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Glosario
%AA : Porcentaje de actividad antioxidante
AH : Entalpia relativa
A Angstrom, unidad de longitud atémica equivalente a 0,1 nanémetros
BDE : Entalpia de disociaciéon de un enlace O-H (Bond Dissociation Enthalpy)
BDEmin : Minima entalpia de disociaciéon de un enlace O-H
DFT : Teoria funcional de la densidad (Density Functional Theory)
EA : Afinidad electrénica (Electron Affinity)
ERO : Especies reactivas de oxigeno
ETE : Entalpia de transferencia de un electron (FElectron Transfer Enthalpy)
eV : Electron voltio, unidad de energia (1 eV = 23.069 kcal/mol)
FEDAM : Mapa completo donador aceptor de electrones (Full Electron Donor Acep-
tor Map)
H : Entalpia/Hidr6geno
Hartree : Unidad atémica de energia (1 Hartree = 627.51 keal/mol)
HAT : Transferencia de un dtomo de hidrégeno (Hydrogen Atom Transfer)
IE : Entalpia de ionizacién (lonization Enthalpy)
kcal/mol : Kilocalorfas por mol (energia por cantidad de materia)
kJ/mol : Kilojoules por mol
PA : Afinidad protoénica (Proton Affinity)
PDE : Entalpia de disociacién de un protén (Proton Dissociation Enthalpy)
Pka : pH al cual un compuesto logra una disociacion acida
QM : Mecénica cuantica (Quantum Mechanics)
QSAR : Relacién cuantitativa estructura-actividad (Quantitative Structure-Activity
Relationship)
r : Coeficiente de correlacion de Pearson/Posicién de una particula

REA : Afinidad electrénica relativa (Relative Electron Affinity)
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RIE : Entalpia de ionizacién relativa (Relative Ionization Enthalpy)

S : Blandura quimica

SCRF : Campo de reaccién auto-consistente (Self-Consistent Reaction Field)
SEPT : Transferencia secuencial de un electrén y un protén (Sequential Electron
Proton Transfer)

SET : Transferencia de un solo electrén (Single Electron Transfer)

SMD : Modelo de solvatacién de la densidad (Solvation Model of Density)

SPLET : Pérdida de un protén y transferencia de un electrén (Sequential Proton
Loss Electron Transfer)

SPLHAT : Pérdida de un protén y transferencia de un dtomo de hidrégeno (Sequen-
tial Proton Loss Hydrogen Atom Transfer)

TZVP : Set de funciones de base de los orbitales atomicos

wB97XD : Funcional de la densidad que incluye términos de largo alcance, desarro-
llada por Head-Gordon y colaboradores

n : Dureza quimica

i : Potencial quimico electronico

X : Electronegatividad

w : Electrofilicidad
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Resumen

La contaminacion, ritmo de vida y productos toxicos a los que esta expuesta la po-
blaciéon generan estrés oxidativo a nivel metabodlico. El estrés oxidativo, acumulacién
de radicales libres, aumenta la incidencia de enfermedades y procesos degenerati-
vos que conllevan altos costos sociales. La investigacién en antioxidantes, moléculas
capaces de inhibir a los radicales libres, tiene como fin encontrar compuestos mas
eficientes para ser utilizados en suplementos alimenticios y terapias de gran deman-
da. Annona muricata (Guanabana) es una planta reconocida por sus propiedades
terapéuticas a causa de sus compuestos bioactivos, entre ellos flavonoides presentes
principalmente en las hojas. En el presente estudio se evalu6 la capacidad antioxidan-
te de estos flavonoides mediante quimica computacional, aprovechando el desarrollo
de los métodos cuanticos actuales. Todas las formas estructurales de los flavonoides
fueron optimizadas con la funcional wB97XD y el set de base TZVP, tanto en fase
gas como en solvatacién con agua. Las propiedades de reactividad como entalpia
de disociacién de un enlace O-H (BDE), entalpia de ionizacion (/E), afinidad elec-
trénica (FA), entalpia de disociacién de un protén (PDE), afinidad proténica (PA)
y entalpia de transferencia de un electrén (ETE) fueron usadas para describir la
actividad antioxidante en los mecanismos de reaccién de transferencia de un atomo
de hidrégeno (HAT), transferencia de un sélo electrén (SET), transferencia secuen-
cial de un electrén y un protén (SEPT), y pérdida de un protén y transferencia
de un electron (SPLET). Se evalué también la estabilidad de las formas radicala-
rias al formar un enlace de hidrégeno intramolecular en su sitio activo y mediante
distribucién de densidad de espin. Se encontré que catequina, epicatequina, galloca-
tequina, robinetina, quercetina y kaempferol muestran los menores requerimientos
energéticos para reaccionar en agua mediante méas de un mecanismo. La presencia
estructural de un catecol o pirogalol en el anillo B, un grupo OH en la posicion 3

y la reduccién de la longitud del enlace de hidrégeno intramolecular son caracteris-
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ticas que favorecen la actividad y estabilidad de estos flavonoides. Se encontré una
correlacion negativa fuerte entre las propiedades calculadas y datos experimentales
anteriormente reportados, coincidiendo en que HAT es la via mas factible termodi-
namicamente. No obstante, la mayor deslocalizacién electrénica se encuentré en las
formas radicalarias de la via SET.

Palabras clave: Antioxidantes, flavonoides, Annona muricata, quimica compu-

tacional
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Abstract

The contamination, the rhythm of life and the toxic products, to which the popu-
lation is continually exposed, generate oxidative stress at metabolic level. Oxidative
stress, accumulation of free radicals, increases the incidence of diseases and dege-
nerative processes that entail high social costs. Research in antioxidants, capable
molecules inhibiting free radicals, aims to find more efficient compounds to be used
in food supplements and therapies with high demand. Annona muricata (Soursop)
is a plant known for its therapeutic properties because of its bioactive compounds,
among which flavonoids occur mainly in the leaves. In the present study, the antioxi-
dant capacity of these flavonoids was evaluated by computational chemistry, taking
advantage of the development of current quantum methods. All the structural forms
of the flavonoids were optimized using the functional wB97XD and the TZVP base
set, both in gas phase and in water solvation. The reactivity properties like Bond Dis-
sociation Enthalpy (BDE), lonization Enthalpy (IE), Electron Affinity (EA), Proton
Dissociation Enthalpy (PDE), Proton Affinity (PA) and Electron Transfer Enthalpy
(ETE) were used to describe the antioxidant activity in the reaction mechanisms of
Hydrogen Atom Transfer (HAT), Single Electron Transfer (SET), Sequential Electron
Proton Transfer (SEPT) and Sequential Proton Loss FElectron Transfer (SPLET).
The stability of the radical forms was also evaluated by forming an intramolecular
hydrogen bond in the active site and by spin density distribution. It was found that
catechin, epicatechin, gallocatechin, robinetin, quercetin and kaempferol show the
lowest energy requirements to react in water by more than one mechanism. The
structural presence of a catechol or pyrogallol in the B ring, an OH group in position
3 and the reduction of the intramolecular hydrogen bond length are characteristics
that favor the activity and stability of these flavonoids. A strong negative correlation
was found between the calculated properties and experimental data previously re-

ported, coinciding that HAT is the most thermodynamically feasible way. However,
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the greatest electronic delocalization was found in the radical forms of the SET way.

Key words: Antioxidants, flavonoids Annona muricata, computational chemistry.
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Capitulo 1

Introduccion

Se ha comprobado y divulgado cientificamente que los componentes de la dieta
influyen en la calidad de vida de las personas, reduciendo o incrementando el riesgo
de padecer enfermedades. 2. Centros de investigacion, asi como empresas naciona-
les y privadas orientadas a areas quimicas y biologicas en paises desarrollados, se
encuentran continuamente en busca de estrategias de prevenciéon y tratamiento de
tales enfermedades.

Se ha vuelto una tendencia mundial la bisqueda de alimentos naturales o produc-
tos de ellos que posean un valor adicional al nutricional, tanto por la alta demanda
de los consumidores como por el potencial econémico que le confiere a un pais. Los
componentes bioactivos que se encuentran en numerosas especies de plantas, cu-
yas propiedades benéficas han sido difundidas por medicina tradicional, deben estar
sujetos a evaluacion cienfitica.3*

Una de las principales propiedades, mas promovidas y requeridas en los suple-
mentos alimenticios es su actividad como antioxidantes.* Es asi que, el nimero de
publicaciones cientificas en estrés oxidativo y antioxidantes se ha incrementado con-
siderablemente en los tltimos 20 afios, segtin la base de datos de Scopus en el 2015.°
Asi mismo, la quimica computacional estd cobrando importancia en la investigacién
de antioxidantes como una estrategia innovadora que acorta pasos en los estudios
experimentales, logrando actualmente una cantidad importante de publicaciones a
nivel internacional. ¢

La quimica computacional contribuye a entender las propiedades fisicoquimicas

de los compuestos antioxidantes, examinar las relaciones de estructura-actividad y
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hacer interpretaciones que complementen estudios in wvitro e in vivo posteriores.
Actualmente, muchos centros de investigacién cuentan con computadoras de gran
velocidad y capacidad de calculo, implementadas con softwares especializados en
base a algoritmos, de los cuales se obtienen resultados muy exactos.”

En el campo de la biotecnologia, la quimica computacional puede ser utilizada
en la investigacion de especies quimicas que intervienen en sistemas bioldgicos en
general. Al igual que la bioinformatica, es una herramienta muy 1til en la ingenieria
molecular, con la cual es posible realizar simulaciones moleculares y calcular de
manera automatizada una amplia variedad de propiedades de interés.®

La investigacién de distintos compuestos antioxidantes encontrados en una varie-
dad de fuentes naturales, como flavonoides y otros, tiene la finalidad de seleccionar
aquellos que exhiban una mayor actividad y mejores propiedades para su utiliza-
cién en dietas terapéuticas y suplementos alimenticios, de esta manera prevenir o
disminuir el deterioro celular y funcional del organismo. *1°

Annona muricata, conocida localmente como guananaba, ha sido considerada des-
de la antigiiedad como una planta medicinal. Es por eso que en las tltimas décadas
la atencion de muchos cientificos se ha enfocado en investigar los compuestos bioacti-
vos que le atribuyen tales propiedades terapetticas.!''? Actualmente se encuentran
productos derivados de la guandbana en mercados extranjeros de suplementos die-
tarios naturales.'® Sin embargo, la mayor parte de informacién cientifica reportada
es aun muy general. Por ejemplo, las propiedades antioxidantes de muchos compues-
tos bioactivos que se encuentran en esta planta no habian sido estudiadas de forma
especifica o a profundidad.'4

Es relevante mencionar que el campo de investigacion en antioxidantes es bastante
amplio y existe ain mucha informacién por explorar. Constituye un reto superar las
limitaciones de los experimentos y consolidar los hallazgos entre diferentes estudios. !

El presente trabajo busca contribuir en el desarrollo de la ciencia de los alimentos
funcionales, aprovechando los grandes avances tecnologicos y dando importancia a

la guandbana como una especie abundante en el pais y de amplia aceptacion en el

mercado a nivel mundial.
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Objetivo general

Evaluar la capacidad antioxidante de los flavonoides presentes en las hojas de

Annona muricate (Guandbana) mediante quimica computacional.

Objetivos especificos

1. Generar las geometrias moleculares de partida de los flavonoides.
2. Optimizar las estructuras iniciales de los flavonoides.

3. Optimizar las estructuras iénicas y radicalarias de los flavonoides que son ge-

neradas en cada mecanismo de reaccién antioxidante.

4. Evaluar las propiedades de reactividad intrinseca de los flavonoides como mo-

léculas antioxidantes.

5. Correlacionar las propiedades de reactividad intrinseca calculadas con porcen-

tajes de actividad antioxidante reportados experimentalmente.
6. Evaluar los indices de reactividad global de los flavonoides.

7. Evaluar la estabilidad de las formas radicalarias de los flavonoides al formar

un enlace de hidrégeno intramolecular en el sitio activo.

8. Evaluar la estabilidad de las formas radicalarias de los flavonoides mediante la

distribucion de la densidad de espin (deslocalizacion electrénica).
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[ d V4 [
Hipotesis
Debido al desarrollo de los métodos computacionales cuanticos para la prediccion
de propiedades moleculares, es factible evaluar la capacidad antioxidante de los fla-

vonoides presentes en las hojas de Annona muricata (Guandbana) mediante quimica

computacional.
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Capitulo 2

Marco Teédrico

2.1. Radicales libres

2.1.1. Descripcion

Un radical libre es una molécula que en su estructura presenta uno o més electro-
nes desapareados o impares en el tltimo orbital, proporcionandole una configuracién
con elevada inestabilidad y reactividad. Un radical libre busca estabilizarse quitando
un electrén de otra molécula mediante una reaccion de éxido-reduccion. Por este mo-
tivo son también llamados moléculas oxidantes.'® Se forman a partir de reacciones
de iniciacién, tanto como producto del metabolismo aerébico dentro del organismo,
como también por fuentes externas: contaminacién del medio ambiente, radiacién,
cigarros, drogas, pesticidas y aditivos quimicos.! Los procesos metabélicos celulares
conducen a una produccién normal de radicales libres. 618

Para la descripcién de reacciones quimicas, el electréon impar de un radical libre

se representa utilizando un punto como superindice en el radical (R*).*?

2.1.2. Estrés oxidativo

Es un desequilibrio biol6gico ocasionado por un exceso o acumulacion de radi-
cales libres. Una excesiva exposicién a oxidantes externos asi como una capacidad
antioxidantre disminuida (estilo de vida o efecto de alguna patologia), generan una
acumulacion de radicales libres y se establece un estrés oxidativo.

Los radicales libres oxidan y modifican la estructura de componentes celulares
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como lipidos, proteinas, azicares y material genético. Estas biomoléculas se convier-
ten en radicales organicos que aunque menos reactivos, generan miiltiples reacciones
de propagacion en cadena mientras posean reactividad y su actividad no sea con-
trastada. La peroxidacion lipidica generada a nivel de las membranas celulares es
una de las cadenas oxidativas de mayor propagacion (figura 2.1). La modificacién
estructural de los componentes celulares inhibe su funcién normal y contribuye a la

acumulacién de radicales libres, lo que da como resultado lesién celular. 16:18,20-22

R H,0 R
/  + "OH _L> / Radical lipidico

H Iniciacién -
Lipido insaturado o,
Propagacion
R R R
/ 7/ +
OOH H ololy
Peroxido lipidico Radical peroxilo lipidico

Figura 2.1: Peroxidacién lipidica generada por el ataque de un radical hidroxilo
(*OH)
Finalmente, el dano producido por el estrés oxidativo incide en la aparicién y
desarrollo de diversas enfermedades y procesos degenerativos como envejecimiento
prematuro, cancer, diabetes mellitus, enfermedades neurologicas (Alzheimer, Par-

kinson), cardiovasculares, hepéticas e inmunitarias. !

2.1.3. Especies radicalarias

Un radical libre puede ser un derivado de oxigeno, nitrégeno o azufre; por lo que
se les denomina especies reactivas de oxigeno (ERO), especies reactivas de nitrégeno
(ERN) y especies reactivas de azufre (ERA), respectivamente.’

Los ERO son las especies radicalarias mas abundantes y también las mas estu-

diadas. Las moléculas mas relevantes son el radical hidroxilo (HO®), radical anién
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superéxido (O37), perdéxido de hidrégeno (Hy05) y radical hidroperoxilo (OoH®).
Se caracterizan por ser especies de reactividad alta, capaces de convertir moléculas

vecinas en otras ERO a una velocidad que alcanza microsegundos de reaccién. 202!

2.2. Antioxidantes

2.2.1. Descripcion

Un antioxidante es una molécula capaz de prevenir o reducir el estrés oxidativo.
Puede actuar de dos maneras distintas: inhibiendo directamente la accién de los
radicales libres, denominados antioxidantes primarios, o reparando el dafio producido
en tejidos afectados, denominados antioxidantes secundarios. 2:16:18

Un antioxidante debe tener la capacidad de efectuar reacciones de terminacion
o inactivacion de radicales libres, convirtiéndose en especies menos reactivas y mas
estables. Un compuesto antioxidante debe ser seleccionado por poseer una afinidad
mayor que cualquier otra molécula para interaccionar con un radical libre.'”® Su
actividad y reactividad estd relacionada con la configuracion molecular y depende
de 3 factores: La polaridad de la molécula, la distribucién de sus grupos funcionales

y las condiciones de reaccién. 172324

2.2.2. Clasificacion segiin su procedencia
2.2.2.1. Endégenos

Los antioxidantes endégenos son los producidos continuamente dentro de nuestro
organismo como mecanismo de defensa. Estos contrarrestan la producciéon normal
de radicales libres en los procesos metabdlicos. Sin embargo, sus niveles llegan a ser
insuficientes frente a una sobreexposicion a oxidantes o una capacidad antioxidante

disminuida.?

2.2.2.2. Exégenos

Los antioxidantes exbgenos provienen de fuentes externas, cominmente produci-
dos por las plantas y proporcionados por la dieta. Al ser oxidados en la reacciéon con

radicales libres, su actividad se reduce o anula, por lo que es necesaria la reposicion
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de estos antioxidantes mediante la ingestién de alimentos que los contengan.?' Los
antioxidantes derivados de fuentes naturales como frutos y verduras, han cobrado
gran interés cientifico en las tltimas dos décadas por su potencial uso en terapias
antioxidantes. Los antioxidantes sintéticos son de poco interés y se tienen como es-
tandares de medicion para comparar con los antioxidantes naturales; son utilizados

como aditivos para evitar la oxidacién de alimentos procesados. 2"

2.2.3. Mecanismos de reaccion

El mecanismo dominante en un sistema depende de la estructura y las propiedades
de un compuesto, y de la naturaleza de un solvente dado.?’. Entre estudios tedéricos
y experimentales se han planteado 7 diferentes mecanismos de reacciéon antioxidante

clasificados en dos grupos: 2628

2.2.3.1. De un tinico paso

e Formacién de un radical aducto (RAF): Unién entre el antioxidante
y el radical libre formando una sola molécula radicalaria (ecuacién 2.1). Es
mas factible en radicales libres electrofilicos de menor tamano y en moléculas

antioxidantes sin efecto estérico.

Flav — OH + R* — [Flav - OH — R]* (2.1)

e Transferencia de un atomo de hidrégeno (HAT): El antioxidante cede
un atomo de H al radical libre mediante una ruptura homolitica de un grupo
hidroxilo, donde el antioxidante se transforma en un radical neutro, menos
reactivo (ecuaciéon 2.2). Es un mecanismo de reaccién comin en la mayoria de

antioxidantes, especialmente en compuestos fendlicos.

Flav — OH + R®* — Flav — O* + RH (2.2)

e Transferencia de un solo electrén (SET): Depende de la capacidad de la
molécula de aceptar o donar un electréon. El mecanismo se puede dar en dos

direcciones:
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SET I:El antioxidante cede un electrén al radical libre, resultando en dos pro-
ductos ionizados donde el antioxidante se transforma en un radical cationico,

menos reactivo (ecuacién 2.3).

Flav — OH + R* — Flav — OH** + R~ (2.3)

SET II: El radical libre cede un electréon al antioxidante, resultando en dos
productos ionizados donde el antioxidante se transforma en un radical aniénico,

menos reactivo (ecuacion 2.4).

Flav — OH + R* — Flav — OH*” + R* (2.4)

2.2.3.2. De maltiples pasos

e Transferencia secuencial de un electrén y un protén (SEPT): El anti-
oxidante cede primero un electrén al radical libre formando un radical catiénico
intermediario y luego pierde un proton, transformandose en un radical neutro

(ecuacion 2.5 y 2.6).

Flav — OH + R* — Flav — OH*" + R~ (2.5)

Flav — O*t — Flav — O®* + H* (2.6)

e Pérdida de un protén y transferencia de un electrén (SPLET): Me-
canismo inverso a SEPT, el antioxidante cede primero un protén formando un
anion y luego transfiere un electréon al radical libre, transformandose también

en un radical neutro (ecuacion 2.7 y 2.8).

Flav — OH — Flav— O~ + H" (2.7)

Flav — O™+ R* — Flav — O* + R~ (2.8)

El mismo grupo OH o sitio activo en el mecanismo HAT esta asociado también
en los mecanismos SET, SEPT y SPLET, donde tres de ellos resultan en los

mismos productos de reaccion. ¢
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e Pérdida de un protén y transferencia de un atomo de hidrégeno
(SPLHAT): El primer paso es igual al del mecanismo SPLET, pero difiere
en el segundo paso de la reaccién donde transfiere un atomo de hidrogeno
al radical libre y se transforma en un radical aniénico, pero distinto al del

mecanismo SET II (ecuacién 2.9 y 2.10).

Flav — OH — Flav— O~ + H* (2.9)

Flav — O™ + R* — Flav — O*” + RH (2.10)

2.2.4. Determinacion de su actividad

La actividad antioxidante es determinada normalmente mediante métodos aso-
ciados con la capacidad antiradicalaria de los compuestos frente a radicales libres
especificos. Los métodos deben proporcionar informacion acerca de la capacidad an-
tioxidante intrinseca de los compuestos sin interferentes ambientales. Los métodos

experimentales, que son los comtinmente usados, se dividen en dos tipos:

e Los que se basan en reacciones de tipo HAT, donde la técnica més usada es
la fluorométrica ORAC' (Ozygen Radical Absorbance Capacity), la cual utiliza

radicales peroxilo.

e Los que se basan en reacciones de tipo SET, donde las técnicas mas usadas son
las espectrofotométricas DPPH (radical 2,2-difenil-1-picrilhidracilo) y TEAC
(Trolox Equivalent Antiozidant Capacity), la cual utiliza al radical ABTS.

Estos métodos suelen incluir antioxidantes de referencia como Trolox (andlogo
sintético de vitamina E), vitamina C o vitamina E con los cuales establecen compa-
raciones. 252930

Existen actualmente métodos tedricos o computacionales validados que evalian la
capacidad antioxidante de compuestos desde enfoques electronicos, termodinamicos

y cinéticos. Varios de estos estudios han mostrado tener una buena correlaciéon con

las técnicas experimentales.3' 42 (Mds informacién en las seccién 2.5.5)

Publicacién autorizada con fines académicos e investigativos

En su investigacion no olvide referenciar esta tesis




UNIVERSIDAD

REPQSITORIO DE CATOLICA

TESIS UCSM < DE SANTA MARIA

2.2.5. Terapia antioxidante

Una terapia antioxidante es la suministraciéon de un suplemento dietario de an-
tioxidantes. Tiene como objetivo reducir el estrés oxidativo en el organismo al re-
cuperar el balance entre la producciéon de radicales libres y su neutralizacién con
antioxidantes. Es un método de prevencion y tratamiento complementario en las
enfermedades y procesos de deterioro asociados al estrés oxidativo.*3 El estudio de
la actividad antioxidante de distintos compuestos provenientes de fuentes naturales
ha cobrado gran interés en la actualidad.?3

Aunque algunos estudios han creado controversia acerca del rol antioxidante /
prooxidante que puede tener un compuesto, se ha planteado que el efecto prooxidan-
te depende de la formulacién antioxidante, del estado del organismo (metabolismo

normal o patoldgico) vy de las dosis suministradas. %44

2.3. Annona muricata

2.3.1. Descripcion

Es una especie de planta tropical perteneciente a la familia Annonaceae, conocida
comunmente en Latinoamérica como guanabana y en el extranjero como soursop.
Annona muricata es un arbol vertical de hoja perenne que mide de 5 a 8 metros
de altura, posee hojas largas de haz verde oscuro y brillante. Sus frutos, altamente
comercializados, son de forma acorazonada, largos, de cascara verde y sabor dulce

(figura 2.2).

2.3.2. Produccién

Es originaria del centro y sur de América y Africa, sin embargo fue distribuida a
diferentes zonas tropicales alrededor del mundo.!?4%46 Desde el 2008, la produccién
de A. muricata en el Pert es superior a la de paises como México y Costa Rica,
siendo de 26.71 toneladas por hectarea en el 2016 y logrando siempre bajos costos de
produccion. Estos indicadores han incentivado el reciente planeamiento de estrategias

competitivas y de exportacién de esta planta en el pafs.*”
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Figura 2.2: Hojas y frutos de Annona muricata (Guandbana)

2.3.3. Propiedades

Los pueblos tradicionales utilizan principalmente las hojas de A. muricata como
medicina alternativa para el tratamiento de insomnio, cistitis, diabetes, hipertensién,
inflamacién, disenteria, malaria, espasmos. Los frutos, semillas, raices y tallo también
son usados para tratar tumores, artritis, parasitos, reumatismo, hipertension, convul-
sion, diarrea, fiebre, entre otros. Debido a sus propiedades terapéuticas, A. muricata
ha sido ampliamente estudiada en los taltimos anos, reconociendo principalmente sus

propiedades antitumorales, antiinflamatorias y antidiabéticas. !1:12:46:48:49

2.3.4. Compuestos bioactivos

Annona muricata posee mas de 200 compuestos bioactivos identificados, princi-
palmente acetogeninas, alcaloides, flavonoides y otros compuestos fendlicos. Ensayos
experimentales muestran que las hojas de A. muricata son una fuente rica en flavo-
noides. La planta contiene un 9.67 % de flavonoides, compuestos conocidos por su

alta actividad antioxidante, }2-14,46,49-52
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2.4. Flavonoides

2.4.1. Descripcion

Los flavonoides son metabolitos secundarios producidos por las plantas. Se encuen-
tran en frutos, hojas, semillas, flores, tallos y raices. Son compuestos polifendlicos
que contienen dos anillos arométicos en su estructura y se caracterizan por conte-
ner grupos hidroxilo. 245 Hasta el momento méas de 15000 flavonoides se ha logrado
extraer e identificar.

En las plantas, los flavonoides pueden interaccionar con diferentes dianas celula-
res, cumpliendo roles fisiologicos relacionados con reparacion de danos causados por
EROs, pigmentacion de tejidos, defensa contra patogenos, regulacion del transporte

de auxinas, regulaciéon de actividad enzimética.?32% 27

2.4.2. Estructura

Un flavonoide es una molécula de bajo peso molecular que posee un esqueleto co-
mun C6-C3-C6, fenilbenzopirano: un anillo benceno “A” unido a un anillo oxano “C”
y sustituido en la posicién 2 o 3 por un anillo fenilo “B” (figura 2.3). En la actualidad

se han reportado més de 10000 variaciones estructurales de flavonoides. 354

5 4

Figura 2.3: Esqueleto comtn de la estructura molecular de los flavonoides

2.4.3. Clasificacion

Las diferentes sustituciones en el anillo C de los flavonoides permiten clasificarlos
segin su estructura en flavonoles, flavanoles, antocianidinas, flavonas, flavanonas,

flavanonoles, isoflavonas y neoflavonoides (figura 2.4 y tabla 2.1). Estas sustitu-
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ciones constituyen la variedad de flavonoides encontrados en diversas especies de

plantas 1,23,56,58,59

Flavanol Flavanonol Flawvonol Flavona

Flawanona Isoflavona Antocianidina Neoflavonoide
0
0 I
O+
‘ \
0 =
0

Figura 2.4: Clasificacion de los flavonoides segtin su estructura

En la mayoria de plantas, los flavonoles y las flavonas son los flavonoides més

abundantes. %

Tabla 2.1: Caracteristicas estructurales de los flavonoides segtin su clasificacién

Clases de Posicion  Enlace  Grupo Grupo Enlace Grupo

flavonoides fenilo  C2—=C3 3-OH C4=0 (3—C4 (2=0 O™
Flavanol C2 b'd

Flavanonol C2 X X

Flavonol C2 X X X

Flavona C2 X P

Isoflavona C3 X b'd

Flavanona C2 X

Antocianidina C2 X X
Neoflavonoide C4 X X

2.4.4. Glicésidos de flavonoides

Los flavonoides glicosilados reciben el nombre de glicésidos de flavonoides o fla-
vonoides glicosidicos. Son flavonoides unidos a azticares como glucosa, galactosa,
ramnosa, rutinosa, xilosa y arabinosa, principalmente, aunque pueden encontrar-
se unidos a otros glicidos. Se encuentran almacenados en las vacuolas celulares de
las plantas y son méas abundantes que los flavonoides no glicosilados, denominados

aglicones. %4:61°63
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Normalmente se encuentran en la forma de flavonoide O-glicosido, cuando los
glicidos estan unidos a un oxigeno, principalmente en la posicion 3 del anillo C, como
es el caso de los flavonoles. En otros casos se encuentran en la forma de flavonoide C-
glicosido, cuando estdn unidos directamente a un carbono del anillo A o B, como es
el caso de las flavonas (figura 2.5). La glicosilacién de los flavonoides hace que estos
sean mas solubles en agua y menos reactivos.®® Atin no existe informacién relevante
sobre el efecto de glicosidos especificos sobre la capacidad antioxidante ni sobre su

funcién en las plantas.?3:6:59:61

Figura 2.5: Flavonoides glicosilados. A) O-glicésido B) C-glicésido

2.4.5. Bioactividad

Los flavonoides son actualmente considerados componentes importantes en la die-
ta y debido a su multiple bioactividad son de gran interés en investigacién. Diversos
estudios epidemiolégicos indican que una alta ingesta de flavonoides o alimentos ricos
en flavonoides, esta asociada con una baja incidencia de enfermedades e incremen-
to de longevidad. Algunas propiedades reportadas tanto de flavonoides glicosidicos
como aglicones de flavonoides son: efecto antioxidante, antiinflamatorio, antidiabé-
tico, anticancerigeno, hepatoprotector, neuroprotector, antiisquémico, antibacterial,
antifingico y antiviral,?3:54:57,61,65-67

Las investigaciones han reportado que los flavonoides son capaces de actuar como
antioxidantes frente a diferentes EROs mediante una actividad antiradicalaria, prin-
cipalmente atacando radicales peroxilo, radical hidroxilo, radical anién superéxido y
oxigeno singlete.29:55:60,68
La reactividad de una molécula flavonoide proviene de sus anillos fendlicos.% Los

grupos hidroxilo (OH fendlicos) y los dobles enlaces presentes en el esqueleto de los

flavonoides intervienen en el mecanismo de reacciéon antioxidante. Es decir, depende
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de su clasificacion estructural. Existen dos factores que conducen a la estabilidad
de los flavonoides radicalarios formados: La habilidad de deslocalizacion del electrén
desapareado, y la formacion de enlaces de hidrégeno entre un grupo OH y el oxigeno
que posee el electrén desapareado.®” Los mecanismos de reaccién més estudiados y

normalmente propuestos en flavonoides son HAT, SET, SPLET y SEPT.?446:54

2.5. Quimica computacional

Es un conjunto de herramientas utilizadas para investigar sistemas quimicos de
interés mediante una computadora. Estas herramientas son también denominadas
métodos “in silico” o de modelamiento molecular.

La quimica computacional es capaz de calcular la estructura, el comportamiento
y las propiedades moleculares de sistemas mediante principios de quimica teérica, los
cuales se basan en modelos matematicos de mecanica cuantica (QM) y/o mecanica
molecular (MM).™™

Las propiedades cominmente analizadas mediante quimica computacional son la
geometria molecular, las propiedades de interaccion enzima-sustrato, las propiedades
de reactividad quimica que permiten predecir mecanismos de reaccién, entre otras. "

Actualmente la quimica computacional es muy utilizada en la industria farma-
céutica para el diseno de moléculas que exhiban propiedades deseadas y que puedan

ser posteriormente sintetizadas.

2.5.1. Mecanica cuantica
2.5.1.1. Descripcién

La mecanica cuantica describe matematicamente la naturaleza y comportamien-
to de las particulas atomicas. Sus postulados y teoremas fueron desarrollados en
la segunda mitad del siglo XX y actualmente es una teoria aceptada por la fisica
moderna. Es distinta a la mecanica clasica newtoniana, ya que tiene una naturaleza
intrinsecamente probabilista, no determinista y menos intuitiva. Fue constituida a
partir de los principios de superposicién de estados, la dualidad onda-particula, el

de incertidumbre de Heisenberg vy la distribucién de probabilidades. 737
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La mecanica cuantica expresa un problema fisico en términos matematicos. Imple-
mentada de forma computacional, puede ser utilizada para calcular y caracterizar
propiedades de sistemas moleculares de hasta 800 atomos. Segin los postulados
fundamentales de la mecanica cuantica, los sistemas cuanticos son descritos por fun-

ciones de onda que caracterizan dichas propiedades. ™ 737677

2.5.1.2. Energia de un sistema

En los sistemas cuanticos de interés quimico, la propiedad mas importante y de
mayor interés es la energia total, a partir de la cual otras propiedades quimicas
pueden ser calculadas.™ La energfa atémica se encuentra cuantizada en érbitas es-
tacionarias en las cuales los electrones mantienen valores discretos de energia. Los
cambios en la energia de un sistema se deben a transiciones de los electrones entre
dos oOrbitas, pasando de un estado discreto a otro. La energia de un sistema molecu-
lar depende intrinsecamente de su configuracién. La configuracién con la mas baja
energfa, es la més estable.™

La energia también puede ser representada mediante la entalpia, midiendo la
energia de un sistema a volumen y presion constante. El cambio de entalpia de un
sistema (AH) determina la energia transferida en una reaccién en forma de calor.
AH es positiva si el sistema absorbe energia (endotérmica) y es negativa si el sistema
libera energia (exotérmica).®
La energia de un sistema puede ser expresada en unidades atomicas “Hartree”,

eV, keal/mol o kJ/mol.

2.5.1.3. Sistemas estacionarios

En un sistema estacionario, la energia no varia con el tiempo. En estos sistemas,
la energia total depende de la energia potencial (V), la cual estd determinada por la
posicién de sus particulas (7) y es expresada a partir de las fuerzas Coulémbicas, es
decir, de las fuerzas de interaccion entre ellas. La mayoria de sistemas en la naturaleza

son estacionarios. 776

e Ecuacién de Schrodinger

La energia de un sistema estacionario de hasta 2 electrones es calculada de

manera exacta mediante la ecuaciéon de Schrodinger independiente del tiempo
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(ecuacién 2.11 y 2.12), la cual determina la funcién de onda de las particulas
de un sistema. La funcién de onda (V) describe el comportamiento ondu-

latorio de los electrones y permite conocer la informacion del estado de un

sistemna, 72767781
HY = EY (2.11)
A hQ h2 62 82 62
H= oVt =Gt o t o) Y 2.12
2mV + Qm(&n2 + I + 322)+ (2.12)
Donde,

E: Energia total del sistema
H: Operador Hamiltoniano
U: Funcién de onda

h: Constante de Planck

V: Operador Laplaciano

V: Energia potencial

z,y,2: Coordenadas cartesianas

El operador Hamiltoniano molecular contiene tanto los términos cinéticos (T')

como los términos electrostaticos (V) de las particulas (ecuacién 2.13 y 2.14).

H=T,+T, + Vne + Ve + Vo, (2.13)
R h2 2 h2 2
A=yt Ve PV S +zz (214

me i 2’)’I’LZ =

Donde,

iy j: Electrones

a 'y B: Nucleos

m: Masa

r: Distancia entre particulas

Z: Nuimero atémico

Sin embargo, el calculo de la energia mediante la ecuaciéon de Schrodinger se
ve afectado por las fuerzas de interaccion electronicas en sistemas de 3 a mas

electrones, donde la repulsion entre cada par electronico provoca un efecto de
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correlacién con respecto a la posicion del resto de electrones. Ademas, en el
calculo de la ¥ no se incluye el efecto de intercambio de espin electrénico que
debe cumplir con el Principio de exclusién de Pauli. Este problema matematico
es denominado como “Many body problem”. Hasta el momento este término de
intercambio-correlacién electréonica no ha sido resuelto de forma exacta, pero
existen métodos mecanico cuanticos que logran incluir aproximaciones en sus

calculos.

2.5.2. Meétodos computacionales

Los métodos de quimica tedrica proporcionan solucién al célculo de la energia
de sistemas polielectronicos. Se encuentran implementados en softwares como algo-
ritmos que permiten la representacion estructural de moléculas y el calculo de sus
propiedades. 1:72.76:78,8283 Seoin los requerimientos computacionales y la exactitud

de los resultados, se dividen en:"*7

e Métodos Ab initio: Derivan iinicamente de principios teéricos, pero su exac-
titud es inferior al resto de métodos. El método mas utilizado es Hartree-Fock,
el cual calcula la energia a partir de la funciéon de onda, incluyendo un aproxi-

mado de los efectos de correlacion (Ec) al término de repulsion electronica.

e Semi-empirico: Derivan de principios tedricos y parametros experimentales

que aproximan los efectos de correlacion electrénica.

e Funcional de la densidad: Calculan la energia del sistema expresandola
como una aproximacion de la densidad electronica, sin calcular la funciéon de

onda. Son bastante exactos y no requieren gran coste computacional.

e Dinamica molecular: Analiza el comportamiento de sistemas no estaciona-
rios. A diferencia de los otros métodos, estos pueden incluir principios de QM

como de mecénica clasica en simulaciones dependientes del tiempo.

e QM/MM: Se utiliza en la simulacion de moléculas con gran nimero de &to-
mos. Mezcla métodos bastante exactos de Q)M con métodos rapidos de dina-

mica molecular.
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2.5.3. Método Teoria Funcional de la Densidad (DFT)

2.5.3.1. Descripcién

Es un método de la quimica computacional aplicado en sistemas moleculares para
comprender su reactividad quimica y sitios selectivos de reaccién.®*

La DFT calcula la energia total de un sistema y otras propiedades moleculares
a partir de la densidad electrénica. Se basa en el teorema de Hohenberg-Kohn y
fue desarrollada a partir de las ecuaciones de Kohn-Sham, donde la energia puede
expresarse en términos del nimero de electrones (N) y del potencial externo o energia

potencial (V). Las derivadas de la energia con respecto a N y V producen un conjunto

de descriptores de reactividad global.™

2.5.3.2. Densidad electronica

La densidad electrénica es la probabilidad de encontrar a los N-electrones de una
molécula en un volumen determinado. Nos permite conocer las regiones donde puede
encontrarse una mayor distribucién electrénica. Desde un nucleo fijo, los electrones
son vistos como una nube de carga negativa.”"™®
Es proporcional al cuadrado de la funciéon de onda (ecuacién 2.15), pero a dife-

rencia de esta ultima, la densidad electronica es un observable que puede ser medido

experimentalmente, como por difracciéon de rayos X.538

Pr) = |\If(r)|2 = / U Wdr =1 (2.15)

Para DFT, la distribucién electronica en una molécula depende de la combinacion

de dos efectos:

e Efecto de intercambio o correlacién de Fermi (E,): Como consecuencia del
Principio de Exclusién de Pauli, existe una dependencia en la localizacién de
dos electrones con espin iguales, lo que les determina coordenadas de espin

definidas.

e Efecto de correlacién Coulémbica (E.): Como consecuencia de la repulsién

entre las cargas de los electrones.
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La ecuaciéon para calcular la E total a partir de la densidad electrénica (ecuacién
2.16) es descompuesta en 3 términos, el cinético (T[p]), el electrostatico (V|[p]) y el
de los efectos de intercambio y correlacion (E,.[p]). De esta manera, la DFT parte
de la resolucion de la ecuaciéon de Schrodinger monoelectrénica hasta incluir las

aproximaciones necesarias para los términos de intercambio y correlaciéon. 3637

Elp] = T[p] + Veelp] + Vnelp] + Euclp] (2.16)

2.5.4. Optimizacion de sistemas moleculares
2.5.4.1. Estados estacionarios

Una molécula se encuentra en estado estacionario cuando su densidad electronica

no varia con el tiempo y su energia se mantiene constante.

e Estado fundamental:

Corresponde a la conformacion o isémero mas estable y de minima energia. Es

el estado en el que una molécula se encuentra en equilibrio.

La multiplicidad de espin (M) define el sub-estado en el que se encuentra una
molécula segin su ultima capa electronica. Es definida como 2S+1. Donde
S es el nimero cuantico de espin total del sistema. Una molécula en estado

fundamental puede encontrase en los siguientes estados:®®

Singlete (M=1), cuando S=0, donde todos los orbitales se encuentran llenos.
Dos electrones de espin +1/2 y -1/2 (a y f3, respectivamente). Este estado

corresponde a moléculas estables o de capa cerrada.

Doblete (M=2), cuando S=1/2, donde un electrén se encuentra desapareado.
Este estado corresponde a especies radicalarias, moléculas inestables o de capa

abierta.

Triplete (M=3), cuando S=1, donde se encuentran dos electrones desapa-
reados, con el mismo espin, en diferentes orbitales. Estos estados se dan en

procesos de fluorescencia y fosforecencia.

e Estado de transicion:
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Corresponde a la conformacion que alcanza la mayor energia en una reaccion,
pero es la de mas baja energia en comparacién con otras vias de reaccién. Es

un estado excitado de una molécula.

2.5.4.2. Funcionales

Las funcionales de mecénica cuantica contienen todos los algoritmos necesarios
para el calculo de la energia total del sistema. En términos conceptuales, una fun-
cional es una funcién matemética que depende de otra u otras funciones.®’

Existe una gran variedad de funcionales de QM desarrolladas por diferentes au-
tores y que han sido implementadas en los softwares de quimica computacional para
su selecciéon segtin los requerimientos del investigador. Las funcionales de la densidad
incluyen los términos de intercambio y correlacion electronica (ecuacién 2.16). Entre
las mas utilizadas se encuentran las funcionales hidridas, las cuales incorporan una
parte exacta del término de intercambio del método Hartree-Fock, y las funcionales
de la densidad.®

Recientemente se han desarrollado funcionales més eficientes que incluyen correc-
ciones en el calculo de términos no enlazantes, como la fuerza de interaccion Van der
Waals; éstas son denominadas funcionales de largo alcance. Entre las que proporcio-

nan mejores resultados se encuentran CAM-B3LYP (funcional hidrida), LC-wPBE
(funcional hibrida) y wB97XD (funcional de densidad)®.

2.5.4.3. Funciones de base

Son un conjunto de funciones que determinan la naturaleza de los enlaces quimicos
segun la Teorfa de los orbitales moleculares (OM). Las funciones de base o set de
base intervienen en el modelamiento molecular de enlaces y angulos quimicos y son
también implementadas en los softwares de quimica computacional.”

Los OM son funciones matematicas que describen el comportamiento ondulatorio
de los electrones en una molécula. Estan formados por una combinacion lineal de
orbitales atémicos (OA) y son representados como regiones del espacio que contienen
la densidad electronica. Los orbitales moleculares son aproximaciones de la funcién
de onda y son una teoria alterna a la de los enlaces de valencia. Entre las funciones

de base mas utilizadas estan las que incluyen funciones de polarizaciéon de valencia,
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como DZVP y TZVP (resultados muy exactos).?!

2.5.4.4. Optimizaciéon

Es el proceso de ajustar la geometria de una molécula para obtener una conforma-
cion en un estado estacionario de interés. Por lo tanto, la optimizaciéon es el proceso
de encontrar estados reales de una molécula. La optimizacion para obtener el estado
fundamental del sistema es también denominada minimizacién. %92

El primer paso es el diseno de geometrias moleculares de partida o su obtenciéon a
partir de bases de datos. Las coordenadas atémicas de las moléculas son guardadas
en archivos de entrada “inputs”, los cuales especifican ademas la carga y multiplici-
dad de las moléculas. La optimizacion de las estructuras se automatiza especificando
una funcional y set de base. Los softwares especializados realizan los calculos nece-
sarios de la energia molecular mediante la construccién de matrices que pueden ser
representadas como Superficies de Energia Potencial (PES). Los archivos de salida
“outputs” contienen toda la informacién de los calculos realizados en la molécula

optimizada, incluyendo la energia del sistema.

2.5.4.5. Superficie de energia potencial (PES)

Es la representacion grafica de la relacion entre la energia potencial de una molécu-
la y sus coordenadas nucleares. La grafica de PES es util para determinar estructuras
en estado fundamental y estados de transicién en reacciones quimicas de interés. ™

La energia cambia en funcién a la posicién (coordenadas) de los nicleos atémi-
cos dentro de una molécula. De esta forma, una PES relaciona la energia potencial
(fuerzas de interaccién) con pardmetros estructurales de todos los dtomos de una
molécula (figura 2.6): distancias de enlaces (r), &ngulos de enlaces y angulos diedros
(°). Es por esta razén que es también denominada hipersuperficie de energia poten-
cial. Las fuerzas de interaccion entre las particulas que constituyen una molécula
determinan su configuracién. ™

Para calcular una PES se utiliza el método SCF (Self-Consistent Field), aplicado
en las aproximaciones Hartree-Fock y DFT, en el cual la energia del sistema es
calculada mediante una serie de ciclos hasta alcanzar el criterio de convergencia

donde AE=10"% Hartree, un estado estacionario.
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Figura 2.6: Segmento de una PES en la optimizacién molecular

e Estados estacionarios en una PES

Un estado estacionario en una PES esté representado por un punto de inflexion,

idealmente una regiéon plana. En este punto la 9E/0r=0 (r: coordenadas). ™

Un estado fundamental en una PES es un minimo global de energia (figura
2.7). Es el valor minimo de energia encontrado y esté representado como el valle
mas profundo, denominado pozo de potencial. En este punto, las longitudes de

enlace, angulos y frecuencias vibracionales se encuentran en equilibrio. 8287

Un estado excitado en una PES es un punto de ensilladura (figura 2.7), el

punto maximo de energfa que une dos minimos globales. ™

Estructura de partida

Cambio en la energia

Estado excitado

Minimo global de energia

Energia Total

Minimo local de energia

Variacion en parametros ;

Figura 2.7: Estados de energia en una PES

e Aproximacién de Born-Oppenheimer
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La representacién de una PES es posible gracias a esta aproximacion, donde
la distribucion electréonica de una molécula se ajusta facilmente a cualquier
cambio en la posicion de sus ntcleos atomicos. Esta aproximacion considera al
nucleo como fijo respecto a los electrones. Debido a que el nicleo es aproxima-
damente 1800 veces mas pesado que un electrén, su movimiento dentro de una

molécula es despreciable. 8

Permite separar los términos nucleares (Tn y Vnn) de los términos electrénicos
(Tee, Vne y Vee), donde las fuerzas nucleares se tratan como una constante
debido a sus coordenadas fijas. Por lo tanto, la energia total de un sistema
puede ser calculada como la suma de la energia electrénica y la constante de

repulsién nuclear. 7777885

Como consecuencia de esta aproximacion es que las moléculas estan definidas

por una geometria.

2.5.4.6. Frecuencias vibracionales

El calculo de frecuencias vibracionales sirve para caracterizar el estado estaciona-
rio de una geometria como un estado fundamental o un estado de transicion. Estas
frecuencias son calculadas por medio de las segundas derivadas de la energia con
respecto a sus parametros geonrlétlricos.72

La energia vibracional es la vibracion innata de una molécula, la cual es deno-
minada energia del punto cero o ZPE (figura 2.8), por sus siglas en inglés. Estan
relacionadas con el movimiento translacional y rotacional de los 4tomos. ™

Para encontrar el estado fundamental de una molécula, todas las frecuencias vi-
bracionales deben ser positivas; en cambio, para determinar un estado de transicién
debe existir una tnica frecuencia negativa o imaginaria y el resto de frecuencias

positivas. 83

2.5.4.7. Efectos de solvatacion

Una optimizacion puede ser desarrollada en presencia de un solvente implicito,
donde el soluto es ubicado en una cavidad dentro del campo de reaccién de un sol-

vente seleccionado. Este tipo de optimizacién es denominada como SCRF (Campo
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Figura 2.8: Estados vibracionales en un pozo de potencial

de reaccién autoconsistente) y suelen utilizarse dos modelos de solvatacién. La op-
cibn PMC (Modelo Continuo Polarizable) es el méds usado debido a su bajo coste
computacional, ya que no considera las moléculas de solvente como moléculas indi-
viduales sino como un continuo polarizado. La opcién SMD (Modelo de Solvatacion
de la densidad) es utilizada para célculos de mayor exactitud, ya que incluye efectos

estructurales del solvente.

2.5.5. Modelos QSAR

QSAR (Relacién cuantitativa estructura-actividad) son modelos usados para pre-
decir la actividad o reactividad de compuestos mediante la cuantificacion de propie-
dades fisicoquimicas de estructuras moleculares. 39949

Los modelos QSAR han sido aplicados a la evaluacion de la actividad antioxidante
de numerosos compuestos fendlicos, basandose en los métodos DF'T para realizar sus
calculos y trabajando de forma automatizada con un gran nimero de compuestos,

radicales libres, solventes y diferentes condiciones del medio. %

Existen diversas estrategias computacionales para medir la capacidad antioxidan-

te, 5:27,28

2.5.5.1. Propiedades de Reactividad intrinseca

Las estrategias computacionales basadas en la reactividad intrinseca miden la

actividad antioxidante trabajando tnicamente con el compuesto antioxidante. La
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capacidad antioxidante es evaluada mediante la cuantificacién y comparacion de las
propiedades de reactividad intrinseca de los compuestos. Estas propiedades estan
asociadas con determinados mecanismos de reacciéon. Entre las propiedades mas uti-

lizadas estéan:526:2742

e Entalpia de disociacién de un enlace (BDE):

Calcula la energia necesaria para la ruptura homolitica de un atomo de hidré-
geno de un OH en una molécula. Se utiliza en la determinacién del mecanismo
HAT. Valores bajos de BDFE se relacionan con una mayor capacidad antioxi-
dante mediante esta via, ya que resulta facil la transferencia de un atomo de

H a un radical libre.

BDE = H(Flav — 0%) + H(H®) — H(Flav — OH) (2.17)

e Entalpia de Ionizacién (IE):

Calcula la energia requerida para que un electrén sea removido de una molé-
cula. Mide la resistencia de una molécula a perder un electron. Se utiliza en
la determinacion del mecanismo SET I. Valores bajos de [F se relacionan con

una mayor capacidad antioxidante por esta via.

IE = H(Flav — OH*") + H(e” ) — H(Flav — OH) (2.18)

e Afinidad electrénica (FA):

Mide la capacidad de una molécula de incorporar un electréon y estabilizarse.
Se utiliza en la determinacién del mecanismo SET II. Valores altos de EA se

relacionan con una mayor capacidad antioxidante por esta via.

EA=H(Flav—OH) — H(Flav — OH*") (2.19)

e Afinidad proténica (PA):

Mide la capacidad de un compuesto de aceptar o retener un protéon de H.

Se expresa como el valor negativo del cambio de energia producido en una
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reaccion de protonacion de una molécula neutra. Se utiliza en la determinacién
antioxidante por el mecanismo SPLET Y SPLHAT. Valores bajos de PA se
relacionan con la facilidad de desprotonacién de una molécula y selectividad

por esta via.

PA = H(Flav— O~) + H(H") — H(Flav — OH) (2.20)

e Entalpia de disociacién de un protén (PDE):

Es similar a PA, la diferencia es que esta propiedad calcula la energia requerida
para que una especie radicalaria catiénica se desprotone. Se utiliza en la de-
terminacién del segundo paso de reaccion del mecanismo SEPT. Valores bajos

de PDE se relacionan con la facilidad de desprotonacion del radical ionizado.

PDE = H(Flav —O®) + H(H") — H(Flav — OH*") (2.21)

e Entalpia de transferencia de un electrén (ETE):

Es similar a [F, la diferencia es que esta propiedad calcula la energia requerida
para que una especie desprotonada o aniénica done un electréon. Interviene en
la determinacion del segundo paso de reaccion del mecanismo SPLET. Valores
bajos de ETE se relacionan con una mayor capacidad antioxidante por esta

via.

ETE = H(Flav— 0%+ H(e”) — H(Flav — O7) (2.22)

Todas estas propiedades también pueden ser determinadas tinicamente como ener-
glas, sin tomar en cuenta el efecto térmico de las reacciones.

Adicionalmente, las energias relativas de IE y EA pueden ser calculadas utili-
zando valores de flior y sodio como electro-aceptor y electro-donador de referencia,
respectivamente (ecuacién 2.23 y 2.24). Con estos valores es posible determinar de
forma cualitativa la capacidad de diferentes compuestos al actuar como donadores o
aceptores de electrones. Este analisis se realiza mediante la construccion del grafico

FEDAM (Full Electron Donor Aceptor Map), en el cual los compuestos de inte-
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rés toman una ubicacién como buenos o malos candidatos antiradicalarios (figura

2.9).535
IE
1B = 2.2
R TEn. (2.23)
EA
EA = —=ome 2.24
R FA, (2.24)

good acceptor
bad donator

bad acceptor
bad donator

EEEs . —
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bad acceptor
good donator
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Figura 2.9: Gréfico FEDAM

2.5.5.2. Indices de reactividad quimica global

Los indices de reactividad quimica son descriptores mecanocuanticos que dan
informacién sobre las propiedades reactivas de un compuesto. ">

Permite relacionar la estructura de una molécula con su reactividad y estabili-
dad.%

Los descriptores de reactividad global se utilizan para conocer la reactividad de
las moléculas como un todo. Normalmente se calculan mediante la aproximacion de
diferencia finita, la cual utiliza los valores de IF y EA de los sistemas electronicos
N, N-1 y N-+1. También pueden ser calculados mediante la aproximacion de Koop-

man, utilizando energias de HOMO (Orbital molecular mas alto ocupado) y LUMO

(Orbital molecular més bajo desocupado).®® Se expresan como:

e Potencial quimico electrénico (1)
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Es una propiedad que mide la tendencia de un electréon de escapar de una nube

electrénica en equilibrio.

= —%(IE + EA) (2.25)

e Electronegatividad ()

Mide la tendencia de atraer cargas negativas. Se define como el valor negativo

del potencial quimico electrénico.

X =—p (2.26)

e Dureza global (7)

Es la resistencia a la transferencia de carga. Esta relacionada con la disminucién

de la reactividad quimica.8*

o %(IE _ EA) (2.27)

e Blandura (S)

Es la facilidad a la transferencia de carga. Es la facilidad de una molécula de
sufrir cambios en la densidad electronica, lo que la hace mas reactiva. Esta

relacionada con el incremento de la reactividad quimica.

S=_— (2.28)

e Electrofilicidad (w)

Mide la estabilizaciéon de la energia cuando un sistema adquiere una carga
negativa. Esta relacionada con la estabilidad de una molécula luego de aceptar

un electron en una reaccién.

w= (2.29)
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2.5.5.3. Densidad de Espin

La densidad de espin es calculada como la diferencia de la densidad electronica
entre electrones de espin alfa y espin beta. Permite calcular la estabilidad de especies
radicalarias mediante la distribucion de la densidad de espin a lo largo de toda la
estructura molecular, es decir, de la deslocalizacién electronica.

La deslocalizacion electronica permite la estabilizacion de las moléculas mediante
efectos de resonancia y conjugaciéon. Los atomos radicalizados son los que contienen
una mayor densidad de espin. 284142

En moléculas estables, la distribucién de la densidad de espin en todos los ato-
mos es igual a cero debido a que todos sus orbitales se encuentran apareados y el
valor total en la molécula también es cero. En cambio, en moléculas radicalarias,
la distribucion de la densidad de espin no es la misma en todos los atomos y varia
dependiendo del orbital desapareado. La densidad total de un espin es igual a 1 y
la del otro espin es igual a -1, por lo que el valor total en una especie radicalaria

también suma cero.?®

2.5.6. Ventajas de la quimica computacional

Hoy en dia muchos investigadores complementan sus estudios experimentales con

métodos in silico debido a los siguientes aspectos:32:33:37:40,72,76,83

e Los métodos tedricos son significativamente menos costosos y ambientalmente

mAas seguros.

e Logran predecir con exactitud y precision los resultados que se hallan expe-
rimentalmente, de manera que acortan pasos en la investigacion. Existen en
particular muchos estudios que sustentan la alta correlaciéon encontrada entre

los métodos tedricos y experimentales en la investigacion de antioxidantes.

e Los mecanismos de reaccion de las moléculas pueden ser modelados y calcula-

dos computacionalmente a través de diferentes propiedades quimicas.

e Logra cubrir e interpretar aspectos como la relacién estructura-reactividad y

reactividad -cinética de moléculas de interés.
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e A través de la quimica computacional se analizan modelos tedricos o estandar
de lo que sucede en un experimento dado. Estos modelos ayudan a consolidar
resultados experimentales: contribuyen a ajustar variables, pardmetros y posi-
bles errores experimentales que en diferentes ensayos de un mismo objeto de

estudio generan resultados poco precisos y dificiles de interpretar.

2.6. Analisis de Correlacion lineal simple de Pear-
son

Es un método estadistico que mide e interpreta la fuerza de relacion entre un
conjunto de variables. El coeficiente de correlacién de Pearson (r) es el valor mate-
mético que mide la relacién lineal que existe entre dos variables aleatorias (ecuacién
2.30). Los valores que puede tomar este coeficiente estdn comprendidos entre -1 y
+1, dependiendo de la fuerza y la direccién de la correlacién (tabla 2.2). El signo
positivo define una correlaciéon directa, donde al aumentar la magnitud de una va-
riable, la otra también aumenta; en cambio, el signo negativo define una correlacion
inversa, donde al aumentar la magnitud de una variable, la otra disminuye. La re-
lacién entre dos variables no necesariamente expresa una relacion de causa-efecto.
El coeficiente de correlacion de Pearson se desglosa a partir de una serie de ecuacio-
nes matematicas, sin embargo, puede ser calculado computacionalmente mediante

diferentes softwares.?”

B X(@=T)yi = 7)
V(@i — )% (v — 7)?

, (2.30)

Tabla 2.2: Interpretacion del coeficiente de correlacion de Pearson

Valor de r  Direccién y fuerza de correlacion

+1.0 Directa perfecta
+0.8 Directa fuerte
+0.5 Directa moderada
+0.2 Directa débil
0.0 Sin relacién
-0.2 Inversa débil
-0.5 Inversa moderada
-0.8 Inversa fuerte
-1.0 Inversa perfecta
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Capitulo 3

Metodologia

3.1. Detalles Computacionales

HARDWARE:

e Workstation con 64GB de memoria RAM y procesador de 16 ntcleos; 3 discos
duros de 1, 4 y 6 TB; 2 Tarjetas Gréaficas NVIDIA GeForce GTX 1080.

SOFTWARE:

e Gaussian 09
e GaussView 5.0.8
e Microsoft Excel 2013

o Gedit
SERVIDORES:

e Pubchem Search

e Pubchem Sketcher V2.4

3.2. Meétodos

3.2.1. Generaciéon de geometrias moleculares de partida

1. Se recopilaron los nombres de los flavonoides reportados en las hojas de Anno-

na muricata a partir de un articulo de revision desarrollado por Coria-Téllez
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y colaboradores en el 2016.'% Las estructuras quimicas de los flavonoides (fi-
gura 3.1 a la 3.5), incluyendo también la del compuesto Trolox (figura 3.6),
fueron extraidas de la base de datos Pubchem Search del National Center for

Biotechnology Information (NCBI).

Catequina Epicatequina
H_O H o
0 H O‘H
y-0 ] .

,,&CI]

0 H
b
Gallocatequina Taxifolina

Figura 3.1: Estructuras quimicas de los flavanoles y flavanonoles presentes en las
hojas de A. muricata

El Trolox fue utilizado en este estudio como estandar antioxidante de referencia,

aplicando los mismos métodos que en los flavonoides analizados.

2. Se construyeron todas las geometrias moleculares de partida en coordenadas
“xyz” utilizando el software de edicién y visualizacion GaussView 5.0.8. Las he-
rramientas del programa fueron utilizadas para obtener geometrias de partida

en base a valores estimados de longitudes de enlace y dngulos diedros.

3.2.2. Optimizacién de las estructuras iniciales

1. Las estructuras construidas fueron minimizadas en fase gas o vacio mediante el
programa Gaussian 09. Se utiliz6 la funcional de la densidad wB97XD, debido

a que contiene términos de largo alcance en su formulacién y genera un buen
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Kaempferol

Robiretina Quercetina

Figura 3.2: Estructuras quimicas de los flavonoles presentes en las hojas de A. mu-
ricata

efecto de dispersion de las moléculas. La funcién de base utilizada fue TZVP.
La carga y multiplicidad de las moléculas fueron especificadas como 0 y 1,
respectivamente. Se realizaron ademas los calculos de frecuencias vibracionales

para la confirmacion del minimo global en cada sistema molecular.

2. Para incluir el efecto de solvatacion, se realizé una reoptimizacion de las molé-
culas en fase solvente implicito o fase acuosa a 298.15 K y pH fisiolégico de 7.4.
Las estructuras solvatadas se obtuvieron con el modelo SMD en Gaussian 09,
utilizando la misma funcional, set de base y realizando calculo de frecuencias.

Se registraron los valores de energia total.

3.2.3. Optimizacién de las estructuras iénicas y radicalarias

Las estructuras iénicas y radicalarias de los flavonoides, que son los intermedios y

productos resultantes de las diferentes vias de reaccion HAT, SET, SEPT y SPLET,
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Rutina

Figura 3.3: Estructuras quimicas de los flavonoles glicosilados presentes en las hojas
de A. muricata

fueron disenadas modificando los flavonoides iniciales optimizados (tabla 3.1):

1. Los radicales catiénicos y aniénicos (Flav-OH** y Flav-OH*~), que son produ-
cidos en las vias SET y SEPT, se obtuvieron cambiando tinicamente la carga

y multiplicidad en los inputs.

2. Los radicales neutros (Flav-O®), que son producidos en las vias HAT, SEPT
y SPLET, se obtuvieron removiendo el dtomo de hidrégeno de cada grupo
hidroxilo fenélico por separado, generando un niimero de derivados radicalarios

como grupos OH tiene cada estructura.

3. Los flavonoides anionicos (Flav-O~), que son producidos en la via SPLET, se

obtuvieron mediante la desprotonacién del grupo hidroxilo fenélico mas activo
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Homoorientina Luteolina-7,3'-diglucdsido

Vitexina Isovitexina

Figura 3.4: Estructuras quimicas de las flavonas glicosilas presentes en las hojas de
A. muricata

en cada flavonoide.

Se realiz6 la optimizacion y calculo de frecuencias de todas las estructuras mo-
dificadas en Gaussian 09 tanto en vacio como en solvente, utilizando la funcional
wB97XD, la funcién de base TZVP y célculo de frecuencias. Se registraron los valo-

res de energia total.

Tabla 3.1: Especificaciones de las estructuras iénicas y radicalarias generadas por la
modificacién de los flavonoides iniciales optimizados

Mecanismo  Estructuras generadas Carga Multiplicidad Tipo de compuesto

HAT Flav-O°® 0 2 producto
SET I Flav-OH®** 1 2 producto
SET IT Flav-OH®*~ -1 2 producto
SEPT Flav-OH** 1 2 intermedio
SEPT Flav-O°® 0 2 producto
SPLET Flav-O~ -1 1 intermedio
SPLET Flav-O* 0 2 producto
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Tangeretina Daidzeina

Genisteina Gliciteina

Figura 3.5: Estructuras quimicas de las flavonas e isoflavonas presentes en las hojas
de A. muricata

3.2.4. Evaluacion de propiedades de reactividad intrinseca

1. Utilizando las estructuras iniciales y las estructuras radicalarias y anionicas
optimizadas en fase gas y en fase acuosa, se calcularon las siguientes propie-
dades de reactividad intrinseca: Entalpia de ionizacién (IF) (ecuacién 2.18),
afinidad electrénica (EA) (ecuacién 2.19), entalpia de disociacién de un enlace
(BDE) (ecuacion 2.17), afinidad proténica (PA) (ecuacién 2.20), entalpia de
disociacién de un protén (PDE) (ecuacién 2.21) y entalpia de transferencia de

un electron (ETE) (ecuacion 2.22).

Trolox

(o]

Figura 3.6: Estructura quimica del Trolox

2. Adicionalmente, se construyé un mapa FEDAM (Full Electron Donator Ac-
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ceptor Map) utilizando como estandares de referencia los valores de los 4tomos
de flior (F) y sodio (Na) calculados bajo el mismo enfoque computacional.
Se determiné la entalpia de ionizacién relativa (RIE) y la afinidad electrénica

relativa (REA) de cada flavonoide (ecuaciones 2.23 y 2.24).

3.2.5. Correlacion de las propiedades calculadas con por-
centajes de actividad antioxidante reportados experi-

mentalmente

Se obtuvieron los porcentajes de actividad antioxidante (%AA) experimentales
reportados en algunos flavonoides a partir de la investigacion realizada por S.Burda
y W. Oleszek en el 2001,% y se compararon con las propiedades termoquimicas BDE,
IE y ETE calculadas en este estudio. Se hallaron los coeficientes de correlacién de

Pearson utilizando las funciones estadisticas de Microsoft Excel.

3.2.6. Evaluacion de indices de reactividad global

Mediante la aproximacién de diferencia finita se calcularon los indices de reacti-
vidad global: Potencial quimico (ecuacién 2.25), electronegatividad (ecuacién 2.26),

dureza (ecuacién 2.27), blandura (ecuaciéon 2.28) y electrofilicidad (ecuacion 2.29).

3.2.7. Evaluaciéon del enlace de hidrégeno intramolecular en

el sitio activo
Para evaluar la capacidad de estabilizacion al formar un enlace intramolecular de
hidrégeno en el sitio activo, se midieron las longitudes entre el O radicalizado y el
grupo OH vecino en las estructuras radicalarias. Estas distancias fueron comparadas

con las obtenidas entre grupos OH vecinos en las estructuras iniciales. Se utilizaron

las herramientas del programa GaussView 5.0.8.

3.2.8. Evaluacién de la distribuciéon de densidad de espin

Se determinaron los valores de densidad de espin de los diferentes atomos de

cada flavonoide radicalario mediante calculos de Hirshfeld (opcion Pop=Hirshfeld)
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en Gaussian 09, utilizando el mismo enfoque computacional, tanto en vacio como en
solvente. Se extrajeron los mayores valores de densidad de espin entre atomos. Se uso
la opcion CUBEGEN para visualizar las superficies de distribucion de la densidad

de espin a lo largo de las estructuras moleculares.
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Capitulo 4

Resultados y Discusion

4.1. Generacion de geometrias moleculares de par-
tida

El estudio se llevé a cabo con un total de 20 flavonoides reportados en las hojas de
Annona muricata, cuyas caracteristicas estructurales fueron clasificadas de acuerdo

a lo presentado en la tabla 4.1.

4.2. Optimizacion de las estructuras iniciales

Las estructuras iniciales o neutras optimizadas en fase gas estan mostradas en
el anexo A figura A.1, A.2 y A.3; las optimizadas en fase solvente implicito o fase
acuosa a 298.15 K y pH fisiologico de 7.4, en el anexo A figuras A.4, A.5 y A.6. Estas
geometrias corresponden a los sustratos de reaccion antioxidante.

Se verificd que todas las estructuras optimizadas se encuentran en un minimo
global (con sélo frecuencias vibracionales positivas), lo cual determina su estado
fundamental (véase entalpias totales en el anexo D tablas D.1 y D.2).

Las estructuras moleculares optimizadas en fase gas o vacio fueron usadas para
evaluar la actividad intrinseca de los flavonoides sin la influencia de un medio. De
igual forma se consider6 el efecto de la solvatacién con agua sobre la actividad
antioxidante, seleccionandose este solvente debido a que es el medio més abundante
a nivel celular, es un solvente universal y es también cominmente utilizado en la

extraccion de flavonoides junto con etanol o metanol.
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Tabla 4.1: Caracteristicas estructurales especificas de los 20 flavonoides presentes en
las hojas de A. muricata

Posiciones OH

Flavonoide Glicidos N° grupos OH

3 5 7 3 4 5
Flavanol
Catequina - 5 X X X X X
Epicatequina - 5 X X X X X
Gallocatequina - 6 X X X X X X
Flavanonol
Taxifolina - 5 X X X X X
Flavonol
Kaempferol - 4 X X X b
Nicotiflorina (Kaempferol 3-O-rutindsido) di 3 X X X
Robinetina - 5 X X X X X
Quercetina - 5 X X X X X
Isoquercetina (Quercetina 3-O-glucésido) mono 4 X X X X
Quercetina 3-O-neohesperidosido di 4 X X X X
Quercetina 3-O-robinobidsido di 4 X X X X
Quercetina 3-O-rutinésido di 4 X X X X
Flavona
Homoorientina (Luteolina 6-C-glucdsido) mono 4 X X X X
Luteolina 7,3’-di-O-glucésido 2 mono 2 X be
Vitexina (Apigenina 8-C-glucésido) mono 3 X X X
Isovitexina (Apigenina 6-C-glucésido) mono 3 X X X
Tangeretina - 0
Isoflavona
Daidzeina - 2 X X
Genisteina - 3 X X X
Gliciteina - 2 X X

4.3. Optimizacion de las estructuras i6nicas y ra-
dicalarias

Las estructuras resultantes aniénicas y radicalarias optimizadas en fase gas y fase
acuosa estan mostradas en el anexo A figura A.7 a la A.62. Estas tltimas geometrias
corresponden a los intermedios y productos de reacciéon de los mecanismos HAT,
SET I, SET II, SEPT Y SPLET.

Se verific que todas estas estructuras optimizadas se encuentran también en un
minimo global (con sélo frecuencias vibracionales positivas), lo cual determina su

estado fundamental (véase entalpias totales en el anexo D tablas D.1, D.2 y D.3).
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4.4. Evaluacién de propiedades de reactividad in-
trinseca

Las propiedades BDE, IE, EA, PDE y PA fueron determinadas para evaluar la
reactividad asociada a la capacidad antioxidante de los flavonoides en los mecanis-
mos HAT, SET, SEPT y SPLET. La cuantificaciéon de estas propiedades sirve como
una medida tedrica para clasificar a los flavonoides segiin su actividad y permite
predecir cudl es el mecanismo de reaccién energéticamente mas factible. Para esto,
se consideré que una variacion de més de 3 kcal/mol representa una diferencia sig-
nificativa en la reactividad y la actividad antioxidante®, de modo que fue posible
predecir los mejores candidatos que actian por las diferentes vias y la via de reaccién
energéticamente priorizada en cada medio.

Las entalpias del H*, H" y e~ utilizadas en la formulacion de estas propiedades

fueron calculadas con el mismo enfoque computacional.
e En fase gas las entalpias utilizadas fueron:
H(H*)= -0.5003 Hartree (-313.9 kcal /mol)
H(HT)= -0.2693 Hartree (-169.012 kcal/mol)

H(e™ )= 0.0952 Hartree (59.75 kcal/mol).

e En fase acuosa las entalpias de solvatacion utilizadas fueron:
H(H®*)= -0.4981 Hartress (-312.583 kcal/mol)
H(H")= -0.19 Hartree (-119.2 kcal/mol)

H(e™)= 0.0914 Hartrees (57.32 kcal/ mol).

La abstraccion del atomo de H de cada grupo OH fenédlico (estructuras optimi-
zadas en el anexo A figura A.7 a la A.44) y el cdlculo de sus BDE permitieron
determinar los sitios activos o sitios de radicalizacion de los flavonoides. En la tabla
4.2 se presentan los valores de BDF de los diferentes grupos OH fendlicos. El minimo
valor de BDFE en una molécula es la energia minima requerida para la ruptura ho-
molitica de un grupo OH. Por lo tanto, el OH con BDFE minimo es mas susceptible a
este tipo de ruptura de enlace y tiene mayor facilidad de transferir un 4tomo de H a

una especie radicalaria, lo que lo convierte en sitio activo de reacciones antioxidantes.
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Flavonoide BDE Flavonoide BDE

Gas Acuosa Gas Acuosa
Catequina Epicatequina
3-OH 128.76 105.70 3-OH 103.60 106.10
5-OH 111.58 85.00 5-OH 83.48  108.80
7-OH 112.07 84.89 7-OH 83.40 84.80
3’-OH 112.15 82.33 3-OH 84.89 81.81
4’-OH 102.87  79.71 4-OH 75.55 79.19
Gallocatequina Taxifolina
3-OH 100.92 117.69 3-OH 106.53  113.99
5-OH 81.80 108.38 5-OH 98.55 93.11
7-OH 83.28 109.74 7-OH 105.73  103.74
3’-OH 76.55 81.35 3-OH 84.49 82.62
4’-OH 75.88 76.97 4-OH 75.75 80.35
5-OH 84.40 82.22
Kaempferol Nicotiflorina
3-OH 74.52 77.79  5-OH 100.56  93.83
5-OH 100.19 92,56  7-OH 87.41 92.50
7-OH 106.13  91.95 4-OH 84.91 88.09
4’-OH 85.13 87.48
Robinetina Quercetina
3-OH 82.24 80.64 3-OH 83.28 79.85
7-OH 87.89 91.20  5-OH 85.11 86.75
3’-OH 85.50 83.72 7-OH 87.71 91.59
4’-OH 75.63 76.87 3-OH 84.74 83.11
5’-OH 78.44 81.94 4-OH 73.67 78.95
Isoquercetina Quer. 3-O-neo.
5-OH 85.00 87.51  5-OH 101.05  94.12
7-OH 87.43 92.33 7-OH 90.23 93.12
3’-OH 83.81 83.00 3-OH 85.57 83.68
4-OH 74.41 80.25 4’-OH 76.69 81.18
Quer. 3-O-rob. Rutina
5-OH 87.68 88.38  5-OH 87.28 88.30
7-OH 88.30 92.59 7-OH 87.74 92.51
3’-OH 84.35 83.64 3-OH 84.04 83.60
4-OH 74.81 80.54 4-OH 75.16 81.18
Homoorientina Lut. 7,3’-di-O-g.
5-OH 81.05 84.30  5-OH 85.05 87.83
7-OH 92.42 96.17 4-OH 81.45 83.10
3’-OH 85.12 83.53
4’-OH 74.77 80.14
Vitexina Isovitexina
5-OH 86.57 88.87 5-OH 81.04 84.49
7-OH 86.54 92.33 7-OH 92.16 96.12
4-OH 84.12 86.17 4-OH 83.66 87.02
Daidzeina Genisteina
7-OH 87.75 91.80 5-OH 88.20 88.15
4’-OH 83.23 85.30 7-OH 88.79 92.55

4-OH 83.12 84.97

Gliciteina Trolox
7-OH 87.65 86.78 1-OH 105.54  83.35
4’-OH 83.06 85.19 6-OH 74.88 75.73

Tabla 4.2: BDE (en kcal/mol) de los diferentes grupos OH presentes en los flavonoides

De acuerdo a la tabla 4.2, el grupo 4’-OH del anillo B obtuvo el minimo valor
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de BDF en la mayoria de los sistemas, tendiendo a actuar como sitio activo tanto
en fase gas como en fase acuosa. Los flavonoides kaempferol e isovitexina (apigenina
6-C-glucdsido) presentaron sitios activos distintos al resto, con valores minimos de

BDE en los grupos 3-OH (anillo C) y 5-OH (anillo A), respectivamente (figura 4.1).
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Figura 4.1: Geometrias y BDE de los grupos OH de algunos flavonoides representa-
tivos de cada clase. (g): En fase gas, (a): En fase acuosa

El grupo 4’-OH ha sido también identificado como el grupo mas activo en otros
compuestos fenélicos analizados en investigaciones similares?%, indicando que el anillo

B, en comparacién con el anillo A y C, es mas susceptible a un ataque radicalario y
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muestra una mayor actividad antioxidante. Ademds, se conoce actualmente que un
mismo grupo OH de un flavonoide esté asociado normalmente con la mayor actividad
antiradicalaria en las diferentes vias de reaccion.

En la tabla 4.3 se muestran las entalpias relativas (AH) respecto al minimo valor
de BDE en cada sistema. De acuerdo a los AH en fase gas, el resto de grupos
OH fendlicos superan al BDEmin en un rango de 0.7-31.6 kcal/mol, dependiendo
de cada flavonoide. De los cuales, segin las referencias indicadas anteriormente, los
que lo superan en menos de 3 kcal/mol y tienen una posicién cercana al sitio activo,
pueden ser considerados como sitios alternativos de reaccién. Este caso aparece en los
flavonoides gallocatequina (3’-OH) y robinetina (5’-OH). En fase acuosa, los BDE del
resto de grupos OH tienden a disminuir, en especial en el grupo 3’-OH, el cual puede
actuar como sitio alternativo de reacciéon en las flavonas catequina y epicatequina,
todos los flavonoles glicosidicos de quercetina y el flavononol taxifolina. En el caso
del aglicén quercetina, el grupo 3-OH puede ser un sitio alternativo de reaccién, con
s6lo 0.9 kcal/mol de diferencia del grupo 4’-OH.

Es posible que estos OH alternativos posean una actividad antioxidante muy si-
milar a la del sitio activo y que cualquiera de ellos pueda reaccionar dependiendo de
la proximidad del radical libre. Esta idea se apoya en que algunos estudios teodricos
han trabajado con dos conférmeros estables distintos de un mismo flavonoide y han
reportado actividades similares entre ambos, siendo posible que coexistan en una
mezcla; este es el caso de los flavonoides epicatequina y quercetina.?*37 Se podria
deducir entonces que los flavonoides que poseen mas de un grupo OH energética-
mente disponible tienen también mayor posibilidad de reaccionar con otros radicales
libres o con las formas radicalarias de si mismos, produciendo quinonas estables como
producto final. Esto significaria una ventaja en algunos flavonoides sobre su estabi-
lidad luego de una reacciéon antioxidante; sin embargo, esto aun debe ser probado y
discutido a mayor profundidad.

Pueden considerarse entonces al sitio activo y a un grupo OH alternativo cer-
cano como la regiéon de mayor reactividad, en la cual los efectos de resonancia y la

redistribuciéon espacial de los hidrégenos podrian estar involucrados.
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Tabla 4.3: AH (en kcal/mol) de los BDEs calculados

Radical AH Radical Al
Gas Acuosa Gas  Acuosa
Catequina Epicatequina
3-OH 25.9 26.0 3-OH 28.1 26.9
5-OH 8.7 5.3 5-OH 7.9 29.6
7-OH 9.2 5.2 7-OH 7.9 5.6
3’-OH 9.3 2.6 3’-OH 9.3 2.6
4-OH 0.0 0.0 4-OH 0.0 0.0
Gallocatequina Taxifolina
3-OH 25.0 40.7 3-OH 30.8 33.6
5-OH 5.9 314 5-OH 22.8 12.8
7-OH 7.4 32.8 7-OH 30.0 23.4
3’-OH 0.7 4.4 3’-OH 8.7 2,3
4-OH 0.0 0.0 4-OH 0.0 0.0
5-OH 8.5 5.2
Kaempferol Nicotiflorina
3-OH 0.0 0.0 5-OH 15.6 5.7
5-OH 25.7 14.8 7-OH 2.5 4.4
7-OH 31.6 14.2 4-OH 0.0 0.0
4-OH 10.6 9.7
Robinetina Quercetina
3-OH 6.6 3.8 3-OH 9.6 0.9
7-OH 12.3 14.3 5-OH 11.4 7.8
3’-OH 9.9 6.9 7-OH 14.0 12.6
4-OH 0.0 0.0 3’-OH 11.1 4.2
5-OH 2.8 5.1 4-OH 0.0 0.0
Isoquercetina Quer. 3-O-neo.
5-OH 10.6 7.3 5-OH 24.4 12.9
7-OH 13.0 12.1 7-OH 13.5 11.9
3’-OH 9.4 2.8 3’-OH 8.9 2.5
4-OH 0.0 0.0 4-OH 0.0 0.0
Quer. 3-O-rob. Rutina
5-OH 12.9 7.8 5-OH 12.1 7.1
7-OH 13.5 12.0 7-OH 12.6 11.3
3’-OH 9.5 3.1 3’-OH 8.9 2.4
4-OH 0.0 0.0 4-OH 0.0 0.0
Homoorientina Lut. 7,3’-di-O-g.
5-OH 6.3 4.2 5-OH 3.6 4.7
7-OH 17.6 16.0 4-OH 0.0 0.0
3’-OH 10.4 3.4
4-OH 0.0 0.0
Vitexina Isovitexina
5-OH 2.4 2.7 5-OH 0.0 0.0
7-OH 2.4 6.2 7-OH 11.1 11.6
4-OH 0.0 0.0 4-OH 2.6 2.5
Daidzeina Genisteina
7-OH 4.5 6.5 5-OH 5.1 3.2
4-OH 0.0 0.0 7-OH 5.7 7.6
4-OH 0.0 0.0
Gliciteina Trolox
7-OH 4.6 1.6 1-OH 30.7 7.6
4-OH 0.0 0.0 6-OH 0.0 0.0

Por otro lado, el resto de grupos OH que presentan valores de BDE superiores al
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BDEmin en mas de 3 kcal/mol tienen un rol menos importante sobre la actividad
antioxidante. Este es el caso de los grupos 5-OH y 7-OH del anillo A en la mayoria
de los flavonoides. A pesar de que los grupos 5-OH y 7-OH en vitexina, y el grupo
4’-OH en isovitexina, poseen valores de AH inferiores a 3kcal/mol, sus posiciones se
encuentran distantes del grupo OH considerado como mas reactivo, por lo que no
son considerados como sitios alternativos de reaccion.

En la tabla 4.4 se muestran los valores de BDE de los sitios activos en fase gas y
en fase acuosa. Los menores valores de BDE pertenecen a los flavonoides que poseen
mayor facilidad de transferir un atomo de H a una especie radicalaria, lo que los
relaciona con una mayor capacidad antioxidante de reaccionar por el mecanismo
HAT. De esta manera, los flavonoides que en fase gas son mas propensos a donar
un H, en comparacién con el Trolox, se ordenan como: quercetina >isoquercetina
>kaempferol >homoorientina >quercetina 3-O-robinobidsido.

Tabla 4.4: BDE (en kcal/mol) de los sitios activos de los flavonoides

Flavonoide Posiciéon &
Gas  Acuosa
Catequina 4 102.87  79.71
Epicatequina 4 75.55 79.19
Gallocatequina 4 75.88 76.97
Taxifolina, 4 I8 G 80.35
Kaempferol 3 74.52 77.79
Nicotiflorina 4’ 84.91 88.09
Robinetina 4’ 75.63 76.87
Quercetina 4 73.67 78.95
Isoquercetina 4’ 74.41 80.25
Quer. 3-O-neo. 4’ 76.69 81.18
Quer. 3-O-rob. 4 74.81 80.54
Rutina 4’ 75.16 81.18
Homoorientina 4’ 74.77 80.14
Lut. 7,3’-di-O-g. 4 81.45 83.10
Vitexina 4 84.12 86.17
Isovitexina 5 81.04 84.49
Tangeretina - - -
Daidzeina 4’ 83.23 85.30
Genisteina, 4’ 83.12 84.97
Gliciteina 4 83.06 85.19
Trolox 6 74.88 75.73

En fase acuosa, los BDE de todos los flavonoides aumentan en un rango de 0.86-
6.01 kcal/mol en comparacién con fase gas (figura 4.2) y superan el valor obtenido
en el Trolox. Esto indica que el agua, siendo un solvente polar protico, no muestra

un gran efecto sobre la capacidad de donar un H a un radical libre, aunque esta
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solvatada, logrando una disminucién del BDEmin en 23.15 kcal/mol.
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Figura 4.2: Variacién de los BDE de fase gas a fase acuosa

Segun la tabla 4.4, los flavonoides con mayor capacidad de donar un H en fa-
se acuosa se ordenan como: robinetina >gallocatequina >kaempferol >quercetina
>epicatequina >catequina. Como se observa, la actividad de kaempferol no varia
mucho en ambos medios, al igual que en gallocatequina y robinetina, la diferencia es
que la actividad de estos dos ultimos en fase gas es superada por algunos glicésidos
de flavonoides que, no obstante en fase acuosa, disminuyen su actividad hasta en
5.8 kecal/mol. Quercetina también disminuye su actividad en un rango similar, pero
debido a su bajo valor de BDE en fase gas, se ubica aun dentro de los candidatos
con mayor capacidad antioxidante mediante esta via.

Por otro lado, se ha observado que los flavonoides que carecen del grupo 3-OH
y al mismo tiempo poseen menos de 4 grupos OH fendlicos presentan los mayores
valores de BDE (>80 kcal/mol en fase gas y >83 kcal/mol en fase acuosa), tales
son las flavonas (vitexina, isovitexina, luteolina 7,3’-diglucésido) con excepcién de
homoorientina, las isoflavonas (daidzeina, genisteina, gliciteina) y el flavonol nico-
tiflorina (derivado glicosidico de kaempferol). Estos flavonoides son los que tienen
menor capacidad antioxidante mediante el mecanismo HAT.

En la tabla 4.5 se muestran los valores de IE y EA obtenidos en fase gas y en
fase acuosa, los cuales estan relacionados con el mecanismo SET. Los valores de

IE estan vinculados a la capacidad de los flavonoides de donar un electréon a una
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especie radicalaria, relacionandose con su actividad antioxidante al reaccionar por el
mecanismo SET I (oxidacién de los flavonoides). Por otro lado, los valores de EA
estan vinculados a la capacidad de aceptar un electrén de una especie radicalaria,
relacionandose con su capacidad antioxidante al reaccionar por el mecanismo SET

II (reduccion de los flavonoides).

Tabla 4.5: [E y FA (en kcal/mol) de los flavonoides

IE EA

Flavonoide
Gas Acuosa Gas Acuosa

Catequina 232.24 187.85 -11.61  25.26
Epicatequina 229.57 18749 -15.06  26.91
Gallocatequina 230.82 187.66 -25.52  58.23

Taxifolina 238.48 189.14 14.81 58.47
Kaempferol 234.70  190.68  18.50 59.24
Nicotiflorina 231.60 195.56  32.44 60.93
Robinetina 226.98 185.78 18.80  60.61
Quercetina 223.58 184.83 12.85 58.34

Isoquercetina 220.13 188.89  12.57 59.52
Quer. 3-O-neo. 234.45 19095 3547  60.44
Quer. 3-O-rob. 221.26  189.96  41.06 60.24
Rutina 221.96 190.81 9.75 57.95
Homoorientina 229.77 190.16  36.65  57.42
Lut. 7,3-di-O-g.  223.22 193.79 15.09  58.57

Vitexina 233.44 199.19 14.45 57.06

Isovitexina 230.97 196.77 36.33 56.63

Tangeretina 234.73 187.36  15.15 59.41

Daidzeina 232.93 190.39 8.00 54.54

Genisteina 230.96 189.83 3.11 51.69

Gliciteina 231.46 193.10 6.43 53.76

Trolox 218.57 175.80 -26.50 17.64

F = - 65.28  157.79
Na 173.58  99.64 - =

Para evaluar el potencial de los flavonoides como donadores o aceptores de electro-
nes al reaccionar por la via SET, se realizé una comparacién cualitativa mediante la
construccion del mapa FEDAM, considerando los valores de F' y NA como referencia.
Segtn los valores de REA y RIE obtenidos en fase gas y en fase acuosa (figura 4.3 y
4.4), los flavonoides analizados y el Trolox actian en general como pobres donadores
y pobres aceptores de electrones, localizados en el cuadrante superior izquierdo del

mapa (véase también figura 2.9 y anexo D tabla D.4 y D.5).
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Figura 4.3: FEDAM de los flavonoides en fase gas. Las lineas que cruzan en la
unidad de ambos ejes han sido incluidas para ubicar los cuadrantes que clasifican a
los flavonoides como buenos o malos aceptores y donadores de electrones

Se encontraron 4 valores negativos de EA en fase gas correspondientes a los flava-
noles catequina, epicatequina, gallocatequina y a Trolox, los cuales fueron omitidos
en el grafico FEDAM, ya que poseen valores muy distintos a los encontrados en el
resto de flavonoides (tabla 4.5). Aunque no se encontré ninguna falla en los célculos,
esto podria deberse a una prediccion incorrecta de la funcional utilizada.

La actividad electro-donadora y electro-aceptora es aiin menos importante cuando
los flavonoides se encuentran solvatados, donde el comportamiento entre la mayoria
de ellos es incluso muy similar (figura 4.4). Catequina y epicatequina, al igual que el
Trolox, muestran atin una menor actividad electro-aceptora, ubicandose en el mapa
como los 3 puntos que distan del resto de puntos agrupados. Ademas se observa que
el Trolox es también mejor electro-donador que los flavonoides analizados.

Cabe resaltar que los valores de /E son menores en fase acuosa que en fase gas, asi
como los valores de EA son mayores (tabla 4.5), lo cual indicaria que los mecanismos
SET I y II se vuelven mas factibles al estar los flavonoides solvatados. Sin embar-
go, lo que muestra el mapa FEDAM es que su potencial como electro-donadores y
electro-aceptores es atn inferior al de F' y Na. En el trabajo de R. Johns (2014), se
reportaron resultados semejantes en compuestos como vitamina C, resveratrol, acido
xanturénico, entre otros. '’ Este mapa es 1til para comparar de forma cualitativa y

rapida el potencial antioxidante entre compuestos al reaccionar por la via SET.
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Figura 4.4: FEDAM de los flavonoides en fase acuosa. Las lineas que cruzan en la
unidad de ambos ejes han sido incluidas para ubicar los cuadrantes que clasifican a
los flavonoides como buenos o malos aceptores y donadores de electrones

En la tabla 4.6 se muestran los valores de /E y PDFE obtenidos en fase gas y fase
acuosa, los cuales estan relacionados con el mecanismo SEPT. Para que una reaccién
antioxidante pueda llevarse a cabo mediante esta via, es necesario que la molécula
antioxidante inicialmente posea un bajo valor de IE para el primer paso de reaccién
(reaccion tipo SET), y que el producto radical catiénico resultante, o intermedio de
reaccion, posea un bajo valor de PDE para el segundo paso de desprotonacion.

Todos los flavonoides analizados presentan valores de [E superiores al de Trolox
en ambos medios. En fase gas, la capacidad de donar un electrén se ordena como: iso-
quercetina >quercetina 3-O-robinobidsido >rutina >luteolina 7,3’-diglucésido >quer-
cetina. Los valores de PDE son inferiores al de trolox en ambos medios, exceptuando
al de luteolina 7,3’-diglucésido en fase gas. Se observa que el segundo paso de reac-
cién es energéticamente mas factible que el primero, ya que todos los valores de PDFE
son mucho menores a los de TE.

En fase acuosa, los valores de [F disminuyen en un rango de 29.4-49.3 kcal /mol
(figura 4.5), de modo que la via SET es mas facilmente influenciada por la solva-
tacién con agua que la via HAT. La polaridad del medio favorece la formacién de
especies ionizadas y facilita la transferencia de un electréon a una especie radica-
laria. Los radicales catiénicos son més estables en solventes polares como el agua.
Los flavonoides con mayor capacidad de donar un electrén en este medio se ordenan

como: quercetina >robinetina >tangeretina >epicatequina >gallocatequina >cate-
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Tabla 4.6: [E y PDE (en kcal/mol) de los sitios activos de los flavonoides

Flavonoide Posicién = PDE

Gas Acuosa Gas  Acuosa
Catequina 4 232.24 187.85 47.51  142.57
Epicatequina 4 229.57 187.49 50.67 142.40
Gallocatequina 4 230.82 187.66 49.75 140.03
Taxifolina, 4 238.48 189.14 41.96 141.91
Kaempferol 3 234.70 190.68 44.51 137.82
Nicotiflorina, 4 231.60 195.56 58.00 143.24
Robinetina 4 226.98 185.78 53.35 141.79
Quercetina 4 223.58 184.83 54.78 144.83
Isoquercetina 4 220.13 188.89 58.97 142.07
Quer. 3-O-neo. 4 234.45 190.95 46.93 140.93
Quer. 3-O-rob. 4 221.26 189.96 58.24 141.29
Rutina 4 221.96 190.81 57.89 141.07
Homoorientina 4 229.77 190.16 49.69 140.69
Lut. 7,3’-di-O-g. 4 223.22  193.79 62.91 140.02
Vitexina 4 233.44 199.19 55.37 137.68
Isovitexina, 5 230.97 196.77 54.77 138.43
Tangeretina - 234.73  187.36 - -
Daidzeina 4 232.93 190.39 54.99 145.62
Genisteina, 4 230.96 189.83 56.85 145.85
Gliciteina 4’ 231.46 193.10 56.29 142.80
Trolox 6 218.57 175.80 60.99 150.64

quina. Estos resultados indican que la actividad de quercetina en fase acuosa se ve
favorecida por sobre el resto de flavonoides; en cambio, el aumento de la actividad de
los glicésidos de quercetina no es muy grande en comparaciéon con la de robinetina,

tangeretina y los flavanoles, reemplazandolos como mejores candidatos antioxidantes
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Figura 4.5: Variacion de los IE de fase gas a fase acuosa
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Los valores de PDE en fase acuosa aumentan abruptamente en un intervalo de
77.1-100 kecal/mol (figura 4.6). Una vez que las especies radicalarias cationicas se han
formado en agua, el requerimiento energético para desprotonarse y neutralizarse es
mas alto que cuando no se encuentran solvatadas. Esto puede explicarse del mismo
modo que en los casos anteriores. La polaridad del agua hace que los radicales catio-
nicos encuentren una estabilidad de la cual seria energéticamente mas costoso salir.
De esta manera, la solvatacion con agua hace que el mecanismo SEPT se vuelva
menos accesible.
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Figura 4.6: Variacion de los PDE de fase gas a fase acuosa

Se observa que a medida que los flavonoides son mas propensos a donar un elec-
tron, la energia requerida para desprotonarse desde su forma radicalaria tiende a
aumentar. Segun la tabla 4.6, gallocatequina y robinetina son flavonoides que ten-
drian la mas alta probabilidad de reaccionar mediante el mecanismo SEPT en fase
acuosa, ya que para ambos pasos de reaccion requieren de menores energias que el
resto de flavonoides.

En la tabla 4.7 se muestran los valores de PA y ETFE obtenidos en fase gas y
fase acuosa, los cuales estan relacionados con el mecanismo SPLET. Para que una
reaccion antioxidante pueda llevarse a cabo mediante esta via, es necesario que la
molécula antioxidante posea inicialmente un bajo valor de PA para el primer paso de
reaccién, y que el anién resultante (o intermedio de reaccién), posea un bajo valor
de ETFE para el segundo paso, en el cual ejerce su funciéon antioxidante.

A diferencia del mecanismo SEPT, donde el segundo paso de reaccién no es el que
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Tabla 4.7: PAy ETE (en kcal/mol) de los sitios activos de los flavonoides

Flavonoide Posicién pA ETE

Gas Acuosa Gas Acuosa
Catequina 4 160.30 169.87 119.45 160.54
Epicatequina 4 164.07 169.93 116.17 159.96
Gallocatequina 4’ 167.12 170.48 113.45 157.20
Taxifolina 4 163.68 169.25 116.75 161.80
Kaempferol 3 161.99 168.80 117.23 159.70
Nicotiflorina 4 150.78 170.31 138.82 168.49
Robinetina 4 163.45 167.79 116.88 159.78
Quercetina 4’ 160.27 167.61 118.08 162.05
Isoquercetina 4’ 160.82  165.27 118.28 165.69
Quer. 3-O-neo. 4 150.72 167.13 130.67 164.75
Quer. 3-O-rob. 4 156.58 166.86 122.92  164.39
Rutina 4 160.78  167.37 119.07 164.51
Homoorientina 4 159.76  166.87 119.70 163.97
Lut. 7,3’-di-O-g. 4’ 161.25 170.55 124.89 163.26
Vitexina 4 155.85  169.07 132.96 167.80
Isovitexina 5 164.20 164.86 121.54 170.34
Tangeretina - - - - -
Daidzeina 4 175.61 173.46 112.30 162.55
Genisteina 4 177.00 173.43 110.81 162.25
Gliciteina 4 176.21 173.47 111.54 162.42
Trolox 6 180.35 177.26  99.22  149.18

ejerce la actividad antiradicalaria y depende en gran medida del medio de reaccién,
en el mecanismo SPLET, el segundo paso de reaccién si ejerce esta actividad y
depende de la cantidad de formas aniénicas presentes. De esta forma, la naturaleza
y pH del solvente ejercen un efecto muy importante al momento de definir si los
flavonoides reaccionaran con los radicales libres desde su forma aniénica o neutra,
considerando que sus valores de pKa estdan comprendidos entre 6.5 y 8.5 en medio
acu0so.%’

Se encontré que todos los flavonoides presentan valores de PA inferiores al de
Trolox en ambos medios de reaccion, aunque sucede de manera inversa con los valores
de ETE, donde todos resultan ser superiores. Los flavonoides con mayor capacidad
de desprotonacion en fase gas son quercetina 3-O-neohesperidésido y nicotiflorina.
Por otro lado, los que tienen mayor capacidad de donar un electrén desde su forma
anionica en fase gas son las isoflavonas y el flavanol gallocatequina.

La tendencia a perder un proton en fase acuosa no es la misma en todos los casos.
En la mayoria de flavonoides aumentan los valores de PA en un rango de 0.66-19.5
kcal/mol, aunque en las isoflavonas (daidzeina, genisteina, gliciteina) y en el Trolox

disminuyen hasta 3.6 kcal/mol, tal como se muestra en la (figura 4.7). El segundo
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caso concuerda con lo mencionado anteriormente sobre la solvatacion con agua y la
formacion de especies cargadas, pero es probable que no sea igual en todas las clases

de flavonoides debido a efectos de sus pKa.
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Figura 4.7: Variacién de los PA de fase gas a fase acuosa

Por otro lado, la solvatacion con agua dificulta la tendencia de las formas anioni-

cas a donar un electrén, aumentando los valores de ETE en un rango de 29.7-51.4

kcal/mol (figura 4.8).
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Figura 4.8: Variacion de los ETE de fase gas a fase acuosa

Los flavonoides con mayor capacidad de desprotonacion en fase acuosa se orde-
nan como: isovitexina >isoquercetina >quercetina 3-O-robinobidsido >homoorienti-

na >quercetina 3-O-neohesperidésido >rutina >quercetina >robinetina. Se observa
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que los glicosidos de flavonoides son los que tienden a perder un protén con mayor
facilidad. Por otro lado, los flavonoides aniénicos con mayor capacidad de donar un
electrén en este medio son gallocatequina >kaempferol >robinetina >epicatequina
>catequina.

Al igual que en la via SEPT, se observa que a medida que los flavonoides son
mas propensos a desprotonarse, la energia requerida para donar un electrén desde
su forma anidnica tiende a aumentar. Segtin la tabla 4.7, robinetina, kaempferol
y quercetina son los flavonoides que tienen la més alta probabilidad de reaccionar
mediante el mecanismo SPLET en fase acuosa, ya que mantienen los menores valores
de PA y ETE frente al resto de flavonoides.

Se comparo la factibilidad energética de las diferentes vias de reaccion segin los
valores de las propiedades ya analizadas. La ruptura homolitica o heterolitica de los
sitios activos depende en gran medida del medio donde se desenvuelve la reaccién.
Los valores de BDE en ambas fases son significativamente menores a los de [F' y PA
(y ETE), lo cual indica que es més factible que el mecanismo HAT se lleve a cabo por
sobre el mecanismo SET, SEPT y SPLET, desde el punto de vista termodinamico.

A pesar de que la solvatacion con agua hace que la via SET sea més accesible,
las energias requeridas para la desprotonacién de los flavonoides (PA) son més bajas
que las requeridas para la donacién de un electrén (/E) cuando estos se encuentran
en su forma neutra. Ademas, la tendencia de los flavonoides de donar un electrén es
energéticamente mas factible en su forma aniénica que en su forma neutra, ya que los
valores de E'TE son también menores a los de [E. Por lo tanto, la via SPLET puede
ser priorizada por sobre la via SET y SEPT tanto en fase como en fase acuosa. Esto
coincide con la evaluacion cualitativa del mapa FEDAM, la cual mostré que estos
flavonoides tienen un potencial bajo como sélo donadores o aceptores de electrones
desde su forma neutra.

Se debe considerar que los flavonoides tienen la posibilidad de reaccionar por
cualquiera de los mecanismos antioxidantes, pero la velocidad de reaccién no seria la
misma por todas las vias debido a su factibilidad energética. Por ello, su capacidad
antioxidante depende principalmente del mecanismo de reacciéon priorizado.

Existen algunos reportes tedricos donde se ha encontrado que la transferencia de

un atomo de H es posible también desde la forma aniénica de los flavonoides, y que
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este paso requiere de menores energias que ETFE al encontrarse en solucion con agua
o etanol. Este mecanismo ha sido presentado en la revisién de A. Galano (2015)
como la via SPLEHAT.® Sin embargo, existe atin muy poca informacién donde la
validen.

Se ha observado que entre los flavonoides analizados, los que tienen una alta
capacidad de transferir un atomo de H tienen también una alta capacidad de donar
un electrén. Este es el caso de los flavanoles catequina, epicatequina y gallocatequina,
y los flavonoles quercetina y robinetina.

En comparacion con el estandar antioxidante Trolox, estos flavonoides muestran
en general requerimientos energéticos superiores para ejercer una actividad antioxi-
dante mediante las diferentes vias de reaccién, tanto en fase gas como en fase acuosa.
Unicamente los pasos de desprotonacién (PA y PDEFE) de las vias SPLET y SEPT en
fase gas logran ser energéticamente mas faciles de llevarse a cabo que en el Trolox;
aunque, ambos pasos no son tan importantes si las propiedades IE' y ETFE, que son
las asociadas a la actividad antiradicalaria, tienen requerimientos energéticos muy

elevados.

4.5. Correlacion de las propiedades calculadas con
porcentajes de actividad antioxidante repor-
tados experimentalmente

A fin de complementar los resultados obtenidos, se extrajeron datos experimen-
tales de los porcentajes de actividad antioxidante reportados en algunos flavonoides
(%AA) y se compararon con las propiedades calculadas, mediante un analisis de
correlacion lineal simple de Pearson. Los valores experimentales fueron sacados de
un estudio realizado por S. Burda y W. Oleszek en el 2001 (tabla 4.8), donde se mide
la inhibicién de la oxidacién de dcido linoleico/S-caroteno en una emulsién acuosa

mediante un ensayo espectrofotométrico.
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Tabla 4.8: %AA experimentales reportados en algunos de los flavonoides analizados
y las correspondientes BDE, ETFE, IE calculadas computacionalmente

Flavonoide @ BDE ETE IE NAA

Trolox 75.73 149.18 175.80 95.8
Kaempferol 77.79 159.70 190.68 65.3
Robinetina ~ 76.87 159.78 185.78  61.7
Quercetina 7895 162.05 184.83 63.6
Daidzeina 85.30 162.55 190.39 32.9

Se seleccionaron los datos de este estudio experimental por sobre otros ensayos
debido a la mayor cantidad de flavonoides analizados y la similitud del solvente
utilizado, asi como por ser un ensayo que no se basa en un mecanismo de reaccién
particular sino en la inhibicion de la oxidaciéon en general.

Cuando se relacionan las propiedades de reactividad tedricas frente a los %AA, la
mejor relacion se obtiene con los BDE calculados (figura 4.9), mostrando la correla-
cién inversa més fuerte (r=-0.8865), donde existe una relacién alta entre las menores
energias requeridas para la transferencia de un atomo de H y la més alta actividad
antioxidante.
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Figura 4.9: Correlacién de los BDE calculados con algunos %AA experimentales
reportados en una emulsiéon acuosa.

En el caso de los valores de ETE (figura 4.10), se obtiene también una correla-
cién inversa fuerte importante (r=-0.8751), pero inferior a la anterior presentada.
Como se menciond, la factibilidad del mecanismo SPLET depende de la cantidad
de formas anidnicas presentes, de modo que al encontrarse una mayor cantidad de

formas neutras, el mecanismo HAT estaria priorizado. Sin embargo, no hay una gran

Publicacién autorizada con fines académicos e investigativos

En su investigacion no olvide referenciar esta tesis




REPOSITORIO DE UNIVERSIDAD

CATOLICA
TESIS UCSM — DE SANTA MARIA

variacion entre ambas relaciones ya que, de acuerdo a los resultados de la tabla 4.4
y 4.7, la capacidad de cada flavonoide es similar al actuar por cualquiera de estas

dos vias de reaccién.
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Figura 4.10: Correlaciéon de los ETFE calculados con algunos %A A experimentales
reportados en una emulsién acuosa.

Cuando se analizan los valores de [E (figura 4.11), se encuentra una correlacién
inversa importante (r=-0.8452), pero inferior a la presentada con BDE y ETE, donde
la presencia del mecanismo SET no prevalece por encima de los otras vias, pero
mantiene también una alta relacién con la actividad antioxidante de estos flavonoides.

En efecto, el orden en el que se puede clasificar a los flavonoides analizados segiin
su actividad es similar en las diferentes vias de reaccion en este caso; sin embargo,
las pequenas variaciones que se encuentran dependiendo de cada via explican los
resultados de correlacion obtenidos. Ademas, la mas alta relacion encontrada con los
valores de BDFE concuerda con la mayor factibilidad energética del mecanismo HAT
frente al resto de mecanismos en medio acuoso y bajo las condiciones determinadas.
Sin embargo, no se excluye la posibilidad que las diferentes reacciones coexistan en

un experimento dado.
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Figura 4.11: Correlacién de los IE calculados con algunos %AA experimentales re-
portados en una emulsién acuosa.

4.6. Evaluaciéon de indices de reactividad global

Los indices de reactividad calculados a partir de los valores de IE y EA (tabla 4.9
y 4.10) permitieron predecir la reactividad global de estas moléculas, principalmente

en términos de blandura quimica, electronegatividad y electrofilicidad.

Tabla 4.9: Indices de reactividad global (en eV) en fase gas

Flavonoide I X n S w

Catequina -4.7837 4.7837 5.2872 0.0946 2.1641
Epicatequina -4.6509 4.6509 5.3040 0.0943 2.0392
Gallocatequina  -4.4514 4.4514  5.5578 0.0900 1.7826
Taxifolina -5.4918 5.4918 4.8497 0.1031 3.1094
Kaempferol -5.4900  5.4900 4.6877 0.1067 3.2148
Nicotiflorina -5.7249 5.7249 4.3184 0.1158 3.7948
Robinetina -5.3290 5.3290 4.5136 0.1108 3.1458
Quercetina -5.1263 5.1263 4.5690 0.1094 2.8758
Isoquercetina -5.0453 5.0453  4.5003 0.1111 2.8282

Quer. 3-O-neo. -5.8525 5.8525 4.3144 0.1159 3.9695
Quer. 3-O-rob. -5.6876 5.6876 3.9072 0.1280 4.1397
Rutina -5.0240 5.0240 4.6012 0.1087 2.7428
Homoorientina -5.7765 5.7765 4.1871 0.1194 3.9847
Lut. 7,3’-di-O-g. -5.1671 5.1671 4.5129 0.1108 2.9580

Vitexina -5.3748 5.3748 4.7482 0.1053 3.0420
Isovitexina -5.7956  5.7956 4.2201 0.1185 3.9796
Tangeretina -5.4179 54179 4.7609 0.1050 3.0827
Daidzeina -5.2239  5.2239 4.8769 0.1025 2.7978
Genisteina, -5.0751 5.0751 4.9401 0.1012 2.6069
Gliciteina -5.1578 5.1578 4.8791 0.1025 2.7263
Trolox -4.1646 4.1646 5.3136 0.0941 1.6321
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Estos resultados muestran que el flavonoide més propenso a reaccionar y esta-
bilizarse cuando se agrega una carga al sistema (valores de S) es quercetina 3-O-
robinobidsido en fase gas, y robinetina y quercetina en fase acuosa. Estos flavonoides
son los que también presentan una alta afinidad electrénica y electrofilicidad en cada
caso. Asi mismo, los valores de 1 son inversos a los valores de S, por lo que segin
estos indices, los flavanoles presentan la mayor dureza quimica (estabilidad), siendo
comparable a la del Trolox en fase gas y fase acuosa. Los flavonoides vitexina, isovi-
texina y gliciteina se vuelven también menos propensos a reaccionar en solvatacion

con agua.

Tabla 4.10: Indices de reactividad global (en V) en fase acuosa

Flavonoide i X n S w

Catequina -4.6206 4.6206 3.5253 0.1418 3.0281
Epicatequina -4.6485 4.6485 3.4818 0.1436 3.1031
Gallocatequina  -5.3314 5.3314 2.8061 0.1782 5.0645
Taxifolina -5.3687 5.3687 2.8333 0.1765 5.0866
Kaempferol -5.4189 5.4189 2.8499 0.1754 5.1519
Nicotiflorina -5.5614 5.5614 2.9191 0.1713 5.2977
Robinetina -5.3421 5.3421 2.7140 0.1842 5.2576
Quercetina -5.2725 5.2725 2.7425 0.1823 5.0682
Isoquercetina -5.3859  5.3859 2.8051 0.1782 5.1707

Quer. 3-O-neo. -5.4506 5.4506 2.8298 0.1767 5.2492
Quer. 3-O-rob. -5.4248 5.4248 2.8124 0.1778 5.2319
Rutina -5.3938 5.3938 2.8806 0.1736 5.0497
Homoorientina  -5.3680 5.3680 2.8781 0.1737 5.0061
Lut. 7,3’-di-O-g. -5.4716 5.4716 2.9320 0.1705 5.1056

Vitexina -5.5561 5.5561 3.0817 0.1622 5.0087
Isovitexina -5.4940 5.4940 3.0385 0.1646 4.9670
Tangeretina -5.3505 5.3505 2.7742 0.1802 5.1596
Daidzeina -5.3105 5.3105 2.9455 0.1698 4.7872
Genisteina, -5.2368 5.2368 2.9952 0.1669 4.5781
Gliciteina -5.3523 5.3523 3.0212 0.1655 4.7410
Trolox -4.1943 4.1943 3.4293 0.1458 2.5650

La tendencia a atraer electrones (valores de x) es superior en la mayoria de gli-
cosidos en comparacion con los aglicones, ordenandose en fase gas de la siguiente
forma: quercetina 3-O-neohesperidosido >isovitexina >homoorientina >nicotiflorina
>quercetina 3-O-robinobidsido. En fase acuosa, nicotiflorina es también el flavonoide

mas electronegativo junto con vitexina e isovitexina.
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4.7. Evaluaciéon del enlace de hidrégeno intramo-
lecular en el sitio activo

La estabilidad de los flavonoides radicalarios producidos en una reaccion antioxi-
dante es también un factor importante en la actividad antioxidante y en la seleccién
de compuestos mas eficientes. Una manera de evaluar la estabilidad de los flavonoides
radicalarios producidos en la via HAT fue mediante la determinacién de la longi-
tud del enlace de hidrégeno formado entre el O radicalizado y grupos OH vecinos
(figura 4.12). Los enlaces de hidrégeno intramoleculares ayudan a estabilizar a una
molécula, de manera que las distancias mas cortas entre O e H confieren una mayor

estabilidad. Segun la literatura, este tipo de enlaces tienen una longitud entre 1.4 a

3.5 A 101

. 2.2210A
.
.

. 21484 A

Gallocatequina Radical gallocatequina (4'-0)

2.1410A
\

9

9
i

Robinetina Radical robinetina (4'-0)

Figura 4.12: Longitudes de enlace de H intramolecular en el sitio activo de algunos
flavonoides representativos en fase acuosa

Se ha observado que los sitios activos distintos al 4’-OH no presentan OH vecinos,
como en el caso de kaempferol (3-OH) e isovitexina (5-OH). Ademas, los sistemas

que tienen como sitio activo al 4’-OH, pero no presentan OH vecinos, como en el
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caso de las isoflavonas, el derivado glicosidico de kaempferol, y las flavonas luteolina
7,3’-diglucésido y vitexina, no tienen la posibilidad de formar enlaces de hidrégeno
intramoleculares. Todos estos flavonoides, con excepcion de kaempferol, son justa-
mente los que presentan menos de 4 grupos OH fendlicos y tienen menor capacidad
de transferir un a&tomo de H (BDE>80 kcal/mol en fase gas y >83 kcal/mol en fase
acuosa). Al no lograr una mayor estabilizacion con este tipo de enlaces, su actividad
se ve afectada (tabla 4.4).

Los grupos OH distintos al del sitio activo también tienen dificultad de formar
un enlace de hidrégeno intramolecular debido a la orientacién poco favorable de los
hidrégenos vecinos o a la ausencia de estos, por lo cual sus valores de BDE también
son mayores y tienen menor posibilidad de estabilizarse. Por otro lado, las distancias
entre los O radicalizados y grupos OH de los glicidos son superiores a 3.5 A a en
ambos medios.

Segun el anexo A figuras A.7 a A.44, de los sistemas analizados, sélo los que
tienen como sitio activo al grupo 4’-OH y presentan un OH vecino en las posicion 3’
(estructura de un catecol) o también en la posicién 5 (estructura de un pirogalol)
del anillo B son capaces de formar un enlace de hidrégeno. De acuerdo a esto, solo
los flavanoles (catequina, epicatequina, gallocatequina), homoorientina, taxifolina,
flavonoles como robinetina, quercetina y sus derivados glicosidicos son capaces de
formar enlaces de hidrégeno intramoleculares.

En la tabla 4.11 se comparan las distancias obtenidas en las estructuras iniciales
y las estructuras radicalarias neutras de los flavonoides que forman dicho enlace
de hidrogeno intramolecular. Las distancias iniciales se encuentran en un rango de
2.13-2.18 A en fase gas; sin embargo, en las estructuras radicalarias, estos enlaces se
vuelven més fuertes, ya que los dtomos logran acercarse entre 0.10-0.11 A mas.

Cuando los flavonoides se encuentran en fase acuosa, las distancias en las estruc-
turas iniciales son superiores, oscilando entre 2.18-2.22 A. Ademas, el acercamiento
entre atomos que se obtiene tras su radicalizacion es inferior al de fase gas, entre
0.04-0.07 A més que al inicio. Esto indica que la estabilizacién mediante enlaces de
H intramoleculares es menos importante en fase acuosa que en fase gas. En la figura
4.13 se muestra también la relacién encontrada entre la reduccién de las longitu-

des de estos enlaces (acercamiento entre dtomos) con los correspondientes valores
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Tabla 4.11: Longitud del enlace de hidrégeno intramolecular en el sitio activo de los
flavonoides que presentan un grupo OH vecino

. Longitud Longitud Reduccion
Flavonoide POS].CIOH OH —g— OH OH —g -0° enlace BDE
radical fase acuosa
Gas Acuosa Gas Acuosa Gas Acuosa
Catequina 4 2.1317 2.1865 2.0289 2.1190 0.1027 0.0675 79.71
Epicatequina 4 2.1381 2.1829 2.0313 2.1334 0.1068 0.0495 79.19
Gallocatequina 4’ 2.1722  2.2201 2.0302 2.1410 0.1421 0.0791 76.97
Taxifolina 4’ 2.1340 2.1811 2.0304 2.1364 0.1036  0.0447 80.35
Robinetina, 4’ 2.1799 2.2210 2.0393 2.1484 0.1406 0.0726 76.87
Quercetina 4 2.1406  2.1832 2.0317 2.1276 0.1089  0.0556 78.95
Isoquercetina 4 2.1407 2.1891 2.0280 2.1388 0.1127  0.0503 80.25
Quer. 3-O-neo. 4 2.1444 2.1808 2.0333 2.1324 0.1111 0.0484 81.18
Quer. 3-O-rob. 4’ 2.1398  2.1930 2.0309 2.1396 0.1088 0.0534 80.54
Rutina 4’ 2.1427 2.1814 2.0305 2.1330 0.1122 0.0484 81.18
Homoorientina 4’ 2.1384 2.1906 2.0352 2.1361 0.1032 0.0545 80.14

de BDE de los flavonoides en fase acuosa. Se ha calculado una correlacién inversa

fuerte (r=-0.8442), donde existe una relacién alta entre el mayor acercamiento de

los atomos de O e H con los menores valores de BDE. Por lo tanto, los flavonoides

que logran estabilizarse mediante una mayor reduccién de sus longitudes de enlace

(interaccién més fuerte) son también los de mayor actividad al reaccionar por la via

HAT.
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Figura 4.13: Correlacién entre la reduccién de la longitud del enlace de hidrégeno
intramolecular en el sitio activo con los BDFE calculados

Cabe resaltar que, aunque el Trolox no presenta OH vecinos, su BDE en fase

acuosa es aun inferior a los de los flavonoides analizados, por lo que esta relacién

debe considerarse solo como un factor de estabilizaciéon entre varios mas. Otros es-

Publicacién autorizada con fines académicos e investigativos

En su investigacion no olvide referenciar esta tesis




UNIVERSIDAD

REPQSITORIO DE CATOLICA

TESIS UCSM < DE SANTA MARIA

tudios deducen que la formacion de enlaces de hidrégeno con las moléculas del agua
(intermoleculares) es priorizada por sobre la de los intramoleculares debido a la po-
laridad del medio; de forma que, estos enlaces pueden contribuir a la estabilizacion
de las moléculas radicalarias de igual manera.

Ademas, algunos estudios mencionan que es posible que en un solvente coexista
mas de un conférmero estable de algunos flavonoides, como en el caso de epicate-
quina, quercetina y algunos de sus glicosidos. Estos conférmeros se diferencian en la
orientacién de los H presentes en las posiciones 3’ y 4’, donde en algunos casos no
existe la formacion de un enlace de hidrégeno intramolecular entre estos grupos OH.
Se ha reportado que la desprotonacién de aquellos conféormeros ocurre en el 7-OH,
ya que la estabilizacién en su forma aniénica no esta favorecida por un enlace de H
en el catecol, como en los casos observados en este estudio. Sin embargo, se ha visto
que el ETE hallado en la posicién 7 de aquellos conférmeros aniénicos es mucho
mayor. Es por esto que su capacidad antioxidante depende también en este caso de

la concentracién de los diferentes conférmeros. 37

4.8. Evaluacion de la distribucion de la densidad
de espin

Otra forma de evaluar la estabilidad de los flavonoides radicalarios fue mediante la
distribucién de la densidad de espin (anexo B figuras B.1 a B.6). Esta permite medir
la capacidad de una molécula radicalaria de deslocalizar el electron desapareado a
lo largo de su estructura, encontrandose un valor maximo de densidad de espin en
el a&tomo o region que tiene mayor probabilidad de contener al electrén desapareado
y que permanece mas reactivo. Los flavonoides radicalarios que poseen inferior den-
sidad de espin en este atomo, en comparacion con el resto de sistemas, son los mas
estables.

En la tabla 4.12 y 4.13 se muestran los dtomos mas reactivos, en los cuales se
encuentra la densidad de espin maxima de cada flavonoide radicalario. En tendencia,
existe una mayor deslocalizacion electréonica en fase acuosa, ya que la mayoria de
valores de densidad de espin en estos dtomos disminuyen independientemente de la

via de reaccién seguida; por lo tanto, la estabilidad también aumenta. Algunos de
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estos resultados coinciden con la disminucion de los valores de IE en el caso de la
via SET (tabla 4.6), pero no con los de BDE en la via HAT (tabla 4.4), donde por
lo contrario existe un ligero aumento al encontrarse en un ambiente polar. Ademas,

todos los valores son inferiores al del Trolox en este solvente.

Tabla 4.12: Densidad de espin del 4tomo més reactivo en los flavonoides radicalarios

neutros
Flavonoide / Atomo. Densidad de espin
mas reactivo Cas Acuosa,
Catequina 4-0 0.3072 0.2845
Epicatequina 4-0 0.3105 0.2840
Gallocatequina 4-0 0.3230 0.3003
Taxifolina 4-0 0.3072 0.2862
Kaempferol 3-0 0.2941 0.2928
Nicotiflorina, 4-0 0.3384 0.2937
Robinetina, 4-0 0.2912 0.2752
Quercetina 4-0 0.2700 0.2553
Isoquercetina 4-0 0.2768 0.2674
Quer. 3-O-neo. 4-0 0.2826 0.2680
Quer. 3-O-rob. 4-0 0.2802 0.2588
Rutina 4-0 0.3007 0.2686
Homoorientina 4-0 0.2819 0.2634
Lut. 7,3’-di-O-g. 4-0 0.3025 0.2666
Vitexina 4-0 0.3301 0.2891
Isovitexina C8 0.2945 0.2526
Tangeretina - - -
Daidzeina, 4-0 0.3419 0.2975
Genisteina, 4-0 0.3417 0.2967
Gliciteina 4-0 0.3404 0.2980
Trolox 6-O 0.3184 0.3316

En el anexo C figuras C.1 a C.13 se muestran las regiones donde se encuentra
una mayor probabilidad de encontrar al electron desapareado. Se observa que los
flavonoides radicalarios neutros, producidos en las vias HAT, SEPT Y SPLET, se
caracterizan por distribuir una mayor densidad de espin a lo largo del anillo B (figura
4.14), por lo que hacen que esta zona se mantenga mas reactiva. En cambio, en los
flavonoides radicalarios cationicos, producidos en la via SET, una mayor distribucion
se expande a lo largo del anillo B o C, dependiendo de cada flavonoide (figura 4.15).

En los mecanismos HAT, SEPT y SPLET el electrén desapareado tiene una ma-
yor probabilidad de permanecer en el O radicalizado en ambos medios (tabla 4.12
y figura 4.14). Los flavonoides radicalarios neutros que presentan mayor estabilidad
por deslocalizacion electrénica en fase acuosa se ordenan como: quercetina >quer-

cetina 3-O-robinobiésido >homoorientina >luteolina 7,3’-diglucésido >quercetina
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Figura 4.14: Distribucién de la densidad de espin de algunos flavonoides radicalarios
neutros

3-O-neohesperidosido >rutina >robinetina.

Por otro lado, en el mecanismo SET, el electron desapareado tiene una mayor
probabilidad de reubicarse en un C distinto, donde la posicion parece depender de
la clase estructural a la que pertenece cada flavonoide (tabla 4.13 y figura 4.15).
Esto puede deberse a que los radicales catiénicos producidos en esta via tienden a
reorganizar su estructura para formar carbocationes mas estables, hasta encontrar
un estado con un mayor efecto de resonancia (figura 4.16) e impedimento estérico.3®

La presencia del doble enlace C2=C3 y del grupo oxo C4=0 en el anillo C, y
la sustitucién del grupo fenilo en C2 o C3 parecen intervenir en la deslocalizacion
electréonica de las especies cargadas. En fase acuosa, la prediccién del dtomo mas
reactivo ya no es tan desordenada, ya que en varios sistemas tiende a permanecer
en el C unido al O radicalizado (C4’ en la mayoria de casos). Al parecer, con la po-

laridad del agua la deslocalizacion electronica no necesita un mayor reordenamiento

estructural del carbocation para estabilizarse.
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Tabla 4.13: Densidad de espin del 4tomo més reactivo en los flavonoides radicalarios
catiénicos

Atomo . ;
Flavonoide mas reactivo Densidad de espin
Gas Acuosa Gas Acuosa

Catequina (078 C4’ 0,2171 0.2164

Epicatequina C10 Cq’ 0.3927 0.2180
Gallocatequina Cq Ccq4’ 0.3034 0.2869

Taxifolina, Cq Cq 0.2159 0.2128
Kaempferol C3 C3 0.2616 0.2755
Nicotiflorina C8 C3 0.3498 0.2707
Robinetina C3 Cq4’ 0.2304 0.2318
Quercetina C3 C3 0.2474 0.2474
Isoquercetina C3 Cq 0.2633 0.2011

Quer. 3-O-neo. C3 c4 0.1831 0.1980
Quer. 3-O-rob. C3 C4’ 0.2609 0.1995
Rutina C3 (673 0.2992 0.1988
Homoorientina C3 (0% 0.3495 0.2026
Lut. 7,3’-di-O-g. C3 cr 0.3108 0.2121

Vitexina C3 C8 0.3853 0.4205
Isovitexina C8 C8 0.3802 0.4231
Tangeretina C3 Ch 0.3814 0.1896
Daidzeina Cr’ cr 0.1733 0.2188
Genisteina cr cr 0.1666 0.2126
Gliciteina Cr C6 0.1664 0.2152
Trolox C6 C6 0.2208 0.2231

En efecto, los radicales cationicos son mas estables que los radicales neutros, ya
que logran deslocalizar con mayor facilidad al electrén desapareado a lo largo de su
estructura, lo cual hace que la densidad de espin del &tomo mas reactivo sea inferior.
Esto tiene sentido si las formas radicalarias neutras tienen la posibilidad de alcan-
zar estructuras atin mas estables, como las quinonas, tras una segunda reaccién con
especies radicalarias; tema que podria ser discutido en futuras investigaciones. Ade-
mas, estos resultados muestran que los sistemas radicalarios se vuelven més estables
si el electron desapareado tiende a alojarse en un atomo de C que si permanece en el
O. Los flavonoides radicalarios cationicos con mayor capacidad de estabilizarse por
deslocalizacion electrénica en fase acuosa se ordenan como: tangeretina >quercetina
3-O-neohesperidésido >rutina >quercetina 3-O-robinobidsido.

Las formas radicalarias de los glicésidos de quercetina, homoorientina y luteolina
7,3’-diglucésido son los que, mediante deslocalizacion electrénica, logran una mayor
estabilizacion en fase acuosa como productos de todas las vias de reaccién analizadas.
Por otro lado, las formas radicalarias neutras de las isoflavonas y la de nicotiflorina

son las que presentan menor estabilidad en fase acuosa, ya que no poseen un enlace
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Figura 4.15: Distribucién de la densidad de espin de algunos flavonoides radicalarios
cationicos en fase acuosa

de H intramolecular en su sitio activo y tienen los mas elevados valores de densidad
de espin en el atomo de mayor reactividad. Ademas, sus valores de BDFE son también
los més altos. La forma radicalaria neutra del flavanol gallocatequina, aunque tiene
uno de los mas bajos valores de BDE, presenta poca estabilidad por deslocalizacion
del electréon desapareado en fase acuosa con un valor de densidad de espin maximo
comparable al del Trolox.

En general, el grupo fenilo sustituido en C3 (en vez de C2) en las isoflavonas
parece no favorecer su actividad ni la estabilidad de sus formas radicalarias neutras;
pero, si logra una mejor estabilidad por deslocalizacion electrénica tinicamente en

sus formas radicalarias catiénicas.
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Figura 4.16: Estructuras resonantes de un flavonol radicalario catiénico simple

La relaciéon estructura-actividad de los flavonoides analizados es compleja. Se re-
quiere del andlisis de una mayor cantidad de flavonoides de las diferentes clases
estructurales para establecer una relacién nitida. Sin embargo, de acuerdo a los re-
sultados presentados hasta este punto, se ha logrado encontrar algunas semejanzas.

Los flavonoides que podrian exhibir la mas alta capacidad antioxidante en fase
acuosa mediante méas de una via de reaccién son catequina, epicatequina, gallocate-
quina, robinetina, quercetina y kaempferol. La presencia del grupo 3-OH que tienen
en comun estos flavanoles y flavonoles parece influir de forma positiva sobre su ac-
tividad en general, ya que los derivados glicosilados de quercetina y kaempferol,
carentes de este grupo OH, no mostraron los mismos resultados. Estos aglicones son
los que han mostrado menores requerimientos energéticos para ejercer una activi-
dad antiradicalaria; por lo tanto, pueden considerarse como los mejores candidatos
antioxidantes entre los flavonoides analizados. Ademas, las formas radicalarias neu-

tras de quercetina y robinetina son también las que presentan mayor estabilidad.
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La presencia o ausencia del C2=C3 y C4=0 no parece tener gran influencia en la
actividad, pero si en la estabilidad de los flavonoides resultantes.

Por otro lado, los flavonoides que podrian exhibir la mas baja capacidad an-
tioxidante en fase acuosa mediante mas de dos vias de reaccién son nicotiflorina,
isovitexina y vitexina. Estos tienen una estructura base muy similar que perjudica
su actividad en general: carecen de un grupo 3’-OH, sin la posibilidad de que su
sitio activo pueda formar un enlace de H, y ademads, poseen diferentes glicidos (un
disacarido unido a kaempferol y un monosacarido unido a apigenina en diferentes
posiciones para vitexina e isovitexina). Estos flavonoides glicosilados han mostrado
los mayores requerimientos energéticos para ejercer una actividad antiradicalaria,
por lo que pueden ser considerados como los peores candidatos antioxidantes entre
los flavonoides analizados. Ademas, la forma radicalaria neutra de nicotiflorina y
las formas radicalarias cationicas de vitexina e isovitexina son unas de las que pre-
sentan menor estabilidad. Cabe resaltar que la estructura molecular de nicotiflorina
es también una de las menos planas, ya que la disposicién del glicido (rutinosa)
se interpone frente al esqueleto benzopirano del kaempferol (anexo A figura A.1y
A.4). Esta caracteristica puede representar otro factor que afecta la actividad de este
derivado glicosilado, disminuyendo abruptamente en comparacién con la del aglicon.

Los flavonoides que muestran la mas alta actividad antioxidante en fase gas me-
diante més de una via de reacciéon son quercetina, isoquercetina y quercetina 3-O-
robinobiésido. Por otro lado, los que presentan la menor actividad en méas de una via
de reaccién son nicotiflorina y vitexina. En fase gas, la actividad de los flavonoides
varia mucho mas entre mecanismos, por lo que es atun dificil establecer semejanzas.

Los indices de reactividad aportaron mayor informacién acerca de la capacidad
de los flavonoides de actuar como aceptores de electrones. Estos indices coincidieron
con la alta reactividad de quercetina 3-O-robinobidsido en fase gas y de quercetina,
robinetina y tangeretina en fase acuosa al actuar como buenos donadores y aceptores
de electrones en el mecanismo SET. Ademéds, la elevada electronegatividad y elec-
trofilicidad de nicotiflorina y vitexina coinciden con su baja actividad antioxidante,
que aunque poseen una alta reactividad, al parecer ésta no se relaciona con las vias
de reaccion antioxidante mas relevantes.

La flavona tangeretina representa un caso particular entre los flavonoides anali-
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zados, ya que no posee ningin grupo OH, sino mas bien contiene 5 sustituyentes
metoxilo (O-CHj) en su estructura (anexo A figura A.3 y A.6). Debido a esto es que
las Unicas propiedades que lograron describir su actividad antioxidante fueron IFE,
FA y los descriptores de reactividad global. En la evaluacién del mecanismo SET
mostré una doble capacidad antiradicalaria en fase acuosa, siendo uno de los mejores
donadores y aceptores de electrones. Su valor de S coincide con que es uno de los
flavonoides més reactivos a la transferencia de carga. Ademas, la densidad de espin
calculada en el 4tomo més reactivo (C3 en fase gas y C5 en fase acuosa) muestra que
el radical catiénico producido en la via SET es el méas estable en este solvente. Los
efectos producidos por estos grupos metoxilo sustituidos no han sido investigados
aqui debido a que acarrea un andlisis particular del caso.

El flavanonol taxifolina mostré una actividad no muy relevante en comparacion
con los flavanoles y los aglicones de flavonoles. Este presenta un grupo 3-OH, un
grupo C4=0 y un enlace simple C2-C3, ademas del grupo 3’-OH al costado de
su sitio activo (anexo A figura A.1 y A.4. Al parecer esta configuracién particular
limita que su actividad antioxidante sea destacable, como lo es en otras estructuras
similares que presentan ademés un doble enlace entre C2 y C3 (flavonoles), o que
carecen de éste y del C4=0 al mismo tiempo (flavanoles).

Numerosas investigaciones habian ya comprobado la alta capacidad antioxidante
de los flavonoles quercetina y kaempferol.% En este estudio, se ha encontrado que
gallocatequina y robinetina, que han sido poco investigados debido a su ausencia en
la mayoria de fuentes naturales investigadas, muestran una alta actividad antioxi-
dante. Una caracteristica particular es la presencia estructural de un pirogalol en el
anillo B, donde su sitio activo forma un enlace de H con 5’-OH en lugar de hacerlo
con 3’-OH. Estos flavonoides podrian ser eficientemente utilizados como candidatos
antioxidantes y potencializar el uso de las hojas de A. muricata dentro del campo de
alimentos funcionales y suplementos antioxidantes. Este estudio incentiva a realizar
futuras investigaciones que respalden y amplien estos hallazgos.

Aunque no se ha encontrado una relacién clara entre la presencia, posicion o
cantidad de los glicidos unidos a los flavonoides con su actividad antiradicalaria,
en tendencia, se ha observado que los requerimientos energéticos de estos derivados

glicosilados son superiores a los de los aglicones en solvatacion con agua, e inde-
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pendientemente de la via de reaccion. El ejemplo mas visible es el de quercetina,
donde su correspondiente aglicon posee una elevada actividad en comparacion con
sus derivados glicosilados (sustituidos en la posicién 3). En fase gas, la actividad
antiradicalaria tiende a ser mas pareja, como en el caso de la donacién electrénica de
quercetina y sus glicoésidos desde su forma neutra; pero esta relacion sigue siendo atin
muy poco predecible en el resto de flavonoides. Algunas investigaciones mencionan
que las estructuras planares radicalarias, como las de los aglicones, tienden a ser mas
estables, ya que favorecen la deslocalizacion electrénica y las cargas negativas a lo
largo de una molécula, a diferencia de los flavonoides glicosilados. 3*

La capacidad antioxidante del grupo de flavonoides presentes en las hojas de A.
muricata ha sido evaluada mediante la reactividad y estabilidad de cada flavonoide
por separado, por lo que no se han considerado los efectos de sinergismo, aditivismo
o antagonismo que puede poseer un grupo de flavonoides al encontrarse en extractos
o mezclas. La falta de informacion acerca de la concentracién de cada flavonoide
en las hojas de esta planta es atin un limitante dentro del estudio de su actividad
antiradicalaria. Sin embargo, los resultados obtenidos en esta investigacion sirven
como base para evaluar tales efectos en la practica y pueden ayudar a interpretar
diferencias entre resultados experimentales.

Finalmente, a pesar de encontrarse una alta capacidad antioxidante en algunos
de los flavonoides presentes en las hojas de A. muricata, estos atin no superan la ca-
pacidad presentada por el estandar antioxidante Trolox, bajo los medios de reaccion

y condiciones utilizadas.
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Conclusiones

1. Las estructuras moleculares de partida de los 20 flavonoides presentes en las
hojas de A. muricata fueron generadas mediante herramientas computaciona-

les.

2. Las estructuras moleculares iniciales de los 20 flavonoides fueron optimizadas
bajo el enfoque del método DFT, obteniéndose los estados fundamentales que

aseguran su semejanza con moléculas reales.

3. Las estructuras aniénicas y radicalarias generadas en cada mecanismo de reac-

cién antioxidante fueron optimizadas bajo el mismo enfoque computacional.

4. Las propiedades de reactividad BDE, IE, EA, PDE, PA y ETFE fueron usadas
para describir la relacién estructura-actividad de los flavonoides en cada me-
canismo antioxidante desde un enfoque termodindmico, considerando también
los efectos de solvatacién en agua a 298.15 K y pH neutro. Se encontré que los
flavanoles catequina, epicatequina y gallocatequina, y los flavonoles robinetina,
quercetina y kaempferol son los que exhiben la mas alta capacidad antioxidante
en fase acuosa mediante mas de un mecanismo de reaccién, donde la presencia
de un catecol o pirogalol en el anillo B tiene una influencia favorable sobre
su actividad. Por otro lado, el flavonol nicotiflorina y las flavonas vitexina e
isovitexina mostraron la mas baja capacidad antioxidante en fase acuosa me-
diante mas de dos vias de reacciéon. Ademas, los flavonoides glicosilados en las
posiciones O3, C6, C8 y C3’ mostraron en general una capacidad antioxidante

inferior a la de los aglicones en solvatacion.

5. Se encontré una correlaciéon inversa fuerte entre las propiedades calculadas

y porcentajes de actividad antioxidante reportados experimentalmente. De
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acuerdo a estos resultados, los flavonoides analizados tienen una mayor facti-
bilidad de reaccionar mediante el mecanismo HAT en fase gas y en solvatacion

con agua, seguido del mecanismo SPLET y luego el mecanismo SET.

6. Los indices de reactividad global mostraron caracteristicas quimicas generales
de los flavonoides analizados, aportando mayor informacién acerca de la natu-
raleza de los flavonoides como aceptores de electrones, la cual en general tuvo
poca influencia sobre su capacidad antioxidante de acuerdo a lo evaluado en

las propiedades de reactividad intrinseca.

7. La reducciéon de la longitud del enlace de hidrégeno intramolecular en el si-
tio activo mostré una correlacién inversa fuerte con los bajos requerimientos
energéticos para la via HAT, donde la presencia del catecol o pirogalol en el
anillo B tiene también una influencia importante sobre la estabilidad de los

flavonoides radicalarios.

8. La distribucién de la densidad de espin en los flavonoides analizados es superior
en solvatacién con agua, donde los radicales catiénicos producidos en la via SET
muestran una mayor estabilidad por deslocalizacion del electron desapareado
que en los radicales neutros producidos en la via HAT. Quercetina y robinetina
son dos de los flavonoides que exhiben tanto una alta capacidad antioxidante

como una alta capacidad de estabilizacion luego de reaccionar.

9. En resumen, fue factible evaluar la capacidad antioxidante de los flavonoides
presentes en las hojas de A. muricata (Guandbana) mediante quimica compu-
tacional. Los resultados obtenidos pueden complementar actuales y futuros
estudios experimentales ya que enriquecen la interpretacion de los mismos a

nivel molecular.
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Recomendaciones

1. Trabajar con los estados de transicién de los flavonoides frente a diferentes
radicales libres, para calcular las correspondientes constantes de velocidad (k)

y evaluar la actividad antiradicalaria desde el punto de vista cinético.

2. Evaluar el efecto de solvatacion con medios menos polares, como metanol o
etanol, debido a que son utilizados en diferentes ensayos experimentales y en
la extraccién de flavonoides. Asi seria posible correlacionar mayor cantidad de

datos tedricos y practicos.

3. Evaluar los efectos de temperaturas cercanas a la fisiolégica sobre las propie-

dades analizadas y por ende sobre la actividad antioxidante.

4. Para evaluar la factibilidad de reacciéon frente a radicales libres especificos
desde el punto de vista termodinamico, es posible incluir términos energéticos
de diferentes radicales libres (productos-sustratos) dentro de las formulaciones
de las propiedades BDFE e IP. Recordando que la actividad obtenida a partir
de estas ecuaciones modificadas es proporcional a la que se obtiene si se trabaja

solo con las moléculas antioxidantes, como en este estudio.

5. Comparar los resultados obtenidos al trabajar con la funcional CAM-B3LYP,

con la cual se deben obtener también resultados muy exactos.
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Estructuras optimizadas
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A.1. Estructuras iniciales en fase gas

Figura A.1: Estructuras iniciales optimizadas en fase gas. Flavonoides: A) Catequina.
B) Epicatequina. C) Gallocatequina. D) Taxifolina E) Kaempferol. F') Nicotiflorina.
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Figura A.2: Estructuras iniciales optimizadas en fase gas. Flavonoides: A) Robineti-
na. B) Quercetina. C) Isoquercetina. D) Quercetina 3-O-neohesperidésido. E) Quer-
cetina 3-O-robinobiésido. F') Rutina.
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Figura A.3: Estructuras iniciales optimizadas en fase gas. Flavonoides: A) Homo-
orientina. B) Luteolina 7,3’-diglucésido. C) Vitexina. D) Isovitexina. E) Tangeretina.
F) Daidzeina. G) Genisteina. H) Gliciteina.
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A.2. Estructuras iniciales en fase acuosa

Figura A.4: Estructuras iniciales optimizadas en fase acuosa. Flavonoides: A) Cate-
quina. B) Epicatequina. C) Gallocatequina. D) Taxifolina E) Kaempferol. F') Nicoti-
florina.
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Figura A.5: Estructuras iniciales optimizadas en fase acuosa. Flavonoides: A) Ro-
binetina. B) Quercetina. C) Isoquercetina. D) Quercetina 3-O-neohesperidésido. E)
Quercetina 3-O-robinobiésido. F) Rutina.
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Figura A.6: Estructuras iniciales optimizadas en fase acuosa. Flavonoides: A) Homo-
orientina. B) Luteolina 7,3’-diglucésido. C) Vitexina. D) Isovitexina. E) Tangeretina.
F) Daidzeina. G) Genisteina. H) Gliciteina.
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A.3. Estructuras radicalarias neutras en fase gas

e Catequina

Figura A.7: Estructuras radicalarias neutras de catequina optimizadas en fase gas
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e Epicatequina

3-0 5-0

Figura A.8: Estructuras radicalarias neutras de epicatequina optimizadas en fase gas
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e Gallocatequina
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Figura A.9: Estructuras radicalarias neutras de gallocatequina optimizadas en fase
gas
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e Taxifolina

Figura A.10: Estructuras radicalarias neutras de taxifolina optimizadas en fase gas
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e Kaempferol

Figura A.11: Estructuras radicalarias neutras de kaempferol optimizadas en fase gas
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e Nicotiflorina

Figura A.12: Estructuras radicalarias neutras de nicotiflorina optimizadas en fase
gas
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Figura A.13: Estructuras radicalarias neutras de robinetina optimizadas en fase gas
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e Quercetina

Figura A.14: Estructuras radicalarias neutras de quercetina optimizadas en fase gas
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REPOSITORIO DE

e Isoquercetina

Figura A.15: Estructuras radicalarias neutras de isoquercetina optimizadas en fase
gas
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e Quercetina 3-O-neohesperidésido

Figura A.16: Estructuras radicalarias neutras de quercetina 3-O-neohesperiddsido
optimizadas en fase gas
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REPOSITORIO DE

e Quercetina 3-O-robinobiésido

Figura A.17: Estructuras radicalarias neutras de quercetina 3-O-robinobidsido opti-
mizadas en fase gas
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Figura A.18: Estructuras radicalarias neutras de rutina optimizadas en fase gas
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e Homoorientina

Figura A.19: Estructuras radicalarias neutras de homoorientina optimizadas en fase
gas

e Luteolina 7,3’-diglucésido

Figura A.20: Estructuras radicalarias neutras de luteolina 7,3’-diglucésido optimi-
zadas en fase gas
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e Vitexina

Figura A.21: Estructuras radicalarias neutras de vitexina optimizadas en fase gas
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e Isovitexina

Figura A.22: Estructuras radicalarias neutras de isovitexina optimizadas en fase gas

e Daidzeina

9

Figura A.23: Estructuras radicalarias neutras de daidzeina optimizadas en fase gas
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e Genisteina
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Figura A.24: Estructuras radicalarias neutras de genisteina optimizadas en fase gas

e Gliciteina

7-0
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Figura A.25: Estructuras radicalarias neutras de gliciteina optimizadas en fase gas
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A.4. Estructuras radicalarias neutras en fase acuo-
sa

e Catequina

Figura A.26: Estructuras radicalarias neutras de catequina optimizadas en fase acuo-
sa
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e Epicatequina
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Figura A.27: Estructuras radicalarias neutras de epicatequina optimizadas en fase
acuosa
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Figura A.28: Estructuras radicalarias neutras de gallocatequina optimizadas en fase
acuosa
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Figura A.29: Estructuras radicalarias neutras de taxifolina optimizadas en fase acuo-
sa
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Figura A.30: Estructuras radicalarias neutras de kaempferol optimizadas en fase
acuosa
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e Nicotiflorina

Figura A.31: Estructuras radicalarias neutras de nicotiflorina optimizadas en fase
acuosa
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Figura A.32: Estructuras radicalarias neutras de robinetina optimizadas en fase
acuosa
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e Quercetina

Figura A.33: Estructuras radicalarias neutras de quercetina optimizadas en fase
acuosa
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REPOSITORIO DE

e Isoquercetina

Figura A.34: Estructuras radicalarias neutras de isoquercetina optimizadas en fase
acuosa
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e Quercetina 3-O-neohesperidésido

Figura A.35: Estructuras radicalarias neutras de quercetina 3-O-neohesperiddsido
optimizadas en fase acuosa
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REPOSITORIO DE

e Quercetina 3-O-robinobiésido

Figura A.36: Estructuras radicalarias neutras de quercetina 3-O-robinobidsido opti-
mizadas en fase acuosa
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e Rutina

Figura A.37: Estructuras radicalarias neutras de rutina optimizadas en fase acuosa
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e Homoorientina

Figura A.38: Estructuras radicalarias neutras de homoorientina optimizadas en fase
acuosa

e Luteolina 7,3’-diglucésido

Figura A.39: Estructuras radicalarias neutras de luteolina 7,3’-diglucésido optimi-
zadas en fase acuosa
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e Vitexina

Figura A.40: Estructuras radicalarias neutras de vitexina optimizadas en fase acuosa
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Figura A.41: Estructuras radicalarias neutras de isovitexina optimizadas en fase
acuosa

e Daidzeina

9 9

Figura A.42: Estructuras radicalarias neutras de daidzeina optimizadas en fase acuo-
sa
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Figura A .43: Estructuras radicalarias neutras de genisteina optimizadas en fase acuo-
sa

e Gliciteina
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Figura A.44: Estructuras radicalarias neutras de gliciteina optimizadas en fase acuo-
sa
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A.5. Estructuras radicalarias catiénicas en fase gas

Figura A.45: Estructuras radicalarias cationicas optimizadas en fase gas. Flavonoi-
des: A) Catequina. B) Epicatequina. C) Gallocatequina. D) Taxifolina E) Kaempferol.
F) Nicotiflorina.
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Figura A.46: Estructuras radicalarias catiénicas optimizadas en fase gas. Fla-
vonoides: A) Robinetina. B) Quercetina. C) Isoquercetina. D) Quercetina 3-O-
neohesperidésido. E) Quercetina 3-O-robinobidsido. F) Rutina.
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Figura A.47: Estructuras radicalarias cationicas optimizadas en fase gas. Flavonoi-
des: A) Homoorientina. B) Luteolina 7,3’-diglucésido. C) Vitexina. D) Isovitexina. E)
Tangeretina. F) Daidzeina. G) Genisteina. H) Gliciteina.
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A.6. Estructuras radicalarias catiéonicas en solven-

te

Figura A.48: Estructuras radicalarias catidnicas optimizadas en fase acuosa. Flavo-
noides: A) Catequina. B) Epicatequina. C) Gallocatequina. D) Taxifolina E) Kaemp-
ferol. F') Nicotiflorina.
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Figura A.49: Estructuras radicalarias catiénicas optimizadas en fase acuosa. Fla-
vonoides: A) Robinetina. B) Quercetina. C) Isoquercetina. D) Quercetina 3-O-
neohesperidésido. E) Quercetina 3-O-robinobidsido. F) Rutina.
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Figura A.50: Estructuras radicalarias catiénicas optimizadas en fase acuosa. Flavo-
noides: A) Homoorientina. B) Luteolina 7,3’-diglucésido. C) Vitexina. D) Isovitexina.
E) Tangeretina. F) Daidzeina. G) Genisteina. H) Gliciteina.
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A.7. Estructuras radicalarias aniénicas en fase gas

Figura A.51: Estructuras radicalarias aniénicas optimizadas en fase gas. Flavonoides:
A) Catequina. B) Epicatequina. C) Gallocatequina. D) Taxifolina E) Kaempferol. F)
Nicotiflorina.
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Figura A.52: Estructuras radicalarias aniénicas optimizadas en fase gas. Flavonoides:
A) Robinetina. B) Quercetina. C) Isoquercetina. D) Quercetina 3-O-neohesperidésido.
E) Quercetina 3-O-robinobiésido. F) Rutina.
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Figura A.53: Estructuras radicalarias aniénicas optimizadas en fase gas. Flavonoi-
des: A) Homoorientina. B) Luteolina 7,3’-diglucésido. C) Vitexina. D) Isovitexina. E)
Tangeretina. F) Daidzeina. G) Genisteina. H) Gliciteina.
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A.8. Estructuras radicalarias aniénicas en solven-
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Figura A.54: Estructuras radicalarias aniénicas optimizadas en fase acuosa. Flavo-
noides: A) Catequina. B) Epicatequina. C) Gallocatequina. D) Taxifolina E) Kaemp-
ferol. F') Nicotiflorina.
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Figura A.55: Estructuras radicalarias aniénicas optimizadas en fase acuosa. Fla-
vonoides: A) Robinetina. B) Quercetina. C) Isoquercetina. D) Quercetina 3-O-
neohesperidésido. E) Quercetina 3-O-robinobidsido. F) Rutina.
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Figura A.56: Estructuras radicalarias aniénicas optimizadas en fase acuosa. Flavo-
noides: A) Homoorientina. B) Luteolina 7,3’-diglucésido. C) Vitexina. D) Isovitexina.
E) Tangeretina. F) Daidzeina. G) Genisteina. H) Gliciteina.
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Figura A.57: Estructuras aniénicas optimizadas en fase gas. Flavonoides: A) Cate-
quina (4’-O7). B) Epicatequina (4’-O7). C) Gallocatequina (4’-O~). D) Taxifolina(4’-
07). E) Kaempferol (3-O7). F) Nicotiflorina (4-O7).
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Figura A.58: Estructuras aniénicas optimizadas en fase gas. Flavonoides: A) Ro-
binetina (4-O7). B) Quercetina (4-O7). C) Isoquercetina (4-O7). D) Quercetina
3-O-neohesperiddsido (4-O7). E) Quercetina 3-O-robinobiésido (4’-O~). F) Rutina
(4-07).
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Figura A.59: Estructuras aniénicas optimizadas en fase gas. Flavonoides: A) Ho-
moorientina (4’-O7). B) Luteolina 7,3’-diglucésido (4’-O7). C) Vitexina (4-O7). D)
Isovitexina (5-O7). E) Tangeretina (4’-O7). F) Daidzeina (4’-O~). G) Genisteina (4’-
O7). H) Gliciteina (4-O7).
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A.10. Estructuras anionicas en fase acuosa

Figura A.60: Estructuras aniénicas optimizadas en fase acuosa. Flavonoides: A) Ca-
tequina (4’-O~). B) Epicatequina (4’-O~). C) Gallocatequina (4’-O~). D) Taxifolina
(4-07). E) Kaempferol (3-O7). F) Nicotiflorina (4-O7).
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Figura A.61: Estructuras aniénicas optimizadas en fase acuosa. Flavonoides: A)
Robinetina (4’-O7). B) Quercetina (4’-O7). C) Isoquercetina (4’-O7). D) Quercetina
3-O-neohesperiddsido (4-O7). E) Quercetina 3-O-robinobiésido (4’-O~). F) Rutina
(4-07).
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Figura A.62: Estructuras aniénicas optimizadas en fase acuosa. Flavonoides: A)
Homoorientina (4’-O7). B) Luteolina 7,3’-diglucdsido (4’-O~). C) Vitexina (4’-O7).
D) Isovitexina (5-O7). E) Tangeretina (4-O7). F) Daidzeina (4-O~). G) Genisteina
(4-07). H) Gliciteina (4’-O7).
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Figura A.63: Estructuras del Trolox optimizadas en fase gas. A) Inicial. B) Radical
neutro 2-COO°. C) Radical neutro 6-O°. D) Radical catiénico. E) Radical aniénico.
F) Anién 6-O~ .
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Figura A.64: Estructuras del Trolox optimizadas en fase acuosa. A) Inicial. B) Radi-
cal neutro 2-COO°®. C) Radical neutro 6-O°. D) Radical catiénico. E) Radical aniénico.
F) Anién 6-O~.
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Figura B.1: Distribucién de densidad de espin en las estructuras radicalarias neutras
en fase acuosa. Flavonoides: A) Catequina. B) Epicatequina. C) Gallocatequina. D)
Taxifolina. E) KaempferoL. F) Nicotiflorina. G) Robinetina. H) Quercetina.
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Figura B.2: Distribucion de densidad de espin en las estructuras radicalarias neutras
en fase acuosa. Flavonoides: A) Isoquercetina. B) Quercetina 3-O-robinobiésido. C)
Quercetina 3-O-neohesperidésido. D) Rutina. E) Homoorientina. F) Luteolina 7,3’-
diglucésido.
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Figura B.3: Distribucion de densidad de espin en las estructuras radicalarias neutras
en fase acuosa. Flavonoides: A) Vitexina. B) Isovitexina. C) Daidzeina. D) Genisteina.
E) Gliciteina. F)Trolox.
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Figura B.4: Distribucion de densidad de espin en las estructuras radicalarias catié-
nicas en fase acuosa. Flavonoides: A) Catequina. B) Epicatequina. C) Gallocatequina.
D) Taxifolina. E) KaempferoL. F) Nicotiflorina. G) Robinetina. H) Quercetina.
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Figura B.5: Distribucién de densidad de espin en las estructuras radicala-
rias catidnicas en fase acuosa. Flavonoides: A) Isoquercetina. B) Quercetina 3-O-
neohesperidésido. C) Quercetina 3-O-robinobidsido. D) Rutina. E) Homoorientina.
F) Luteolina 7,3’-diglucésido.
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Figura B.6: Distribucién de densidad de espin en las estructuras radicalarias ca-
tiénicas en fase acuosa. Flavonoides: A) Vitexina. B) Isovitexina. C) Tangeretina D)
Daidzeina. E) Genisteina. F) Gliciteina. G)Trolox.
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C.1. Estructuras radicalarias neutras en fase gas

Figura C.1: Regiones con mayor densidad de espin en las estructuras radicalarias
neutras en fase gas. Flavonoides: A) Catequina. B) Epicatequina. C) Gallocatequina.
D) Taxifolina. E) KaempferoL. F) Nicotiflorina.
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Figura C.2: Regiones con mayor densidad de espin en las estructuras radicalarias
neutras en fase gas. Flavonoides: A) Robinetina. B) Quercetina. C) Isoquercetina. D)
Quercetina 3-O-neohesperidésido. E) Quercetina 3-O-robinobidsido. F) Rutina.
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Figura C.3: Regiones con mayor densidad de espin en las estructuras radicalarias
neutras en fase gas. Flavonoides: A) Homoorientina. B) Luteolina 7,3’-diglucésido. C)
Vitexina. D) Isovitexina. E) Tangeretina. F') Daidzeina. G) Genisteina. H) Gliciteina.
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Figura C.4: Regiones con mayor densidad de espin en las estructuras radicalarias
neutras en fase acuosa. Flavonoides: A) Catequina. B) Epicatequina. C) Gallocate-
quina. D) Taxifolina. E) KaempferoL. F) Nicotiflorina.
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Figura C.5: Regiones con mayor densidad de espin en las estructuras radicalarias
neutras en fase acuosa. Flavonoides: A) Robinetina. B) Quercetina. C) Isoquercetina.
D) Quercetina 3-O-neohesperiddsido. E) Quercetina 3-O-robinobiésido. F) Rutina.
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Figura C.6: Regiones con mayor densidad de espin en las estructuras radicalarias
neutras en fase acuosa. Flavonoides: A) Homoorientina. B) Luteolina 7,3’-diglucésido.
C) Vitexina. D) Isovitexina. E) Tangeretina. F) Daidzeina. G) Genisteina. H) Glici-

teina.
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C.3. Estructuras radicalarias catiénicas en fase gas

Figura C.7: Regiones con mayor densidad de espin en las estructuras radicalarias
catibnicas en fase gas. Flavonoides: A) Catequina. B) Epicatequina. C) Gallocatequina.
D) Taxifolina. E) KaempferoL. F) Nicotiflorina.
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Figura C.8: Regiones con mayor densidad de espin en las estructuras radicalarias
catiénicas en fase gas. Flavonoides: A) Robinetina. B) Quercetina. C) Isoquercetina.
D) Quercetina 3-O-neohesperiddsido. E) Quercetina 3-O-robinobiésido. F) Rutina.
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Figura C.9: Regiones con mayor densidad de espin en las estructuras radicalarias ca-
tiénicas en fase gas. Flavonoides: A) Homoorientina. B) Luteolina 7,3’-diglucésido. C)
Vitexina. D) Isovitexina. E) Tangeretina. F) Daidzeina. G) Genisteina. H) Gliciteina.
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Figura C.10: Regiones con mayor densidad de espin en las estructuras radicalarias
catiénicas en fase acuosa. Flavonoides: A) Catequina. B) Epicatequina. C) Gallocate-
quina. D) Taxifolina. E) KaempferoL. F) Nicotiflorina.
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Figura C.11: Regiones con mayor densidad de espin en las estructuras radicalarias
catidnicas en fase acuosa. Flavonoides: A) Robinetina. B) Quercetina. C) Isoquerceti-
na. D) Quercetina 3-O-neohesperidésido. E) Quercetina 3-O-robinobiésido. F) Rutina.
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Figura C.12: Regiones con mayor densidad de espin en las estructuras radicalarias ca-
tiénicas en fase acuosa. Flavonoides: A) Homoorientina. B) Luteolina 7,3’-diglucésido.
C) Vitexina. D) Isovitexina. E) Tangeretina. F) Daidzeina. G) Genisteina. H) Glici-
teina.
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C.5. Estructuras radicalarias del Trolox

Figura C.13: Regiones con mayor densidad de espin en las estructuras radicalarias
del Trolox. A) Radical neutro en fase gas. B) Radical catiénico en fase gas. C) Radical
neutro en fase acuosa. D) Radical catiénico en fase acuosa.
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Anexo D

Tablas adicionales

Tabla D.1: Entalpias totales (H) de las estructuras iniciales, aniénicas, radicalarias
catibnicas y radicalarias aniénicas optimizadas en fase gas con wB97XD/TZVP

Flavonoide B
Inicial Radical cation Radical anién Anién

Catequina -1031.0920 -1030.8171 -1031.0735 -1030.5672
Epicatequina -1031.0947 -1030.8241 -1031.0707 -1030.5639
Gallocatequina ~ -1106.3154 -1106.0428 -1106.2748 -1105.7798
Taxifolina -1105.1451 -1104.8603 -1105.1687 -1104.6149
Kaempferol -1028.7245 -1028.4457 -1028.7540 -1028.1970
Nicotiflorina, -2174.7322 -2174.4584 -2174.7839 -2174.2226
Robinetina -1103.9496 -1103.6831 -1103.9796 -1103.4198
Quercetina -1103.9407 -1103.6797 -1103.9612 -1103.4160
Isoquercetina -1714.5374 -1714.2819 -1714.5575 -1714.0118
Quer. 3-O-neo. -2249.9711 -2249.6927 -2250.0277 -2249.4616
Quer. 3-O-rob. -2249.9405 -2249.6831 -2250.0059 -2249.4216
Rutina -2249.9279 -2249.6694 -2249.9435 -2249.4024
Homoorientina -1639.3252 -1639.0543 -1639.3836 -1638.8013
Lut. 7,3’-di-O-g. -2249.9288 -2249.6682 -2249.9528 -2249.4025
Vitexina -1564.1048 -1563.8281 -1564.1279 -1563.5872
Isovitexina -1564.1011 -1563.8283 -1564.1590 -1563.5701
Tangeretina -1300.2568 -1299.9780 -1300.2810 -
Daidzeina -878.2693 -877.9933 -878.2821 -877.7201
Genisteina, -953.4849 -953.2120 -953.4898 -952.9335
Gliciteina -992.7647 -992.4910 -992.7749 -992.2145
Trolox -844.9600 -844.7069 -844.9178 -844.4032
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Tabla D.2: Entalpias totales (H) de las estructuras iniciales, aniénicas, radicalarias
catiénicas y radicalarias aniénicas optimizadas en fase acuosa con wB97XD/TZVP

Flavonoide !
Inicial Radical catiéon Radical anién Anién

Catequina -1031.1363 -1030.9283 -1031.1766 -1030.6756
Epicatequina -1031.1370 -1030.9296 -1031.1799 -1030.6762
Gallocatequina  -1106.3636 -1106.1559 -1106.4564 -1105.9020
Taxifolina -1105.1822 -1104.9722 -1105.2754 -1104.7226
Kaempferol -1028.7604 -1028.5479 -1028.8548 -1028.3015
Nicotiflorina -2174.8122 -2174.5919 -2174.9093 -2174.3508
Robinetina -1103.9844 -1103.7797 -1104.0810 -1103.5271
Quercetina -1103.9840 -1103.7809 -1104.0770 -1103.5270
Isoquercetina -1714.6104 -1714.4007 -1714.7052 -1714.1570
Quer. 3-O-neo. -2250.0521 -2249.8392 -2250.1484 -2249.5958
Quer. 3-O-rob. -2250.0399 -2249.8285 -2250.1359 -2249.5840
Rutina -2250.0282 -2249.8155 -2250.1206 -2249.5715
Homoorientina -1639.3990 -1639.1874 -1639.4905 -1638.9432
Lut. 7,3’-di-O-g. -2250.0268 -2249.8093 -2250.1201 -2249.5650
Vitexina -1564.1754 -1563.9493 -1564.2663 -1563.7160
Isovitexina -1564.1710 -1563.9488 -1564.2613 -1563.7184
Tangeretina -1300.2790 -1300.0717 -1300.3736 -
Daidzeina -878.2980 -878.0860 -878.3849 -877.8317
Genisteina -953.5246 -953.3135 -953.6070 -953.0583
Gliciteina -992.7899 -992.5736 -992.8756 -992.3235
Trolox -844.9824 -844.7935 -845.0105 -844.5099
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Tabla D.3: Entalpias totales (H) de las estructuras radicalarias neutras optimizadas
en fase gas y fase acuosa con con wB97XD/TZVP

Flavonoide H Flavonoide H
Gas Acuosa Gas Acuosa

Catequina Epicatequina

3-OH -1030.4308 -1030.4697 3-OH -1030.4293 -1030.4698

5-OH -1030.4582 -1030.5027 5-OH -1030.4614 -1030.4655

7-OH -1030.4574 -1030.5029 7-OH -1030.4615 -1030.5037

3’-OH -1030.4573 -1030.5070 3-OH -1030.4591  -1030.5085

4-OH -1030.4721 -1030.5111 4’-OH -1030.4740 -1030.5127

Gallocatequina Taxifolina

3-OH -1105.6543 -1105.6780 3-OH -1104.4750 -1104.5025

5-OH -1105.6848 -1105.6928 5-OH -1104.4877 -1104.5357

7-OH -1105.6824 -1105.6906 7-OH -1104.4763 -1104.5188

3’-OH -1105.6931 -1105.7359 3-OH -1104.5101  -1104.5525

4-OH -1105.6942 -1105.7428 4’-OH -1104.5241 -1104.5561

5-OH -1105.6806 -1105.7345

Kaempferol Nicotiflorina

3-OH -1028.1055 -1028.1383 5-OH -2174.0717  -2174.1645

5-OH -1028.0646 -1028.1148 7-OH -2174.0926 -2174.1666

7-OH -1028.0551 -1028.1158 4’-OH -2174.0966 -2174.1736

4-OH -1028.0886 -1028.1229

Robinetina Quercetina

3-OH -1103.3182 -1103.3578 3-OH -1103.3077 -1103.3587

7-OH -1103.3092 -1103.3410 5-OH -1103.3048 -1103.3477

3’-OH -1103.3130 -1103.3529 7-OH -1103.3006 -1103.3400

4-OH -1103.3288 -1103.3638 3’-OH -1103.3054 -1103.3535

5-OH -1103.3243 -1103.3557 4’-OH -1103.3230 -1103.3601

Isoquercetina Quer. 3-O-neo.

5-OH -1713.9017 -1713.9728 5-OH -2249.3098  -2249.4040

7-OH -1713.8978 -1713.9651 7-OH -2249.3270 -2249.4056

3’-OH -1713.9036 -1713.9800 3’-OH -2249.3345  -2249.4206

4-OH -1713.9186 -1713.9844 4’-OH -2249.3486  -2249.4246

Quer. 3-O-rob. Rutina

5-OH -2249.3004  -2249.4009 5-OH -2249.2885 -2249.3894

7-OH -2249.2995 -2249.3942 7-OH -2249.2878  -2249.3826

3’-OH -2249.3057 -2249.4084 3’-OH -2249.2937 -2249.3968

4-OH -2249.3210 -2249.4134 4-OH -2249.3079  -2249.4007

Homoorientina Lut. 7,3’-di-o-g.

5-OH -1638.6957 -1638.7666 5-OH -2249.2929  -2249.3887

7-OH -1638.6776 -1638.7477 4-OH -2249.2986 -2249.3962

3’-OH -1638.6893 -1638.7678

4-OH -1638.7057 -1638.7732

Vitexina Isovitexina

5-OH -1563.4666 -1563.5356 5-OH -1563.4716  -1563.5383

7-OH -1563.4666 -1563.5301 7-OH -1563.4539 -1563.5197

4-OH -1563.4705 -1563.5399 4’-OH -1563.4675 -1563.5342

Daidzeina Genisteina

7-OH -877.6292  -877.6536  5-OH -952.8440  -952.8860

4-OH -877.6364  -877.6640 7-OH -952.8431  -952.8790
4-OH -952.8521  -952.8911

Gliciteina Trolox

7-OH -992.1247  -992.1535 1-OH -844.2915  -844.3514

4-OH -992.1320  -992.1560 6-OH -844.3403  -844.3635
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Tabla D.4: Entalpias totales (H) de F y Na con wB97XD/TZVP

, H, fase gas H, fase acuosa
Molécula
Inicial Radical cation Radical anién Inicial Radical catiéon Radical anién
F -99,739072 - -99,843103 -99,73698 - -99,98843
Na -162,260811 -162,079422 - -162,261942 -162,194504 -

Tabla D.5: RIE y REA calculados con los valores de F y Na como aceptor y donador
de electrones de referencia

. Gas Acuosa
Flavonoide
REA RIE REA RIE

Catequina -0.1779 1.3380 0.1601 1.8852
Epicatequina -0.2307 1.3226 0.1705 1.8816
Gallocatequina ~ -0.3909 1.3298 0.3691 1.8833
Taxifolina 0.2268 1.3739 0.3706 1.8982
Kaempferol 0.2834 1.3521 0.3755 1.9137
Nicotiflorina 0.4969 1.3343 0.3862 1.9627
Robinetina 0.2880 1.3076 0.3841 1.8645
Quercetina 0.1969 1.2881 0.3698 1.8550

Isoquercetina 0.1925 1.2682 0.3772 1.8957
Quer. 3-O-neo. 0.5434 1.3507 0.3830 1.9164
Quer. 3-O-rob. 0.6289  1.2747 0.3818 1.9064
Rutina 0.1493 1.2788 0.3673 1.9150
Homoorientina 0.5615  1.3237 0.3639 1.9084
Lut. 7,3-di-O-g.  0.2311  1.2860 0.3712 1.9449

Vitexina 0.2213 1.3449 0.3616 1.9991
Isovitexina 0.5565 1.3306 0.3589 1.9747
Tangeretina 0.2321 1.3523 0.3765 1.8803
Daidzeina 0.1226  1.3419 0.3456 1.9107
Genisteina 0.0477 1.3306 0.3276 1.9052
Gliciteina 0.0985 1.3334 0.3407 1.9379
Trolox -0.4059 1.2592 0.1118 1.7643
F 1.0000 - 1.0000 -

Na - 1.0000 - 1.0000
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