayo se obtiene un índice antioxidante relativo a Trolox, que 

se utiliza como compuesto patrón,  un derivado hidrosoluble de la vitamina E. La 

exposición de un compuesto fluorescente (fluoresceína, FL) a radicales peroxilos 

conduce a la oxidación de este compuesto, proceso que se evidencia en el 

decaimiento en la emisión de fluorescencia a través del tiempo (Figura 27, 28), 

evento que se relacionaría con la estequiometría de la reacción entre los radicales 

peroxilos y el antioxidante. Los compuestos AHC presentaron perfiles similares de 

decaimiento de la intensidad de fluorescencia en el tiempo (Figura 27) con un 

notorio tiempo de inducción dependiente de la concentración de AHC empleado. 
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Figura 27 Perfil de decaimiento de la fluorescencia normalizada a 528 nm en el tiempo 

del compuesto AC1 (izquierda) y AC3 (derecha). 
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Figura 28 Gráfico de la relación entre la concentración de AC1 y el área bajo la curva 
neta (AUC-AUC0), correspondiente al área bajo la curva del decaimiento de fluorescencia 
a concentraciones crecientes de AHC (AUC) con respecto al control (AUC0) en ausencia de 
AHC. La pendiente de este gráfico se compara con la respuesta de Trolox según la ecuación 
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Tabla  VI. Valores de índice ORAC de cada compuesto, incluido el patrón Trolox, de 

acuerdo a la ecuación 6. 

 

Compuesto Índice ORAC-FL 

AC1 4,3 ± 0,3 

AC2 3,1 ± 0,2 

AC3 1,4 ± 0,0 

AC4 2,1 ± 0,1 

AC5 4,0 ± 0,1 

AC6 3,0 ± 0,2 

AC7 2,9 ± 0,2 

AC8 1,8 ± 0,1 

AC9 2,1 ± 0,2 

AC10 3,1 ± 0,2 

AC11 2,1 ± 0,1 

AC12 2,3 ± 0,2 

AC13 1,8 ± 0,1 

Trolox 1,0 

 

Los ácidos cafeico (AC1) y 5-fenilcafeico (AC5) (4,3 ± 0,3 y 4,0 ± 0,1, 

respectivamente), así como los ácidos ferúlico (AC2) y 5-fenilferúlico (AC6) (3,1 ± 

0,2 y 3,0 ± 0,2, respectivamente) presentan la mayor actividad antioxidante de esta 

serie; siendo comparables con los valores reportados en literatura para los ácidos 

cafeico y ferúlico [87, 102]. Esta mayor actividad se ha justificado por medio del 

efecto resonante donor del grupo vecino hidroxilo al centro de reacción y por la 

estabilización que confiere en el radical fenoxilo la formación de un puente de 

hidrógeno con el grupo vecinal hidroxilo. La sustitución en AC1 por un anillo 
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bencénico en posición 5 (AC5), no modifica significativamente la actividad de este 

compuesto; debido a que el efecto electrónico que confiere el sustituyente se ve 

mermado por no encontrarse coplanar al anillo catecólico del ácido cafeico.  

La sustitución del grupo 3-hidroxilo por metoxilo, en el caso del ácido ferúlico 

(AC2), disminuye la capacidad antioxidante (3,1 ± 0,2), explicado por la menor 

capacidad electrodonora del grupo metoxilo en comparación con el grupo hidroxilo; 

y además por la imposibilidad de generar un puente de hidrógeno intramolecular 

que estabilice al radical fenoxilo producido en la reacción. Una mayor disminución 

en la capacidad antioxidante se observa cuando se sustituye un átomo de bromo en 

posición orto al grupo hidroxilo (AC4), ejerciendo principalmente un efecto 

electrónico inductivo atractor, el cual disminuye la labilidad del enlace O-H. Si en 

esta misma posición se sustituye por un anillo bencénico (AC6), no se observa un 

cambio significativo en la capacidad antioxidante (3,0 ± 0,2) en comparación con 

AC2 que no posee el anillo bencénico (AC2); este mismo efecto se observó al 

comparar AC1 y AC5, anteriormente. 

A partir de AC6, las sustituciones en posición 4’ del anillo 4-fenil, ejercen un 

efecto distinto dependiendo de sus características electrónicas. Un sustituyente 4’ -

fluoro no afecta significativamente la capacidad antioxidante (3,1 ± 0,2), debido al 

débil efecto resonante donor y su lejanía del centro de reacción para ejercer su 

efecto inductivo atractor. Los grupos 4’-OCH3, 4’-Cl, 4’-NO2 y 4’-CH3 no presentan 

diferencias significativas de capacidad antioxidantes entre sí (~ 2,1); sin embargo, 

disminuyen la capacidad antioxidante del ácido 4-fenilferúlico (AC6). Estos 

sustituyentes que poseen propiedades electrónicas diferentes  y generan un efecto 

neto similar en la capacidad antioxidante de la molécula, podría deberse al 

impedimento estérico del anillo bencénico sustituido, dificultando así el 

acercamiento del radical peroxilo al centro de reacción. 

Por otro lado, en el compuesto 3’,4’-diOCH3 (AC7), se evidencia que la 

presencia de un segundo grupo metoxilo en comparación con el compuesto AC8, 

provoca una disminución menor de la capacidad antioxidante con respecto a AC6. 

Posiblemente debido al efecto aditivo de dos sustituyentes electrodonores sobre el 
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centro de reacción. Este efecto fue explicado por Todorova y col. [122] que sostiene 

que sustituyentes electrodonores (M+) en posición 4 disminuyen el ángulo diedro 

entre dos anillos aromáticos, permitiendo de este modo una mayor deslocalización 

de los electrones entre los dos anillos aromáticos, siendo este efecto más 

pronunciado con la presencia de un segundo sustituyente electrodonor en posición 

3.   

La incorporación de otro grupo hidroxilo en posición 5 del anillo (AC3), 

conduce a la disminución en la capacidad antioxidante (índice ORAC-FL: 1,4 ± 0,0), 

en comparación con el análogo dihidroxilado (AC1) (Figura 27). Este fenómeno se 

produciría por la menor disponibilidad de átomos de hidrógeno transferibles debido 

a la presencia de dos puentes de hidrógeno intramolecular sobre el mismo centro 

de reacción (grupo 4-OH). Cuando en esta posición se sustituye por un átomo de 

bromo (AC4), también se produce una disminución en la capacidad antioxidante (2,1 

± 0,1). La sustitución por el grupo nitro (AC13), que es fuertemente electroatractor, 

produce una pronunciada disminución de la actividad con respecto al patrón AC1.  

Es interesante notar que de acuerdo el mecanismo de protección de la sonda 

FL frente a la oxidación de los radicales provenientes de la termólisis del AAPH: 

𝐴𝐴𝑃𝐻 
𝑂2/37 °𝐶
→      2 𝑅𝑂𝑂 •  + 𝑁2  (1) 

𝑅𝑂𝑂 •  +𝐹𝐿 − 𝐻 
𝑘𝐹𝐿
→  𝑅𝑂𝑂𝐻+ 𝐹𝐿 • (2) 

𝑅𝑂𝑂 •  + 𝐴− 𝐻 
𝑘𝐴𝐻
→   𝑅𝑂𝑂𝐻+𝐴 •  (3) 

2 𝑅𝑂𝑂 • →  𝑝𝑟𝑜𝑑𝑢𝑐𝑡𝑜𝑠 𝑛𝑜 𝑟𝑎𝑑𝑖𝑐𝑎𝑙𝑎𝑟𝑖𝑜𝑠 (4) 

 

En cuyo modelo simple de oxidación competitiva de la sonda FL y el 

antioxidante AH por los radicales ROO• se toma en consideración las ecuaciones 

(1)-(4) y las reacciones entre radicales iguales y con otros radicales que tienen lugar 

entre las reacciones 2-3. En este esquema simplificado tampoco se considera la 
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formación de radicales alcoxilos en la reacción 4. Este esquema predice el 

incremento monótono de la razón R0/R (donde R0 es la velocidad inicial de consumo 

de fluoresceína en ausencia de antioxidante, mientras que R es la velocidad inicial 

de consumo en presencia de antioxidante) con el aumento de la concentración de 

antioxidante (Ecuación 20).  

 

𝑅0

𝑅
= 1+

𝑘𝐴𝐻

𝑘𝐹𝐿
×
[𝐴𝐻]

[𝐹𝐿]
  (Ecuación 20) 

 

Se aprecia que aquellos compuestos con menor reactividad presentan 

mayores índices ORAC-FL (AC1 y AC5) y muestran prolongados tiempos de 

inducción dependientes de la concentración de AHC (Figura 27), mientras que 

aquellos compuestos más reactivos (AC3 y AC13) poseen los menores índices 

ORAC-FL, encontrándose en la parte inferior de la recta (Figura 29). Este 

comportamiento más reactivo frente a los radicales presentes en el sistema da 

cuenta de un consumo superior de estos compuestos, generando poca protección 

de la sonda y por lo tanto, bajos índices ORAC-FL. Además estos compuestos no 

presentaron tiempos de inducción en sus perfiles de decaimiento de fluoresceína 

(Figura 27). 
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Figura 29 Gráfico de los índices ORAC-FL frente a la reactividad normalizada. 

 

 

 

6.4 Ensayo ORAC-EPR. 
 

 Con el propósito de profundizar y confirmar los resultados de 

reactividad obtenidos mediante ORAC-FL, se desarrolló la metodología de ORAC-

EPR. Para este ensayo se seleccionaron cinco compuestos, de los cuales dos 

fueron los menos reactivos y con mayores índices ORAC-FL (AC1 y AC5), uno de 

reactividad intermedia y bajo índice ORAC-FL (AC7) y dos compuestos de alta 

reactividad y los menores índices ORAC-FL (AC3 y AC13). Este ensayo está 

diseñado para evaluar la reactividad frente al radical alcoxilo generado por fotólisis 

de AAPH, en la cual se compara la reactividad presentada por el AHC contra la 

reactividad del compuesto estándar Trolox, para obtener un índice ORAC-EPR 

referenciado a partir de los equivalentes de Trolox con la misma reactividad.  
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Al aumentar la concentración de antioxidante (entre 0,1 y 0,5 mM) se observa 

una disminución de la intensidad de la señal correspondiente a la concentración del 

aducto de espín [DMPO-OR]•, decaimiento que se ajusta al de tipo exponencial  con 

el aumento de la concentración de antioxidante (Figura 30).  
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Figura 30 Decaimiento de la intensidad de la señal correspondiente al aducto DMPO-

OR, derivado de la fotólisis del AAPH, a distintas concentraciones de AHC (o compuesto 
fenólico, AOH).  

 

Graficando (𝐼0 𝐼⁄ ) − 1 versus 
[𝐴𝑂𝐻]0

[𝐷𝑀𝑃𝑂]0
⁄ , se obtuvo una recta de la cual 

la pendiente corresponde a 
𝑘𝐴𝑂𝐻

𝑘𝑆𝑇
⁄  (Figura 31) cuyos valores se muestran en la 

Tabla VII, junto con el valor comparado con la pendiente de Trolox.  
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Figura 31  Gráfico de la razón de intensidades del aducto DMPO-OR en 

ausencia de AHC (I0) y en presencia de de AHC (I) al aumentar la concentración de AHC 

(a una concentración fija de atrapador DMPO). 

 

Tabla  VII. Valores de la razón de constantes kAOH/kST, índice ORAC-EPR, cuyo valor se 

expresa como equivalentes de Trolox (kAOH/kTrolox) y los índice ORAC-FL, cuyo valor se 
expresa como equivalentes de Trolox. Cada valor es el producto de una medición por 
triplicado cuya desviación estándar es menor al 10% de la media. Los índices ORAC-FL 
fueron calculados y presentados durante el primer avance, adicionando el de AC13.  

 

Compuesto 
𝑘𝐴𝑂𝐻

𝑘𝑆𝑇
⁄  Índice ORAC-EPR Índice ORAC-FL 

Trolox 840 1 1 

AC1 945 1,1 4,3 

AC3 575 2,7 1,4 

AC5 1380 1,6 4,0 

AC7 1009 1,1 2,9 

AC13 5208 6,2 1,8 
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El índice ORAC-EPR del ácido cafeico (AC1) ha sido reportado por algunos 

autores, con valores de 1,8 [18] y 1,1 [12], que coinciden con el obtenido en este 

trabajo. Comparando los índices ORAC-EPR y ORAC-FL se observa que hay 

diferencias tanto en el valor absoluto como en la correlación entre los compuestos 

de la serie, esto puede deberse a que corresponden a metodologías distintas, 

mientras en el ensayo ORAC-EPR la capacidad antioxidante es medida por 

seguimiento de la concentración del espín aducto generado con distintas 

concentraciones crecientes de antioxidante, en ORAC-FL se monitorea la 

protección a la oxidación de una sonda fluorescente en el tiempo por efecto de la 

adición de concentraciones crecientes de antioxidantes; en otras palabras, en la 

metodología de ORAC-EPR desarrollada se está evaluando la capacidad 

antioxidante mediante la reactividad del compuesto por los radicales libres en 

competencia con el atrapador de espín, y en la metodología ORAC-FL se evalúa la 

estequiometría de la reacción entre el radical peroxilo (ROO•) y el donor de átomos 

de hidrógeno. También es importante hacer mención a las diferencias en reactividad 

de los radicales libres generados en cada ensayo, siendo el radical alcoxilo (RO•) 

(tiempo de vida media en el orden de los microsegundos) derivado de AAPH más 

reactivo que el radical peroxilo (ROO•) derivado de AAPH (tiempo de vida media de 

7 segundos) [84]. En la Tabla VI se observa que aquellos compuestos con mayores 

índices ORAC-EPR son los que presentan menores índices ORAC-FL, debido a su 

mayor reactividad y rápido consumo. Mientras que los que tienen menores índices 

ORAC-EPR son los que poseen los valores más altos de índice ORAC-FL en la 

serie, indicando que son menos reactivos frente a los radicales alcoxilos y al poseer 

una permanencia más persistente proveen una mayor protección de la sonda FL, lo 

que se traduce en un alto índice ORAC-FL. 
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6.5  Ensayo de citotoxicidad en células de endotelio vascular 

humano (línea EA.hy 926) y células leucémicas humanas (línea 

HL-60), mediante la metodología de reducción del MTT. 
 

Con el objetivo de evaluar el efecto citotóxico de los compuestos en estudio, 

se realizó el ensayo in vitro en los modelos celulares: EA.hy 926 (células de 

endotelio vascular humano),  y HL-60 (células leucémicas). 

Los compuestos estudiados presentaron baja toxicidad con respecto al 

control frente a las células EA.hy 926 (Figura 32), tal como se ha reportado 

anteriormente para el compuesto AC1 y AC2 [37]. El compuesto que presenta mayor 

toxicidad es AC7 a 100 µM. Por otro lado, estos compuestos presentan baja 

citotoxicidad frente a las células HL-60, siendo el único compuesto que presenta 

una diferencia significativa respecto al control (p-value < 0,05) el compuesto AC3 a 

100 µM (Figura 33). Como se observa en la Tabla VIII, el índice de selectividad, 

que se ha definido como el porcentaje de viabilidad en células EA.hy 926 con 

respecto a las células HL-60, es mayor para el compuesto AC3; siendo éste el 

compuesto más interesante, por poseer mayor actividad citotóxica en células 

leucémicas de la serie y menor toxicidad en células sanas. Para los demás 

compuestos el valor de este índice fue muy próximo a la unidad, indicando que no 

hubo selectividad entre ambas líneas celulares. 

Se observa que la presencia del anillo galoil es importante para esta actividad 

anticancerígena en la línea celular estudiada in vitro, pues la ausencia del grupo 5-

OH disminuye significativamente la actividad (AC1 %viabilidad ~ 84 µM; AC3 % 

viabilidad ~ 66 µM).  Otros compuestos con anillos galoil han sido descritos como 

compuestos con actividad anticarcinogénica en células HL-60 mediante actividad 

un mecanismo de inhibición enzimática de Xantina-oxidasa y de modulación en la 

generación de ROS [11, 123]. 

 



110 
 

 

Figura 32 Porcentaje de viabilidad en células EA.hy 926 con los distintos derivados de 

ácido cinámico a 10 y 100 µM. Los datos están presentados como promedio ± SD de 
triplicados. Las diferencias con respecto al control fueron analizadas mediante ANOVA de 

mediciones repetidas, seguidas de un análisis de Tukey. * p < 0,05. 

 

 

Figura 33 Porcentaje de viabilidad en células leucémicas de HL-60 con los distintos 

derivados de ácido cinámico a 10 y 100 µM. Los datos están presentados como promedio 
± SD de triplicados. Las diferencias con respecto al control fueron analizadas mediante 

ANOVA de mediciones repetidas, seguidas de un análisis de Tukey. * p < 0,05. 
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Tabla  VIII. Viabilidad, o porcentaje de disminución de células vivas con respecto al 

control (sin AHC), de cada compuesto a 100 µM en ambas líneas (EA.hy926 y HL-60). El 

índice de selectividad se define como la razón en viabilidad entre EA.hy926/HL-60. 

 

Compuesto 

Viabilidad (% del control) 100 μM Índice de 

selectividad EA.hy926 HL-60 

AC1 105,98 ± 11,27 83,76 ± 2,68 1,09 

AC2 106,45 ± 10,17 93,42 ± 3,27 0,98 

AC3 114,29 ± 10,25 65,89 ± 4,57 1,52 

AC4 87,17 ± 0,40 99,66 ± 10,84 0,87 

AC5 106,46 ± 10,08 90,14 ± 2,08 0,99 

AC6 104,23 ± 8,48 95,52 ± 3,01 0,92 

AC7 69,23 ± 0,31 85,4 ± 12,1 0,81 

AC8 87,51 ± 2,38 81,37 ± 8,17 1,08 

AC9 93,30 ± 0,30 94,32 ± 2,36 0,84 

AC10 82,53 ± 4,14 79,90 ± 7,31 1,00 

AC11 90,81 ± 18,25 80,72 ± 1,70 0,97 

AC12 86,70 ± 4,12 79,93 ± 14,07 1,05 
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6.6 Reparto en vesículas unilamelares de DODAC y liposomas de 

DPPC. 
 

 Para determinar el reparto entre membranas lipídicas/agua, se generaron los 

espectros derivativos a concentración fija de antioxidante y aumentando la 

concentración de liposomas (Figura 34-A), de donde se midió cada pico y/o valle 

para realizar la gráfica de [L]/ΔD versus [L] hasta obtener regresiones lineales 

(Figura 34-B) de acuerdo a lo descrito por la Ecuación 18.  

 

Figura 34 (A) Espectro de la primera derivada (dA/dλ) en un barrido de longitudes de 

onda entre 200-400 nm de AC2; (B) Gráfico de [L]/ΔD versus [L] del compuesto AC2. 

 

 El coeficiente de reparto de estos compuestos se determinó en los sistemas 

DODAC/agua y DPPC/tampón fosfato 0,1 M (pH 7,4).  Mientras DODAC 

corresponde a un lípido con cargado positivamente, DPPC es una especie 

zwitteriónica en las condiciones de trabajo. Entre los sistemas de liposomas no se 

observa diferencia entre el reparto de los distintos compuestos en los dos sistemas 

de liposomas/medio acuoso. Por otro lado, el reparto en los sistemas 

microheterogéneos es aproximadamente cinco veces mayor en magnitud que en 

los sistemas n-octanol/agua (Figura 35), dando cuenta que el efecto electroestático 
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es la mayor contribución a la sorción de estos compuestos. Las diferencias 

eléctricas de los compuestos no permite la variabilidad en la sorción en los sistemas 

microheterogéneos estudiados (Tabla IX).   
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Figura 35 Valores de logP, logKp (DODAC) y logKP (DPPC) de cada compuesto. 
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Tabla  IX. Valores obtenidos de logKP (DODAC) y logKP (DPPC) de cada compuesto. 

 

Compuesto logKP (DODAC) logKP (DPPC) 

AC1 4,61 ±  0,57 5,29 ± 0,11 

AC2 5,67 ± 0,66 4,67 ± 0,23 

AC3 4,73 ± 0,12 5,06 ± 0,08 

AC4 5,15 ± 0,12  5,17 ± 0,02 

AC5 5,51 ± 0,35 5,24 ± 0,28 

AC6 5,30 ± 0,13 5,15 ± 0,41 

AC7 5,58 ± 0,06 5,29 ± 0,24 

AC8 4,90 ± 0,03 5,43 ± 0,21 

AC9 5,01 ± 0,41 4,76 ± 0,21 

AC10 4,79 ± 0,53 4,72 ± 0,06 

AC11 5,26 ± 0,06 5,26 ± 0,08 

AC12 5,84 ± 0,37 4,82 ± 0,01 
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6.7 Anisotropía de Fluorescencia en estado estacionario en 

liposomas de DPPC/POPC y fantasmas de eritrocitos. 

 

Los resultados obtenidos para la sonda DPH se presentan en la Figura 36. 

La incubación de los liposomas de DPPC/POPC con los compuestos no presentaron 

cambios significativos en los valores del parámetro de anisotropía r(DPH) con el 

incremento de la compuesto prueba.  Los resultados para r(TMA-DPH) indican  que 

los compuestos no afectan la anisotropía de fluorescencia de TMA-DPH.  Sin 

embargo, al emplear la sonda ANS se observan cambios en el parámetro r(ANS), 

donde los compuestos AC3 y AC7 conducen a una disminución gradual en la fluidez 

de la membrana, mientras que los compuestos AC1 genera perturbación en la 

fluidez del microambiente a concentraciones superiores a 100 µM; por otro lado, el 

compuesto AC5  genera aumento de la fluidez de la membrana cuando la razón 

compuesto/lípido es baja, posteriormente se observa un aumento del parámetro 

r(ANS), que indica una disminución de la fluidez en el microentorno más superficial 

de la membrana. Es interesante la comparación entre AC5 y AC7, ya que ambos 

poseen un anillo bencénico en la posición 5, sin embargo AC5 a bajas 

concentraciones tiende a aumentar la fluidez en el microentorno de ANS, mientras 

que AC7 la disminuye a las misma razón sonda/AHC. Debido a que los cambios 

notados con la sonda ANS son los mayores que los obtenidos con las otras sondas, 

se puede especular que los compuestos se localizan preferentemente en la interfase 

membrana lipídica/agua, posiblemente mediante interacciones electroestáticas 

entre el grupo carboxilato del AHC (cargados negativamente) y el grupo colina 

(cargado positivamente) de la cabeza polar de los fosfolípidos (Figura 37). Cabe 

destacar que se observó la misma tendencia cuando se realizó este estudio 

empleando fantasmas de eritrocitos, corroborando que los AHC se encontrarían 

localizados en la región más superficial de la interfase membrana/medio acuoso.  
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Figura 36  Gráficos de anisotropía de fluorescencia (r) en liposomas de DPPC a 

concentración constante de sonda (1 × 10-6 M) DPH, TMA-DPH y ANS frente a incrementos 
de la concentración de AHC (5-100 µM) a temperatura ambiente. Cada medición es 
realizada en triplicado, donde se ha graficado el promedio y la respectiva desviación 
estándar. Las diferencias con respecto al control fueron analizadas mediante ANOVA de 

mediciones repetidas, seguidas de un análisis de Tukey. * p < 0,5; ** p < 0,01.  
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Figura 37 Diagrama de la posible interacción entre los derivados de ácido 

hidroxicinámico y las bicapas lipídicas de fosfolípidos. 
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6.6 Reactividad frente al radical hidroxilo generado por 

fotólisis en vesículas de DODAC, liposomas de DPPC, 

DPPC/POPC y membranas de eritrocitos. 
 

 La reacción entre el radical hidroxilo y el ácido cinámico en medio neutro 

transcurriría mediante trasferencia electrónica directa (mecanismo ET, electronic 

transfer) del grupo carboxilato al radical hidroxilo, generando el radical carboxilato y 

el ion hidroxilo. Los derivados hidroxilados pueden seguir diferentes vías como: la 

transferencia de un electrón al radical (mecanismo ET, electronic transfer) 

(Reacción 1), la transferencia de un átomo de hidrógeno (mecanismo HAT, 

hydrogen atom transfer) (Reacción 2), transferencia secuencial de protón y un 

electrón (mecanismo SPLET, sequential proton loss-electron transfer) (Reacción 3). 

Otro mecanismo propuesto para el apagamiento del radical hidroxilo es la formación 

de aductos radicalarios (mecanismo RAF, radical-adduct formation 

mechanism)[124, 125] (Reacción 4) en la cual la adición puede ocurrir directamente 

en el enlace etilénico o en el anillo aromático.  El balance entre estos mecanismos 

depende tanto del medio de reacción como de los reactantes [124, 126], mientras 

el mecanismo HAT se ve más favorecido en medios apolares, el mecanismo SPLET 

lo es en medio de mayor polaridad, y el mecanismo ET es más favorecido en medios 

de pH alcalinos.   

ArO- + OH → ArO + OH- (1) 

ArOH + OH → ArO + H2O (2) 

ArOH + OH → ArOH+ + OH- → ArO + H2O (3) 

ArOH + OH → [ArOH-OH] (4) 

 

 La reacción química puede ser seguida por monitoreo del consumo del ácido 

hidroxicinámico en el tiempo. En el ensayo en medio homogéneo, la cinética de 

reacción se ajusta a un proceso de pseudo-primer orden, de acuerdo a la ecuación: 
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𝑣 =  −
𝑑[𝐴𝑟𝑂𝐻]

𝑑𝑡
=  (𝑘𝑆𝑃𝐿𝐸𝑇 ×

𝐾𝑒𝑞
[𝐻+]

+ 𝑘𝐻𝐴𝑇 + 𝑘𝑅𝐴𝐹) × [𝐻𝑂
•][𝐴𝑟𝑂𝐻] =  𝑘𝑜𝑏𝑠 [𝐴𝑟𝑂𝐻] 

Donde kSPLET es la constante de reacción para un mecanismo de tipo SPLET, 

kHAT es la constante de reacción para un mecanismo de tipo HAT y kRAF es la 

constante de reacción para un mecanismo RAF. Keq es la constante de equilibrio 

entre las especies ArOH/ArO-, y [H+] es la concentración en el equilibrio de los 

protones del medio, [HO] es la concentración en estado estacionario del radical 

hidroxilo y kobs es la constante de velocidad de pseudo-primer orden experimental. 

Controlando las condiciones experimentales como concentración del agua 

oxigenada (10 % v/v), intensidad de la luz irradiada (100 W), temperatura ambiente 

y celda de cuarzo, la concentración de radical hidroxilo generada es constante en 

cada experimento. De esta forma, la razón entre kobs (1 y 2) permite comparar la 

reactividad química entre distintos ácidos hidroxicinámicos, 

𝑘𝑜𝑏𝑠,1
𝑘𝑜𝑏𝑠,2

=
𝑘1
𝑘2

 

 Los resultados indican que el orden de reactividad de menor a mayor es AC7 

≤ AC1 < AC5 << AC3 (Tabla X), donde se observa que todos los compuestos 

presentan una reactividad similar tanto en el medio homogéneo como en el medio 

microheterogéneo, y además, presentó un comportamiento similar en un sistema 

compuesto por lípidos saturados e insaturados. También se aprecia que no existen 

diferencias significativas de reactividad en el sistema con liposomas catiónicos y 

zwitteriónicos. Estos antecedentes indican que los ácidos hidroxicinámicos 

estudiados deben efectivamente disponerse en la interfase cargada del liposoma, 

por esta razón el orden de reactividad se conserva en medio homogéneo y en medio 

microheterogéneo.  La excepción fue el compuesto AC3, que posee el anillo de 

galoil, que triplica su reactividad en el sistema compuesto por DPPC:POPC y la 

duplica en el sistema compuesto por fantasmas de eritrocitos, este efecto puede 

deberse a la disposición ordenada de compuesto fenólico en la interfase, 

direccionando los hidroxilos hacia el medio dispersante; y por otro lado, verse 

menos pronunciado en el sistema compuesto membranas de eritrocitos por la 
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presencia de proteínas de membrana que pueden estar interactuando con el 

compuesto AC3. A causa de esto, las razones de reactividad entre los compuestos 

se mantienen constantes al cambiar de sistemas (Tabla XI), sin embargo aumentan 

entre 11-20 veces en el medio microheterogéneo compuesto por DPPC:POPC por 

el importante aumento en reactividad del compuesto AC3.  

 

Tabla  X. Constantes de velocidad experimental (s -1) obtenidas a partir de los gráficos 

de absorbancia normalizada al valor inicial (A/A0) de cada AHC versus el tiempo, en medio 
homogéneo de tampón fosfato sódico 0,1 M pH 7,4, vesículas  de DODAC, liposomas de 
DPPC, DPPC/POPC y fantasmas de eritrocitos. Para AC3 no se determinaron los valores 

en DODAC y DPPC por ser muy elevado el consumo de este AHC. 

 

 Constante de velocidad experimental (kobs) / × 103 s-1  

Compuesto Medio 

homogéneo 

Vesículas 

DODAC 

Liposomas 

DPPC 

 DPPC:POPC 

(70:30) 

Membranas 

eritrocitos 

AC1 1,32 ± 0,02 2,42 ± 0,20 1,48 ± 0,21 1,48 ± 0,28   2,86 ± 0,06  

AC3 7,72 ± 0,50 n.d. n.d. 23,0 ± 3,9    12,4 ± 3,2 

AC5 4,30 ± 0,20 3,27 ± 0,23 3,63 ± 0,31 2,04 ± 0,16   3,49 ± 0,16   

AC7 1,19 ± 0,04 1,26 ± 0,04 1,36 ± 0,04 1,12 ± 0,21  1,99 ± 0,40 
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Tabla  XI. Razón de constantes experimentales entre los AHC en estudio en los 

diversos medios de reacción. 

 

 Razón entre constantes de velocidad experimentales 

𝑘1
𝑘2
⁄  

Medio 

homogéneo 

Vesículas 

DODAC 

Liposomas 

DPPC 

Liposomas 

DPPC:POPC 

Membranas 

eritrocitos 

AC3/AC1 5,8 - - 15,5 4,3 

AC5/AC1 3,3 1,6 2,5 1,4 1,2 

AC7/AC1 0,9 0,5 0,9 0,8 0,7 

AC3/AC5 1,8 - - 11,3 3,6 

AC3/AC7 6,5 - - 20,5 6,2 

AC5/AC7 3,6 2,6 2,7 1,8 1,8 
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6.7  Actividad antioxidante intracelular empleando menadiona 

mediante la metodología de spin-trapping. 

 

Con el propósito de evaluar el efecto que presentan estos compuestos en la 

generación de ROS en las células se procedió a realizar un ensayo cualitativo en 

ambos modelos celulares mediante la metodología de spin-trapping con DMPO de 

cinco de los compuestos seleccionados de la serie (AC1, AC3, AC5, AC7 y AC13). 

Se realizó un blanco compuesto por las células EA.hy 926 + DMPO + NADPH, un 

control en el que se agregó menadiona como generador de especies radicalarias 

intracelular; posteriormente se agregó cada compuesto en una concentración de 10 

µM en celda, se esperó por 30 min y se midió en el EPR.  
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Figura 38 Histograma de la intensidad de la señal (3460 G) del espectro 

correspondiente a la formación del aducto radicalario DMPO-OH. El blanco corresponde a 
la generación de especies radicalarias en ausencia del estresor menadiona y de AHC, el 
control presenta menadiona pero ausencia de AHC, las barras de AC1, AC3, AC5, AC7 y 
AC13 presentan la misma concentración de menadiona y la misma concentración de cada 

AHC (10 µM). 

 

 En este gráfico (Figura 38) se observa la generación basal de 

especies radicalarias debido a la metabolismo propio de las células, al incorporar 

menadiona en el sistema se observa un aumento en la generación de especies 
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radicalarias de ~ 64 %. Al incorporar los distintos AHC en el sistema se observa que 

hay una disminución  en la concentración intracelular de especies radicalarias 

intracelulares, de lo que se puede inferir que los compuestos ingresan en la célula 

ejerciendo una actividad antioxidante intracelular. Por otro lado, todos los 

compuestos presentaron disminución similar entre sí.  

 

 

6.8  Actividad antioxidante celular (AAC). 
 

  

En el ensayo de AAC se midió la aparición de fluorescencia a λex = 485 nm y 

λem = 538 nm producto de la oxidación de la sonda fluorescente 

diclorodihidrofluoresceína cuando es incubado en células de la línea EA.hy926. El 

control consistió en la intensidad de fluorescencia producido por las células en 

presencia del estresor AAPH. Se midió además un blanco correspondiente a la 

aparición de las células sin perturbar, solamente incubadas con la sonda, cuyo valor 

es indicador de la generación basal de radicales libres por parte de las células 

producto del metabolismo propio, cuyo valor es restado de los obtenidos para las 

demás mediciones con el propósito de determinar las variaciones debidas al 

someter a las células a estrés oxidativo. Se realizó además una serie de ensayos 

con los AHC AC1, AC3, AC5, AC7 y AC13 a 1 y 10 µM. El %AAC se expresa como 

la disminución porcentual con respecto al control (100 %), de este modo, el mayor 

%CAA es atribuible al AHC con mayor actividad antioxidante en este ensayo (Tabla 

XII). Se observa que todos los AHC redujeron de manera significativa el estrés 

oxidativo celular evidenciado mediante la protección frente a la oxidación de la 

sonda intracelular. La tendencia del % AAC fue, de menor a mayor actividad, AC1 

< AC7 < AC13 < AC3 ~ AC5, cuando presentes en la concentración 1 µM, mientras 

que a 10 µM fue: AC1 ~ AC7 ≤ AC13 < AC3 < AC5. Observándose que el compuesto 

con menor actividad antioxidante fue AC1, mientras que los compuestos con mejor 
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actividad fueron AC3 y AC5. Es interesante notar que esta tendencia es concordante 

con la obtenida para la reactividad de estos antioxidantes frente al radical hidroxilo 

en membranas de eritrocitos, evidenciando un comportamiento que sigue el mismo 

patrón cuando se emplea un estresor extracelular (AAPH). 

 

 

 

Tabla  XII. Valores de %AAC (%𝐴𝐴𝐶 = { (𝐹𝐶𝑂𝑁𝑇𝑅𝑂𝐿−𝐹𝐴𝐻𝐶 )/𝐹𝐶𝑂𝑁𝑇𝑅𝑂𝐿}× 100), donde 

FCONTROL es la pendiente de la fluorescencia normalizada en el tiempo para la muestra con 
células endoteliales en presencia de AAPH y ausencia de AHC. FAHC es la pendiente de la 
recta de fluorescencia normalizada en el tiempo para los AHC en concentraciones de celda 
de 1 y 10 µM. A todos los valores de fluorescencia se le resta el de la pendiente del blanco 
que sólo contiene tampón fosfato a pH 7,4. Condiciones experimentales: [AAPH] = 600 µM, 
[DCFH2-DA] = 20 µM, [AHC] = 1 y 10 µM. Las mediciones se realizan con n ≥ 3, y los valores 
son entregados como promedio ± desviación estándar. Todos los valores fueron 
significativos con respecto al control y los valores indicados con asterisco presentan 

diferencias significativas (* p < 0,05) entre ambas concentraciones de AHC. 

 

Compuesto 

% Actividad antioxidante celular 

1 µM 10 µM 

AC1 8,8 ± 1,8 17,3 ± 1,6 * 

AC3 33,3 ± 1,8 31,3 ± 8,0 

AC5 36,0 ± 3,2 48,5 ± 3,5 * 

AC7 17,4 ± 2,3 19,9 ± 3,4 

AC13 25,3 ± 2,1 25,4 ± 1,7 
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6.9 Reactividad frente al radical hidroxilo generado mediante la 

reacción de Fenton. 

 

Se realizó el ensayo de apagamiento del radical hidroxilo generado por medio 

de la reacción de Fenton, donde los AHC pueden actuar frente al radical hidroxilo 

mediante el apagamiento del radical (scavenging) o por medio de la quelación del 

ion ferroso, evitando la generación del radical hidroxilo, por ambos mecanismos se 

observaría una disminución en la intensidad de las señales correspondientes al 

aducto radicalario DMPO-OH• (Figura 39). Primero, se llevó a cabo un control en 

ausencia de AHC, posteriormente se agregó 0,5 mM de cada AHC (concentración 

de Fe(II) de 0,5 mM y peróxido de hidrógeno 10%), obteniéndose en todos los casos 

la disminución de la señal en comparación con el control. Según la  Figura 40, en 

orden creciente, los compuestos que apagaron con mejor efectividad la generación 

del aducto radicalario son los compuestos 

AC1~AC3~AC13<AC5<AC2<AC4<derivados del ácido 5-fenilferúlico. Aquellos 

compuestos con grupo catecol y galoil son los más activos, debido a su mayor 

capacidad quelante en comparación con los derivados de ácido ferúlico en los 

cuales se sustituye por un grupo metoxilo, debido a su mayor volumen y por lo tanto 

mayor impedimento estérico para la quelación del ion ferroso. También se observa 

que la incorporación del anillo 5-fenilo disminuye la generación del aducto 

radicalario. Todos los derivados del ácido 5-fenilferúlico (AC6-AC12) presentaron 

baja actividad en el apagamiento del aducto radicalario, siendo el menor activo el 

compuesto AC7. 
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Figura 39 Diagrama de generación del aducto radicalario DMPO-OH, cuyo espectro 

presenta un patrón de 4 líneas con intensidades 1:2:2:1. Los AHC pueden actuar a dos 
niveles durante la generación del aducto radicalario, mediante el apagamiento o scavenging 
del radical OH•, o mediante le quelación del metal activo Fe(II). Además los AHC pueden 
actuar mediante una vía alternativa de reciclaje redox, donde además se genera radical 

superóxido en presencia de oxígeno, que fomenta la generación del radical OH•. 
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Figura 40 Histograma de la intensidad de señal normalizada con respecto al control, 

que carece de AHC, de los distintos AHC. Cada medición se realizó por triplicado, donde la 
altura de la barra es el promedio normalizado y el error corresponde a la desviación 
estándar. Se realiza el ensayo ANOVA, junto con el test de Tukey, donde todos los 
compuestos exhiben diferencias con respecto al control a un nivel de significancia de 0,1, 
a excepción del compuesto AC7 que no presentó diferencias significativas (n.s.) con 

respecto al control.  

 

 Se realizó un estudio aumentando la concentración de Fe(II) y 

manteniendo constantes las concentraciones de AHC (AC1, AC3, AC5, AC7, AC13) 

y la concentración de peróxido de hidrógeno (Figura 40). Se observa un aumento 

de la generación de DMPO-OH junto con el incremento de hierro de 0,5 a 1,5 mM, 

posteriormente a 3,0 y 4,5 mM ocurre un descenso en la generación del aducto 

radicalario debido a la disminución en la concentración efectiva de radicales 

hidroxilos, a causa del incremento de radicales hidroxilos en el sistema, lo que lleva 

a que se favorezcan reacciones secundarias como reacciones entre radicales OH•, 

por reacción con el ion Fe(II) o por reacción con el peróxido de hidrógeno [127]:  
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2 𝐻𝑂•  → 𝐻2𝑂2  

𝐹𝑒(𝐼𝐼)+ 𝐻𝑂•  → 𝐹𝑒(𝐼𝐼𝐼) + 𝐻𝑂− 

𝐻2𝑂2 + 𝐻𝑂
• → 𝐻𝑂𝑂• + 𝐻2𝑂 

 Cuando la relación entre ion ferroso y AHC es 1, todos los AHC 

disminuyen la formación del aducto radical, ya sea por quelación del ion ferroso o 

por scavenging del radical hidroxilo, es decir, presentan actividad antioxidante, 

siendo los más reactivos frente al radical hidroxilo AC13 ~ AC3 < AC5 < AC7 < AC1; 

esta tendencia coincide con los resultados obtenidos para el consumo de los AHC 

por los radicales hidroxilos generados por fotólisis en medio homogéneo 

presentados en la sección anterior (Tabla X). Si el Fe(II) se encuentra en una 

concentración tres veces superior al del AHC, aumenta la generación de radicales 

hidroxilos, el compuesto AC3 sigue actuando principalmente como antioxidante, el 

compuesto AC5 disminuye la diferencia con el control en comparación con la 

reactividad mostrada cuando [Fe(II)]/[AC5] = 1, indicando que la vía de reciclaje 

redox comienza a predominar en la relación [Fe(II)]/[AC5] = 3; el compuesto AC7 no 

presenta diferencias significativas con el comportamiento presentado a menores 

concentraciones de hierro, AC13 sigue actuando como un potente antioxidante y el 

compuesto AC1 comienza presentando propiedades pro-oxidantes al aumentar la 

generación de radicales hidroxilos. En una relación de [Fe(II)]/[AHC] = 6, en todos 

los compuestos se observa una disminución de la señal producto de la excesiva 

generación de radicales hidroxilos, comportamiento que se repite a [Fe(II)]/[AHC] = 

9. En síntesis, los compuestos AC1 y AC5 presentan actividad antioxidante a bajas 

concentraciones de Fe(II), a concentraciones ≥ 1,5 mM presentan actividad pro-

oxidante. El compuesto AC7 presentó en todos los casos actividad antioxidante, 

debido a su baja capacidad como quelante de hierro por presentar un grupo metoxilo 

que dificulta la formación del complejo necesario para el reciclaje redox. Los 

compuestos AC3 y AC13 presentaron en todos los casos actividad antioxidante 

superior a la de los demás compuestos de esta serie, debido al mayor impedimento 

para la formación del complejo por formación de un puente intramolecular, en el 

caso de AC3, y por la disminución en la capacidad de transferencia electrónica 
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interna al centro metálico por efecto de un sustituyente fuertemente electroatractor, 

en el caso de AC13.   
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Figura 41 Histograma de la intensidad de la señal de 3460 G del aducto radicalario 

DMPO-OH para los compuestos AC1, AC3, AC5, AC7 y AC13, manteniendo fija la 
concentración de AHC (0,5 mM) y aumentando la concentración de hierro (II) entre 0,5 y 
4,5 mM. Las mediciones se realizaron en tampón fosfato 0,1 M con pH ajustado 7,4 y a 
temperatura ambiente. Cada medición se realizó por triplicado, donde la desviación 

estándar fue menor o igual al 10%.  

 

Con el objetivo de dilucidar si el mecanismo pro-oxidante de los AHC 

transcurre mediante reciclaje redox, se escogieron los compuestos AC1 (catecol), 

AC3 (galoil), AC7 (3-metoxi-4-hidroxifenil) y AC13 (3-nitro-4-hidroxifenil) para 

determinar la constante de formación del complejo AHC/Fe(III) y la estequiometría 

de éste. Sólo el compuesto AC1 presentó una señal nueva detectable atribuible a la 

formación del complejo férrico (Figura 42), mientras los demás compuestos 

estudiados no quelan, de manera detectable, el ion férrico en las condiciones 

experimentales.  
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Figura 42 Gráfico de la absorbancia a 580 nm atribuible al complejo AC1/Fe(III) en 

tampón fosfato a pH 7,4. Las mediciones se realizaran a distintas fracciones molares del 
metal (𝑓𝑀 = [𝐹𝑒(𝐼𝐼𝐼)]/([𝐴𝐶1]+ [𝐹𝑒(𝐼𝐼𝐼)]).  

 

A pH 7,4 se observó que sólo  AC1 forma predominantemente un complejo 

del tipo 2:1, dejando dos posiciones vacantes por donde se coordina con dos 

moléculas de agua (Figura 43) [128]. Los demás compuestos estudiados no 

complejaron el hierro (III) en estas condiciones.   

 

Figura 43 Representación de la estructura que poseería el complejo 

[FeIII(AC1)2(H2O)2]Cl. 

 

 



131 
 

Donde la constante de formación del complejo fue logβ = 7,7 ± 0,2.  

Esto indica que los compuestos con grupo catecol pueden efectivamente 

formar complejos con el Fe(III), los cuales podrían ser reducidos a Fe(II) mediante 

un proceso de transferencia intramolecular.  

El fenómeno de reciclaje redox se confirma con la generación de especies 

radicalarias en un sistema conformado por FeCl3 + AHC + DMPO + H2O2. En este 

sistema se observó que en el control (FeCl3 + DMPO + H2O2) se forma una pequeña 

cantidad de radicales principalmente del tipo •OH, producto del equilibrio entre las 

especies Fe(III)/Fe(II) en agua. También se evidenció que AC1 aumentó la 

formación de aductos radicalarios, donde se observa una cantidad superior de 

radicales •OH y un aducto centrado en carbono que podría corresponder al radical 

•CH3OH, empleado como co-solvente. (Figura 44, 45). 
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Figura 44 Espectros correspondientes a la formación del espín-aducto DMPO-OH•.   

 

 

3420 3440 3460 3480 3500 3520

-80000

-60000

-40000

-20000

0

20000

40000

60000

80000

100000

In
te

n
s
id

a
d

Campo Magnético / G

 Control

 AC3

3420 3440 3460 3480 3500 3520

-80000

-60000

-40000

-20000

0

20000

40000

60000

80000

100000

In
te

n
s
id

a
d

Campo Magnético / G

 Control

 AC5

3420 3440 3460 3480 3500 3520

-80000

-60000

-40000

-20000

0

20000

40000

60000

80000

100000

In
te

n
s
id

a
d

Campo Magnético / G

 Control

 AC7

3420 3440 3460 3480 3500 3520

-80000

-60000

-40000

-20000

0

20000

40000

60000

80000

100000

In
te

n
s
id

a
d

Campo Magnético / G

 Control

 AC13



133 
 

 

Figura 45 Diagrama de los posibles aductos radicalarios generados a partir del radical 
hidroxilo, del radical α-metilo (a partir del metanol que es co-solvente) y de los radicales del AHC 
originados por transferencia de un átomo de hidrógeno o por formación de aducto radicalario con 

el radical hidroxilo. 

 

 

6.10  Estudio de la actividad pro-oxidante de los AHC en células 

HL-60 mediante spin-trapping. 

  

En este estudio se incubaron células HL-60 (1 × 105 células/mL) con DMPO 

(200 mM en tampón fosfato) y los AHC AC1, AC3, AC5, AC7 y AC13 en tres 

concentraciones en celda, vale decir, 1, 10 y 100 µM. Luego de 1 hora de incubación 

las muestras se midieron en el EPR. De este espectro se midió la integración de la 

señal de 3446 ± 1 G, producto del aducto DMPO-OH•. Todos los compuestos 

disminuyeron la concentración de especies radicalarias a concentración de 100 µM 

(Figura 46), sin exhibirse diferencia significativa entre AHC frente a su actividad 

antioxidante, resultado semejante al obtenido en células EA.hy 926. Sin embargo, 

a 1 y 10 µM, los compuestos AC1, AC3 y AC5 mostraron un aumento en la 

generación de ROS y los compuestos AC7 y AC13 no mostraron cambios 

significativos con respecto al control (p < 0,05).  Los compuestos AC1 y AC5 que 
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generaron mayor ROS podría deberse a su capacidad de reciclaje redox. Mientras 

que el compuesto AC3 que presenta baja capacidad de reciclaje redox en relación 

a la cupla Fe(III)/Fe(II), el mecanismo por el cual exacerba la generación de ROS 

podría transcurrir por otros mecanismos internos celulares. La citotoxicidad del 

compuesto AC3 a 100 µM no puede explicarse por un mecanismo pro-oxidante, 

debido a que presenta propiedades antioxidantes a esa concentración en las células 

HL-60. Algunos autores señal que el comportamiento antioxidante de algunos 

polifenoles podría interferir en las vías de señalización intracelular de las células 

leucémicas y podría influenciar en la muerte celular [129].  
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Figura 46 Histograma de la intensidad de la señal a 3446 G del espectro 

correspondiente a la formación del aducto DMPO-OH•. * Aumento significativo (p < 0,05) 
de la intensidad de la señal del aducto radicalario DMPO-OH• con respecto a la solución 

control. 
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7     Conclusiones. 

 

Los resultados obtenidos en este trabajo muestran que los compuestos que 

poseen el grupo galoil (AC3) y catecol (AC1, AC5) en su estructura poseen los 

menores potenciales de oxidación, y por consiguiente, son los agentes reductores 

más potentes en la serie, a excepción del compuesto AC13, en el cual la presencia 

de un grupo fuertemente electroatractor (-NO2) aumenta el potencial de oxidación 

en comparación con los otros derivados que también contienen al grupo catecol en 

su estructura. La existencia de una anillo 5-fenil, en los derivados de ácido ferúlico 

(AC2), disminuye el potencial de oxidación en comparación con el compuesto que 

carece de éste.  Los compuestos con sustituyentes electroatractores en posición 4’, 

disminuyeron en mayor medida el potencial que aquellos compuestos con 

sustituyentes electrodonores en la misma posición. 

En el ensayo ORAC-FL, como indicador de la capacidad antioxidante  de 

scavenging frente al radical peroxilo en un sistema homogéneo, demostró que el 

derivado con grupo galoil (AC3) y el compuesto AC13 es el que presenta menor 

capacidad antioxidante debido a la  menor disponibilidad del átomo de hidrógeno 

del grupo hidroxilo más reactivo (7-OH); así como el derivado dimetoxilado del ácido 

4-fenilferúlico (AC8) y el derivado bromado AC4. A continuación sigue el ácido 

ferúlico (AC2) y sus derivados (AC7-AC12) con índices en el rango de 2,1 y 3,1. Los 

compuestos con los grupos catecoles, AC1 y AC5, presentan los mayores índices.  

Los bajos índices ORAC-FL de AC3 y AC13 son debido a su alta reactividad que se 

traduce en un rápido consumo del compuesto y menor protección de la sonda 

fluorescente ante la oxidación. 

De la serie de compuestos seleccionados, todos presentaron similar reactividad 

frente al radical alcoxilo (RO•), a excepción del compuesto AC3 y AC13 que 

aumentó considerablemente su reactividad al incluir un grupo fuertemente 

electroatractor, lo cual es consistente con lo observado en ORAC-FL. 
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Los compuestos estudiados en este trabajo presentan baja toxicidad en células 

de epitelio vascular humano (EA.hy926) a concentraciones menores o iguales a 100 

µM, además presentan propiedades antioxidantes intracelulares muy similares entre 

sí, según lo obtenido por el ensayo de EPR con menadiona como estresor 

intracelular ; por otro lado, el compuesto AC3 exhibe toxicidad a 100 µM en células 

leucémicas promielocíticas (HL-60), provocando la disminución del 44% de la 

población control a las 24 horas de incubación.   

Cuatro compuestos seleccionados de la serie (AC1, AC3, AC5 y AC7) fueron 

estudiados en sistemas microheterogéneos de vesículas de DODAC y liposomas 

de  DPPC, DPPC/POPC y también en fantasmas de eritrocitos. Estos compuestos 

se adsorben preferencialmente en la interfase membrana lipídica/medio acuoso 

posiblemente por interacciones electroestáticas entre el grupo carboxilato del AHC 

y la cabeza polar de las membranas, no habiendo diferencias significativas en el 

reparto membrana lipídica/medio acuoso de los AHC entre sí. La reactividad frente 

al radical hidroxilo, generado por fotólisis del peróxido de hidrógeno, tanto en medio 

homogéneo como en medio microheterogéneo, se puede ordenar como AC7 < AC1 

< AC5 << AC3. Este orden de reactividades se mantuvo independiente del tipo de 

cabeza polar del fosfolípido y de la presencia o ausencia de insaturaciones en la 

cadena hidrocarbonada, sugiriendo que la reacción con el radical hidroxilo ocurre 

principalmente en la interfase.  

En los ensayos de AAC, los derivados de AHC mostraron actividad antioxidante 

de menor a mayor: AC1 < AC7 < AC13 < AC3 ~ AC5, la cual es coincidente con la 

tendencia obtenida en los ensayos de oxidación de membranas de eritrocitos por el 

radical hidroxilo. Estos resultados dan cuenta que los ensayos en medio homogéneo 

no abarcan la complejidad de interacciones existentes entre los AHC y los medios 

celulares, sin embargo permiten explicar ciertos comportamientos.  

Estos cuatro compuestos, junto con AC13, presentan propiedades antioxidantes 

frente al radical hidroxilo cuando es generado por medio de la reacción de Fenton 

en una proporción [Fe(II)]/[AHC] = 1,0; pudiendo deberse a sus propiedades de 

scavenger del radical hidroxilo o como agente quelante del ion ferroso, lo cual 
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merma sus propiedades como catalizador de la reacción. A mayores 

concentraciones de hierro (II), todos los compuestos siguen presentando 

propiedades antioxidantes, a excepción de los compuestos AC1 y AC5, que 

presentan el grupo catecol, que favorece la quelación del Fe(III) y permite favorecer 

la vía de reciclaje redox que exacerbaría la concentración de radicales hidroxilos en 

el sistema.   

Todos los compuestos estudiados mostraron actividad antioxidante en células 

HL60 a 100 µM luego de 1 hora de incubación. Mientras que ha concentraciones de 

1 y 10 µM no se observa cambio significativo para AC7 y AC13, y un aumento en la 

producción de ROS cuando se empleó AC1, AC3 y AC5; sin embargo, este 

comportamiento no permite dilucidar que el comportamiento pro-oxidante de los 

AHC sea un factor citotóxico en células leucémicas HL-60. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



138 
 

8    Anexos. 

 

Anexo 1. Caracterización fisicoquímica de los AHC: espectroscopía 

UV-vis, parámetros de cromatografía HPLC-DAD, lipofilia y pKa. 
 

Caracterización mediante espectrofotometría UV-visible. 

 

 La caracterización espectrofotométrica se realizó en un equipo Agilent 

modelo 8453, en celdas de cuarzo de 1 cm de paso óptico. Se empleó como 

solventes agua destilada, buffer fosfato 0,1 M (pH 7,4) y metanol. Se realizaron 

curvas de calibración con concentraciones crecientes de cada compuesto a partir 

de una solución stock en metanol, en un rango de 25 – 250 µM en celda. La 

determinación del coeficiente de extinción molar se realizó a una longitud de onda 

específica para cada compuesto en cada solvente, empleando la ecuación de Beer 

(Ecuación 20) en el rango lineal de la curva de calibración.  Todos los ensayos 

fueron realizados en triplicado.  

 𝐴(𝜆) = 𝑏 × 𝐶 × 𝜀(𝜆)  (Ecuación 20) 

 Donde A(λ) es la absorbancia a una longitud λ de un pico de absorbancia 

determinado. b es el paso óptico de la celda de cuarzo. C es la concentración en 

celda del analito. ε(λ) es el coeficiente de extinción molar a la longitud de onda λ. 

  

Los espectros de absorción electrónica fueron medidos en el rango de 200-450 nm 

y a concentraciones crecientes de compuesto. En cada caso se sustrajo el 

espectro correspondiente al solvente puro (blanco).  Los ensayos se realizaron en 

metanol, agua y buffer fosfato 0,1 M (pH 7,4). 

 Las bandas de absorción (Tabla XIII) más importantes del ácido cafeico 

(AC1)  en agua destilada (constante dieléctrica 80,1) son una banda doble a los 290 
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y 315 nm, y otra banda localizada a los 216 nm (Figura 47). En tampón fosfato 0,1 

M (pH 7,4) (constante dieléctrica 78,3), la banda doble aparece a 285 y 310 nm y 

una banda simple a 215 nm; mientras que en metanol (constante dieléctrica 32,7) 

la banda doble aparece a 297 y 325 nm, y la banda simple a 227 nm. El corrimiento 

batocrómico que se produce en las bandas de absorción cuando el solvente es 

metanol es producto de la menor estabilización del grupo cromóforo (carbonilo), 

debido a que el metanol es peor donor de puentes de hidrógeno que el agua. La 

tendencia fueron bandas de mayor intensidad y mayor longitud de onda máxima en 

metanol que en agua y buffer fosfato. 

 En el caso de los compuestos AC3, la presencia del grupo auxocrómico 5’-

OH, desplaza las bandas de absorción presentes en el compuesto AC1 a mayores 

longitudes de onda (corrimiento batocrómico), en todos los solventes por igual; y 

además, aumenta la intensidad de la banda (efecto hipercrómico).  El mismo efecto 

se observa entre AC2 y los compuestos AC4 y AC6, que sustituyen con los grupos 

Br- y Ph-, respectivamente. 

 El efecto del desplazamiento en la banda de absorción que provoca las 

sustituciones en para del anillo 5-fenilo en el ácido ferúlico (AC6) es dependiente 

del sustituyente y su efecto electrónico, es así como los compuestos AC7, 8, 9 y 12, 

cuyas sustituciones son grupos electrodonores provocan corrimientos 

batocrómicos; mientras que los compuestos AC10 y 11 que poseen sustituyentes 

electroatractores generan corrimientos hipsocrómicos. La magnitud del 

desplazamiento es dependiente de la fuerza electro-donora o electro-atractora del 

grupo sustituyente. 
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Figura 47 (A) Espectro UV de AC1 a distintas concentraciones en tampón fosfato 0,1 

M pH 7,4. (B) Curva de calibrado de AC1 a 217 nm en tampón (Regresión lineal: 𝑦 =
17540𝑥, 𝑟2 = 0,9999).  
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Tabla  XIII. Coeficientes de extinción molar en Agua, tampón fosfato 0,1 m pH 7,4 y 

metanol para cada compuesto. 

 

Compuesto Solvente Coeficiente de 

extinción molar /  

L mol-1 cm-1 

Longitud de onda 

/ nm 

AC1 Agua 14616 ± 148 216 

Tampón 17540 ± 171 217 

Metanol 17699 ± 269 218 

AC2 Agua 15833 ± 199 215 

Tampón 14384 ± 67 216 

Metanol 14837 ± 172 216 

AC3 Agua 1555 ± 13 227 

Tampón 1343 ± 24 225 

Metanol 1615 ± 7 230 

AC4 Agua 2555 ± 101 224 

Tampón 2027 ± 36 224 

Metanol 2690 ± 84 224 

AC5 Agua 2423 ± 18 247 

Tampón 2424 ± 88 247 

Metanol 2634 ± 6 252 

AC6 Agua 2423 ± 18 247 
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Tampón 3153 ± 52 249 

Metanol 2805 ± 17 253 

AC7 Agua 2493 ± 2 267 

Tampón 2464 ± 16 267 

Metanol 2786 ± 30 267 

AC8 Agua 1917 ± 16 265 

Tampón 1975 ± 18 265 

Metanol 2037 ± 34 268 

AC9 Agua 1871 ± 10 256 

Tampón 1844 ± 2 256 

Metanol 2073 ± 40 262 

AC10 Agua 1916 ± 30 234 

Tampón 2103 ± 25 240 

Metanol 2183 ± 12 251 

AC11 Agua 2330 ± 15 225 

Tampón 2166 ± 24 225 

Metanol 2412 ± 2 225 

AC12 Agua 1119± 17 254 

Tampón 1085 ±10 253 

Metanol 1151 ± 12 258 
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Lipofilia y pKa 

 

 

 La lipofilia, generalmente expresada como el logaritmo del coeficiente de 

partición n-octanol/agua, logP o logKow , constituye una propiedad fisicoquímica de 

suma importancia en la química medicinal. Juega un rol esencial en las 

características de absorción, distribución, metabolismo y excreción (ADME) de 

drogas; además de influir en sus perfiles de toxicología y farmacodinamia, tales 

como la unión a proteínas plasmáticas, acumulación en tejidos o mecanismos de 

toxicidad [31]. Para compuestos ionizables, se emplea además el logaritmo del 

coeficiente de distribución, logD, pues toma en cuenta la dependencia del pH en el 

reparto entre fases. 

Los coeficientes de partición (P) se obtienen según el reparto del compuesto 

estudiado entre n-octanol y agua; mientras que el coeficiente  de distribución (D) se 

obtiene según el reparto entre n-octanol y tampón fosfato (0,1M pH 7,4).  

 Los compuestos derivados de ácido 5-fenilferúlico (AC6) se pueden ordenar 

de mayor a menor lipofilia: AC9 (4’-Cl) > AC12 (4’-CH3) > AC10 (4’-F) > AC6 (4’-H) 

> AC11 (4’-NO2) > AC8 (4’-OCH3) > AC7 (3’,4’-diOCH3).  Observándose que los 

grupos halogenados (cloro y fluoro), así como el grupo metilo, aumentan la lipofilia 

en comparación con AC6. Y los grupos nitro y metoxilos disminuyen la lipofilia de 

AC6.  

 Los demás compuestos se ordenan de mayor a menor lipofilia: AC4 (4-Br) > 

AC5 (4-Ph) > AC2 (ácido ferúlico) > AC1 (ácido cafeico) > AC3 (4-OH).  

Observándose que la presencia del grupo bromo y fenilo aumentan la lipofilia de 

AC1. La sustitución de 3-OH por 3-OCH3, es otro cambio estructural que aumenta 

la lipofilia de AC1, debido a que el grupo metoxilo es un peor aceptor de puentes de 

hidrógenos que el grupo hidroxilo, y además no puede actuar como donor de 

puentes de hidrógeno. La presencia de un tercer grupo hidroxilo (anillo pirogalol) 
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(AC3) disminuye la lipofilia de AC1, debido a la mayor presencia de grupos polares 

con capacidad de interactuar favorablemente con el solvente.  

 En la serie estudiada, todos los compuestos tienen al menos dos grupos 

potencialmente ionizables en medio acuoso, el grupo carboxílico y el grupo hidroxilo 

en posición 4 del anillo bencénico. El grupo ácido carboxílico α,β-insaturado posee 

un pKa entre 3-4, por lo que a pH fisiológico (7,4) se encuentra completamente en 

la forma de anión carboxilato. Por otro lado, el grupo hidroxilo es más afectado por 

la naturaleza de los sustituyentes próximos. Observándose que la tendencia es pKa 

~ 8,4-9,0 (Tabla XIV), valor característico de los alcoholes fenólicos. Observándose 

que el menor pKa corresponde a AC4 que posee un grupo electroatractor vecino al 

hidroxilo, y AC3 que posee dos grupos hidroxilos vecinos al centro de reacción, 

factor que ayuda a la estabilización del anión formado. Por otro lado, el mayor pKa 

lo posee AC2 que posee un grupo electrodonor vecino al centro de reacción. Los 

compuestos con un anillo fenilo sustituido, disminuyen el pKa comparándolo con 

AC2; sin embargo, entre ellos la variabilidad no es significativa.   
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Tabla  XIV. Tiempo de retención en minutos, logaritmo de la constante de retención 

(logk’), logaritmo de la constante de reparto n-octanol/agua (logP), logaritmo de la constante 

de distribución n-octanol/tampón fosfato 0,1 M (pH 7,4) (logD) y pKa, de cada compuesto.  

 

Compuesto Tiempo de 

retención / 

min 

logk’ logP logD pKa* 

AC1 4,83 -0,26 0,42 -1,41 9,23 

AC2 5,52 -0,15 0,93 -1,41 9,74 

AC3 4,66 -0,35 -0,21 -1,40 8,92 

AC4 22,91 -0,26 1,26 0,21 8,41 

AC5 10,34 -0,18 1,16 -0,62 9,17 

AC6 18,21 -0,08 1,53 -0,62 9,54 

AC7 10,11 -0,17 0,88 -1,11 9,39 

AC8 10,21 -0,18 1,16 -0,91 9,47 

AC9 26,31 -0,06 2,21 0,90 9,30 

AC10 26,12 -0,09 1,74 -0,07 9,20 

AC11 18,48 -0,06 1,67 -0,02 8,88 

AC12 26,18 -0,06 1,96 0,20 9,14 

*El pKa fue calculado mediante la ecuación 6. 
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Entre la constante de partición (logP) y la constante de capacidad (logk’) se obtiene 

una relación lineal (Figura 48), cuya ecuación es 𝑙𝑜𝑔𝑃 = 0,1339 × 𝑙𝑜𝑔𝑘 ′− 0,3040 

(r2=0,92; n=12), indicando que existe una relación directa entre el factor de retención 

de cada compuesto y la lipofilia. Entre las demás variables no se observa algún tipo 

de relación con claridad.  

 

Figura 48 Gráfico entre el logaritmo del coeficiente de reparto n-octanol/agua (logP) y 

el logaritmo del coeficiente de retención (logk´) para todos los compuestos. 
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Anexo 2. Capacidad reductora de los AHC frente hierro (III) en medio 

ácido. 
 

 El poder reductor de los derivados de AHC frente al hierro se determinó 

mediante la metodología descrita por Tian [130] y Maurya [131]. Brevemente, 0,4 

mL de diferentes concentraciones de AHC se añadieron a 0,4 mL de ferricianuro de 

potasio 1% y la muestra fue incubada a 50 °C por 20 min. 0,5 mL del sobrenadante 

se mezcló con 0,1 % de FeCl3 y se midió la absorbancia a 700 nm. Una mayor 

absorbancia indica un mayor poder reductor. 

 

 

 En este ensayo se observa que el AHC que tiene el mayor poder reductor 

frente al ion férrico es el ácido cafeico (AC1) (Figura 47) y es dependiente de la 

concentración de AC1; resultado que concuerda con los obtenidos a pH 7,4 en los 

ensayos de spin-trapping en presencia de Fe+3. Esto es debido a la capacidad 

quelante del ácido cafeico frente al ion Fe+3, y posterior reducción a ion ferroso 

(Fe+2). Para los compuestos AC3 y AC5, que poseen potenciales de oxidación bajos 

(0,103 V y 0,28 V, respectivamente), la baja capacidad quelante frente al ion férrico 

impide que pueda reducir a este ion. Los compuestos derivados de ácido ferúlico 

(AC2, AC4, AC6-AC12), tienen menor capacidad quelante debido al impedimento 

estérico ejercido por el grupo 3-OCH3, lo cual se traduce en menor capacidad 

reductora.  

𝑃𝑜𝑑𝑒𝑟 𝑟𝑒𝑑𝑢𝑐𝑡𝑜𝑟 =  (
𝐴𝑀𝑢𝑒𝑠𝑡𝑟𝑎
𝐴𝑏𝑙𝑎𝑛𝑐𝑜

− 1) × 100 
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Figura 49 (Izquierda) Histograma del poder reductor de cada compuesto derivado de 

AHC cuyo valor es normalizado por una solución control (ausencia de AHC). (Derecha) 
Gráfico del poder reductor normalizado con respecto a la solución control de los 

compuestos AC1 y AC3 a concentraciones crecientes desde 0 (solución control) a 500 µM. 

 

Anexo 3.  Mediciones de tamaño promedio y potencial zeta. 
 

 El tamaño de partícula promedio y la carga se midieron mediante un zeta 

potential analyzer (Malvern ZetasizerNano ZS90, Malvern, UK). Las muestras 

fueron diluidas en tampón fosfato pH 7,4 antes de las mediciones de las 

propiedades superficiales. El tamaño de partícula promedio y la polidispersidad 

fueron determinados por triplicado. La concentración de los liposomas fue de 

0,5 mM y los AHC se incorporaron a concentraciones de 1 y 10 µM.  

 Los tamaños de los liposomas de DPPC sintetizados por extrusión tuvieron 

un diámetro promedio de 174 ± 4 nm y un potencial zeta de -68 ± 1 mV. No se 

observaron diferencias significativas en tamaño y potencial zeta al incorporar los 

AHC en el rango de concentraciones empleados en los estudios de medio 

microheterogéneo. 
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