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ABREVIATURAS

2HpBCD  2-Hidroxi-propil B- ciclodextrina

ABTS Acido 2-2"-azino-bis 3-etilbenzotrazolina-6 sulfonico
ADN Acido desoxirribonucleico
CDs Ciclodextrinas

COSMO Método de solvatacion tipo conductor

CPE Electrodo de pasta de Carbono

DFT Teoria de los funcionales de la densidad

DHAQ Dihidoxi-antraquinonas

DPPH 2-2 Difenil-1-picril hidracilo

FRAP Poder antioxidante de reduccion de Hierro
HoAfv Antraflavina

HoArf Antrarufina

H2Cz Crisazina

H2Qz Quinizarina

HT Transferencia de Hidrogeno

LOD Limite de deteccion
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ORAC Capacidad atrapadora de radicales Oxigeno
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RMN Resonancia Magnética Nuclear
RNS Especies Reactivas de Nitrégeno
ROS Especies Reactivas de Oxigeno
SET Transferencia Electronica

SMD Densidad del modelo de solvente

SQUAD  Coeficientes de estabilidad a partir de datos de Absorbancia

TEAC Capacidad antioxidante equivalente a Trolox
TST Estado de transicion

U Suma de minimos cuadrados no lineales
VC Voltamperometria ciclica

B Constante global de formacién
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RESUMEN

En el siguiente trabajo se llevd a cabo un estudio espectrofotométrico,
electroquimico y computacional (DFT) de algunas dihidroxi-antraquinonas
(Quinizarina, Antrarufina, Crisazina y Antraflavina) con el fin de caracterizar
algunas de sus propiedades fisicoquimicas. Se presenta una estimacién de los
valores de pKa con célculos basados en estructura electronica como primera
aproximacion, estos valores fueron utilizados como datos de entrada de SQUAD
(un programa disefiado para determinar constantes de acidez a partir de datos
de absorbancia) junto con los espectros de absorcién obtenidos mediante
espectroscopia UV-Vis para determinar los valores de pKa experimentales. La
determinacién mostré valores mas bajos para Antraflavina cuya estructura no
presenta formacion por puente de hidrégeno, esta observaciéon condujo a
calcular las energias de enlace por analisis topolégico de Bader basado en la
densidad electronica, este estudio revel6 una tendencia de fortaleza de enlace
qgue parece justificar el valor de pKa de crisazina, en cuanto a quinizarina y
antrarufina las interacciones de enlace no parecen ser suficientes para
demostrar el orden de acidez, esto se debe a que las diferencias de energias de
enlaces son pequeias, sin embargo, las diferencias de los valores de pKa
experimentales determinados también lo son. La baja solubilidad de las DHAQ a
pH 7.00 en medio acuoso permitio llevar a cabo un estudio espectrofotométrico
de la interaccion de la 2HpBCD con quinizarina, que se eligi6 modelo. Como
resultado de la interaccion se obtuvo una constante de inclusion de 2.53 con
estequiometria 1:1. Un estudio del comportamiento electroquimico de 2HppCD
con quinizarina, confirmé la formacion del complejo. Las propiedades de
actividad antioxidante fueron investigadas mediante el uso del ensayo con el
radical ‘DPPH y biosensores enzimaticos amperométricos mostrando que las

DHAQ no son antioxidantes eficientes en la reduccion de RL.
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CAPITULO 1. Introduccién y Antecedentes

1.1 Antraquinonas: Breve descripcion

Las quinonas (Figura 1.1a) son compuestos de gran importancia biolégica con
caracteristicas Unicas, estan ampliamente distribuidas en la naturaleza
incluyendo los tejidos de plantas y animales. En las enzimas respiratorias estas
constituyen una parte de la cadena de transferencia electronica [1], también
estan relacionadas con algunas vitaminas, como la vitamina K, que tiene un
importante papel benéfico en la coagulacion y crecimiento de los huesos [2, 3],
la vitamina E, conocida también como a-Tocoferol la cual es oxidada a tocoferil
quinona durante el proceso de anti-oxidacion [4], y tiene efectos protectivos
contra el dafio por especies reactivas de oxigeno (ROS). Adicionalmente a estos
papeles bioldgicos, las quinonas han sido usadas en una amplia variedad de
practica clinica y aplicaciones industriales. Por ejemplo, doxorrubicina es una
antraquinona que ha sido usado como antibiético en tratamientos de tumores
malignos [5]. Los derivados de 9,10 antracenodiona se han implementado
ampliamente en la terapia contra el cancer como agentes intercaladores de ADN
[6]. Se ha demostrado en muchos trabajos que las propiedades redox de las

antraquinonas estan relacionadas con sus propiedades acido-base [7].

O

o
o-benzoquinona p-benzoquinona

Figura 1.1a Estructuras de dos isbmeros de quinona, orto- y para-
benzoquinona

Las antraquinonas constituyen el mayor grupo de quinonas naturales y son bien
conocidas por exhibir un amplio rango de actividades bioactivas tales como
antimicrobial, antifingica, hipotensora, analgésica y antimalaria [8]. Estos

compuestos tienen muchas aplicaciones y se utilizan en medicamentos, en la



industria textil y alimentaria como colorantes [9]. Numerosas antraquinonas
fueron aisladas de raices de las plantas [10, 11]. Estas forman un grupo de
compuestos aromaticos funcionalmente diversos, estructuralmente relacionadas
con el antraceno, con la estructura base 9,10-dioxoantraceno como se muestra

en la Figura 1.1b.

Figura 1.1b Estructura quimica de la antraquinona

Las antraquinonas hidroxiladas son compuestos naturales y sintéticos que son
ampliamente usados como farmacos, debido a que son biolégicamente activas
[12]. Ademas, presentan un importante papel en la cadena respiratoria de
transporte de los electrones para mantener funciones biolégicas de las plantas.
Un estudio revela que la 9, 10 dihidroxi-antraquinona reduce la eficiencia
fotosintética de bacterias e inclusiones celulares [13]. Estos compuestos son
candidatos para la interaccion con el ADN con efectos tanto positivos como

negativos [14].

El analisis de antraguinonas naturales es de importancia en varios campos
incluyendo la investigacion de propiedades fisioldgicas para evaluar sus efectos
sobre la salud humana y monitoreo terapedatico [15].

Se ha demostrado que las propiedades de las antraquinonas tienen una fuerte
dependencia de sus propiedades acido base, por lo que es de vital importancia
el conocimiento de las constantes de acidez. El numero de grupos fendlicos y la
posicion de estos grupos en las moléculas de las hidroxi-antraquinonas

determinan sus caracteristicas acido-base.



La habilidad de intercalaciéon con el ADN depende de la presencia de grupos
hidroxilos que son capaces de formar enlaces con las bases del ADN a través
de enlaces de puente de hidrégeno [14]. La fuerza de enlace de hidrégeno como
una interaccion intermolecular desempefia un papel importante en muchos
fendmenos quimicos como la regulaciéon de propiedades fisicoquimicas (por
ejemplo, solubilidad, densidad, actividad bioldgica, reactividad, solvatacion,

complejacién y propiedades acido-base) [16-19].

Algunos estudios muestran que el nimero y posicion de sustituyentes tienen una
significativa influencia en propiedades como las constantes de acidez, actividad
antioxidante [20] y reactividad quimica, es por ello que se eligieron como grupo
de estudio cuatro dihidroxi-antraquinonas: Antrarufina (1,5 dihidroxi-
antraquinona), Antraflavina (2,6 dihidroxi-antraquinona), Crisazina (1,8 dihidroxi-
antraquinona) y Quinizarina (1,4 dihidroxi-antraquinona) sus estructuras

guimicas se muestran en la Figura 1.1b.
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Figura 1.1b. Estructuras quimicas de a) quinizarina, 2) antrarufina, 3) crisazina

y 4) antraflavina



1.1.1 Quinizarina

Quinizarina (1,4 dihidroxi-antraquinona), se ha aislada e identificada de
diferentes especies de plantas tales como la Rubia Tinctorum [21] y hojas de
Cassia tora [22]. Esta dihidroxi-antraquinona tiene aplicaciones en el campo
medicinal, demostrando efectos inhibitorios contra la bacteria intestinal
(Clostridium perfringens y Staphylococcus aureus). Ademas, quinizarina exhibe
efectos inhibitorios en la biotransformacion de Aflatoxina Bl a los
correspondientes a epoxidos 8-9, los cuales son responsables de los efectos
toxicos y carcinogénicos de aflotoxinas, metabolitos secundarios producidos
primariamente por el Aspergillus flavus y Aspergillius parasiticus [23, 24]. La 1,4-
dihidroxiantraquinona ha recibido cierta atencion como farmaco contra el cancer
[25, 26]. También se utiliza como fungicida y pesticida. Ademas, se encuentra en
aplicaciones especificas como aditivo en lubricantes. La quinizarina forma
complejos fluorescentes con litio, boro y aluminio que la hace util para la

deteccidn espectrofluorimétrica de estos elementos [27, 28].

1.1.2 Antrarufina

La Antrarufina (1,5 dihidroxi-antraquinona) es una importante intermediaria para
la fabricacién de tintes azules dispersos y se obtiene por medio del acido 1,5-
antraquinona-disulfénico calentando con una suspension acuosa de oxido de

calcio y cloruro de magnesio bajo presion a 200-250 ° C [29].

La Antrarufina se encuentra en raices de especies de Rumex Crispus [30], la
cual es utilizada en Korea como medicina tradicional para el tratamiento de
enfermedades de la piel, en enfermedades inflamatorias y actividad antioxidante
[31, 32]. Se descubri6 que la antrarufina es activa contra las bacterias
grampositivas, asi como también reduce los efectos dafiinos de las dioxinas [33].



1.1.3 Crisazina

La molécula de Crisazina (1,8 dihidroxi-antraquinona), es utilizada en la
fabricacion de alizarina y es utilizada en medicamentos por sus propiedades
laxantes, la crisazina se puede extraer de las hojas secas y los tallos de Xyris
semifasciata, una planta cosechada en Madagascar. La crisazina también se usa
ampliamente en algunas determinaciones de iones metalicos, por ejemplo, litio,
magnesio, calcio, cobre, plomo, cadmio, zinc, niquel, manganeso, hierro,

cobalto, paladio y platino [34].

1.1.4 Antraflavina

La molécula de Antraflavina (2,6 dihidroxi-antraquinona) es un potente inhibidor
de la enzima citocromo P-448, la cual induce dafos estructurales en el ADN [35,
36]. Este compuesto ha sido aislado de las raices de Rubia Tinctorum [37] y de
las hojas de Casia Tora, la cual presenta fuerte inhibicion contra bacterias como
Clostridium perfringens y Staphylococcus aureus [38], se ha evaluado su
eficiencia como agente antimalaria catalogando a Antraflavina con eficiencia
media [39]



1.2 Constantes de acidez

La acidez de un compuesto esta representada como Ka, la cual es un parametro
clave que define la forma o las formas del compuesto que se presentan bajo
circunstancias especificas, son importantes en el entendimiento de la
distribucion, comportamiento de transporte y el mecanismo de accion de los

principios activos de las formas farmacéuticas [40-42].

Para una reaccion de disociacion HA & H* + A~, donde HA es el acido que se
disocia y A~ es la base conjugada del &cido, la constante de disociacion se
expresa como la razén entre las concentraciones (Ec. 1.2.1) que participan en el
equilibrio.

[A"1[H7]

Ec.1.2.1
[HA]

K, =

En general, el valor de Ka define la relacion de la concentracion de las formas
polipréticas cargadas y no cargadas en un medio seleccionado. Debido a que los
valores de Ka calculados en la practica son de varios ordenes de magnitud, se

suele utilizar el logaritmo de la constante de acidez (Ec.1.2.2).
PKa = —logi0K, Ec.1.2.2

Existen varias técnicas que han sido usadas para la determinacion de los valores
de pKa entre las mas usadas son potenciometria [43, 44], electroforesis capilar,

espectroscopia [45-47], Resonancia magnética nuclear (RMN) [48].

Su eficiencia para la determinacion de los valores de pKa depende de la
naturaleza quimica de los compuestos, su solubilidad y la estabilidad de las

especies involucradas en las condiciones experimentales [49].

Uno de los métodos experimentales mas utilizados es la espectrofotometria, la
cual es una de las técnicas mas empleadas para la investigacion de equilibrio en
solucién, que permite el estudio de los equilibrios poliproéticos [50]. Este método
es ampliamente usado por su sencillez, requiere de un equipo relativamente
accesible y se puede trabajar con la concentracion de un compuesto en
concentraciones micro molares [51]. Esta basado en la medicion de la absorcién

del espectro UV-Vis de mezclas a diferentes valores de pH, en el entorno del



valor de pKa asumido. Como resultado se obtiene la dependencia de la
absorbancia sobre una o varias longitudes de onda con respecto al valor de pH.
El andlisis de esta dependencia permite obtener el valor de pKa. Ademas, los
resultados obtenidos mediante esta técnica pueden ser refinados por medio de
cbdigos computacionales tales como coeficientes de estabilidad para datos de
absorbancia (SQUAD) [52].

Entre otros métodos de obtencidén de los valores de pKa se encuentran los
tedricos que son muy utiles cuando los intermediarios son de vida corta y para

acidos y bases muy fuertes o débiles [53].

1.2.1 Valores de pKareportados en la literatura

Realizando una busqueda en la literatura se encontraron las constantes de
acidez para quinizarina en mezclas organicas con diferentes técnicas las cuales
se reportan en la Tabla 1.2.1. Barbosa y colaboradores [46] reportan dos valores
de pKa en metanol para antrarufina de 9.30 y 11.80, sin embargo, no se
encontraron reportes de los valores de las constantes de acidez para crisazina y
antraflavina. Los pocos estudios encontrados se llevaron a cabo en mezclas de

compuestos organicos debido a la baja solubilidad en medio acuoso.

Tabla 1.2.1 Valores de pKa experimentales de quinizarina reportados en la

literatura
pPKaz pKa> Medio Técnica Referencia
9.90+£0.10 12.80£0.10 acetona- Radidlisis de pulso [54]
isopropanol
1096 £0.01 14.38£0.02 Inmovilizada Espectroscopia [55]
sobre peliculas UV-Vis
de acetil-
celulosa
10.22+£0.02 13.40+£0.10 Mezcla etanol- Potenciometria 'y [56]
agua al 50 % Espectroscopia
UV-Vis
Alcohol Espectroscopia [57]

12.95+0.03 15.96 £ 0.07 isopropilico UV-Vis




1.3 Complejos de inclusion

La actividad biologica de las antraquinonas, las cuales han mostrado ser
candidatas para la elaboracion de farmacos anticancerigenos, se ha visto
limitada por su baja solubilidad en medio acuoso. Para mejorar esa propiedad y
la estabilidad quimica se utiliza la encapsulacion de farmacos hidrofébicos con

ciclodextrinas (CDs).

En el campo de la quimica supramolecular y farmacéutica la encapsulacion de
compuestos quimicos se lleva a cabo usando derivados de CDs, las cuales son
oligbmeros ciclicos no reductores que consisten en 6-8 monémeros de glucosas
las cuales son capaces de capturar moléculas lipofilicas dentro de su cavidad
para formar especies supramoleculares [58-60]. Las CDs son frecuentemente
usadas por su buena solubilidad en agua, alta viabilidad y facil funcionalizacion
[61, 62]. Compuestos hidrofébicos son encapsulados en la cavidad de las CDs
para formar complejos de inclusion a través de interacciones no covalentes sin
reacciones quimicas complejas [63]. En general se ha demostrado que la
formacion del complejo proporciona modificaciones positivas en las propiedades
de moléculas huésped. Por ejemplo, pueden mejorar la disolucion de sustancias
insolubles [64, 65], control de volatibilidad [65, 66] y estabilizacion de

compuestos inestables contra la luz y calor [67, 68].

Las moléculas encapsuladas, cuyas dimensiones son adecuadas, pueden
interactuar y unirse a la cavidad de la ciclodextrina mediante la formacion de
complejos de inclusion [69-71]. El tamafio depende del nUmero de unidades de
monomeros, los miembros mas comunes de esta familia son a-, B- y y-CDs
(Figura 1.3a) las cuales estan constituidas por seis, siete y ocho unidades de D-
glucopiranosa respectivamente. Modificaciones de la 3-CD han sido sintetizadas,
dado que la B-CD por si misma presenta poca solubilidad en agua. Se propone
el uso de 2-Hidroxi-propil B- ciclodextrina (2HpB-CD) debido a que mostrado ser

segura en aplicaciones de la industria alimenticia y cosmética [72-74].



5.7A 6.3 A 7.5A

Figura 1.3a. Estructuras quimicas de a-, 3-, y-CD y 2HpBCD, representacion de

CD’s en forma de cono truncado y sus dimensiones en A.

El anillo de las dihidroxi-antraguinona sustituidas de Quinizarina tiene una
dimension de aproximadamente 6.3 A donde el anillo aromatico no sustituido
tiene una dimension aproximada de 5 A. Se espera que Quinizarina entre en la
cavidad de la 3-CD dado que el diametro interno de la cavidad es similar al ancho
del anillo sustituido de Quinizarina, probablemente Quinizarina entra en la
cavidad de lado del anillo no sustituido, de tal manera que el anillo quinoideo
gueda completamente dentro de la cavidad, proporcionando la maxima inclusiéon

de Quinizarina en la cavidad de la B-CD, como se muestra en la Figura 1.3b.
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Figura 1.3b. Representacion esquematica de Quinizarina con 3-CD y

dimensiones de quinizarina.

1.4 Actividad antioxidante

Se han reportado muchos compuestos con actividad antioxidante con nucleo
antraquinoideo en su estructura, estos compuestos se han aislado de extractos
de plantas y algunos de ellos obtenidos de forma sintética [75-78]. Las
propiedades curativas de las plantas usadas en medicina tradicional, se asocian
a la presencia de antraquinonas [79]. Debido al gran niumero de antraquinonas
que contienen diferentes plantas no todas han sido examinadas, aunque todas
las antraguinonas tienen la misma caracteristica estructural no muestran la
misma capacidad antioxidante, ya que los grupos sustituyentes ejercen un

impacto diferente en la capacidad captadora de las moléculas individuales [80].

1.4.1 Métodos para determinar capacidad antioxidante

Se han desarrollado varios métodos diferentes para medir capacidad
antioxidante, pero ninguno de ellos esta exento de limitaciones [81-83]. Hasta
ahora, muchos de estos métodos analiticos han sido desarrollados para la

evaluacion de propiedades antioxidantes de las plantas [84].

Los métodos analiticos basados en la desactivacion de radicales estan divididos
en dos tipos, aquellos cuyos mecanismos son de transferencia de hidrogeno (HT)
y transferencia electronica (SET). Los resultados difieren en la cinética de la
reaccion y la aparicion de reacciones secundarias. Las reacciones HT y SET

estan caracterizados por la estructura antioxidante y el valor de pH [85]. Aunque,



las ventajas y desventajas de métodos analiticos se han discutido muchas veces
en la literatura, hasta ahora, ninguno de los métodos puede ser asignado como
el mas adecuado [86], es decir, no existe un método universal que pueda medir
la capacidad antioxidante de forma muy precisa y cuantitativamente porque la
estimacion de la actividad antioxidante se ve muy afectada por la especies
reactivas de Oxigeno (del inglés, Reactive Oxygen Species, ROS) o especies
reactivas de nitrégeno (del inglés, Reactive Nitrogen Species, RNS) empleados
en los ensayos, asi como por las condiciones experimentales en las que se llevan
a cabo estos ensayos, aunque se espera que la estructura quimica de la
molécula antioxidante seleccionada determine principalmente su capacidad

antioxidante [87].

Se ha demostrado que hay algunos métodos disponibles que dan lugar a
resultados inconsistentes por la inadecuada interpretacion de los resultados [88].
Por tanto, es importante emplear varios ensayos para determinar la capacidad

antioxidante y caracterizar la naturaleza del antioxidante seleccionado.

Para la evaluacion de la habilidad de capturar un radical o reducir un agente
oxidante, los métodos basados en espectrofotometria son adecuados para
monitorear la formacion o la desaparicion del radical de naturaleza cromogénica.
Entre ellos se encuentran el ensayo con el radical ‘DPPH (1,1 difenil-2- picril-
hidrazilo), ABTS (acido 2, 2 -azino-bis, 3-etilbenzotiazolina-6 sulfénico), ORAC
(por sus siglas en inglés Oxygen Radical Absorbance Capacity) y FRAP (del
inglés, Ferric Reducing Antioxidant Power). Como la presencia de polifenoles
esta relacionado con la habilidad de capturar radicales libres (RL) de vegetales
y frutas, la determinacion de polifenoles totales en una muestra, de un buen

indicativo de la capacidad antioxidante de los alimentos.

Estos métodos son monitoreados por espectrofotometria y algunos de ellos son
medidas directas de la capacidad antioxidante (ABTS y ‘DPPH) debido a que
estan basados en la habilidad de reducir un complejo de Hierro (en el caso del
ensayo FRAP), o para reducir el reactivo de Folin-Ciocalteu (una mezcla de

fosfomolibdato y fosfotugstenato), en la determinacion de polifenoles [89-91].



Los métodos electroquimicos para evaluar capacidad antioxidante han surgido
en la ultima década en base al hecho de que uno de los modos de accién de los

antioxidantes es la capacidad de donar electrones [92].

En efecto, el uso de métodos electroquimicos presenta muchas ventajas tales
como tiempo de deteccidn corta, pequefio volumen de muestra, alta precision,
simplicidad y minimas interferencias de muestras coloreadas evitando
pretratamientos. En particular el uso de biosensores electroquimicos enzimaticos
para la evaluacion de la capacidad antioxidante es muy Util porque el principio
de deteccion de los biosensores es mas cercano a la actividad antioxidante en

sistemas bioldgicos imitando el dafio causado in vivo por ROS [93-95].

Los recientes avances en quimica computacional han hecho posible investigar
el estudio de la interaccion de intermediarios de vida media corta, incluyendo
ROS [88, 96-98]. Sin embargo, la validaciéon de los resultados teéricos en el caso
de estudio de RL con intermediarios de tiempo de vida corto es una tarea dificil.
Hoy en dia no existe una metodologia que refleje por completo la actividad
antioxidante de un compuesto y por tal raz6bn es necesario realizar
comparaciones entre varios métodos. De este problema surge la necesidad de
estandarizar un método que tome en cuenta aspectos que puedan influenciar en
la actividad antioxidante y que incluyan todos los mecanismos y sitios de

reaccion.

Para resolver este problema la metodologia QM-ORSA [88], un protocolo
computacional disponible basado en quimica cuantica para la actividad
captadora de RL, toma en cuenta todos esos aspectos e intenta proporcionar un
Unico criterio considerando capacidad antioxidante primaria y esta basada en

consideraciones termodindmicas y cinéticas.
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CAPITULO 2. Objetivos

2.2 Objetivos general

Con base a la importancia que tienen las dihidroxi-antraquinonas en la industria
cosmeética y textil, y dado que presentan propiedades bioactivas, es relevante el
conocimiento del comportamiento quimico de estas estructuras. Debido a la poca
informacion disponible de estas moléculas en medio acuoso se propone en este

trabajo como objetivo general:

» Caracterizar algunas propiedades fisicoquimicas (constantes de acidez,
actividad antioxidante y constantes de complejos de inclusion con
2HpBCD) de las dihidroxi-antraquinonas (Quinizarina, Antrarufina,

Crisazina y Antraflavina).

2.2 Objetivos particulares

Para cumplir con el objetivo general se requiere llevar a cabo estudios con
espectroscopia UV-Vis, estudios electroquimicos y métodos basados en
estructura electronica. A continuacion, se detallan los siguientes objetivos

particulares:

» Estimar los valores de pKa de las dihidroxi-antraquinonas por medio de
una metodologia basada en estructura electronica empleada como

primera revelacion fisicoquimica.

» Estudiar y analizar la estabilidad de las dihidroxi-antraquinonas en medio
acuoso a 25 °C.



OBJETIVOS

>

Determinar espectroscopicamente (UV-Vis) las constantes de acidez de
algunas dihidroxi-antraquinonas en medio acuoso con ayuda del
programa SQUAD.

Calcular las energias de enlace por puente de hidrégeno de las DHAQ por
medio de QTAIM (método basado en estructura electronica) y estudiar la

relacion entre la energia de enlace con la facilidad de desprotonacion.

Analizar el comportamiento espectrofotométrico de quinizarina con
2HpBRCD vy calcular la constante de inclusion del complejo H2Qz-2HpBCD
a pH 7.00.

Analizar el comportamiento electroquimico del sistema H2Qz-2HpBCD a
pH 7.00.

Determinar la capacidad antioxidante por medio de espectroscopia UV-
Vis, monitoreando la absorbancia de las dihidroxi-antraquinonas mediante
la reaccion con el radical ‘DPPH (2,2- difenil-1-picrilhidrazilo) usando

Trolox como estandar.

Determinar la capacidad antioxidante de las dihidroxi-antraquinonas en
equivalentes Trolox por medio de biosensores enzimaticos

amperomeétricos con Lacasa y Tirosinasa.

Determinar la actividad antioxidante de las dihidroxi-antraquinonas con un
protocolo basado en quimica cuantica (QM-ORSA) usando el radical
*OOH.
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CAPITULO 3. METODOLOGIA
3.1 Reactivos

Todas las soluciones se prepararon con agua desionizada 18 MQ cm. Las
soluciones de las dihidroxi-antraquinonas se realizaron con reactivo analitico
Sigma (98.0 %) y etanol (grado cromatografico Merck). Se trabajé con &cido
clorhidrico (Merck 1.19 g/ml, 37%) e hidréxido de sodio (Merck 99 %).

3.2 Mediciones de pH

Las lecturas de los pH se llevaron a cabo en potenciometro Mettler Toledo

MP230 acoplado a un electrodo de vidrio 5010T (en un intervalo de pH de 0-14).

3.3 Mediciones espectrofotométricas

Las mediciones espectrofotométricas se llevaron a cabo con un
espectrofotometro Perkin Elmer Lambda 20 UV-Vis usando celdas de cuarzo (1

cm de longitud de paso optico).

3.3.1 Estudios de estabilidad

Se realiz6 monitoreo de la absorbancia con respecto al tiempo después de 6
horas de la preparacién de cada muestra de DHAQ, en ausencia de luz y
atmosfera de nitrégeno a 25 °C. Se llevo a cabo un andlisis del porcentaje de

descomposicion de las muestras.

3.3.2 Determinacion de las constantes de acidez

Se prepararon soluciones de antraquinonas dihidroxiladas (10 uM) para cada
dihidroxi-antraquinona se consideraron 11 valores de pH para quinizarina (12.13-
9.74), 13 valores de pH para antrarufina (12.45-11.37), 18 valores de pH para
crisazina (12.54-8.67) y 19 valores de pH (10.88-7.92) para antraflavina. Con la
finalidad de mantener la fuerza idnica constante el pH para cada solucién
preparada se ajusté con NaOH 0.04 M y HCIOs4 0.04 M y se realizaron

correcciones por dilucion.
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Utilizando los espectros de absorcidén apropiados a diferentes valores de pHy la
composicién quimica de las soluciones se determinaron las constantes de acidez
con el programa SQUAD [52].

3.3.3 Complejo de inclusién del sistema Quinizarina-2HpBCD

Para la determinacién de la constante del complejo de inclusiéon de la molécula
de quinizarina con 2HpBCD se varié la concentracion de 2HpBCD de 0.66 a
11.73 mM (milimolar), manteniendo la concentracion de quinizarina constante 57
MM. Se mantuvo la temperatura constante a 25 °C y el pH a 7.02. Cada cambio
de concentracion de 2HpBCD en la solucién de quinizarina fue monitoreado
mediante espectroscopia de absorcion de UV-Vis. Para determinar la constante
del complejo de formacion se utilizaron los espectros de absorcién obtenidos y
se procesaron en SQUAD, para este caso en vez de seguir el valor de pH se
siguioé p2HpRCD.

3.3.4 Determinacién de la capacidad antioxidante mediante el ensayo con
‘DPPH

Mediante espectroscopia UV-Vis se siguio la reaccion del radical ‘DPPH con la
DHAQ obteniendo curvas de calibracion en funcion de la absorbancia de ‘DPPH,
obtenidas de la adicion de diferentes volumenes de la solucion diluida de Trolox
con un ajuste de volumen de etanol a 1 mL y registrando la absorbancia a 514
nm para Trolox. Para las muestras de dihidroxi-antraquinonas (DHAQ) se
ajustaron con etanol y con la solucién de ‘DPPH (103 M).

Se calcularon las pendientes de las muestras tomando dos puntos de la parte
lineal de la curva, que corresponden a la absorbancia inicial del "DPPH en
solucion y la absorbancia del ‘DPPH después de la reaccion con el antioxidante
de prueba, esta diferencia se dividié entre la concentracion inicial de la solucién
sin "DPPH.

Ap—A
m, = ——uetra Ec.3.3.4a
Co

Para el calculo del indice TEAC se divide la pendiente de la muestra (m,,) entre

la pendiente de la curva con Trolox (my)
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TEAC =2 Ec. 3.3.4b

mr

El valor de TEAC consiste en comparar las pendientes entre la muestra y Trolox,
si el valor obtenido es mayor a la unidad, el compuesto antioxidante presenta

una mayor capacidad para capturar radicales libres con respecto a Trolox.

3.3.5 Cuantificacion de Quinizarina mediante espectroscopia UV-Vis

La cuantificacion espectrofotométrica de quinizarina en presencia de 2HpBCD se
llevo a cabo variando la concentracion de quinizarina de 0 a 30 uM, manteniendo
la concentracion de 2HpBCD constante 10 mM, temperatura de 25 ° Cy pH 7.02.
Cada cambio de concentracion de 2HpBCD fue monitoreado mediante

espectroscopia de UV-Vis.

3.4 Mediciones electroquimicas

Los experimentos electroquimicos fueron llevados a cabo con un potenciostato
Epsilon Bas-I, usando una celda convencional de tres electrodos: un electrodo
de pasta de Carbono (por sus siglas en inglés, carbon paste electrode, CPE),
como electrodo de trabajo, un electrodo de Pt como electrodo auxiliar y el

electrodo de referencia Ag/AgCI.

El CPE fue preparado en una relacion 1:1 en peso de una mezcla de polvo de
grafito (Johnson Matthey 1 uM, 99.9%) y un aceite mineral (nujol) de Sigma-
Aldrich.

Las soluciones para el estudio electroquimico fueron preparadas en 0.1 M de
buffer de fosfatos ajustando a pH 7.02 bajo una atmésfera de Nitrogeno a
temperatura constante de 25 °C. Las mediciones de Voltamperometria Ciclica
se llevaron a cabo manteniendo el electrodo de trabajo inmerso en esa solucién

electrolitica con diferentes concentraciones de 2HpBCD y quinizarina.
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3.4.1 Cuantificacién de quinizarina mediante VC

Los estudios con voltamperometria ciclica (VC) se llevaron a cabo con el
electrodo de trabajo inmerso en un bafo electrolitico con diferentes
concentraciones de quinizarina, fijando la concentracion de 2HpBCD (p2HpBCD
= 2.1) y pH = 7.02 (ajustado a 0.1 M de Buffer de Fosfatos). De la grafica de
variacion de corriente del pico anddico como funcion de la concentracion de esos
VCs, los pardmetros analiticos fueron determinados: limites de deteccion (LOD),

limite de cuantificacion (LOQ) y sensibilidad.

3.4.2 Capacidad antioxidante mediante el uso de biosensores
amperometricos

En este método, la enzima se deposita sobre el electrodo de trabajo en una
mezcla formada por una solucion de Lacasa 5 mg/mL. En una celda
termoregulada a 30 °C bajo agitacion se colocan 10 mL de buffer de acetatos 0.1
M (pH=4.70) y se sumerge el biosensor.

Las mediciones amperométricas se llevaron a cabo registrando los cambios de
corriente en funcion de la concentracion del sustrato a un potencial fijo. Las
curvas de calibracion se construyeron graficando la concentracion total del
sustrato y Trolox. El cociente entre el sustrato y Trolox proporcionan el valor de

la capacidad antioxidante equivalente a Trolox.

3.5 Detalles computacionales

Todos los célculos electronicos fueron realizados con el paquete de programas
computacional Gaussian 09 [99]. El estudio se realiz6 utilizando la Teoria de
Funcionales de la Densidad (DFT), en particular la aproximacion M06-2X [100]
con el conjunto de funciones de base 6-311 ++ G (d, p) y el modelo de solvatacién
continuo basado en la densidad (SMD) [101]. El funcional M06-2X es un
funcional de intercambio y correlacion recomendado para calculos de
propiedades termoquimicas, célculos de la energia de la barrera de reaccion,
estados excitados, interacciones no covalentes, célculos de estructura

molecular, y energias para metales de transicion [102].
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3.5.1 Célculo de Energias de enlace

El andlisis de parametros topoldgicos se realizé con la finalidad de caracterizar
las interacciones del enlace de hidrégeno, estos pardmetros fueron calculados
con el programa AIM2000 [103], el cual permite visualizar los graficos
moleculares sefialando los puntos criticos de enlace y puntos criticos de anillo.
A partir de los parametros topoldgicos se calcularon las energias de enlace con
los enfoques de Mata, Espinosa y Afonin.

3.5.2 Estimacion de los valores de pKa usando Parametros Ajustados (PA)

La estimacion de los valores de pKa se efectué por medio de una metodologia
de parametros ajustados que consiste en calcular las diferencias de energia
libres de Gibbs de cada compuesto y su base conjugada. Los parametros
ajustados para el nivel de teoria M06-2X y el conjunto de base 6-311 + G (d, p)
corresponden a m=0.318 y Co=-82. La expresion para el calculo de pKa es la

siguiente:
pKa = mAGS(BA) + CO EC 352

3.5.3 Protocolo QM-ORSA

Para la estimacion de la actividad antioxidante se utilizo la metodologia conocida
como QM-ORSA (Quantum Mechanics based test for Overall free Radical
Scavenging Activity) [88]. Esta metodologia estd basada en consideraciones
termodindmicas y cinéticas e incluye todos los posibles mecanismos vy sitios de

reacciéon tomando en cuenta el pH y la polaridad del medio.

La primera etapa de esta metodologia consiste en investigar la viabilidad
termodindmica de los diferentes caminos de reaccion posibles. Los sitios de
reaccion que resultan ser exergénicos (valores de AG < 0) se toman en cuenta

para los calculos cinéticos.

Ademas, se estudian todos los sitios posibles de reaccion. Esto permite
identificar los sitios y mecanismos de reaccién mas importantes en la actividad
antioxidante de compuestos quimicos, asi como los productos de reaccion mas

probables. Esta metodologia permite estimar separadamente la actividad
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antioxidante en medio polar y no polar, correspondientes a fases acuosas y
lipidicas en organismos vivos. Con este protocolo se obtienen dos escalas
diferentes de cuantificacién, una absoluta basada en constantes de velocidad
globales, y una relativa usando Trolox como referencia.

El protocolo QM-ORSA se basa en los siguientes puntos:

a) Usar siempre el mismo método de calculo. Se recomiendan funcionales
con buen desempefio para el calculo de las energias de activacion (por
ejemplo, LC-wPBE, M06-2X, BMK, B2PLYP, M05-2X, y MN12SX) en
combinacion con conjuntos de funciones de base en el rango 6-31+G(d)
a 6-311++G (d, p) o mayores y con el modelo de solvatacion continuo
SMD.

b) Considerar todos los mecanismos y sitios de reaccion.

c) Modelar las reacciones con el mismo radical libre. Se recomienda el uso
del radical ‘OOH y "OCHs porque estan presente en el organismo, son de
reactividad intermedia y se conoce la rapidez con que reacciona con
blancos biol4gicos.

d) Emplear la teoria del estado de transicion (TST) para constantes de
velocidad [81].

kT e-(AG¢)/RT

B

Ec.3.5a

k =ox

Donde kg y h son las constantes de Boltzman y Planck, AG” es la energia libre
de activacién, o es la degeneracién de caminos de reaccién y k la correccion de

tunelaje.

a) Usar la teoria de Marcus [104] para calcular las barreras de reaccién de
transferencia electrénica. En esta teoria la barrera de activacion (4GZr)

se obtiene como:

2
. Al, AG?
b) AGET:Z[HTET] Ec.3.5b

0 , . ., , . .,
donde AG; es la energia libre de reaccion y A la energia de reorganizacion

nuclear.
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c)
d)
e)
f)
9)
h)

Incluir la degeneracion de caminos de reaccion.

Incluir correcciones de tunelaje.

Usar estado estandar 1 M.

Tener en cuenta el efecto caja del solvente.

Incluir correcciones para reacciones controladas por difusion.

Calcular los coeficientes de velocidad totales (suma de todos los caminos
para las diferentes especies que contribuyen a la reactividad global).
Calcular coeficientes de velocidad globales al pH de interés, utilizando

fracciones molares.
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CAPITULO 4. RESULTADOS Y DISCUSION
4.1 Estudio de estabilidad de DHAQ

Los estudios de estabilidad son una herramienta indispensable que permite
garantizar la capacidad que tiene un compuesto de conservar sus propiedades
fisicas y quimicas dentro de condiciones especificas. Factores como la
temperatura, la luz, humedad y la presencia de oxigeno son las causas mas

frecuentes que alteran la estabilidad de los compuestos.

Con el fin de garantizar la integridad fisica de las moléculas de DHAQ durante el
experimento, se realizé un estudio de estabilidad manteniendo la temperatura en
25 °C, en ausencia de luz y en atmésfera de nitrdgeno durante 6 horas después
de su preparaciéon. Las DHAQ en medio acuoso presentan poca solubilidad por
lo que se disolvieron en agua caliente agregando NaOH 1 M, sin embargo, en
medio acido las DHAQ son menos solubles dando lugar a la aparicion de

particulas de precipitado.

El porcentaje de degradacion de un colorante (% D) indica la fraccion mol de
cada compuesto que se descompone o reacciona en condiciones especificas.
En la Figura 4.1 se reporta el porcentaje de degradacién, % D, tomando en

cuenta sus maximos de absorcion (Anexo A),

La absorbancia inicial y la absorbancia medida cada hora, en un intervalo de 6

horas después de su preparacion se calcul6 conforme a la ecuacion 4.1.
t
%D = (1—4=)x 100 Ec. 4.1

Donde A® es la absorbancia en el tiempo y Al es la absorbancia inicial en el

tiempo 0 a longitudes de onda caracteristicos
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Figura 4.1 Comportamiento del %D en el tiempo a longitudes de onda
caracteristicos de a) quinizarina, b) antrarufina, c) crisazina y d) antraflavina

Los resultados del %D al pasar 6 horas después de su preparacién a longitudes
de onda caracteristicos mostraron un porcentaje menor al 6 % en todos los
casos, se observa un aumento gradual del porcentaje al pasar 3 horas después
de su preparacion, en las siguientes horas el %D parece mantenerse constante.
Este comportamiento en el intervalo de medicidbn sugiere que hay una

conservacion quimica de las moléculas de DHAQ sin modificacién significativa.
4.1.1 Conclusiones parciales

De los estudios de estabilidad podemos ver que, en el periodo de trabajo de 6
horas, la integridad quimica de las DHAQ se conserva, siempre y cuando se
mantenga la temperatura a 25 ° C, en ausencia de luz y en atmésfera de

nitrégeno.
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4.2 Propiedades electronicas de la DHAQ

Se han llevado a cabo estudios experimentales de las propiedades electrénicas
de las Antraquinonas incluyendo los efectos del solvente [105, 106]. En estos
estudios se muestra que las Antraquinonas absorben en 220-350 nm, con
bandas dominantes de transiciones TT-11*, transiciones de bandas mas débiles
(energias méas bajas 400 nm aproximadamente) pueden ser atribuidas a
transiciones tipo n-1*. La sustitucion de grupos con pares de electrones no
compartidos como el grupo OH modifica la intensidad del color de la absorcion,

desplazando el maximo de absorcion a mayores longitudes de onda.

En las siguientes figuras se muestran los gréaficos de la absorbancia de cada
DHAQ en funcibn de las longitudes de onda (nm) que muestran el
comportamiento de las bandas de absorcion en la region UV-Vis a diferentes
valores de pH.

Los espectros de absorcion de H2Qz (71 uM) muestran una fuerte absorcion en
559 y 593 nm (Figura 4.2a), a medida que disminuye el valor de pH la banda del
maximo de absorcion decrece y se desplaza hacia longitudes de onda menores.
Cuando incrementa la basicidad del medio se aprecian un punto isosbéstico, el
cual se relaciona a por lo menos un equilibrio de disociacion, este punto se

localiza en 401 nm.
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340 400 460 520 580 640
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Figura 4.2a. Familia de espectros de H2Qz (71 pM) en medio acuoso en un
intervalo de 12.13 > pH > 10.83

La Figura 4.2b muestra la familia de espectros de absorcion de H2Arf (2.4 uM)
en medio acuoso, donde se observa un maximo de absorcion en 484 nm al
disminuir el valor de pH se desplaza el maximo de absorcion hacia longitudes de
onda mayores. Dos puntos isosbésticos se observan en 404 y 540 nm

respectivamente.



RESULTADOS Y DISCUSION

|
J I

310 370 430 490 550 610

4/ nm

Figura 4.2b. Familia de espectros de H2Arf (2.4 uM) en medio acuoso en un
intervalo de 12.39 > pH > 11.37

Los espectros de absorcion de H2Cz (79 pM) presentan dos méaximos de
absorcién en 438 nm y 516 nm este Ultimo presenta un efecto hipercromico al
aumentar la basicidad del medio y se observa un punto isosbéstico localizado en
461 nm.
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Figura 4.2c. Familia de espectros de H2Cz (79 uM) en medio acuoso en un
intervalo de 12.54 > pH > 8.67
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Los espectros de absorcién H2Afv cuyos méaximos se encuentran localizados en
234, 294, 340 y 416 nm respectivamente, al aumentar el valor de pH se observa
un incremento en el maximo de absorcion. El espectro de absorcion de
antraflavina presenta al menos cinco puntos isosbésticos localizados en 250,
278, 302, 356 y 372 nm respectivamente. El aumento en el nimero de bandas
de absorcion con respecto a las demas DHAQ sugiere que se deben a efectos

en la conjugacion por deslocalizacién electronica.

0.00 Pttt
210 270 330 390 450 510

|
I ] I | ]
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Figura 4.2d. Familia de espectros de H2Afv (35 uM) en medio acuoso en un
intervalo de 10.76 > pH > 8.54

4.2.1 Conclusiones parciales

De la determinacion espectrofotométrica se observo que la sustitucion del grupo
OH en diferentes sitios de las DHAQ mostré un efecto diferente en los espectros
de absorcidn, caracterizados por los desplazamientos o aumento de las bandas
de absorcion debido a la influencia de enlaces de hidrogeno, los efectos

electrénicos y estéricos.
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4.3 Estimaciones de la constante de acidez por medio de Parametros
Ajustados (PA)

Los métodos computacionales ofrecen una herramienta util para el analisis y el
célculo de las constantes de acidez, en este caso en particular donde se
desconocen los valores de pKa de las DHAQ en medio acuoso, un enfoque
tedrico basado en la determinacion de pardmetros empiricamente ajustados

propone una opcion para la aproximacion de estos valores [107].

El método de PA consiste en obtener la energia libre de Gibbs de cada
compuesto y de su base conjugada. El calculo de los valores de pKa depende
del grupo funcional donde se encuentra el proton ionizable, en el caso de DHAQ
se clasifica en fenoles, donde se incluyen dos pardmetros empiricamente

ajustados que dependen del tipo de método y el conjunto de base empleado.

El calculo se llevo a cabo a nivel de teoria M06-2X con un conjunto de base 6-
311+ G (d, p) para los cuales los valores de los dos parametros corresponden a
m= 0.32 y Co=-82.21 (Figura 4.3) [107]. Se calcularon los valores de pKa de
DHAQ de acuerdo con el modelo representado en la Ec. 4.3.1

pKa = mAGspa) + Co Ec.4.3.1
12.00 +
10.00 + .._.:,..A:.. .
d_ T ...o.--" )
S 8.00 + B
[5+ 1 ..,"'
%_ o
6.00 + pK,;= 0.32AGg, - 82.21
T R2=0.977
4.00 | | | | | | | I

275 280 285 290 295
AG calculado (kcal/mol)

Figura 4.3 Gréfico de los valores de pKa experimentales en funcion de AG en
kcal/mol calculados con el funcional M06-2X y el conjunto de funciones de base
6-311 + G (d ,p) en medio acuoso con el modelo del solvente SMD para la
familia de fenoles [107]
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Para moléculas simétricas, como las dihidroxi-antraquinonas, se agregé una

correccion al valor de AGgg,y de 0.41 kcal/mol. En la Tabla 4.3 se reportan los

valores de pKa calculados por medio del método PA.

De la figura 1.1b se muestran las estructuras de las DHAQ las cuales poseen
dos protones ionizables en diferentes posiciones. En principio, esto implica que
las dos constantes de acidez estimadas mediante el método PA se pueden
discernir y estan asociadas con dos equilibrios acido-base descritos en la Tabla
4.3.

Tabla 4.3. Equilibrios de disociacion de DHAQ y valores de pKa con método PA

Equilibrios de formacién global pK, (PA)
de DHAQ
H,Qz=H*+HQz 8.68
HQz = H' + Qz*~ 10.25
H,Arf = H* + HArf~ 7.34
HArf~ = H" + Arf?- 10.55
H,Cz =H*+HCz 8.42
HCz™ = H* + Cz* 10.61
H,Afv = H* + HAfv~ 7.27
HAfv™ = H* + Afv*~ 8.06

Los valores més bajos para la primera y segunda desprotonacion se observan
para para antraflavina (Tabla 4.3), un aumento de los valores de pKa se observé
para el resto de las DHAQ estudiadas las cuales presentan interacciéon por
enlace por puente de hidrégeno. El error absoluto asociado a este tipo de célculo
para una familia de fenoles sustituidos, depende del tipo de método y base
empleado y varia entre 2 y 3.6 unidades de pKa [108]. Los valores calculados de
pKa fueron utilizados junto con la informacion recopilada de los espectros de

absorcion UV-Vis para determinar las constantes de acidez experimentales.
4.3.1 Conclusiones parciales

La estimacion de los valores de pKa por PA se llevo a cabo como primera
revelacion fisicoquimica de las DHAQ en medio acuoso. Los valores de pKa mas
bajos se observaron para antraflavina lo que se asocia a la ausencia de la

formacion de enlaces por puente de hidrogeno intramolecular.
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4.4 Constantes de acidez experimentales

Los cambios registrados en la absorbancia al variar el valor de pH a diferentes
longitudes de onda (en multiplos de 2 nm), un modelo quimico y la propuesta de
un valor inicial estimado de la constante de acidez fueron alimentados como
datos de entrada al programa SQUAD [52], el cual a través de un método iterativo

determiné las constantes de acidez (Anexo B).

Los valores de pH considerados para la determinacion de las constantes fueron:
11 valores para quinizarina en el intervalo de pH de 12.13-9.74, 13 valores de
pH para antrarufina (12.45-11.37), 18 valores de pH para crisazina (12.54-8.67)
y 19 para antraflavina (10.88-7.92).

En la Tabla 4.4a se presentan los equilibrios quimicos de formacion y de
disociacion, asi como sus respectivas contantes de formacién () y constantes
de acidez (pKa). La desviacion estandar total o7y la suma de minimos cuadrados
U son parametros estadisticos que son considerados como criterios de una

buena estimacion a los valores calculados de pKa.

Tabla 4.4a. Constantes de formacion global (B), valores de pKa calculados a
partir de datos de absorbancia recopilados del estudio experimental por medio
de espectrofotometria UV-Vis.

Equilibrio de Log B 1030+ 103U Equilibrio de disociacion pKa

formacién global

Qz%*+ H*= HQz" 12.03 1.80 2.60 H.Qz~ = HQz  +H* 10.83 +0.03

Qz% + 2H*= H.Qz 22.86 HQz- = Qz  + H* 12.03+0.03
Arf> + H*= HArf- 12.49 491 0.33 HoArf ~ = HArf ~+ H* 10.93 £ 0.02
Arf? +2H* = HoArf 23.42 HArf~ = Arf~+ H* 12.49 +0.02
Cz¥+H" = HCz~ 12.37 0.79 1.49 H,Cz~ = HCz™ + H* 8.73+0.01
Cz* +2H*= H:Cz 21.10 HCz-=Cz + H 12.37 £0.01
Afv¥ + H*= HAfv™ 8.48 3.95 0.49 H,Afv ~ = HAfv ~ + H* 7.47 £0.03
ARV~ + 2H* = H.Afv 15.95 HAfv = Afv~+ H* 8.48 +0.03

* gr es la desviacion estandar total y U es la suma de minimos cuadrados

De acuerdo con los valores de pKa reportados en la Tabla 4.4a la diferencia mas
notable se observa para Antraflavina, la cual no presenta interaccion por

formacion de puentes de hidrégeno. El incremento de los valores de pKa en las
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DHAQ estudiadas se asocia a la doble formacién del enlace por puente de
hidrégeno.

Comparando los valores de pKa calculados con el método PA y los determinados
experimentalmente se observan diferencias menores de 0.5 unidades de pKa en
el caso de Antraflavina, las diferencias mas notables se encuentran en las
moléculas de quinizarina y antrarufina mostrando una discrepancia con los
valores experimentales de entre 1.78 y 3.59 unidades de pKa, Cunningham y
colaboradores [108] reportaron errores absolutos en un intervalo de hasta 3.6
unidades pKa para la familia de fenoles, ellos proponen usar moléculas de agua
explicitas para mejorar este tipo de estimacion usando el modelo de solvatacion
continuo COSMO [109] (por sus siglas en inglés, Conductor Like Screen Model)
ya que se adapta mejor en la descripcion de la interaccion por enlaces de

hidrégeno.

Tabla 4.4b Errores absolutos de los valores de pKa experimentales y los
estimados con PA

Equilibrio de disociacion pKaexperimental pKaPA Error absoluto

H.Qz~ = HQz™ +H* 10.83 8.68 2.15
HQz = Qz~ + H* 12.03 10.25 1.78
H.Arf~ = HArf~+ H* 10.93 7.34 3.59
HArf- = Arf-+ H* 12.49 10.55 1.94
H,Cz~ = HCz ™ + H* 8.73 8.42 0.31
HCz-=Cz + H 12.37 10.61 1.76
H.Afv ~ = HAfv~ + H* 7.47 7.27 0.20
HAfV-= Afv-+ H* 8.48 8.06 0.42

De los valores reportados en la Tabla 4.4a, se construyo el diagrama de zonas
de predominio para las especies H2Qz el cual fue realizado de acuerdo con Rojas
y Gonzalez [110, 111], ver Figura 4.4a. Es posible apreciar que para pH < 10.83
la especie neutra (H2Qz) predomina, en el intervalo de 10.83 < pH < 12.03 la
especie anidnica (HQz') predomina y para pH = 12.03 la especie dianionica (Qz*

) es la predominante.
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Figura 4.4a Diagrama de zona de predominio unidimensional para especies de
H2Qz como funcién de pH, construidos a partir de las constantes de acidez

reportadas en la Tabla 4.4a.

Una aplicacién a los valores de pKa para un compuesto que presenta varios
protones &cidos es la construccion de un diagrama de distribucion de especies
[111], el cual permite visualizar la especie predominante a un valor de pH dado.
Los valores de pKa estan representados en la Figura 4.4b, este diagrama
muestra la distribucion de las especies de las DHAQ y su zona de predominio en
funcion del valor de pH. Este tipo de gréfico permite calcular las fracciones de

las especies involucradas en el equilibrio a un valor de pH deseado.
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Figura 4.4b. Diagrama de distribucion de especies en funcion del valor de pH
de a) quinizarina b) antrarufina, c) crisazina y d) antraflavina usando los valores

de pKa reportados en la Tabla 4.4
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A partir de las constantes de formacion global (B) y los coeficientes de
absortividad molar a cada longitud de onda propuestos por SQUAD (ver anexo
C), la ley de Beer-Lambert y la ley de aditividad de la absorbancia, es posible
calcular los espectros teoricos (representados por lineas) los cuales fueron
comparados con los espectros de absorcién obtenidos de forma experimental
(representados por puntos) a diferentes valores de pH (Figura 4.4c),
observandose que las bandas de ambos espectros presentan similitud en todos
los casos lo que apoya la fiabilidad del método de determinacidn de constantes

de acidez.

a)

“tomem,  pH12.13

Figura 4.4c Comparacion de los espectros de absorcion experimentales
(marcadores) y espectros tedricos (lineas) obtenidos a partir de los coeficientes
de absortividad molar y los valores de pKa reportados en la Tabla 4.4a

4.4.1 Conclusiones parciales

A partir de los parametros estadisticos y del ajuste de los espectros de absorcion

se comprobd que los valores determinados con SQUAD son confiables.

Los valores de pKa en la determinacién arrojan valores mas bajos para

antraflavina con respecto al resto de las DHAQ de estudio, este resultado
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concordo con la estimacién por PA dando errores absolutos menores a 0.5. La
presencia del enlace intramolecular en las demés dihidroxi-antraquinonas resulta
en un aumento de los valores de pKa que el método de PA no estima

adecuadamente.

4.5 Analisis topologico, energia de enlace de hidrogeno (Eyg) vy relacion
con valores de pKa experimentales

En esta secccion se presenta un estudio del calculo de las Ey de hidrégeno con
el fin de averiguar si estas se relacionan con la facilidad de desprotonacion de
las DHAQ.

Tres de las moléculas de las DHAQ de estudio presentan interaccion
intramolecular, estas involucran el atomo de hidrégeno del grupo OH fendlico y
el atomo de Oxigeno en los grupos oxo en los sitios 9y 10. La presencia de esas
interacciones se confirmo6 por medio del andlisis de Bader, el cual corresponde
a la teoria QTAIM (del inglés, Quantum theory of atoms in molecules) y esta
basada en la densidad electronica p(r) y su Laplaciano Vp(r) [112-116]. Los
puntos criticos de enlace fueron identificados (por sus siglas en inglés, Bond
critical points BCP) para quinizarina, antrarufina y crisazina (Figura 4.5a) y fueron

caracterizados por el valor de dos magnitudes reportadas en la Tabla 4.5a.

Tabla 4.5a. Parametros topoldgicos caracteristicos de los puntos criticos

DHAQ p(r) VZp(r)
Quinizarina 0.0426 0.0364
Antrarufina 0.0419 0.0360

Crisazina 0.0412 0.0364

Se ha demostrado que las interacciones de enlace de hidrégeno corresponden
a los puntos BCP y que los parametros p(r), V?p(r),la energia potencial local
(V) y la densidad de la energia cinética (G), dependen de la geometria del enlace
de hidrogeno [117, 118]. Ademas esta dependencia es similar entre la energia
de enlace de hidrégeno (Eng) y sus parametros geométricos [119, 120]. Esta
similitud ha motivado a investigadores a indagar relaciones entre la energia
asociada de los enlaces de hidrégeno y sus pardmetros topolégicos en el

correspondiente BCP.
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Espinosa y colaboradores [120] establecieron que tanto la Eyz como V dependen
de forma exponencial con parametros geométricos. En esas ecuaciones el
término exponencial es casi idéntico, sin embargo, los multiplicadores pre-
exponenciales difieren dos veces. Basado en esta investigacion, una relacion
lineal simple entre los valores de Eyz y V (en kcal/mol) con un coeficiente angular
de 0.5 dada por la Ec. 4.5.1

EHB = 05 V(Tpc) Ec.45.1

Debido a su simplicidad, la ecuacion de Espinosa es frecuentemente usada para

estimaciones de energia.
Donde:
1
V(rpe) = szp(rpc) — 2G (1pc) Ec. 4.5.2
Y G se obtiene como:
3 2 1
G(1pe) = 75 BT?)3p(10)/% + V2 p(135c) Ec. 4.5.3
Mata y colaboradores [118] subsecuentemente sugirieron que un valor preciso
para la densidad de energia cinética puede ser encontrado.
Eyg = 0.429G (1) Ec.4.5.4

Una modificaciéon a la ecuacion de Espinosa (Ec. 4.3.1) se llevo a cabo [121] y
se encontré que Eyp tiene una dependencia lineal con valores calculados de p
y de V en un punto critico de los correspondientes enlaces de hidrogeno

(Enfoque de Afonin), estas ecuaciones se muestran a continuacion.
Eyg = 0.277|V| — 0.45 Ec. 4.5.5
Eyp(pBCP) = 191.4pBCP — 1.78 Ec. 4.5.6

El andlisis QTAIM se llevo a cabo para las DHAQ donde por medio del
visualizador AIM2000 se muestran los graficos moleculares de estas estructuras
(Figura 4.5a). Los puntos de color amarillo representan los puntos criticos del
anillo y los puntos rojos representan los puntos criticos del enlace O-H. En este
caso para las DHAQ se observa la formacién del puente de hidrégeno entre el

grupo ceto de la quinona y el grupo OH fendlico.
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Figura 4.5a. Graficas moleculares de a) H2Qz, b) H2Arf y c) H2Cz

Los valores de p(r) y V?p(r) reportados en la Tabla 4.5a fueron usados para
estimar los valores de Eng para las DHAQ investigadas, usando las ecuaciones
presentadas anteriormente, el valor de cada enfoque se muestra en la Tabla 4.5
b.

Tabla 4.5b. Eyg en kcal/mol calculadas con diferentes enfoques.

Eyg(kcal/mol)

DHAQ Mata Espinosa Afonin (V) Afonin (p)
H.Qz -6.21 -14.48 -8.47 -7.31
HoArf -6.02 -14.03 -8.22 -7.11
H.Cz -5.96 -13.91 -8.16 -7.03

De acuerdo con la clasificacion de la fuerza de enlace (Figura 4.5b) de Jeffrey
[122] los enfoques de Mata, Espinosa y Afonin predicen interacciones de fuerza
media. Vale la pena mencionar que a pesar de que todas las moléculas de
estudio presentan doble interaccion intramolecular, y son equivalentes por
simetria, solamente se reporta el valor de Exg de una interaccion del enlace de

hidrégeno por cada molécula.
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Escala energética del enlace de Hidrégeno E, kcal / mol
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Figura 4.5b. Escala de energia del enlace de hidrogeno de acuerdo a Jeffrey
[122].

De acuerdo con los valores obtenidos de Eng con cada enfoque, la fuerza del
enlace intramolecular es similar para todas las moléculas estudiadas.
Considerando las pequeiias diferencias de Eng una tendencia puede
establecerse crisazina < antrarufina < quinizarina. Esta tendencia es la misma

considerando el tipo de enfoque empleado.

La ausencia de la interaccién del enlace de hidrogeno en antraflavina parece
justificar el hecho de presentar los dos valores de pKa més bajos de las moléculas
investigadas. Se encontrd que crisazina presenta las interacciones del enlace
intramolecular mas débiles, este hecho parece justificar en que presenta los
valores de pKa més bajos de las moléculas estudiadas, en cuanto a quinizarina
y antrarufina los valores de Eng no parecen ser suficientes para justificar el orden
de acidez, esto parece ser consecuencia de que no solo las diferencias de Eng
son pequefas, sino que también las diferencias en los valores de pKa

experimentales determinados de estas moléculas lo son.
4.5.1 Conclusiones parciales

Mediante el analisis topolégico con QTAIM se estimaron las Eng con diferentes
enfoques encontrando que la fortaleza de enlace es de fuerza media, a pesar de

las pequefias diferencias energéticas en cada enfoque se establecio la tendencia
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de fortaleza de enlace que parece justificar los valores de pKa de crisazina, sin
embargo, las diferencias energéticas de cada enfoque no permiten distinguir un
cambio apreciable que se relacione con el valor de pKa en el caso de antrarufina

y quinizarina.

4.6 Constante de formacion del complejo de inclusién

La interaccion de Quinizarina con 2HpBCD fue estudiada a pH 7.00 dado que a
este valor de pH quinizarina se encuentra en su forma neutra y presenta
problemas de solubilidad. Se eligié a quinizarina como modelo para su estudio
ya que su estructura ha sido relacionada con las antraciclinas, que son
compuestos con propiedades antibidticas y antitumorales [123-125], ha sido
usada como marcador en el uso de combustibles [126, 127] y aplicado como
aditivo en lubricantes [128, 129].

De acuerdo con el diagrama de zonas de predominio de quinizarina mostrado en
la Figura 4.5a, la especie predominante a pH < 10.83 es la especie neutra (H2Qz),
la solubilidad de esta especie en medio acuoso va disminuyendo a medida que
disminuye el valor de pH. Para incrementar la solubilidad de las especies se
utilizan las CDs, en este caso se eligio una CD modificada 2HpBCD, debido a
gue se ha mostrado ser segura y efectiva en aplicaciones en la industria
cosmeética y alimenticia [74, 105, 106]. En este sentido se eligi6 trabajar a pH de
7.00 ya que a este valor de pH se garantiza que efectivamente se encuentra la
especie neutra en el sistema y ademas porque gran parte de las reacciones

quimicas se llevan a cabo en el cuerpo humano a pH fisiologico.

Para que quinizarina entre en la cavidad de la 2HpBCD debe tener dimensiones
adecuadas que permitan la maxima inclusion en la cavidad. En la Figura 1.3b se
reportaron las dimensiones de quinizarina las cuales son; ancho del anillo sin
sustituir 5.0 A, largo 9.4 A, ancho del anillo sustituido con grupos OH 6.3 A. Con
el fin de investigar el tamafio de quinizarina a partir de la optimizacion de
geometria, se tomaron en cuenta los &ngulos y longitudes de enlace para estimar
las dimensiones de dicha molécula, las cuales estan representadas en la Figura
4.6a. Si se comparan las medidas de quinizarina reportadas por Kandoth [130] y
las obtenidas mediante la optimizacion de geometria se observan diferencias de

0.04 A para el ancho sin sustituir, 0.09 A para el largo y 0.64 A para el ancho del
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anillo sustituido, lo que indica que los valores obtenidos estan en acuerdo con

los reportados.

9.31 A

4.96 A 6.94 A

Figura 4.6a Dimensiones de Quinizarina calculadas a partir de la optimizacién
de geometria con el funcional M06-2X y el conjunto de base 6-311 ++ G (d, p) y
el modelo de solvente SMD

La Figura 4.6b muestra una familia de espectros UV-Vis de H2Qz en solucion
acuosa a pH 7.02 como funcion de la longitud onda y [2HpBCD], del sistema
H2Qz - 2HpBCD la constante de inclusion fue estimada con SQUAD, con una
estequiometria 1:1. Vale la pena mencionar que se intenté ajustar los datos
proponiendo estequiometrias 2:1 (considerando 2 moléculas de H2Qz y una de
2HpBRCD) y 1:2 (una molécula de 2HpBCD y dos de H2Qz), sin embargo, los
valores determinados por SQUAD no cumplian con los criterios estadisticos
establecidos.

El comportamiento espectrofotométrico del sistema H2Qz-2HpBCD en medio
acuoso se muestra en un diagrama 3D (Figura 4.6a) donde se muestra la
absorbancia — longitud de onda (A) — (-log ([2HpPRCD]) (p2HpRCD) a pH 7.02.

El tratamiento de datos con SQUAD permiti6é estimar la constante de inclusion
con estequiometria 1:1, la cual esta en acuerdo con Kandoth y colaboradores
[130], quienes mostraron que la formacion del complejo ocurre cuando la
molécula de quinizarina entra a la cavidad de la B-CD de tal forma que el anillo
sin sustituir estd orientado hacia el borde estrecho de quinizarina,
proporcionandole la maxima inclusion en la cavidad y una mayor fuerza de

formacion intermolecular.
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Figura 4.6b Familia de espectros UV-Vis en 3D: absorbancia — longitud de
onda (A) — (-log ([2HpBCD]) (p2HpRCD) obtenidos a H2Qz 57 uM en solucion
acuosa a pH 7.02 a diferentes [2HpBCD] en un intervalo de concentraciones de
(0.66 — 11.72) mM

Los datos de absorbancia obtenidos a diferentes longitudes de onda con
diferentes [2HpBCD] fueron alimentados como datos de entrada al programa
SQUAD en donde se obtuvieron como datos de salida la constante de formacion
global de H2Qz y pardmetros estadisticos, como la desviacion estandar (o), y
minimos cuadrados no lineales (U) reportados en la Tabla 4.6a.

Tabla 4.6a. Constante de inclusion de H2Qz, calculada por medio de los
espectros reportados en la Figura 4.6a y SQUAD.

Equilibrio Global de formacion del log B u oT

complejo

H2Qz + 2HpPCD = H2Qz-2HpPCD 2.53+0.04 1.16 x10°3 7.42x10°3
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El gréafico de la Figura 4.6b, muestra la distribucion de especies donde se puede
apreciar la interseccion de las bandas, en este punto las fracciones molares de

ambas especies son equivalentes.

S
© 0.80 -
o
S
S H,Qz-2HppCD
'S 040 T
(&)
£
0.00 —+—F+—+—+—+—+—F—F—+—+—
0 2 4 6

p-2HpBCD

Figura 4.6b Diagrama de distribucion de especies de H2Qz y su complejo
2HpBCD

Realizando una comparacion de los espectros que se obtuvieron de forma
experimental con los espectros de absorcion tedéricos (Figura 4.6c), construidos
a partir de datos estimados por SQUAD como los coeficientes de absortividad
molar (Tabla 4.6b) y el valor de B, se observa que a diferentes valores de pH
ambos espectros de absorcion se ajustan uno con el otro, que se interpreta como
un buen ajuste entre el modelo quimico con la estequiometria propuesta y los

datos experimentales.
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Tabla 4.6b. Coeficientes de absortividad molar representativos para las
especies H2Qz y H2Qz -2HpBCD como funcién de la longitud de onda, A
(reportados de 30 en 30 nm), calculado a través de SQUAD y sus espectros
mostrados en Figura 4.6a.

Alnm g IMtcm?
H,Qz-2HpBCD H,Qz
360 2832 1386
390 2373 1635
420 3553 2500
450 5077 4261
480 5244 4565
510 3791 2325
540 1629 1505
570 925 278
600 556 11
630 330 0
660 195 0
0.40 T a) 0.30 b)
0.30 T =, P2HpRCD 1.98 0.20 1 \  P2HpRCD 3.18
™ 0.20 T ’ ‘“: 1 '
0.10 + 0.10 -
0.00 | — t t t — 0.00 | [ | : [ . |
360 460 560 660 360 460 560 660
4/ nm A/ nm

Figura 4.6¢c. Comparacion de los espectros de absorcion experimentales

(marcadores) realizados a dos diferentes valores de p2HpBCD: a) 1.98 y b)

3.18, con los espectros de absorcidn tedricos (lineas sélidas) generadas a
partir de datos reportados en Tabla 4.6a y Tabla 4.6b.
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4.6.1 Conclusiones parciales

Las dimensiones calculadas por medio de las longitudes de enlace de la
estructura de quinizarina optimizada, coinciden con las reportadas en la
literatura. La interaccion de 2HpPCD con H2Qz fue monitoreada mediante
espectroscopia UV-Vis a pH 7.00, los resultados muestran una constante de
inclusion de 2.53 con estequiometria 1:1 la cual estd en buen acuerdo con la

reportado en estudios anteriores con (3-CD.

4.7 Estudio electroquimico de Quinizarina

Un estudio electroquimico de H2Qz con 2HpBCD se llevo a cabo con el fin de
corroborar la formacién del complejo de inclusion. En la literatura se han
encontrado pocos estudios de caracterizaciéon electroquimica de H2Qz donde el
empleo de electrodos de trabajo ha mostrado que el proceso es de adsorcion los

cuales trabajan a altas velocidades de barrido.

El estudio electroquimico se llevo a cabo en solucion acuosa utilizando Buffer de

fosfatos 0.1 M a pH=7.02 variando la concentracion de 2HpBCD.

La Figura 4.7a muestra un Voltamperograma Ciclico (VC) donde el pico de
corriente anddico, ipa, de los VC’s permanece practicamente constante en el
intervalo de 2.5 a 3.2 de p2HpBCD, sin embargo, para p2HpRCD < 2.5, ipa
incrementan de forma lineal lo cual se observa en un grafico de corriente de pico
anodico vs p2HpBCD (Figura 4.7b), el comportamiento observado muestra la
formacién del complejo de inclusion en 2.5. De estos resultados y del diagrama
presentado en la Figura 4.6¢c puede concluirse que cuando el complejo de
inclusion H2Qz-2HpBCD predomina en el sistema, la velocidad de oxidacion
electroquimica de quinizarina puede incrementar tres veces (para p2HpBCD =
2.1) respectivamente de su valor, cuando H2Qz es la especie predominante. Por
esta razon se decidi6 llevar a cabo la cuantificacion electroquimica de quinizarina
en solucion acuosa, fijando la concentracion de 2HpBCD a p2HpBRCD =2.1
(Anexo G).



RESULTADOS Y DISCUSION

7.0

+ _,-"!“-_ 2.1 8 +
50 T a) !'"’ h e e T b)
3.0 + ”," 3.2 < 6 T
< ! - <
\=- 1.0 7;%%*«%""“"‘,‘“"’ casesarts? ~ 4 4
— i JRYC S oty s ®
1.0 il o o |
T h“"_ i 2 L o o ET
-3.0 + ..". .’; |
-5.0 N, S A — 0 ——"F+—+—+—+—+—+—t——t—t
0.20 0.30 0.40 0.50 0.60 20 22 24 26 28 30 32 34
E/V p2pHBCD

Figura 4.7. a) Voltamperograma Ciclico realizado en los sistemas CPE / H2Qz
32.5 uM (pH 7.02, 0.1 M PBS) con diferentes valores de p2HpBRCD (-log
[2HpBCD)]), indicados en la figura. En ambos casos el potencial de inicio fue de
0 V en direccién anddica a 0.8 V s™. b) Variacion de la corriente del pico

anddico, ipa, de los VCs como funcion p2HpBCD.
4.7.1 Conclusiones parciales

El comportamiento electroquimico de H2Qz con 2HpBCD reveld que la formacion
del complejo se da a partir de p2HpRCD>2.5, este valor concuerda con el

obtenido por medio de espectroscopia UV-Vis.

4.8 Estudio de la capacidad antioxidante de las DHAQ

En esta seccidn se estudia la habilidad de las DHAQ para reducir RL por medio
del ensayo con ‘DPPH y se evalua la actividad antioxidante a través de la
capacidad de las enzimas lacasa y tirosinada de reducir y oxidar a las DHAQ,
esta actividad fue monitoreada por medio de biosensores enzimaticos

amperomeétricos

4.8.1 Reaccién del radical ‘DPPH con DHAQ
En presencia de compuestos antioxidantes el radical ‘DPPH puede aceptar un

electrén confiriéndole al radical ‘DPPH estabilidad. Como la reduccién del radical
‘DPPH se caracteriza por un amarillo palido, es posible determinar la actividad
antioxidante debido a un cambio de coloraciébn el cual se monitorea

espectrofotométricamente. Cuanto mayor sea la capacidad de un antioxidante



RESULTADOS Y DISCUSION

de capturar radicales libres, mayor es la reduccion del radical ‘DPPH y menos
color purpura habra en la muestra. Mediante este principio se monitored la
reaccion del radical ‘DPPH en el tiempo con la adicion de cada DHAQ,
consiguiendo una curva de calibracién con diferentes volimenes de Trolox
manteniendo la concentracién del radical *DPPH constante (1 mM), figura 4.8.1a,
obteniendo una dependencia lineal graficando la Absorbancia en funcion de la
concentracion de Trolox de la cual se conoce la pendiente, que posteriormente

es comparada con la pendiente de cada muestra.

1.20 [Trolox]

T —0 M

0.90 —1puM
5 uM

<~ 0.60 10 uM
—20 uM

0.30 —40 uM

50 uM

0.00 ———] i

t / min
Figura 4.8.1a. Descenso de la absorbancia de Trolox, a diferentes

Concentraciones (0-50 uM), debido a la reaccién con el radical ‘DPPH (1 mM).

El descenso de la absorbancia en funcion del tiempo para las DHAQ (Figura
4.81b) se obtuvo de forma similar a la de Trolox, con diferentes volimenes de la
muestra en donde la concentracion mas representativa en la cual se observa la

reduccion del radical ‘DPPH por el antioxidante fue de 0.1 mM.
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Figura 4.8.1b. Reaccién del radical DPPH con Quinizarina (H2Qz, curva roja))
y Antrarufina (H2Arf, curva azul)
Los resultados de la reaccién del radical ‘DPPH con H2Arf y H2Qz expresados
en equivalentes a Trolox se muestran en la Tabla 4.8.1a donde se observa que

H2Arf y H2Qz presentan un descenso en la absorbancia menor comparada con

Trolox, no se observo reaccion con el radical en el caso de H2Cz y H2Afv.

Tabla 4.8.1a. Capacidad antioxidante equivalente a Trolox (TEAC) de
antraquinonas dihidroxiladas con el ensayo con ‘DPPH

DHAQ (TEAC % *0' ) x10?

O OH

LYY e

90 O

O OH
H2Qz

*o fue estimada de la repeticion de tres experimentos en las mismas condiciones.

Cabe sefialar que las DHAQ al ser compuestos coloreados absorben en
intervalos mayores de 300 nm esto implica que pueden interferir en la reaccion
de reduccion del "DPPH ya que este radical muestra dos bandas de absorcion

una en 331y 514 nm respectivamente.
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4.8.2 Determinacion de la capacidad antioxidante con Biosensores
amperomeétricos enzimaticos

La actividad antioxidante de las DHAQ fue medida por medio de biosensores
enzimaticos para observar si hay una mayor respuesta que con el ensayo con el
radical 'DPPH. Un biosensor es un dispositivo que esta formado por un elemento
de reconocimiento, en este caso enzimas, que se encuentra en intimo contacto
con un sistema transductor el cual permite procesar la sefial y relacionarla con
la concentracion del analito (Anexo D) [131].

En este método el biosensor se sumerge en una soluciéon de fosfatos 0.1 My se
aplica un potencial en el cual la sefial es estable, una vez estable, se agregan
adiciones consecutivas de Trolox. A cada adicion se le tomo lectura del cambio
en la corriente y con esta informacion se construyen curvas de calibracion
(graficando la concentracion del analito vs la corriente) para Trolox y las DHAQ.
En la Tabla 4.8.2a se reporta la actividad enzimatica en TEAC para biosensores
con Lacasa y con biosensores de Tirosinasa los cuales se calcularon mediante
la comparacién de las pendientes resultantes de las curvas de calibracion entre
Trolox (m7) y las pendientes de las muestras de las DHAQ (m,,).

m
TEAC = —2=
mr

Tabla 4.8.2a. Capacidad antioxidante equivalente a Trolox (TEAC) con
biosensores de Tirosinasa y Lacasa

Biosensor de Tirosinasa Biosensor de Lacasa
DHAQ TEACto TEAC t o
O OH
(9.10 £ 0.40) x 1072 (2.59 £ 0.37) x 102
O OH
H-Qz
O OH
O‘O (2.01 £0.14) x 10t (3.97 £ 0.59) x 102
OH O

HoArf
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O

00
HO (1.21 + 0.07) x 101 (2.98 + 0.42) X 102

O
HoAfv

O‘O (1.01 +0.03) x 10 (2.72 £ 0.46) x 1072

H.Cz

o* La desviacidn estandar relativa fue estimada por la repeticion de tres experimentos en las
mismas condiciones. Se calculé como la raiz de la suma de los cuadrados de las desviaciones

estandar relativas de las pendientes de trolox y de la muestra.

Los valores de TEAC de las DHAQ para el biosensor de Lacasa evidencian poca
actividad antioxidante, sus valores son cercanos a cero, utilizando el biosensor
de Tirosinasa se intensifica un poco la sefial, sin embargo, las DHAQ no
muestran ser mejores que Trolox. En el biosensor de Tirosinasa la mayor
actividad corresponde a Antrarufina y las demas antraquinonas muestran una

actividad mas baja y muy similar.

La actividad enzimatica sobre las DHAQ puede estar limitada debido a la
presencia de la formacion del puente de hidrogeno lo que dificulta que se lleve a
cabo la oxidacion de los grupos OH presentes en las DHAQ. La formacion del
enlace intramolecular juega un papel muy importante en la actividad
antioxidante, asi como la posicién de los grupos OH, pues la sustitucion de
grupos OH en posicién -orto (catecoles) da lugar a una mejor actividad esto se
puede ver en la estructura de Alizarina, una antraquinona cuyos sitios sustituidos
se encuentran en posicién 1,2 (Figura 4.2a), mostrando un valor de TEAC de
1.05 £ 0.002 y en la molécula de purpurina, cuyos sitios sustituidos son 1,2,4,
con un TEAC de 2.00 + 0.0011 [132].
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a) b)
O OH O OH
SO CNGS Ol
HO HO
o O OH

Figura 4.2a Estructuras quimicas de dos antraquinonas con grupos OH
sustituidos en posicion -orto a) Alizarina y b) Purpurina.

Estudios basados en estructura electronica proporcionan informacion acerca del
mecanismo de neutralizacion de diferentes radicales, asi como de la reactividad

de los compuestos (Anexo H).

4.8.3 Conclusiones parciales

La capacidad antioxidante de las DHAQ se evalué mediante el ensayo con DPPH
y el uso de biosensores enzimaticos, los resultados expresados en equivalentes
Trolox evidenciaron poca actividad antioxidante de las DHAQ, la presencia y el
numero de grupos OH sustituidos en posicion -orfo mejora la capacidad

antioxidante de las antraquinonas.
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La estimacion por PA permitid conocer los valores de pA:;, como primera
revelacion fisicoquimica, estos valores se utilizaron para determinar
experimentalmente por primera vez las constantes de acidez en medio acuoso,
por medio de espectroscopia UV-Vis, los valores obtenidos son: para quinizarina
10.83 £+ 0.03y 12.03 £0.03, antrarufina 10.93 + 0.03, 12.49 + 0.04, crisazina 8.37
+0.01y 12.37 £ 0.01 y antraflavina 7.47 + 0.03 y 8.48 + 0.03, observandose que
los valores mas bajos de pA; corresponden a Antraflavina, cuya molécula no
presenta interaccion de formacion de puente de hidrogeno.

Del estudio de QTAIM para estimar la Exg se establecié una tendencia en cuanto
a fortaleza de enlace; crisazina < antrarufina < quinizarina. El hecho de que
crisazina presente el valor mas bajo de su primer pAz parece estar relacionado
con el hecho de que presenta interaccién mas débil con respecto a las moléculas
estudiadas. En cuanto a antrarufina y quinizarina los valores de Eng no parecen
justificar el orden de acidez puesto que las diferencias de Eng entre estas dos
moléculas son pequeiias, sin embargo, las diferencia entre los valores de pA;
experimentales también lo son.

La baja solubilidad de la especie neutra de las DHAQ nos condujo a tomar como
modelo a quinizarina y estudiar la interaccion de su especie neutra con 2HpB3CD
llevando a cabo un estudio con espectroscopia UV-Vis para monitorear la
formacién de complejo a pH 7.00 de H2Qz con 2HpBCD en medio acuoso
obteniendo una constante de formacion de 2.53 + 0.04 con estequiometria 1:1 y
se corrobord por medio del estudio electroquimico.

Puesto que las antraquinonas presentan propiedades bioactivas, se determind la
capacidad antioxidante mediante biosensores enzimaticos, dicho estudio reveld
que su actividad es menor que Trolox. El ensayo con el radical *DPPH solo mostrd
reaccion con quinizarina y antrarufina. En general, la actividad antioxidante de
las DHAQ depende del sitio de sustitucion de los grupos OH y se favorece en

cuando la sustitucion se encuentra en posiciones -orto.



PERSPECTIVAS

A partir de los resultados presentados en esta Tesis, las perspectivas de

trabajos futuros se orientan hacia las siguientes investigaciones:

» Realizar estudios espectrofotométricos y electroquimicos del resto de las

DHAQ (antrarufina, crisazina y antraflavina) con 2HpBCD, esto con el fin
de mejorar la solubilidad de las DHAQ, en este sentido, también seria
interesante llevar a cabo un estudio del efecto de la adicidn de surfactantes
a las DHAQ.

> Ya que en el cuerpo humano se encuentran iones metalicos que son

esenciales para el buen funcionamiento de enzimas y proteinas se propone
el estudio de la interaccion de metales de transicién, por ejemplo, con Cu
(II) y Ni (II), con DHAQ por medio de técnicas espectrofotométricas y

electroguimicas.

Otro estudio que seria interesante realizar, contemplando la relacién entre
DHAQ y Cu (II), es investigar la actividad antioxidante secundaria (por
medio de una metodologia basada en DFT), que consiste en la reduccion
de la produccion de radicales hidroxilo (*OH) por accién del complejo
[DHAQ-Cu (II)].
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ANEXOS

Anexo A. Estabilidad de DHAQ
En la Figura Al se muestran los espectros de absorcion de las DHAQ después

de 6 horas de su preparacion (representados con lineas) comparados con los
espectros de absorcion al inicio de su preparacion (puntos).

b)
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Figura A.1l. Espectros de absorcién de a) quinizarina b) antrarufina c) crisazina
y d) antraflavina en medio acuoso

Anexo B. Descripcién del programa computacional SQUAD

El programa SQUAD (Stability Quotients from Absorbance Data) es un programa
disefiado para calcular los mejores valores de las constantes de estabilidad del
modelo de equilibrio propuesto empleando un enfoque de minimos cuadrados

no lineales.

B.1 Algoritmos matematicos

Para cada valor de la absorbancia



Apj= Z{[SpeCieS]i,j * & ke Ec.Bl.a

Donde [species];; es la concentracion de la jth especie en la ith solucion
(espectro), ¢, es la absortividad molar de la jth especie y kth longitud de onda.
SQUAD calcula los valores de las constantes de formacién global, las cuales
minimizan la suma de cuadrados residuales entre los valores de absorbancias

observadas y calculadas

U=XFEXIAR — ASE Ec.B1.b

El refinamiento de las constantes de acidez se lleva a cabo por medio de
métodos iterativos y una serie de subrutinas (Figura B.1) de las cuales se

describen las mas importantes.

Subrutina REFINE. Esta rutina controla el algoritmo principal de refinamiento la
cual usa un enfoque clasico de Gauss-Newton. Se considera una convergencia

completada si todos los cambios son menores al 0.1 % de cada constante.

Subrutina DIFF y SEARCH. DiFF emplea un algoritmo de diferencia central de
Stirling. El Jacobiano y el Hessiano son desarrollados por SEARCH. La matriz

de correlacioén se calcula en este tiempo.

Subrutina RESID. Acumula la suma de cuadrados residuales y controla la

solucion de la ley de Beer para las constantes de formacion.

Subrutina CSCC Y COGSNR. Esas 2 rutinas son usadas para calcular las
concentraciones de todas las especies en solucion. La concentracion total de
cada componente de las constantes de formacion son datos de entrada de esas

rutinas.

La apariciéon del valor de las constantes de formacién significa que todos los
valores han sido encontrados durante el proceso de refinamiento incluyendo
aguellos valores temporales generados durante el proceso de diferenciacion
numeérica. La ultima rutina que resuelve las ecuaciones del balance de masa es

llevada a cabo por medio del algoritmo de Newton-Raphson.



Subrutina SOLVE. Una vez que las concentraciones de todas las especies para
el conjunto de las constantes han sido calculadas, la matriz de la absorbancia

corregida pasa a la subrutina SOLVE.

Subrutina INOUT. Completa los datos de entrada y llama a la subrutina REFINE,
una vez que se logra la convergencia controla los datos de salida de los

resultados.

La convergencia se da si la diferencia en la minimizacién de un ciclo iterativo a
otro difiere como maximo 0.001. Que el criterio anterior se cumpla no significa
gue se tiene el mejor refinamiento de las constantes, debido a que se puede caer
en el caso de una convergencia en un minimo relativo.
Los pardmetros estadisticos que emplea SQUAD para determinar si el modelo
guimico propuesto explica la informacion experimental alimentada son los
siguientes:

e Parametro de correlacion (matriz)

e Ladesviacion estandar sobre los datos de absorbancia (o datos), y de las

constantes (o ctes.).
e La desviacion estandar por espectro (o espectro).
e La desviacion estandar sobre los coeficientes de absortividad molar (o

coef.)

El analisis estadistico depende en gran medida de la precision del equipo
empleado, la cantidad de datos alimentados al programa y de la complejidad del

sistema que se estudia.
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Figura B.1 Mapa conceptual de las subrutinas mas importantes para la
determinacién de las constantes de formacién (B) dadas por SQUAD.



Anexo C. Coeficientes de absortividad molar (€)

En las siguientes tablas se muestran los coeficientes de absortividad
caracteristicos (30 en 30 nm) por especie.

Tabla C.1 Coeficientes de absortividad molar (€) para cada especie de

Quinizarina a diferentes valores de longitud de onda () calculados con SQUAD.

A/nm e/ M?tcm™

H,Qz HQz Qz*
340 673 1747 483
370 519 448 229
400 511 235 286
430 546 548 267
460 558 1348 433
490 419 2771 1281
520 204 4283 3510
550 99 4704 6752
580 115 3839 6880
610 278 895 5832
640 328 25 933

660 316 0 174

Tabla C.2 Coeficientes de absortividad molar (€) para cada especie de

Antrarufina a diferentes valores de longitud de onda (A) calculados con SQUAD.



A/ nm e/ Mtem™

HoArf HArf Arf%
310 3273 3753 2936
340 2141 886 733
370 2510 962 716
400 2158 2586 2133
430 438 5749 4864
460 0 9307 7760
490 542 10321 8523
520 1874 6434 5471
550 2193 1651 1480
580 1109 249 377
610 385 86 201
310 3273

3753 2936

Tabla C.3 Coeficientes de absortividad molar (€) para cada especie de Crisazina

a diferentes valores de longitud de onda (A) calculados con SQUAD.

A/ nm e/ M*temt
H,Cz HCz Cz*

330 534 1155 1072
360 966 924 417
390 2175 943 354
420 3540 906 926
450 2840 1717 1772
480 443 2915 2946
510 0 3371 3487
540 0 2475 2454
570 0 1093 917
600 6 262 173
630 0 38 19




Tabla C.4 Coeficientes de absortividad molar (€) para cada especie de

Antraflavina a diferentes valores de longitud de onda () calculados con SQUAD.

A/ nm e/ M*temt
H,Afv HAfv AfvZ

210 22916 14763 15179
240 7992 18684 23352
270 33860 17031 9870
300 18347 17211 19849
330 1095 22113 25723
360 6340 6264 4932
390 332 5090 12955
420 0 2999 16918
450 0 3528 4372
480 119 3592 1883
510 138 2499 1369

540 81 1143 739




Anexo D. Biosensor Enzimatico Amperométrico

D.1 Descripcion de un biosensor enzimatico amperomeétrico

Otro de los métodos para medir capacidad antioxidante es por medio de
biosensores enziméaticos. Un biosensor es un dispositivo analitico integrado que
combina una parte bilégicamente sensible con un transductor, de forma que la
reaccion de reconocimiento molecular que se lleva a cabo se traduce en sefal
eléctrica el cual se encuentra en intimo contacto con un sistema transductor
(Figura D.1a) el cual permite procesar la sefial y relacionarla con la
concentracion del analito [131]. Los dos constituyentes forman una unidad
funcional cuya sensibilidad viene dada por la parte biolégicamente activa y la
sensibilidad se consigue mediante un mecanismo de transduccion adecuado.
Las partes que integran un biosensor son el electrodo de trabajo, el electrodo de

referencia y el contraelectrodo como se presenta en la Figura D.1b.

Analito Receptor Transductor

R
:**- >

T

Figura D.1la. Proceso de transduccion de la sefial del analito

Los elementos mas utilizados como elemento de reconocimiento son las
enzimas oxido-reductasas pues las especies consumidas o reducidas durante el
proceso de o6xido-reduccion, suelen ser facilmente leidas por el transductor
amperomeétrico [133-135]. Dentro de este grupo se encuentra la Lacasa que
cataliza la oxidacion de compuestos bifendlicos por medio de la reducciéon de
oxigeno molecular a agua [136] y la Tirosinasa es selectiva a monofenoles y
bifenoles en posicién -orto, esta enzima tiene la desventaja de no mostrar

actividad para compuestos que se encuentren sustituidos en posiciones -para y



-meta bencenodiol. La reduccion de las quinonas generadas en la reaccion

enzimatica es usada para monitorear la reaccion.

Las enzimas son inmovilizadas

L » Contraelectrodo

—* Electrodo de trabajo

%

Electrodo de referencia

Figura D.1b. Elementos que integran un sensor

En este método se mide el flujo de corriente que se genera en la superficie del
electrodo de trabajo cuando tiene lugar la oxidacion o reduccién de alguna de las
especies implicadas en la reaccién enzimética, y la sefial dada se correlaciona

con la concentraciéon del sustrato.

D.2 Actividad enziméatica de Lacasa

La enzima Lacasa aparece como un fuerte candidato en uso de biosensores,
proporcionando algunas ventajas especificas sobre otra enzima, tal como la
habilidad de catalizar reacciones de transferencia electrénica sin cofactores
adicionales. Esta enzima oxida fenoles y compuestos o, m, p-bencenodioles en

presencia de oxigeno molecular y presenta buena estabilidad [137].

En general la Lacasa tiene una masa molar entre 60-80 KDa y un punto
isoeléctrico entre 4-7, dependiendo de la glicosilacién, la Lacasa esta formada
por 4 atomos de cobre (cobre tipo 1, cobre tipo 2, y dos atomos de cobre tipo 3)
los cuales forman el sitio activo de la enzima [138]. Estos atomos de cobre estan

clasificados dentro de 3 grupos dependiendo de las caracteristicas obtenidas por



espectroscopia de Resonancia Paramagnética UV/Vis y Resonancia

Paramagnética Electronica (por sus siglas en inglés, EPR):

1.- El cobre 1 (T1, ligado por al menos una Cisteina y una Histidina). Es
responsable del color azul intenso de la enzima, tiene una fuerte absorcion

electrénica a aproximadamente 600 nm y es detectable por EPR.

2. El cobre tipo 2 (T2 ligado por dos Histidinas) no muestra absorcion en el

espectro visible (incoloro) pero revela propiedades EPR detectables y

3. El cobre tipo 3 consiste en un par de atomos de cobre acoplados anti-
ferromagnéticamente (T3, cada uno ligado por tres Histidinas) caracterizados
espectroscépicamente por una débil adsorcion a 330 nm (forma oxidada) y por

la ausencia de una sefal EPR [138-141].

El mecanismo catalitico de las Lacasas comienza con la donacion de un electron
al substrato por parte del sitio T1 de cobre (Figura D.2a), seguido por una
transferencia interna electronica desde la forma reducida T1 a los sitios de cobre
T2y T3. El cobre T3 funciona como un aceptor de dos electrones en el proceso
de oxidaciéon aerobica, en el cual la presencia del cobre T2 es necesaria. La
reduccion de oxigeno a agua tiene lugar en el grupo T2 y T3 y pasa a traves de

un intermediario de peroxido.

2H,0 eg.

cur3] |

Cu[T3] |

0,+ 4H* Sox

Figura D.2a Mecanismo catalitico simplificado de Lacasa con un substrato
[138]



D.3 Actividad enzimatica de Tirosinasa

La tirosinasa estd ampliamente distribuida en la naturaleza desde
microorganismos a humanos para producir pigmentos de melanina. Su funcion
para defender sus cuerpos de varias circunstancias, tales como dafio a la piel
por irradiacion UV [5], sin embargo, una sobreproduccién de pigmentos de
melanina se convierte en problemas desde puntos de vista cosméticos y clinicos,

tal como melasma y melanosis [142, 143].

La Tirosinasa cataliza la oxidacién de monofenoles a orto-quinonas (actividad
monofenolasa y la oxidacion de orto-difenoles a ortoquinonas (actividad
difenolasa) [144].

El sitio activo de la enzima se conforma de seis residuos de histidinas, los cuales

estan coordinando los dos iones cobre [144] (Figura D.3a).

His 38

Figura D.3a Sitio activo de Tirosinasa conformada por 6 histidinas [145]

La Tirosinasa lleva a cabo la oxidacion de fenoles y catecoles usando O:2
formando benzoquinonas, los hidrégenos que son extraidos del catecol se

combinan con el oxigeno para formar agua.



Las o-quinonas producidas de los orto-fenoles pueden ser electroquimicamente
reducidas a catecol sin mediador sobre la superficie electrédica, la reaccién se
lleva a cabo midiendo la reduccién electroquimica de las quinonas producidas
enzimaticamente, y generadas en la reaccion (producto de oxidacién de fenoles).
La orto-quinona producida es reducida por el electrodo, regenerando el fenol
original. Finalmente, la enzima es oxidada por el oxigeno a su forma nativa con

produccién de agua como se presenta en la Figura D.3b.

o-quinona

Electrodo

OH

o-difenol

T

monofenol

Figura D.3b. Proceso oxido- reduccion de Tirosinasa para la produccion de

H20



Anexo E. Orden de desprotonacién

Todos los célculos fueron realizados con el paquete computacional Gaussian 09
[99]. Los calculos de optimizacion y frecuencias de los puntos estacionarios se
llevaron a cabo con el funcional M06-2X [146] con el conjunto de funciones de
base 6-311+ G (d,p) y un modelo de solvataciéon basado en la densidad (SMD)
[101] utilizando agua como solvente.

El orden de desprotonacién para cada dihidroxi-antraquinona se establecio
comparando las energias libres de Gibbs (kcal/mol) que se obtuvieron al sustraer

los protones ionizables.

En la Tabla E.1 se reportan los valores de energias de Gibbs para cada sitio de
desprotonacioén, observandose que ambos sitios de desprotonacion tiene valores
de energia similares por lo que es equivalente que la desprotonacion proceda de

un sitio u otro.

Tabla E.1. Energias libres de Gibbs estandar de desprotonacién sucesivas

(kcal/mol)
DHAQ sitio de desprotonacion 1# desprotonacion 2% desprotonacion
antrarufina 1 15.775
5 15.776 18.704
antraflavina 2 11.556
6 11.559 13.018
crisazina 1 15.039 21.982
8 15.038
quinizarina 1 15.811 20.041
4 15.811

El orden de desprotonacion para cada dihidroxi-antraquinona se establecio
comparando las energias libres de Gibbs (kcal/mol) que se obtuvieron al sustraer

los protones ionizables.



Anexo F. Optimizacién de geometria

Se optimizo6 la geometria de las DHAQ para obtener la estructura mas estable,
se llevod a cabo con el funcional M06-2X y el conjunto de base 6-311 ++ G (d, p),
utilizando el modelo de solvatacion SMD a 298 K en medio acuoso. En la Figura
F1 se muestran las moléculas de DHAQ, observandose que los anillo de estas
estructuras son coplanares, gracias al anillo central de la quinona, ademas se
observa la presencia del enlace de hidrégeno intramolecular cuyas distancias se
reportan en A.

Figura F1. Geometrias optimizadas de las moléculas neutras de: a) quinizarina, b) antrarufina,
c) crisazina y d) antraflavina. Las distancias estan reportadas en A.



Anexo G. Cuantificacion de Quinizarina en presencia de otras dihidroxi-
antraquinonas estudiadas

En Quimica Analitica uno de los objetivos principales es reportar la deteccion y
la determinacién de pequefias concentraciones del analito que son calculados
con certeza cuando se usa un procedimiento. En esta seccidn se muestra la
cuantificacion de H2Qz por medio de UV-VIS y Voltamperometria Ciclica en

presencia de antrarufina, crisazina y antraflavina.

El limite de deteccién (por sus siglas en inglés, detection limit, LOD) es la
cantidad mas pequefia del analito del que se puede decir, con un determinado

nivel de confianza que esta presente en la muestra.

El limite de cuantificacion (por sus siglas en inglés, quantification limit, LOQ) es
la cantidad méas pequefia del analito que se puede cuantificar con un nivel de

confianza dado.

Los LOD y LOQ dependen de la desviacion estandar del blanco S,, el valor de
LOD se calcula como tres veces la desviacion del blanco y el LOQ multiplicando

el blanco por un factor de 10.
LOD = 35, Ec. G.1a
LOQ = 10S, Ec.G.1.b

La desviacién estandar del blanco S, se obtiene de la desviacion estandar
residual al aplicar a los datos una regresion de minimos cuadrados y se calcula

como.

se=(2)(1 +%+M)U2 Ec. G.1.c

m2 %;(x;—x)?

En general la expresion anterior permite calcular la desviacion estandar para la
concentracion obtenida a partir de la media y, de un conjunto de n analisis
repetidos cuando se obtiene una curva de calibracion de n puntos. Recuérdese

gue ¥y es el promedio de la sefal obtenida para los n datos de la calibracion.



Los espectros de absorcion UV-Vis de las DHAQ se muestran en la Figura 4.71.
En el inciso a) se observa la absorcion de Crisazina, en el inciso b) se muestra
la absorcién de Crisazina con la adicion Antraflavina y en c) se muestra el

espectro de absorcion de b) mas la adicion de Antrarufina.
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Figura G.la Familia de espectros UV-Vis de dihidroxi-antraquinonas como
interferentes: a) H2Cz b) H2Cz y H2Afv, c) H2Cz, H2Afv y H2Arf y d) todas los
DHAQ

Como se observa en G.la las DHAQ absorben en regiones similares del
espectro electromagnético, los maximos de absorcién se encuentran préximos
entre si por lo que se dificulta la cuantificacion de H2Qz de forma simultanea o
en presencia de otras antraquinonas. Sin embargo, se obtuvieron los LOQ y LOD

para H2Qz sin interferentes los cuales se muestran en la Tabla G.1a.

Tabla G.la. Pardmetros analiticos de H2Qz: sensibilidad, LOD, LOQ e

intervalo lineal.

Tecnica Sensibilidad /uAuM™* LOD /uM LOQ /uM Intervalo

Experimental lineal /uM

UV-Vis 0.00547 + 0.0001 1.411 + 0.586 4.706 + 0.551 0-29




"~

Por otra parte, el estudio electroquimico se llevo a cabo adicionando DHAQ en
presencia de 2HpBCD (7.85 mM), La Figura G.1b muestra los VCs de a) H2Cz,
b) H2Arf, ¢) H2Afv y d) H2Qz en presencia de todas las antraquinonas, todas a la

misma concentracion 27 uM.

Figura G.1b Voltamperogramas ciclicos en el sistema CPE / 7.85 mM CD,
(Buffer de fosfatos 0.1M, pH 7) en presencia: a) H2Cz, b) H2Afv, ¢) H2Arf y d)
H2Qz en presencia de todas las dihidroxi-antraquinonas (27.5 pM). En todos los
casos el potencial de barrido comenzé en -0.4 V en direccion anddica a
velocidades 0.8 Vs™

Este estudio revela que H2Cz, H2Arf y H2Arf no presentan sefal electroactiva,
dando lugar a la cuantificacion de H2Qz. Para ello un estudio de
voltamperometria Lineal (Figura G.1c) se llevo a cabo variando la concentracion
de H2Qz. De la variacién de la concentracion vs ipa Se obtuvo una dependencia
lineal (Figura G.1c) de la cual se obtuvieron parametros analiticos reportados en
la Tabla G.1b.
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Figura G.1c Cuantificacion H2Qz en medio acuoso a partir de a)
Voltamperometria lineal de con 2HpBCD (7.85 mM) en buffer de fosfatos 0.1 M
a pH 7.00 el potencial inicial fue a 0 V en direccion anddica a velocidades de
0.80 Vsty b) Curva de calibraciéon construida a partir de la variacién de la ipa a

0.512 V con respecto a la concentracion de H2Qz

Tabla G.1b. Comparacion de parametros analiticos reportados para la

cuantificacion electroquimica de H2Qz utilizando diferentes electrodos

Electrodos Medio Sensibilidad LOD LOQ Intervalo Ref.
/MApM? /UM /UM lineal
/UM
Electrodo de Acuoso 0.213 + 0.006 3.129 +1.200 10.429 £ 1.133 0-36 Este
Pasta de pH7 Trabajo
Carbono
Electrodos No-Acuoso
serigrafiados DMF/CTAB 0.035 £ NR 0.27 £ NR NR 0.50-6.00 [147]
de Carbono
Carbon Buffer Britton-
Vitreo Robinson con 30% 0.72 +NR 0.41 +NR 1.38 £ NR 2-14 [148]

acetonitrilo.

NR: No reportado



Podria ser la primera vez que la cuantificacién de quinizarina en presencia de
otras dihidroxi-antraquinonas ha sido reportado en medio acuoso, sin embargo,
en la Tabla G.1b, se presenta una comparacion de parametros analiticos
utilizando otros electrodos en la cuantificacién individual de quinizarina en

diferentes medios. El cual resulta ser competitivo con respecto a los reportados.



Anexo H. Protocolo QM-ORSA

QM-ORSA es una metodologia basada en quimica cuantica para la evaluacion
de la actividad captadora de radicales libres, principalmente intenta proporcionar
una forma universal cuantitativa de la evaluacién de esta actividad para
compuestos quimicos, esto es, su actividad primaria [88]. Esta metodologia
surge del hecho de que no existe un método para la determinacion de la
capacidad antioxidante capaz de reflejar por complejo el perfil antioxidante de
una molécula.

H.1 Actividad antioxidante primaria

La primera etapa de esta metodologia fue realizar un estudio termodinamico
tomando en cuenta tres mecanismos de reaccion. Estos son: transferencia del
formal del &tomo de hidrégeno (HT), transferencia simple de electron (SET) y

formacién del aducto radicalico (RAF).

Las reacciones SET se dan en una serie de pasos en el primer paso se transfiere
un electrén del antioxidante al radical resultando la generacidon de un catién

radicalico del antioxidante y un radical monoaniénico.

H,A+°'R—> H,A" + R~ Ec.H.1l.a

En el mecanismo SPLET (pérdida secuencial de transferencia de electrones) se
da la transferencia del electron por parte de la especie anidnica del antioxidante
hacia el radical dando como resultado una especie radicalica del antioxidante y

un radical con carga negativa.

HA +°'R— HA* +R™ Ec.H.1.b
El mecanismo SPLET-d consiste en la generacion de un anion radicélico a traves
de la transferencia de la especie dianionica del antioxidante hacia el radical.

A" +'R—>A"+R Ec.H.1.c
El segundo mecanismo involucrado es la transferencia del atomo de hidrégeno

(HT) del antioxidante hacia el radical.

HA+ 'R —> A"+ HR Ec. H.1.d



El tercer mecanismo es la formacion del aducto radicalico (RAF) y consiste en la
adicion del radical hacia los diferentes sitios de la molécula antioxidante de

interés.

HA+ ‘R —> HA-R® Ec.H.1l.e

H.2 Actividad captadora de radicales libres (RL) con QM-ORSA

Las energias libres de Gibbs (kcal/mol) cuyos mecanismos resultaron ser
exergonicos se reportan en la Tabla H.2a. Ademas, se estudiaron todos los sitios
posibles de reaccion. Esto permite identificar los caminos y mecanismos de
reaccion mas importantes en la actividad antioxidante de compuestos quimicos,
asi como los productos de reaccion mas probables. Esta metodologia permite
obtener dos escalas diferentes de cuantificacion, una absoluta basada en

constantes de velocidad globales, y una relativa usando Trolox como referencia.

Tomando como modelo a la molécula de Quinizarina, se trazd una linea
horizontal para mostrar los sitios enumerados que son equivalentes
aprovechando la simetria de la molécula, de forma anéloga se llevo a cabo para
las demas DHAQ.

Por lo tanto, si nos ubicamos en el anillo di sustituido con los grupos OH, el sitio
1 es equivalente al sitio 4, el sitio 2 con el 3, el 13 con el 14 como se muestra en

la Figura H.2a.



Figura H.2a Sitios enumerados y mecanismos de reaccion de Quinizarina

Las reacciones RAF se llevan a cabo adicionando el radical en el enlace C=C,
las reacciones HT, en los sitios 1la y 4a, donde se involucran los protones
ionizables y las reacciones SET se dan cuando la molécula de quinizarina
transfiere electrones hacia el radical, esta transferencia neutraliza al radical

convirtiendo al antioxidante en un radical menos reactivo.

En el caso de la especie anionica HQz se modelan todos los sitios de reaccion

RAF, ya que no se conserva la simetria de la molécula de Quinizarina.

La Tabla H2.a reporta las energias (kcal/mol) resultantes de tomar en cuenta los
mecanismos anteriormente descritos y mostrando los sitios exergoénicos para

cada especie de DHAQ, estos se tomaron en cuenta para el estudio cinético.



Tabla H.2a. Energias de Gibbs en kcal/mol de DHAQ con el radical ‘OOH

Quinizarina Crisazina Antrarufina Antraflavina
H2Qz HQz Qz* H.Cz HCz Cz* HaArf HArf Arfz H2Afv HAfv- Afvz

RAF-1 8.05 14.98 14.91 15.67 26.21 -5.60 8.57
RAF-2 7.44 -8.05 -1.64 6.33 5.88 -7.36 6.60 -9.11 -4.43 12.86
RAF-3 7.44 11.13 -1.64 13.87 14.24 14.96 14.39 14.33 14.79 -25.12 2.41 9.66
RAF-4 8.05 -1.50 6.47 5.83 -5.87 7.50 -1.67 -1.86 -19.43 19.58 15.35
RAF-5 12.07 14.30 9.57 6.47 141 -5.87 15.67 14.53 -26.21 10.34 8.57
RAF-6 12.34 13.16 10.43 13.87 13.27 14.96 6.60 8.05 -4.43 12.86 12.94
RAF-7 12.34 12.07 10.43 6.33 -8.68 -7.36 14.39 1381 1479  -25.12 10.75 9.66
RAF-8 12.07 1177 9.57 14.98 7.50 12.49 -1.86 -19.43 14.13 15.35
RAF-11 21.34 20.05 21.37 20.07 6.40 4.84 17.97 18.03 10.50 17.39 17.67 12.18
RAF-12 21.34 22.41 21.37 19.38 11.98 16.55 19.15 21.87 11.59 20.53 21.29 22.48
RAF-13 16.76 4.81 -0.08 20.07 17.44 4.84 19.15 4.86 11.59 20.53 23.99 22.48
RAF-14 16.76 11.22 -0.08 19.38 17.22 16.55 17.97 15.27 10.50 17.39 10.28 12.18

HT-1 -1.19 4.97 4.99

HT-2 1.06

HT-4 -1.19 -14.59

HT-5 4.99 3.32

HT-6 1.06 0.20

HT-8 4.97 9.10

SET 35.23 28.03 -6.94 51.95 17.61 14.78 53.75 16.96 18.62 54.56 17.27 19.49




Las constantes de velocidad para los caminos exergonicos resultantes del

estudio termodinamico se calcularon utilizando la teoria del estado de transicion

[149] en estado estandar 1 M, incluyendo correcciones de tunelaje.

k = i XBT o—(8G*)/RT
h

Ec. H.2a

Donde kg y h son las constantes de Boltzman y Planck, T es la temperatura en K

y AG* es la energia libre de Gibbs de activacién, la cual se calculé como la

diferencia entre la energia en el estado de transicion y la energia de los reactivos.

Las energias de activacion calculadas se muestran en la Tabla H.2b

Tabla H.2b Energias de activacién en kcal/mol de DHAQ en medio acuoso con

radical *OOH

RAF-1
RAF-2
RAF-3
RAF-4
RAF-5
RAF-6
RAF-7
RAF-8

RAF-13

RAF-14

HT-1

HT-4

HT-6
SET

Quinizarina
H.Qz HQz Qz* HCz~

15.94 10.01
10.01
12.73
15.95

16.87
11.44
11.44
25.78

25.78 0.00

1.55

Crisazina

Cz*

16.16

14.18
14.18

16.42

Antrarufina

HArf~

16.61

16.42

Arf?-

16.85

16.56

16.85

16.56

Antraflavina
HAfv- Afv?
16.34 17.01

17.01

25.08

Las barreras energéticas mostradas en la Tabla H1.b muestran una disminucién

energética para las especies de Quinizarina y Crisazina para el mecanismo RAF y

HT (quinizarina), un aumento de la barrera de energia es observado para



Antraflavina y Antrarufina. Las geometrias optimizadas de los estados de
transicién se muestran en las figuras H2.b (quinizarina), H2.c (crisazina), H2.d

(antrarufina) y H2.e (antraflavina).
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Fig. H.2b Estados de transicién de especies de Quinizarina calculadas con el
funcional M06-2X, el conjunto de base 6-311 ++ G (d,p) y modelo del solvente
SMD en agua. Las distancias estéan reportadas en A.
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Fig. H.2c Estados de transicion de especies de Crisazina calculadas con el
funcional M06-2X, el conjunto de base 6-311 ++ G (d,p) y modelo del solvente
SMD en agua. Las distancias estan reportadas en A.
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Fig. H.2d Estados de transicién de especies de Antrarufina calculadas con el
funcional M06-2X, el conjunto de base 6-311 ++ G (d,p) y modelo del solvente
SMD en agua. Las distancias estan reportadas en A.
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Fig. H.2e Estados de transicion de especies de Antraflavina calculadas con el
funcional M06-2X, el conjunto de base 6-311 ++ G (d,p) y modelo del solvente
SMD en agua. Las distancias estan reportadas en A.

En el caso de reacciones SET la energia libre de Gibbs de activacién se calcula
utilizando la teoria de Marcus [104] la cual esta escrita en términos de dos
parametros termodinamicos, la energia de reaccidn AG°ggzr, Yy la energia de
reorganizacion nuclear (A):

* _A AGOser°
AG*sgr = 5 (1 +==21) Ec. H.2b

Donde A se calcula como la diferencia de energias entre AEgzr y AG%sgr €l primer
término se calculé como la diferencia entre reactivos y productos verticales y el

segundo término es la energia no adiabatica.

A = AESET - AGOSET EC HZC



Ademas, las constantes de velocidad cercanas al limite por difusién no se pueden
obtener directamente de calculos TST, sino que tienen que ser corregidas. Para
ello se utiliza la Teoria de Collins-Kimball [150] en conjunto con el estado
estacionario de Smoluchoswki [151] para un sistema de reaccion irreversible

bimolecular controlado por difusion y el enfoque Stokes-Einstein [152].

kpk
kapp = 225 Ec. H2.d
Y
kD = 47TRABDABNA EC HZE,‘
Donde
_ kpT
Dyop = pr—— Ec. H2.f

Los valores de los coeficientes de velocidad totales para reacciones HT se

calcularon como la suma de cada mecanismo de reaccion.
HT _ 1 2 n
KT = kapp' + Kapp” + -+ + kapp Ec. H2.g

Los coeficientes globales se calcularon tomando en cuenta las fracciones molares
de cada especie al pH de interés involucradas en cada ruta de reaccion (Tabla
H.2c).

kglobal = fneutraktlt-g; + faniénkthtT Ec. H2.h

En la Tabla H.2d se reportan las constantes de velocidad totales y globales a
298 K en M! st para las DHAQ en medio acuoso con el radical "OOH. Las
constantes de velocidad globales se obtuvieron tomando en cuenta las
fracciones molares a pH fisiol6gico presentadas en la Tabla H.2c. Las fracciones
molares fueron calculadas a partir de las constantes de acidez presentadas en

la seccion 4.4.



Tabla H.2c. Fracciones molares de las especies de DHAQ a pH fisiolégico

DHAQ

Antraflavina
Antrarufina

Crisazina

Quinizarina

f(H2AQ)
5.20 x 10
9.99 x 10*
9.56 x 10t
9.99 x 10*

f (HAQ")
443 x10%
2.95x 10*
4.44 x 1072
3.71x 10*

f(AQ%)
3.68 x 1072
2.40 x 10°
9.56 x 101
8.71 x 10°




Tabla H.2d. Constantes de velocidad totales a 298 K en M-1s't en medio acuoso de DHAQ con el radical ‘OOH

RAF-1
RAF-2

RAF-3
RAF-4
RAF-5
RAF-6
RAF-7
RAF-8

RAF-13
RAF-14
HT-1
HT-2
HT-4
HT-5
HT-6
HT-8
SET

Ktotal

HzQZ

14.73

14.73

29.46

Quinizarina

HQz™

1.17E+05

2.61E+07

2.80E+09

2.83E+09

Q2>

1.68E+08
1.68E+08

6.88E+09
7.21E+09

Crisazina

HCz

1.15E+05

2.55E+04

1.41E+05

cz*

7.48E+04

2.05E+06
2.05E+06

7.48E+04

4.25E+06

Antrarufina

HArf~

3.83E+04

5.17E+04

8.99E+04

Arf?

2.40E+04

3.85E+04

2.40E+04

3.85E+04

1.25E+05

Antraflavina
HAfv™ Afv?-
5.66E+04 1.81E+04

1.81E+04

7.00

5.66E+04 3.63E+04

Kglobal

1.05E+06

6.25E+03

2.65E+01

2.64E+04




De acuerdo con los resultados mostrados en la Tabla H.2d los procesos mas
rapidos corresponden a los procesos SET y HT en el sitio 4 para la especie
aniénica de quinizarina. En el caso de Antrarufina el proceso mas rapido
corresponde a la transferencia del &tomo de hidrogeno de la especie anidnica
este mismo comportamiento se observa para Antraflavina y Crisazina.

Otra de las ventajas de la metodologia QM-ORSA es que permite la comparacion
de las constantes de velocidad de moléculas con actividad antioxidante con otras
moléculas que se ha demostrado que exhiben esta propiedad, esta comparacion

se expresa como un valor relativo a Trolox r7.

k
T _ global :
T = rrolox Ec. H2.i
global

Donde kg;,54: €S €l coeficiente de la velocidad global del captamiento del radical

Trolox as el coeficiente de la velocidad de Trolox bajo las

libre de interés, y kgiopa
mismas condiciones. La constante de velocidad global para Trolox con el radical

*O0OH [153] corresponde a 8.96x10* M1 s,

Tabla H.1le Valores relativos a Trolox de las DHAQ en medio acuoso con
radicales *OOH

Quinizarina Crisazina Antrarufina Antraflavina
r’ 11.71 6.98 X 102 2.96X10* 2.95%X 10"

Comunmente en la practica se compara la actividad antioxidante de una
molécula con respecto a un antioxidante de referencia como Trolox. Entonces la
capacidad antioxidante relativa puede ser expresada como rT veces mas bajo o
alto que Trolox. En la Tabla H.1d se muestra una tendencia en la captura de este
radical de mayor a menor: Antraflavina > Crisazina > Quinizarina > Antrarufina.
Se ha demostrado que el mecanismo principal por el cual se lleva a cabo la
captura del radical *OOH en los compuestos fendlicos es por medio de HT lo cual
se comprobod con la metodologia QM-ORSA, lo que sugiere que Antraflavina al no
tener una interaccién directa de los grupos hidroxilos fendlicos con los grupos
carboxilicos C=0 que conforman a la quinona puede transferir con mayor

facilidad el atomo de hidrégeno con respecto a las demas DHAQ y es por ello que



muestra una mayor actividad antioxidante. Los bajos valores de TEAC se deben
a que la posicion meta de estas estructuras, las cuales no favorecen la actividad

antioxidante primaria.
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