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RESUMEN

En esta tesis se estudiaron las caracteristicas fisicoquimicas de los complejos de
inclusién de cuatro flavonoides, quercetina, morina, catequina y galangina con diferentes
ciclodextrinas,  (Bciclodextrina,  2-hidroxipropil-Bciclodextrina,  sulfobutileter-
Beiclodextrina y 2,6-dimetil-Beiclodextrina.) Dicho estudio mostré que la formacioén de

los complejos de inclusion aumenté la solubilidad de los flavonoides en solucién acuosa.

Se determinaron las constantes de asociacién K, por la metodologia de Solubilidad de

Fase y por RMN, DOSY, existiendo una concordancia entre ambas metodologias.

Los espectros ROESY, obtenidos para casi todos los complejos estudiados nos
permitieron estimar su geometria de inclusion. Estas geometrias obtenidas
experimentalmente, nos demostraron que la inclusién para cada uno de los flavonoides
con las diferentes ciclodextrinas se comporta como un caso especial. La inclusion de la
morina en la BCD e HPPCD, es con el anillo B sobresaliendo del lado angosto de la
ciclodextrina, mientras que para la DMBCD el anillo B se encuentra por el lado de los
hidroxilos secundarios. Diferente es lo observado para la catequina, pues ésta se
encuentra incluida en la BCD con el anillo B sobresaliendo por el lado de los hidroxilos
primarios, mientras que para la HPBCD y DMBCD, el anillo B se encuentra orientado
hacia el lado ancho de la ciclodextrina. Finalmente la galangina, siempre se incluye por
el anillo B, dejando a la cromona expuesta. Pero, en un caso se encuentra incluida por el
lado ancho de la ciclodexirina, es el caso de la DMBCD, y en el otro, por el lado angosto
de la ciclodextrina, que es el caso de Ia HPBCD.




N

Las geometrias de inclusién obtenidas por modelaciéon molecular son totalmente
concordantes con los resultados experimentales. Sin embargo, no se observa relacién
alguna entre geometria de inclusidn y constante de asociacion de los complejos

formados.

Finalmente, los complejos mantuvieron o aumentaron su capacidad antioxidante, esto,
junto con el aumento considerable de solubilidad, tienen especial importancia en la
biodisponibilidad de los antioxidantes, lo cual lo hace ur blanco novedoso para el
desarrollo de nuevos antioxidantes naturales con mejores propiedades para el uso

comercial de estos.




SUMMARY

This thesis studied the physicochemical properties of inclusion complexes of four
flavonoids named quercetin, morin, catechin and galangin, with different cyclodextrins,
(Beyclodextrin, 2 hydroxipropil-Beyclodextrin, sulfobuthylether-Bcyclodextrin and 2,6
dimethyl-Beyclodextrin).

The study showed that the formation of the inclusion complexes incremented the

solubility of the flavonoids.

The stability constants obtained by phase solubility methods and by NMR (DOSY
experiments) agreed between both methodologies.

The ROESY spectra obtained for almost all the inclusion complexes, allowed us to
estimate the iclusion geometry. The experimental results demonstrated that each
flavonoid has a own special inclusion geometry with the different cyclodextrins. Morin
is included in the BCD and HPPBCD cavity with the B-ring oriented to the primary
hydroxyl, while with DMBCD, the B-ring are oriented to the secondary hydroxyl.
Catechin has somehow different inclusion geometry only for BCD, the B-ring is oriented
toward the primary rim, while HPBCD and DMBCD, the B-ring is oriented to the
secondary rim, resulting in a complex where CA is located in opposite direction with
respect to the previous CA-BCD complex. Finally, galangin always is included by the B-
ring and the A and C-ring are exposed to the outside. However, for DMBCD is included
by the secondary rim and for HPBCD is included by the primary rim.

The inclusion geometries obtained by molecular modeling are in agreement with the
experimental results. Nevertheless, there is no relation between inclusion geometry and

association constant.




Finally, the inclusion complexes remain or increase their antioxidant activity besides
they considerable increase of solubility. This has special importance in the bioavalability
of the flavonoid, which it does a target for the development of new natural antioxidant

with better properties for commercial use,




CAPTITULO1

INTRODUCCION

Uno de los avances dentro de la industria quimica ha sido el empleo de ciclodextrinas
como agentes encapsulantes, para transportar todo tipo de ingredientes activos como
farmacos', cosméticos, saborizantes, vitaminas® asi también como desechos

industriales’ y compuestos toxicos*™®

entre otras muchas aplicaciones, ya que las
ciclodextrinas pueden formar mezclas o complejos de gran estabilidad quimica con
mayor solubilidad en el agua. Las ciclodextrinas sirven también para liberar en forma
controlada ingredientes activos de medicamentos. El prncipal proposito del sistema de
liberacién controlada de fairmacos es dosificar la cantidad de farmaco necesaria en el
lugar especifico durante un periodo de tiempo controlado de forma precisa y efectiva.
Para disefiar medicamentos de alto rendimiento, se utilizan portadores compatibles con
los farmacos para enmascarar las propiedades no deseables del firmaco, por lo que se ha
buscado desarrollar varios tipos de biomateriales de alto rendimiento que se puedan
mezclar con los firmacos y liberarlos en forma controlada’. Las ciclodextrinas son
candidatos potenciales para este rol debido a su habilidad de alterar las propiedades
fisicas, quimicas y bioldgicas de la molécula huésped a través de la formacién del
complejo de inclusion. Los factores principales que estin involucrados en la formacion
del complejo son las firerzas de van der Waals, interacciones hidrofébicas, enlaces de

hidrogeno y efectos estéricos. La constante de asociacion es el resultado de todas estas

! Nagei, T.; Ueda, I, Comprehensive Supramolecular Chemistry: Cyclodextrins, 1996, 3, 441-449,
Szejtli, J.; Osa,T., Atwood, L.; Pavies, D_; Macnicol, D.; Vogtle, F., Lehn, J-M., Ed. Pergamon Press,
New York.

2 Hedges, A.R. 1998, Chem. Rev., 98, 2035-2044.

3Olah, J.; Cserhdti, T.; Szejtli, I, 1988,Wat. Res. 22, 1345-1351.

*Pospisil, L.; Colombini, MP., 1993, J. Incl. Phenom. Molec. Rec. Chem., 16, 255-266.

3 Leyva, E.; Moctezimma, E.; Monreal, E.; Beltrén, J., 2002, Educ. Quim. 13,2, 82-84,

6 Leyva, E.; Moctezuma E.; Strouse, J.; Garcfa-Garibay, M., 2001, J. Incl. Phenom. Macro. Chem, 39, 41-
46.

"Uekama, K.; Hirayama, F.; Trie, T., 1998, Chem. Rev., 98, 2045-2076.




interacciones®>' %12 Las ciclodextrinas (figura 1.1) son oligémeros ciclicos que
contienen varias unidades de glucosa unidas por medio de enlaces o(1—4) conformando

un anillo™*,

Las ciclodextrinas se forman por la accidén de ciertas enzimas sobre la
molécula del almidén. Las moléculas de ciclodextrina tienen un extremo que contiene
grupos hidroxilo primarios, en el otro extremo grupos hidroxilos secundarios y en el
interior de la cavidad los grupos CH y oxigenos glicosidicos. El extremo con los grupos
hidroxilo primarios tiene un diametro reducido comparado al extremo en donde se
encuentran los grupos hidroxilo secundarios. Estos extremos de la ciclodextrina que
contienen los grupos hidroxilo son bastante polares, mientras que su interior es

relativamente no polar,

Figura 1.1
B-ciclodextrina

La solubilidad de los firmacos al complejarse con las CD cambia debido a que los
grupos hidrofébicos de éste, ya no se encuentran en contacto con el solvente sino con los
atomos de Ia cavidad de la CD y por su parte, la superficie externa de las CD es la que
interactia con el solvente. Como resultado, la superficie externa de las CD contribuye a
la solubilidad del complejo y no el farmaco en si. En muchos casos la contribucion de la

superficie externa de la CD no es suficiente para obtener la solubilidad deseada, por lo

® Inoue, Y.; Rekharsky, V.; Mikhail, V. 1998, Chem. Rev,, 98, 1875-1917.

® Hirose, K., 2001, J. Incl. Phenom. Macro. Chem., 39, 193-209.

10 Ou-Yang, HD., Lan, W.; Islam, MF,; Meyer, EE. 2000, Langmuir, 16, 5519-5522,

1 Rekharsky, M. V.; Goldberg, R.N.; Schwartz, F.P.; Tewari, Y.B.; Ross P.D.; Yamashoji Y.; Inoue Y.,
1995, J. Am. Chem. Soc., 117, 8830-8840.

2 park, JH.; Nah, T.H. , 1994, J. Chem. Soc. Perkin Trans., 1359-1362.

13 Szeitli, J., 1998, Chem. Rev. , 98, 1743-1753.

" Connors X.A., 1997, Chem. Rev,, 97, 1325-1357.




cual, si se modifican los grupos hidroxilos de la superficie extemna de la CD, se puede
aumentar la solubilidad en forma drastica. Sustituyendo con grupos neutros, como
hidroxipropilo (HP) o un grupo iénico, como carboximetil (CM), aumenta la solubilidad

de las CD modificadas en un 60% o mayor en agua'™*®

Una de las técnicas mas utilizadas para el estudio de los complejos ciclodextrina-sustrato
en fase liquida ha sido la Resonancia Magnética Nuclear'’, RMN, ya que permite
observar simultineamente cambios en las sefiales de los espectros de 'H-RMN y/o BC-
RMN, tanto de la ciclodextrina como del sustrato en estudio. El rango en que aparecen
las sefiales de Ia ciclodextrina es limitado, evitando asi la superposicion de las sefiales y
permitir el estudio de ambos compuestos al mismo tiempo. En la estructura de la [3-
ciclodextrina, s6lo los protones 3 y 5 estan localizados dentro de la cavidad. EI proton 3
forma un anillo cerca de la abertura mayor de la ciclodextrina, mientras que el proton 5
esta cerca de la abertura menor. Los protones 6 estan situados en la superficie superior y

los protones 1,2 y 4 estan en el exterior, figura 1.1.

Una vez que el complejo de inclusion se ha formado, se observa un corrimiento de las
sefiales de "H-RMN tanto para la ciclodextrina como para el sustrato. En solucién
acuosa, la cavidad apolar de la ciclodextrina es ocupada por moléculas de agua las
cuales estan energéticamente desfavorecidas, por tanto, pueden ser facilmente sustituidas
por moléculas menos polares. El complejo de inclusion formado, esta en equilibrio con
la especie no asociada, Io que se puede describir en términos de la constante de

asociacion, K,, que esta dado por las siguientes ecuaciones:

aCD+bS —»C 1.1

K, __la 1.2
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Con CD = ciclodextrina, S = sustrato, C = complejo formado y @,b la estequiometria del
complejo.

Como consecuencia de la inclusion, el microentorno de los atomos de hidrogeno de la
ciclodextrina dentro de la cavidad se modifica, produciendo una variacion en el
desplazamiento quimico observado en el espectro 'H-RMN de la ciclodextrina,
permitiendo la estimacién de la constante de asociacién K,'*'° Existen innumerables
estudios de diversas especies que se han incluido en ciclodextrinas, donde las
interacciones de los complejos son estudiados por RMN??_ Entre ellos, Iaconinoto et
al.”, buscando un método alterativo para aumentar la estabilidad de a-tocoferoles, los
incluyo en diferentes ciclodextrinas, B-ciclodextrina (BCD), hidroxipropil-BCD (HP-
BCD) e hidroxipropil-yCD (HP-yCD), esperando mayor estabilidad frente a la
fotodegradacion.

ﬂ‘u‘\ ﬁ%%uﬁ CHy
%‘ﬁ/\x/\/{/\/km,

o-Tocopheral

Figura 1.2
Estructura oi-focoferol

Ademas se estudi6 la actividad antioxidante de los complejos de inclusidn utilizando el
sistema enzimatico xantina/xantina oxidasa, y se concluyé que los complejos de
inclusién con o-tocoferol son una buena estrategia para mejorar las caracteristicas

fisicoquimicas. Sin embargo, la actividad atrapadora de radicales libres no sufiié

" Loukas Y., 1997, J. Pharm. Pharmacol. 49, 944-948.

¥ Fielding, L., 2000, Tetrahedron, 56, 6151-6179.

¥ Cameron K.S., Fietcher D., Fielding L. 2002, Magn. Reson. Chem. 40, 251-260.

% Echezarreta-Lopez MM., Perdomo-Lépez L, Estrada E., Vila-Jato J.L. Torres-Labadeira 1.J,, 2002, J.
Pharm. Sct. 91, 1536-1547.

Z Taconinoto A., Chicca M., Pinamonti S., Casolari A, Bianchi A., Scalia S., 2004, Pharmazie 59, 30-33.




grandes cambios. Por su parte, Polyakov et al®, estudiaron los complejos de inclusién
de ciclodextrina-carotenoide, por "H-RMN, espectroscopia de absorcién UV-visible e
investigaron la reactividad de los complejos de inclusién ante los radicales peroxilos por
Resonancia de Espin Electrénico (REE). Cao et al?* | estudiaron la inclusién de estireno
y o-Me-estireno en ciclodexirinas nativas, utilizando 'H-RMN. Ademss estudiaron el
proceso de inclusion por métodos semiempiricos PM3. Obtuvieron grificos de Energia
Potencial (kJ/mol) v/s posicion del sustrato en el proceso de inclusion, con lo cual
obtuvieron el minimo de energia para el complejo de inclusién. Con ambos métodos, "H-
RMN vy calculos mecano-cuanticos, demostraron la penetracién del sustrato en la
cavidad de la ciclodextrina y que la estabilidad de los complejos es mayor para CD >
BCD > vyCD. Estos resultados refuerzan la necesidad de seguir estudiando la inclusion de

antioxidantes naturales o sintéticos en ciclodextrinas.

Como un ejemplo, los antioxidantes presentes en la manzana son basicamente
polifenoles, los cuales incluyen entre otros, acidos fenolicos y flavonoides, los cuales se
encuentran distribuidos en toda la fruta. 100 gr de manzana fresca tiene una actividad
antioxidante equivalente a 1500 mg de vitamina C, junto con esto, los extractos
fendlicos de la manzana inhiben la proliferacion de cincer celular, lo que la hace muy
importante en nuestra dieta. Ademas hay datos que indican que el riesgo de ataques al
corazon ha disminuido en un 49% en hombres que consumen 110 gr o méas de manzana
diaria en comparacion con aquellos que consumen menos (18gr)”. En el ¢ltimo tiempo,
el aumento de informacion respecto a que muchas de las enfermedades relacionadas con
la edad, como ser afecciones al corazon, céncer, ariritis, disminucion del sistema
inmune, disfuncién cerebral etc., son el resultado del dafio celular debido a radicales
libres. Aqui es donde los antioxidantes en nuestra dieta juegan un rol preponderante en

la prevencidon de estas afecciones. Deniro de la familia de los polifenoles, los
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flavonoides, constituyen una de las clases de antioxidantes ubicados en plantas y
contienen varios grupos hidroxilos unidos a sus anillos designados por A, C de Ia

cromona y B del grupo fenilo. (figura 1.3)

Lamentablemente, el consumo de las manzanas, se ve disminuido debido a que una vez
pelada la manzana, estas se tornan de color café debido a la oxidacidn de los polifenoles
a quinonas y a una subsiguiente polimerizacion en productos de color café. Lo cual
disminuye el valor comercial y nutricional de los productos relacionados con la
manzana. Por lo cual se ha buscado agentes que conirolen la oxidacion enzimatica,
como ser derivados de Acido ascorbico, 4-hexilresorcinol y ciclodextrinas entre otros. En
base a esto, Alvarez-Pamilla et al.”. formaron complejos de algunos polifenoles
presentes en la manzana, como ser acido clorogénico (AC), quercetina (QUE) y rutina
(RU = quercetina glicosilada en la posicién 3 con—giu-tha en posicion 3) con B-
ciclodextrina. Determinaron sus K, por fluorescencia, donde la tendencia es la siguiente:
Kque-pcp > Kac.pep > Krugep . Ademas determinaron la capacidad antioxidante de los
polifenoles libres y formando complejo con la ciclodextrina. Esto lo hicieron con la
metodologia FRAP (ferric reducing antioxidant power), que mide la capacidad reductora
del compuesto antioxidante frente a los iones hierro. La habilidad de reducir a los
polifenoles sigue la siguiente tendencia: QUE > RU > AC. Al comparar estas
caracteristicas con la de los complejos formados, se observa un pequefio incremento en
la actividad antioxidante especialmente para rutina y acido clorogénico (alrededor de un
18%). Con lo cual, la formacién de complejos ademis de aumentar la solubilidad y

estabilizar los polifenoles, también aumenta su capacidad antioxidante.

% Alvarez-PamillaE.,, De laRosaL.A., Tormres-Rivas F., Rodrigo-Garcia J., Gonzalez-Aguilar G.A. 2005,
J. Incl. Phenom. Macro. Chem. 53, 121-129.
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Figura 1.3
Variaciones estructurales de los flavonoides

e  Flavonoles (quercetina, kacmpferol) con el 3 hidroxy piran-4-ona.

e  Flavonas (Tuteolin, apigenin, crisin ) carente del hidroxilo en posicién 3

e  Flavanoles ( catequina) carente del doble enlece en 2-3 y de 4-ona.

e  Isoflavonns (genisteina) el anillo B se enouentra en la posicion 3
E! grupo compuesto por Calabrd, Tommasini y Ficarra®22%132 estndiaron los

complejos de inclusion de diferentes flavonoles, flavanonas y flavanonas glicosiladas
con ciclodextrinas. Pama ello utilizaron diferentes técnicas como ser RMN, FT-IR, DSC
y rayos X. Los complejos formados fueron en estado s6lido y en estado liquido. En
todos los casos estudiados, la estequiometria era de 1:1. También estimaron las
constantes de asociacion K, en agua, por el método de solubilidad de fase a diferentes

temperaturas, con lo cual determinaron parimetros termodinamicos, indicando que el

7 Calabrd, M., Tommasini, S., Doaato P., Reneri D., Stancanelli R, Ficarra P., Ficarra R., Costa C.,
Catania S., Rustichelli C., Gamberini G. 2004, J. Pharm. Biomed. Anal. 35, 365-377.
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proceso de asociacion flavonoide-ciclodextrina es un proceso espontineo y exotérmico.
El efecto de la encapsulacion de los diferentes flavonoides dentro de 1a CD fue estudiado
por diferentes ensayos biologicos (test de batofenantrolina, peroxidacion lipidica).
Concluyeron que la formacidon de complejos con CD aumenta la actividad antioxidante
de los flavonoides utilizados, debido al aumento de su solubilidad en el ambiente

biologico.

Pralhad et al.** estudiaron la QUE en BCD e HPBCD, tanto en estado sélido como en
solucién. Determinaron una estequiometria de 1:1 para ambos complejos. Las K,
obtenidas por el método de solubilidad de fase son de 402 M™ y 532 M! para B-CD e
HPBCD respectivamente. Observaron que la formacién de los complejos con
ciclodextrina aumenta mas de 10 veces la solubilidad de la QUE, siendo aun mayor

para el complejo con HPBCD.

Zheng et al.**, estudiaron los complejos de QUE con diferentes ciclodextrinas (B-, HPp-
y SBEBCD). Determinaron sus K, por la metodologia de solubilidad de faseapH 3 y a
diferentes temperaturas, obteniendo de esta forma datos termodiniamicos. Observaron
también un aumento de la solubilidad de la quercetina a medida que la ciclodextrina
aumenta la cadena sustituida. Siguiendo la misma tendencia que Iz observada por
Pralhad et al.*® en las K, : SBEBCD > HPBCD > BCD. Indicando que las CD sustituidas
con grupos butilos y propilos proveen mayor superficie de interaccion, lo que provoca
una mayor afinidad por estas que por la CD nativa. En los estudios hechos por RMN,
concluyeron que la inclusion de la quercetina es por el anillo B, debido a que el proton
H-6 del anillo A es el que tiene menor desplazamiento quimico en comparacién con los
otros. Las K, obtenidas por esta metodologia siguen la misma tendencia que la obtenida
por solubilidad de fase, pero al utilizar DMSO como co-solvente para solubilizar la
quercetina, los valores obtenidos de las K, son pricticamente 20 veces menor. Respecto

a estudios de Diniamica Molecular, los resultados indican que la inclusién de quercetina

 Parlhad T., Rajendrakumar K., 2004 J. Pharm. Biomed. Anal., 34, 333-339.
3 Zheng Y., Haworth LS., Zuo Z., Chow M.S.S., Chow AHL., 2005, J. Pharm. Sci., 94, 1079-1089.




seria por el anillo B ubicandose en el centro de la ciclodextrina. En este estudio se
desplazé el anillo B de la quercetina, por el eje x y se buscoé el minimo de energia. Los
resultados estuvieron de acuerdo por lo encontrado por RMN, donde solo el anillo B se
encuentra inserto en la cavidad de la BCD, mientras que todos los hidroxilos del
flavonoide se encuentiran fuera de la cavidad hidrofobica. Tomando éstos resultados,
Yan et al’>, hicieron un estndio mecanico-cuantico del complejo QUE-BCD, en base a
los resultados experimentales obtenidos por Zheng®. Incluyeron el anillo B de la
quercetina tanto por el extremo de los hidroxilos primarios como secundarios. El centro
del eje cartesiano lo ubicaron en el plano formado por los oxigenos glicosidicos.
Desplazaron a la quercetina por el gje z cada 1 A, y optimizaron el complejo por PM3
sin restricciones. La energia de estabilizacion AE del complejo entre la quercetina y la

CD Iz calcularon para el minimo de energia de acuerdo a:

AE = Eeomplcjo — (Esustrato + EB-CD)

donde Ecompicjo » Esustuto ¥ Ep-cp Tepresentan las energias HF del complejo, sustrato libre
y de la B-CD.

Al incluir Ia quercetina por el sitio primario de los hidroxilos, ésta entra totalmente en la
cavidad de la CD de modo que el grupo OH de la quercetina de la posicion 7 (anilio A)
se encuentra cercano al OH 6 de la CD (hidroxilos primarios) de modo que la
interaccién por puente de hidrogeno estabiliza al complejo. Este tipo de interaccion no
se observa cuando se incluye la quercetina por los hidroxilos secundarios. Lo cual
concuerda con RMN y Dinidmica Molecular, que el anillo B de la quercetina se

encuentra cercano al los hidroxilos secundarios de la BCD.

Wang et al.*® estudiaron los complejos de quercetina y morina con seis diferentes CDs,
las naturales a-, B- y yCD y ademas HP, ME y CMBCD por cromatografia reversa en
capa fina en buffer NH; -H,O0—NH,;Cl pH 9.7. No observaron inclusion con la aCD ni

% Yan C.,Li X, Xiu Z., Hao C. 2006, J. Mol. Struct. Teo., 764, 95 -100.
* Wang X., Pan J.,, Shuang S. 2001, Anal. Lett., 34, 239-245
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con la CMBCD, mientras que las constantes de formacién de los otros complejos
determinados con esta técnica, tanto para la quercetina como la morina tienen la
siguiente tendencia: Kuppcp > Knmpep > Kpep > Kyep. A pesar que la cavidad de 12 yCD
es mayor que la de la BCD, esta dltima tiene una constante de formacién mayor
indicando que las interacciones son mas fuertes. Las constantes de formacién de los
complejos de inclusion de la quercetina con las diferentes ciclodextrinas son mucho
mayores que las de la morina. Con lo cual concluyeron que el anillo B es el que se
incluye dentro de la ciclodextrina ya que la unica diferencia que tienen ambos
flavonoides es que uno tiene al grupo catecol mientras que el otro tiene un grupo

resorcinol.

Otra técnica utilizada en los estudios de complejos de inclusion, es la espectrometria de

37 utilizando espectrometria de masa con ionizacién de electrospray,

masa, Guo et al
ESI-MS, estudiaron los complejos de a-, B- y YCD con quercetina y rutina, Utilizando
diagramas de solubilidad de fase, confirman el aumento de solubilidad del flavonoide
con el aumento de la concentracion de la CD, determinan la estequiometria 1:1 a 25°C
en la porcion lineal del diagrama y obtienen las constantes de asociacion para cada una
de las ciclodextrinas. Con los espectros obtenidos por ESI-MS, concluyen que la rutina
se incluye a la CD por el flavonol, ya que hay un fragmento que indica la presencia de la
quercetina, indicando entonces la inclusion por esa parte a la CD. Por otra parte, es
interesante recalcar que el complejo de inclusion se mantuvo durante la transferencia de
solucidn a vacio, sugiriendo que las fuerzas de union entre el sustrato y CD estan dadas

entonces por interacciones van der Waals y enlaces de hidrogeno, ya que las

interacciones hidrofébicas desaparecen en el vacio.

Por su parte, Shuang et al.*® estudiaron rutina con tres diferentes ciclodextrinas, BCD,
vCD y ademas con HPBCD por fluorescencia. Claramente observan una mejor inclusion

de la rutina en HPBCD con respecto a las ciclodextrinas nativas.

3 GuoM.,, SongF., Lin Z Liu 8. 2004, J. Mass Spectrom., 39, 594-599
= Shuang S.M.,Pan JH., Guo SY., Cat MY, Liu CS. 1997, Anal. Lett., 30, 22612270
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Haiyun et al.* prepararon complejos de inclusion de B-ciclodextrina con rutina por el
método de coprecipitacion. Confirmaron la inclusién por diferentes métodos, entre ellos
fluorescencia, IR, DSC. La constante de asociacion K, la determinaron por fluorescencia
estacionaria obteniendo un valor de 265 M™. La configuracién espacial del complejo fue
propuesta en base a los espectros de RMN y modelacion molecular, Observaron un
desplazamiento significativo a campo alto del protén H5 de la CD, mientras que el
desplazamiento del H3 es bastante menor. Los hidrégenos H2” y H6’ que corresponden
al anillo B de la rutina son los que presentan un mayor desplazamiento respecto a los de
ia rutina sin incluir, y el NOESY indica cormrelacién espacial entre los hidrégenos H2 y
H6’ con el HS de la ciclodextrina. Lo que indica gue la inclusién de la rutina es por el
lado angosto de la CD. Los estudios de modelacién molecular se hicieron con CS
Chem3D Pro7 de Cambridge Soft Corporation. Se hicieron cuatro estudios incluyendo
el anillo B de la rutina por el lado angosto de la CD, el anillo B por el lado ancho de la
CD, la cromona por el lado angosto de la CD y la cromona por el lado ancho de la CD.
Observaron que la menor energia corresponde a la de la inclusion del anillo B por el
lado angosto de la CD que esta totalmente de acuerdo con los estudios hechos con 2D-
RMN.

La flavanona naringin, que comesponde a la naringenina glicosilada, es uno de los
mayores constituyentes de los jugos de uva, encontrandose también en ciertos tipos de
naranjas. El sabor amargo que presentan estos jugos, se le atribuye al alto nivel de
flavanona. Con lo cual, a los jugos, se les ha agregado ciclodextrinas que forman
complejos de inclusién con Ia naringin, reduciendo el amargor. En base a esto,
Colquhoun et al * estudiaron la inclusién de naringin y naringenina con B-ciclodextrina
por 'H-RMN. Como la BCD es una molécula quiral, al incluir diasteromeros, los
complejos formados tendran diferentes K,. Esto, es la base que permite separar

enantiomores o diasteromeros por cromatografia utilizando las CD en la fase movil o

¥ Haiyun D., Jianbin C., Guomei Z., Shaomin 8. and Jinhao P, 2003, Spectrochim. Acta Part A, 59,
3421-3429.
* Colquhoun 1., Goodfellow B.J. 1994, J Chem. Soc. Perkin Trans. 2, 8, 1803-1807.
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estacionaria. En este estudio, se observé que uno de los diasteroisémeros de la naringin
se incluyé con una constante de asociacién casi 2 veces més que la otra. La inclusién
ocurre por ¢l anillo B, siendo el disacarido un factor importante en el reconocimiento
quiral de esta flavanona, pues el desplazamiento no equivalente de la naringenina-

glicosilada es mayor que el de la aglicona.

La catequina (CA) pertenece a la familia de las flavanonas. Esta es mas soluble que fos
flavanoles, pero la catequina también es amarga y facilmente oxidable. Esto le dificulta
su uso como aditivo natural en las comidas o sencillamente en su uso medicinal. Por
ello, Smith et al* incluyeron CA en ciclodextrinas nativas, obteniendo mejores
resultados con la P-ciclodextrina. Los estudios los hicieron por UV-Vis, RMN y
Dicroismo Circular. Los resultados por UV-Vis indicaron que para la o~ y yCD la
disminucion y/o desplazamiento del maximo al agregar cyclodextrina no es concluyente
para confirmar inclusion. Mientras que por dicroismo circular, solo se obtuvo la K, para
la B-ciclodextrina (8700M'1), pues para la o~ y yCD aparentemente la estequiometrias no
eran de 1:1 no permitiendo calcular la K, por esta metodologia. Por lo tanto, solo se
estudi6 el complejo CA-BCD por RMN, determinando que el anillo A de la CA es el que
se incluye haciéndolo por los hidroxilos secundarios de la B-ciclodextrina. Por otra
parte, Ishizu et al.* estudiaron el complejo de los isémeros, CA y epicatequina (EPT)
con B-ciclodextrina por RMN. En el espectro *H-RMN de ambos isomeros, se observa
que cuando se encuentra la CA incluida, las sefiales se ensanchan debido a una mayor
rigidez de la CA en el interior de la CD. Mientras gue para Ia EPI, las sefiales solo se
desplazan por efecto de la inclusion, manteniendo la EPI una menor rigidez en el
mterior. Las K, de ambos isOmeros se estimaron siguiendo el H-8 del flavanol,
obteniendo valores de 2209 M' para CA y 1212 M para EPL. Como observaron
sefiales de correlacion en el ROESY correspondientes a ia interaccion entre los H-2’, H-
5" y H-6’ de la CA con el H-5 de la ciclodexirina, infieren que el anillo B de la CA se
encuentra incluida por el lado secundario de la CD. Lo cual esta totalmente de acuerdo a

“ Smith VK, Ndou TT., Wamer IM. 1994, J. Phys. Chem. 98, 8627-8631.
* Ishizu T., Kintsu K., Yamamoto H. 1999, J. Phys. Chem. B, 103, 8992-8997.
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los desplazamientos observados a campo alto tanto de la CD como de los protones
aromaticos del anillo B. Por otra parte, la EPI presenta interacciones dipolares
practicamente para todos sus hidrégenos con el H-5 de la CD. Indicando dos posibles
geometrias, una cuando el anillo B se encuentra incluido cercano al H-5, y Ia otra
cuando el anillo A se encuentra cercano al H-5. Debido a las ambigiiedades obtenidas
con respecto a la inclusion de CA en BCD, Kniz et al.® determinaron Ias K, tanto por
RMN como por microcalorimetria, obteniendo un total acuerdo entre ambas técnicas
como también en los resultados de Smith et al.*! por dicroismo circular. Respecto a la
geometria de la CA, observaron interaccion dipolar en los t-ROESY entre los protones
del anillo B y algunos de los protones del anillo C con los H-3 y H-5 de la CD, no
observandose interaccion con el anillo A, lo que respalda la conclusion de que el anillo
B se encuentra insertado en la cavidad hidrofébica de la CD. Los datos experimentales
obtenidos por RMN, tienen una concordancia con las diferentes orientaciones obtenidas
por docking; el anillo B se encuentra en la cavidad de la CD, mientras que el anillo A

tiene solo un pequeiio contacto con el exterior de la CD.

De acuerdo a los antecedentes descritos anteriormente, los estudios de inclusion de
flavonoides en ciclodextrinas son pocos y las técnicas utilizadas han sido muy variadas.
De acuerdo a esto, se propone en esta tesis, confirmar la inclusiéon de los flavonoides,
quercetina, morna, galangina y catequina (figura 1.4) en diferentes ciclodextrinas,
determinar sus constantes de asociacion K,, y su geometria de inclusién. Se determinarg
ademas la capacidad antioxidante de los complejos formados. Se estudiaran también las
interacciones de los flavonoides en la cavidad de la fB-ciclodextrina a nivel ab-initio

B3LYP, lo que permitiri describir la naturaleza de Ias interacciones presentes.

® Kri% Z., Ko¥a J., Imberty A., Charlot A., Auzély-Velty R. 2003, Org. Biomol. Chem. 1, 2590-2595.
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1.1 HIPOTESIS

De acuerdo a los antecedentes presentados se plantea como hipoétesis:

El uso terapéutico de los flavonoides esta limitado por su baja solubilidad en solucién
acuosa. Debido al caricter apolar de estos compuestos v de la presencia de anillos
aromaticos en su estructura, estos constituirian un buen sustrato para la encapsulacion en

las ciclodextrinas, mejorando sus propiedades fisicoquimicas y solubilidad.

De esta forma un aumento de la solubilidad podria eventualmente provocar una mejora

en la capacidad antioxidante.

3,5,7-trihidroxiflavona (2R 35)-2-(3,4-dihidroxifenil)-
3,4-dihidro-2H-cromeno-3,5,7-riol

Figura 1.4
quercetina (QUE), morina (M), galangina (G) y catequina (CA)




1.2 OBJETIVOS GENERALES
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¢ Formacion y evaluacion de los complejos de inclusion de los flavonoides con las

diferentes ciclodextrinas
» Relacionar la geometria de inclusién con la actividad antioxidante de los

complejos formados

1.3 OBJETIVOS ESPECIFICOS

¢ Generar los complejos de inclusion con las diferentes ciclodextrinas.

o Determinar la constante de asociacion de los complejos formados a través de
diferentes metodologias.

o Determinar la geometria de inclusion utilizando 1a espectroscopia de RMN

» Determinar la capacidad antioxidante de los complejos formados y de los
flavonoides libres a través de las técnica ORAC y REE.

e Racionalizar los resultados experimentales con los resultados obtenidos por

Din4mica Molecular,
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CAPITULO 2

MATERIALES Y METODOS

2.1 REACTIVOS

Los reactivos quercetina (QUE) (3, 3°, 4°, 5, 7-pentahidroxiflavona), morina (M) (3, 2’,
4°, 5, ‘l-pentahidroxiflavona), catequina (CA) ((2R,3S)-2-(3,4-dihidroxifenil)-3,4-
dihidro-2H-cromeno-3,5,7-triol ), galangina (G) (3, 5, 7-trihidroxiflavona), [-
ciclodextrina (BCD), 2-hidroxipropil-B-ciclodextrina (HPPCD [M.S. (average molar
degree of substitution) = 1.0]), Heptakis(2,6-Di-O-Methyl)-B-cyclodextrin (DMBCD),
DPPH (2,2-Di(4-tert-octilfenil)-1-picrithidrazil), Galvinoxyl (2,6-Di-tert-butyl-a-(3,5-
di-tert-butyl-4-ox0-2,5-cyclohexadien-1-ylidene)-p-tolyloxy), fluoresceina (FL), (acido
2-(3-hidroxi-6-oxo-6H-xanten-9-il)benzoico), TROLOX (6-hydroxy-2,5,7,8-
tetramethylchroman-2-carboxilic acid), ABAP (2,2’-azobis(2-methylpropionamidine)),
agua deuterada D-0O, metanoi deuterado MeOD, fueron adquiridos a través de Sigma-
Aldrich, SBE-BCD [T.D.S. (total degree of substitution) = 6-7;Captisol®] fue adquirido
de CyDex Inc. El resto de los solventes utilizados son p.A.

B-ciclodextrina, R~H
2-Hidroxipropil B-ciclodextrine, R = CHLCHOHCH; or H
Heptakis (2,6 O di metil) B-ciclodextring, R;6=CH3 Ry =H

Sulfobutileter-p-cictodextrina, R = CH;CH,CH,CH,SO;Na
orH
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2.2 METODOLOGIAS

2.2.1-PREPARACION DE LOS COMPLEJOS

Se prepararon los complejos con razones molares de 1:1, en agua deuterada (D;0). Se
agitaron durante 24 hrs. a temperatura controlada, 30°C. Se filtraron con filtros Millex-
GV con membrana Durapore de 045pm y se les registraron los espectros
correspondientes. Los espectros de RMN fueron registrados en un equipo Bruker
AVANCE DRX300 que opera a 300.13 MHz para protones y de 75.43 MHz para

carbono.

2.2,2-DETERMINACION DE LA ESTEQUIOMETRIA DEL, COMPLEJO

La formacién del complejo de inclusion entre el sustrato y ciclodextrina se confirma con
la diferencia de desplazamientos quimicos antes y después de la inclusion. La formacion
del complejo de inclusion para un sustrato S con ciclodextrina en particular queda

descrita por la siguiente ecuacion:

S +nCD —*S-nCD (2.1)

La estequiometria de los complejos se determiné por el método de variacién continua,
Job plot'. Se prepararon los complejos con razones molares, r, desde 0,1 a 0,9 y

manteniendo la concentracién total constante, 3mM.

A partir de los cornimientos de las sefiales en los espectros de protones, ya sea de los
flavonoides o de la ciclodextrina, se obtienen las graficas de Adqpx [M] v/s 1, donde M

corresponde a la concentracion del flavonoide o la ciclodextrina y la estequiometria del

complejo (), estard dada para el valor méximo der, conr=(n+ 1),

! Job P., 1928, Ann Chim,, 9, 113
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2.2.3-DETERMINACION DE LA CONSTANTE DE ASOCIACION
2.2.3.1.- Diffusien Ordered Spectroscopyz, DOSY

Una de las aplicaciones de RMN, es la determinacion de sus constantes de asociacion K,
para complejos de inclusién utilizando los desplazamientos quimicos.” Ultimamente ha
habido mucho interés en el uso de métodos de gradientes de pulso que provee
informacién sobre K, via coeficientes de difusién molecular®® Se sabe que el

coeficiente de difusién (D) depende det tamafio de la molécula:

kT 2.2)

D=
6nnr

Donde % es la constante de Boltzmann, T es Ia temperatura absoluta, 17 es la viscosidad y

r es el radio de la molécula.

Los factores que afectan el coeficiente de difusion son:

Forma molecular

Tamafio molecular

Viscosidad del solvente

Propiedades de solucion, como concentracion salina, pH, temperatura...

La espectroscopia de RMN con gradientes de campo, puede ser utilizada para medir Ia
difusién traslacional de moléculas refiriéndose como a una imagen espacial. Para ello se
aplican gradientes de campo, los cuales codifican la posicién de cada espin nuclear. Esta
distribucién espacial puede ser decodificada después de un pequefio lapso de tiempo al

aplicar nuevamente un segundo gradiente de campo. Si el tiempo de espera es muy

?Mayzel O. Y Cohen Y., 1994, J. Chem. Soc., Chem. Commun., 1901-1902.

? Fielding L., 2000, Tetrahedron, 56, 6151.

* Cameron K., Fielding L., 2001, J Org. Chem. 66, 6891.

*Laverde Jr. A., da Conceigao G.J.A., Queiroz S.C.N., Fujiwara F.Y., Marsaioli A J., 2002, Magn. Res.
Chem. 40, 433.
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pequefio, los espines no cambiaran de posicién y la magnetizacion se reenfocara sin un
cambio neto de fase. Sin embargo, si los espines se han desplazado durante el tiempo de
espera entre codificar y decodificar, habra un cambio de neto de fase. La sumatoria de
las fases acumuladas en toda la muestra, se traducira a una disminuciéon de la
magnetizacién, por ende a una atenuacion de la sefial de RMN., Esta disminucién de la
sefial de RMN es dependiente de la fuerza del gradiente, del tiempo entre gradientes
(tiempo de difusién), y del coeficiente de difuisién de las moléculas en estudio.

I "Tm‘ q
i
T%% T kg
Jo W e
th (Y LR “‘"‘"'""‘

Figura 2.1
Diagrama de gradientes de campo aplicados a una muestra

El cambio de intensidad de las sefiales esta descrito por:

A= Ag exp-D g™y%8%(A-8/3) 2.3)

donde:
A es la intensidad del pico
Ay es el pico de mayor intensidad, el inicial.
D es el coeficiente de difusién traslacional (cm?s)
¥ es la razén magnetogirica (2.675197*10°G s para 'H)
8 es la duracidén del gradiente
Aes el tiempo de difusién (tiempo entre gradientes)
g es la fuerza del gradiente (G/cm) (G= 53,5 G/cm  100%)
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El coeficiente de difiusion D es medido registrando una serie de espectros de RMN en

donde Ia fuerza del gradiente g es progresivamente incrementada en cada experimento.

Los datos son graficados de acuerdo a:

-In(A/Ao) = g¥*5%(A-5/3)D 2.4)

Se grafica -In(A/Ay) en funcién de B, donde B = g’y?8%(A-56/3) y la pendiente de la linea

recta corresponde al valor del coeficiente de difusion, D.

124
1,0
[T.8
2
=
0,4 - e
0,2 -/./-/
-
n,o-/-"

T [} 1) v ] r 1] L] M T
00 soer0' 10100 15000 20x10* 20 3,00t
B

Figura 2.2
Grafica de —In(A/A,) v/s B.

La determinacion de la K, por la técnica de Difusién, entrega un método adicional de
RMN y una alternativa al clasico método de titulacidén basado en los desplazamientos
quimicos, especialmente conveniente para evidenciar la unidn entre especies de
diferentes tamafios.®

® Cameron K., Fielding L., 2002, Magn. Res. Chem. 40, S106.
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Un complejo con # moléculas de hospedero (H) y m moléculas de sustrato (G)

nH +mG & C[H,G,] 2.5)

la K, puede ser deducida de la ecnacién (2.5):

- B co

*“THT6T ~ LAl (Gl -mIC)”

Donde [G], vy [H]o son las concentraciones totales de sustrato y hospedero

respectivamente; [G], [H] y [C] corresponden a las concentraciones en el equilibrio de
sustrato libre, hospedero libre y el complejo. Para este tipo de analisis los valores den y
m son determinados previamente por el método de Job. Con lo cual, la constante de
asociacion se determina utilizando la ecuacién 2.7 previa determinacion de la fraccion

molar X, de la especie unida.

K,= 2 @7
: (l_xb)([H]O X [G]o) '

Para ello, el coeficiente de difusion observado (Das) en el experimento de RMN, en una
condicion de intercambio rapido, cormresponde a la fraccion del coeficiente de difusion

de la especie unida (Dunido) ¥ tibre (Diitrs)

Dise = XDygo + A = 1) Dy (2.8)

Entonces la fraccidon correspondiente a la fraccion unida es determinada por:

D, —D
y = libre obs

D libre D nido

U
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Con lo cual, se determina directamente la fraccion molar del sustrato unido empleando
la ecuacion 2.9 y luego utilizando la ecuacion 2.7, se obtiene la K, por determinacion de

un solo punto.
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Los experimentos DOSY fueron registrados utilizando la secuencia de pulso estandar de
la Bruker para este tipo de experimentos, ledbpgp2s. Que utiliza gradientes de pulso
bipolares, BPPLED (Bipolar Pulsed Field Gradient Longitudinal Eddy Delay)’. La
duracion del gradiente es de 3ms y el retardo de la corriente parasita (d21) es de Sms,
mientras que el gradiente de pulso (p19) fue de 1270 ps y con una razén de gradiente
gp6:gp7.gp8 de 100:-17.13:-13.17. El gradiente de pulso es incrementado de 2 a 95% en
una rampa lineal. Bajo estas condiciones, se registraron los espectros DOSY a
temperatura controlada de 298K de los flavonoides puros (Dusre), de las ciclodextrinas
(Dunido) ¥ de los complejos formados, (Dobs).

ledbpgp2s
dL |55 A ]}l

s d20 the Stejskal-Tanner diffusion delay H | I | I_ W
e  d21 eddy-current delay }‘ T R l
s  p30 gradient duration
e  d16 gradient recovery delay G Q—; %Q

\ Gk (il

G6 G6

Figura 2.3

Programa de pulso ledbpgp2s para realizar espectro DOSY

2.2.3.2- METODOLOGIA SOLUBILIDAD DE FASE?

La solubilidad de una sustancia quimica en un solvente dado, a una temperatura y
presién determinada, es una caracteristica de la sustancia y se puede utilizar como
criterio de identidad y pureza. Si un sustrato presenta una solubilidad mayor que la pura,

evidentemente, el aumento de la solubilidad del sustrato es debido a la presencia de un

?WuD.,, Chen A., Johnson C.S., 1995, J. Magn. Res. A 115, 260-264.
8 Higuchi, T., Connors K.A., Adv. Anal. Chem, Instrum., 1965, 4, 117-212.
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segundo componente, Esta técnica se conoce como anilisis de solubilidad de fase. La
metodologia consiste en adicionar un exceso conocido del sustrato poco soluble en
soluciones de concentraciones crecientes del segundo componente a volumen constante,
Se deja en agitacion a temperatura controlada por un tiempo prolongado. Luego se
filtran las soluciones para no tener compuestos sélidos y se determina la concentracién

del sustrato en solucién. Se grafica concentracion del sustrato versus concentracion del

segundo componente.
Ao
AL
S AN
t A B
So HS
y ‘
fLl —
Figura2.4

Diagrama de solubilidad de fase

En la figura 2.4, se muestra Ia grafica tipica de estos experimentos. El simbolo S
representa la concentracién molar del sustrato disuelto. L, representa la concentracion
del ligante. S, es la solubilidad en el equilibrio del sustrato en ausencia del ligante, Un
aumento lineal de la solubilidad es representado por la linea A;, mientras que una
curvatura positiva y negativa es indicada por Ap v Ay respectivamente. Diagramas tipo
A indican la formacion de complejos solubles entre el sustrato y el ligante. Con lo cnal,
si el complejo formado es un diagrama tipo Ay, €l complejo formado corresponde a un

complejo de primer orden respeto al ligante. Si es de orden superior a uno respecto a L,
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entonces el diagrama corresponderd a un diagrama tipo Ap. En cambio, si corresponde a
un diagrama del tipo Ay, puede corresponder a una alteracién en la naturaleza del
solvente en la presencia de altas concentraciones de L, o sencillamente que el ligante se

asocie consigo mismo a concentraciones altas.

El desarrollo para la determinacion de la K. por esta metodologia es el siguiente, donde

Ia constante de formacion del complejo o de estabilidad estara dada por:

1)
“rar 0

Las concentraciones pueden ser expresadas en términos de cantidades conocidas:

)=5.

S-S
(Suln)==— @2.11)

@)=L, -n(s,L) (2.12)

Donde S, es la solubilidad en el equilibrio en ausencia de L, S; es la concentracidén total
de S disuelta y I, es la cantidad total de L. agregada. Con las ecuaciones anteriores se
puede obtener una expresion para K en términos de concentraciones conocidas y los

valores de m y n. Un caso especial es cuando 7 =1 se obtiene lo siguiente:

_mKS"L, LS (2.13)
e 1+KsS™  °°

Una grafica de S; v/s L, por la formacién de un complejo soluble SpL. deberd de dar una
linea recta (diagrama Ay ) el intercepto corresponde a S, y la pendiente esta dada por:

mKS}
1+KS)

pendiente = (2.14)
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Para el caso que m es conocido, esta ecuacién provee la base para el cilculo de K de la

pendiente de un diagrama A;. Para el caso que m = 1, la ecuacién quedaria:

_ pendiente
S, (1— pendiente)

1 (2.15)

Un exceso de flavonoide (5mg) es adicionado a 5 mL de agua desionizada o soluciones
de CDs (ImM — 10 mM), en frascos ambar para evitar descomposicion de los
flavonoides con la luz. Estas soluciones se mantienen en agitacion a temperatura
constante de 30 °C, en un bafio con agitacion mecanica, SUDELAB. Después de 24 hrs
de agitacién, se filtran en filtros Millex 0.45 pm y se les determina la concentracion de
flavonoide disuelto por UV-Vis. Las mediciones espectrofotométricas fueron hechas en
un UV, UNICAM utilizando cubetas de cuarzo de 1 cm. Se grafica concentracion de
flavonoide disuelto versus concentracioén de ciclodextrina y se determina la constante de

asociacion de acuerdo a la ecuacion 2.15.

2.2.4-DETERMINACION DE LA GEOMETRIA DE INCLUSION

Los experimentos ROESY al igual que los NOESY proporcionan informacién sobre
proximidad espacial entre protones. Los experimentos ROESY son especialmente
recomendables sobre los NOESY para moléculas con peso molecular entre 1000-2000
Dalton. El experimento 2D-ROESY propozciona un espectro 2D de correlacion entre las
sefiales de protones proximas en el espacio. El espectro 2D-ROESY contiene picos
diagonales y picos de cruce simétricos. Los picos de la diagonal son los picos
correspondientes al espectro de proton (picos H,, Hy y H, en figura 2.5). Ademas de
estos picos, pueden aparecer otros picos fuera de la diagonal que se denominan picos de
cruce. Para un pico de cruce podemos encontrar su comrespondiente pareja de protones
en la diagonal (si nos movemos en el eje vertical y en el horizontal). En principio un

pico de cruce puede aparecer en el especiro cuando los dos protones correlacionados
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estén situados en la molécula a una distancia menor de 4.5 A. Por otro lado, Ia
intensidad del pico de cruce ha de ser tanto mayor cuanto mas cerca estén los dos
protones en Ia molécula (depende de la distancia ¥). Los picos de cruce en 2D-ROESY
aparecen en fase, y, si no son artefactos, deben ser de distinto signo que los picos

diagonales (independientemente del tamafio molecular).

Los espectros ROESY de los complejos formados, fueron registrados de acuerdo a los
programas estandares de la Bruker. Se utilizd el programa roesyph sensible a la fase, con
un ancho espectral de 3000 Hz, y de tamafio 16K/8K. El tiempo de mezcla utilizado fue
de 400ms, el tiempo de relajacion fue de 2 segundos y en cada caso se hicieron 32

repeticiones.

Los experimentos HMQC (Heteronuclear Multiple Quantum Correlation) y HSQC
(Heteronuclear Single Quantum Correlation), son experimentos de 2 dimensiones, que
correlacionan 'H y *C directamente unidos. Las coordenadas de cada sefial en el grafico
de contomo corresponden 2 los desplazamientos quimicos tanto de H como de PC. El
espectro HSQC corresponde a un tipo de HMQC editado, donde aparecen las sefiales
correspondientes a los grupos metilenos (CH;) con fase invertida. Para estos espectros se
utilizaron los programas estandares de la Bruker, inviedgpph, con un ancho espectral de
4000 Hz para protones y 50000 Hz para carbono.

O He
"oNe P |
Ha” P O 4 (ppm)
-@Ha -
Hc’f ? 5 ;
Hb ()} Ommemmemmenns &
'H (ppm})

Figura 2.5
Diagrama de espectro ROESY, de una molécula que tiene los hidrégenos H, v H,
cercanos espacialmente a H,
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2.3.-DETERMINACION DE LA ACTIVIDAD ANTIOXIDANTE

2.3.1-RESONANCIA DE ESPIN ELECTRONICO

Los espectros de Resonancia de Espin Electronica, REE fueron registrados en banda X
(9.85 GHz) usando un espectrometro Bruker ECS 106 equipado con cavidad rectangular
y 50 KHz de modulacion de campo.

DPPH’

Un método sencillo para medir la capacidad antioxidante es utilizando el radical
DPPH. El radical DPPH reacciona con el antioxidante reduciéndose para dar DPPH-H
y lo que observamos es la disminucion de la sefial del radical DPPH al reaccionar con
el flavonoide. Inicialmente se utiliza un blanco, agua o metanol, y luego se agrega la
cantidad de flavonoide en estudio. La actividad antioxidante es evaluada en base a la
disminucién de la sefial REE correspondiente al DPPH cuando este se encuentra en

ausencia y en presencia del flavonoide.

a¥e s¥e

t
NH
+ R — . 2.16
NO, NO, Oy NG, +r (216)

® Nakamura, Y., Watanabe, 8., Miyake N., Kohno H., Osawa T. 2003, J. Agric. Food Chem., 51,3309-
3312
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Este radical también es usado comuinmente en ensayos de determinacion de capacidad

antioxidante por UV-Vis', ya que el radical de color purpusa (A = 517nm) se reduce a la

difenil picrilhidrazina de color amarillo al sustraer un hidrégeno de otra molécula.

Metodologia

e El blanco es preparado con 180ul. de DPPH 0.5 mM en etanol mas S0pL de

agua desionizada o metanol dependiendo del caso.

s Lamezcla es agitada vigorosamente durante 10 segundos.

e ILa mezcla es transferida a un capilar y se introduce en la cavidad del

espectrometro de REE.

e Para la medicién de los flavonoides y de sus respectivos complejos se sigue el

mismo procedimiento, pero esta vez de se adicionan 50 pL de la muestra.

23.2.- ORACy,,

Para evaluar la capacidad antioxidante de los flavonoides y sus complejos con las CDs,
se trabajo con la técnica denominada “ORAC”, Oxygen Radical Absorbance Capacity ,

técnica que se centra principalmente en medir el efecto de un antioxidante sobre las

especies reactivas de oxigeno (EROs). La metodologia utilizada corresponde al método

de Ou et al."" modificado, en el cual, la termélisis del ABAP provoca una serie de

oxidaciones sobre la fluoresceina (FL), la cual se oxida a una especie no fluorescente.

FL+ROO" - FIL_,, + ROOH

1°Kirby A.J., Schmidt R.J., 1997, J of Ethnopharmacology, 56, 103-108.
1 Ou, B.; Hampsch-Woodill, M.; Prior, R. L., 2001, J. Agric. Food Chem., 49, 4619.

@.17)
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Se mide el aumento del &rea bajo la curva, ya que al agregar un compuesto antioxidante,
éste compite por los radicales peroxilos cedidos por ABAP. Entonces, Ia fluorescencia
de la fluoresceina se mantiene por mas tiempo y una vez consumido todo el
antioxidante, la reaccién de oxidacion de la fluoresceina se lleva a cabo. Una forma de
presentar la actividad antioxidante de un compuesto determinado, es referenciandola a
un estandard. Normalmente se utiliza el acido (8)-(-)-6-hidroxi-2,5,7,8-
tetrametilcroman-2-carboxilico, mas conocido como Trolox. Entonces, se registran los
cambios de fluorescencia de los flavonoides libres y acomplejados con las diferentes

ciclodextrinas.

De las soluciones stock preparadas de los flavonoides (1mM) o de los complejos de
inclusion formados (FLAV:CD 1:10), se tomaron alicuotas para dar concentraciones
finales de 1- 5SpM. Estas alicuotas se homogeneizaron en las mismas cubetas de cuarzo
para fluorescencia, con 215 uL de fluoresceina (concentracion final 70 nM), con 240 pL
de ABAP 0.15 mM (generador de radicales peroxilo) completindose a un volumen final
de 3000 pL con buffer fosfato 75 nM (pH 7.4). Una vez agregado todos los reactivos, se
introduce la cubeta en el espectrofluorimetro LS 50B (PerkinElmer, Boston, MA, USA),
el cual se encontraba a 60°C. Se registra la fluorescencia cada 50 seg. por
aproximadamente 17 minutos, excitando a 490 nm con slit de Znm y la emisién fue
registrada a 515nm con slit de 4nm. Se utiliz6 una solucién de Trolox como patrén de

referencia.

Los datos de las mediciones fueron exportados al programa OriginPro (OriginLab
Corporation, Northampton, MA) para realizar los calculos correspondientes. A partir de
las cinéticas obtenidas se procedié a normalizar los valores de intensidad utilizando la
expresién F/F, Una vez normalizados los valores de intensidad, se calcul6 el area bajo
la curva de cada uno de los ensayos efectuados para cada compuesto. Una vez obtenido
el valor de las areas bajo la curva, se procedid a la construccién de los graficos de area
bajo la curva versus concentracion. De este grafico, se ajusto la mejor recta calculiandose

las pendientes.




30

El calculo de los valores de QRAC en relacion a los valores de Trolox se determinan de

acuerdo 2 la siguiente formula:

*

(4BC)pe C

ORAC =

(2.18)

Donde:

(ABC): corresponde a la pendiente de la curva obtenida al graficar el area bajo la curva
en presencia del antioxidante versus concentracion del antioxidante.

(ABC)rrotox ; corresponde a la pendiente de Ia curva obtenida al graficar el area bajo la
curva de Trolox versus concentracion de Trolox.

C Trolox : Concentracion de Trolox.

C: Concentracion del antioxidante.

El valor de ORAC se expresa en equivalentes de Trolox y es independiente de Ia
concentracién de antioxidante. El valor del cuociente se denomina también Trolox
equivalentes (Teqg). Los Tug nos indican la capacidad antioxidante de los diferentes

flavonoides en relacion a Trolox que posee un valor de 1,0 Tgq.

24.-CALCULOS TEORICOS
24.1-AUTODOCK

Para Ia construccion in silico de la BCD, DMBCD y HPBCD se utiliz6 el modulo builder
del Insightll, donde se le adicioné a 1a BCD 14 grupos metilos, en las posiciones 2 y 6
para formar la DMBCD y 7 grupos hidroxipropilos para formar la HPBCD. Estos
fueron optimizados con 300 pasos del método gradientes conjugados. La catequina fue
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construida usando gaussian98 cuya geometria fue optimizada usando el método

semiempirico PM3.

Para generar los complejos de partida se utiizd Autodock3.0.5. Los parametros
definidos para la biasqueda global fueron una poblacién inicial de 50 individuos, un
nimero maximo de evaluaciones de energia de 1500000, un nimero maximo de
generaciones de 50000, nimero de individuos con mejor perfil energético que
sobreviven a la proxima generacién sin modificaciones igual a 1, probabilidad de

mutacién y crossover de 0,02 y 0,08 respectivamente,

Autodock con el fin de definir el espacio de bisqueda, cuenta con un método de grilias
las cuales determinan el espacio conformacional de posibles soluciones. Para testear la
capacidad de Autodock de converger en soluciones que se encuentren dentro de la
ciclodextrina, ia grilla fue seteada de tal manera que cubriera tanto la cara externa como
la superficie interna de la ciclodextrina con un tamaiio de grilla de 8¢ A por lado, con
un espaciado entre los puntos de 0.3 A. El siguiente procedimiento fue empleado para
las tres ciclodextrinas, el nimero de cormridas fue de 250 por ciclodextrina.

Al término de cada corrida las soluciones fueron separadas en cluster de acuerdo a su
RMSD minimo y el mejor store, el cual esta basado en un parametro energético definido
por una funcion empirica de energia libre. Luego fueron seleccionados aquellos cluster
cuya energia promedio no era menor a 1 kcal/mol respecto a la mejor energia obtenida
en la corrida total. De estos cluster fue tomada una solucién representativa de ellos y se
comparé con los datos experimentales de RMN, seleccionando aquella que sea capaz de
representarlos de manera mas exacta. El complejo seleccionado finalmente fue
optimizado utilizando métodos semiempiricos PM3 como un refinamiento utilizando

(Gaussian98.
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Dentro de 1a familia de los flavonoides, la quercetina (QUE) pertenece al grupo de los

flavonoles. Estos, ademas de presentar un par de hidroxilos en posicioén orfo en el anillo

B, presentan un doble enlace entre C2 y C3 conjugado con el grupo ceto del C4, el cual

es responsable de la deslocalizacion de los electrones del anillo B, donde se ve

reforzada la capacidad atrapadora del radical libre' y la presencia del hidroxilo en Ia

posicién 3 del heterociclo también aumenta la actividad atrapadora del radical.

Pero la quercetina es muy poco soluble en solucién acuosa, lo cual lo limita en el uso

farmacologico. Por o cual, para sobrellevar este problema, se prepararon complejos de

quercetina con diferentes ciclodextrinas, con el objeto de determinar una posible

inclusion y obtener la constante de asociacion K, y determinar en lo posible su

geometria de mnclusion,

2’
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Figura 3.1.1
Espectro 'H-RMN de QUE en solucién mixta MeOD:D;0 2:1

'Rice-Evans,C.A., Miller, N.J., Paganga,G., 1996, Free Radic. Biol. Med. 20, 933-056.




Para cumplir con lo anterior, como primer punto, es necesario caracterizar los protones
de la quercetina, por lo cual, se registro el espectro de la QUE en una solucion mixta
MeOD:D,0 2:1, debido a la baja solubilidad del flavonoide en solucion acuosa.

En la figura 3.1.1, se observa a campo alto dos dobletes con J = 2.0 Hz, que
corresponden a los protones aroméaticos del anillo A, que se encuentran en posicién
meta. Luego a campo bajo, se observa un sistema de 3 espines propios del anillo B de la
quercetina. Un doblete con J = 8.5 Hz que corresponde al H-5’, un doble de doblete
(dd) perteneciente a H-6’conJ = 2.0 y J = 8.5 Hz y finalmente un doblete con J= 2.0
Hz debido al H-2". Estas asignaciones estin de acuerdo a lo reportado previamente’.

' DA N
QUE-B-CD QUE-HP irm.j\/v\/

T T T T T T T ™ T LMY S i
41 40 35 38 3T 36 35 pm 41 4.0 39 3B 3T 36 35 41 40 39 38 31 36 35

Figura 3.1.2
Espectros dec las ciclodextrinas libres v de sus respectivos complejos con quercefina en
soluciones drgano-acuosas, MeOD:1D,0 2:1.

La confirmacién de la formacién de los complejos de inclusiém, estz dada por los
desplazamientos quimicos, ya sea de los protones aromaticos de la QUE o de los
protones internos de la ciclodextrina (H-3, H-5 y H-6). Pama este caso particular, las

sefiales comrespondientes a los hidrogenos aromaticos, practicamente no presentan

?Zheng Y., Haworth 1.S., Zuo Z., Chow M.S.S., Chow A H.L., 2005, J. Pharm. Sci. 94, 1079-1089.

ppn
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desplazamiento por efecto de la inclusion, a diferencia de los protones de las
ciclodextrinas que tienen pequefios desplazamientos a campo alto, figura 3.1.2. Esto
podria ser indicio de una leve interaccion de la QUE con las ciclodextrinas. Para
confirmar la inclusion, se realizé el experimento de solubilidad de fase. De acuerdo a
Higuchi y Connors®, la grafica correspondiente 2 un sustrato solubilizado en funcién de
la concentracion del ligante, nos indica el aumento de la solubilidad del sustrato en
funcion de éste. En la figuma 3.1.3, observamos el aumento de la solubilidad de Ia
quercetina en funcion de las diferentes ciclodextrinas utilizadas, pCD, HPBCD y
SBEBCD. La cual corresponde a una grafica lineal, con pendiente menor que 1, que de
acuerdo a Higuchi y Connors es considerado un diagrama tipo Ay, donde la formacién
del complejo cormresponderia a un complejo 1:1. En la Tabla 3.1.1, estan los valores de
las K, determinadas utilizando la ecuacién 2.15 del Capitulo de Materiales y Métodos.
Se puede observar unr aumento en los valores de las K. los cuales podrian estar
relacionados con los sustituyentes presentes en la ciclodextrina nativa. Al estar
sustituida por grupos hidroxipropilos o sulfobutilos, la ciclodextrina aumenta el tamafio
de la cavidad permitiendo asi mas interacciones con el flavonoide, reflejandose en el

valor de la constante de asociacidn,

Pralhad y Rajendrakumar®, también estudiaron por solubilidad de fase los complejos de
quercetina con f-ciclodextrina y con hidroxipropil-B-ciclodextrina. A pesar de que los
valores obtenidos por ellos son menores, 402 y 532 M respectivamente, podemos
observar, que mantienen la tendencia, es decir, el valor obtenido para el complejo con la

hidroxipropil-B-ciclodextrina es mayor que para la B-ciclodextrina.

® Higuchi, T., Connors K.A., 1965, Adv. Anal. Chem. Instrum., 4, 117-212.
4 Pralhad T., Rajendrakumar K., 2004, J. Pharm_ Biomed. Anal. 34, 333-339.
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Figura 3.1.3
Grafica de concentracién de ciclodextrina, (BCD, HPBCD y SBEBCD) en funcién de quercetina
disuelta.

Ademaés de determinar las K, por Uv-Vis, también se determinaron las K, por 'H.RMN,
especificamente por la técnica de Difusion. Para ello se registraron espectros DOSY,
tanto de las ciclodextrinas libres, quercetina libre, como de los complejos formados,

seglin esta descrito en Materiales y Métodos.

Debido a la baja solubilidad de la quercetina, los complejos formados en agua deuterada
no presentaban una concentracién adecuada para ser detectada por RMN, por lo que fue
necesario preparar los complejos en solventes mixtos, metanol deuterado y agua
deuterada. Para obtener una concentracién adecnada de quercetina sin que esta precipite,
la mezcla final utilizada fue de una relacion dos de metanol por una de agua. Por lo
tanto, se registraron los espectros DOSY para todos los casos en mezclas 6rgano-acuosas
2:1. Se registraron los espectros DOSY para la quercetina, las ciclodextrinas y los

complejos formados, para obtener los valores de Diiprs, Dunico ¥ Dobs respectivamente.
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En la figura 3.1.4, observamos los espectros DOSY para los tres complejos formados,
QUE-BCD, QUE-HPBCD y QUE-SBEBCD. En el eje x tenemos lo que comresponderia
al espectro de protones del complejo. En la zona aromatica, se tienen las sefiales
correspondientes a la quercetina, mientras que en la zona alifatica tenemos lo que
corresponde a las sefiales de las diferentes ciclodextrinas. El eje y, corresponde a log D,
donde D comresponde al coeficiente de difusioén (m?/s). Entonces, en base al tamafio,
podremos decir que cualitativamente Ia ciclodextrina es la que difunde mas lento y el
agua deuterada que comresponde a la sefial que se observa a 4.7 ppm, difunde mas
rapido. Muy cercana al agua se observa el metanol presente a 3.3 ppm y luego se

observa las sefiales correspondientes a la quercetina.

Del espectro DOSY del complejo, es de donde obtenemos el Dy, que corresponde a la
fraccién unida a la ciclodextrina y 1a que se encuentra libre, ecuacién 2.8 del capitulo de
Materiales y Métodos. Utilizando las ecuaciones 2.9 y 2.7 obtenemos los valores de las
constantes de asociacion K, para los complejos formados. Los valores de las constantes
obtenidas en comparacior a las obtenidas por UV son bastante menores, (Tabla 3.1.1)
pero siguen la misma tendencia. Lo que estd de acuerdo con los estudios hechos por
Conners et al’. quienes estudiaron las constantes de equilibrio de naranja de metilo con
a~ciclodextrina en solventes mixtos. La presencia de solventes orginicos disminuye los
valores de las K,, debido a que el sustrato prefiere encontrarse en el solvente organico
que en la cavidad de la ciclodextrina. A diferencia de que cuando hay solo agua, el
sustrato piefiere la cavidad apolar de la CD que el medio acuoso.

? Connors AK., Mulski M.J., Paulson A., 1992, J. Org. Chem. 57, 1794-1798.
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Figura 3.1.4
Espectros DOSY de los complejos de QUE-BCD, QUE-HPBCD y QUE-SBEBCD en mezclas
brgano-acuosas MeOD-D,0 2:1, a 298K.

La tendencia observada de las K,, SBEBRCD > HPBCD > BCD, es la misma que la
presentada por Zheng et al.%, donde se observa una mayor interaccién con la SBEBCD
que con la HPBCD y esto es debido probablemente a los contactos adicionales de la
quercetina con los sustituyentes propil y butil respecto a la ciclodextrina nativa.
Entonces, las ciclodextrinas derivatizadas proveen mayor drea de interaccién, lo cual
permite una interaccion mas fuerte de la quercetina con las ciclodextrinas. Junto con
esto, las interacciones por puente de hidrogeno entre los grupos hidroxilos de la
quercetina y los sustituyentes de la ciclodextrina también estabilizan el complejo
formado. A pesar que se utiliz la misma técnica para la determinacién de las K,
método de solubilidad de fase, los valores obtenidos por el, son mayores, debido
posiblemente a que los experimentos fueron realizados a pH 3, mientras que los hechos

en este estudio son en agua desionizada (pH neutro).

ppm
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Tabla 3.1.1
Valores de las K, determinadas por el método de solubilidad de fase y por 'H-RMN utilizando la
metodologia DOSY en mezclas mixtas MeOD-D,0 2:1.

complejo K. MY @@v) K, (M) '"H-RMN

Que-pCD 602 138
Que-HPBCD 1419 249
Que-SBEBSCD 4032 303

Con respecto a la caracterizacion de los complejos de inclusion, desde el punto de vista
conformacional, se registraron espectros 2D ROESY a los tres complejos formados.
Para los compiejos con BCD e HPBCD, no se observaron picos de cruce entre los
hidrogenos aromiticos de la quercetina con los hidrogenos internos de la ciclodextrina.
Por su parte, el complejo de quercetina con SBEBCD, si se observan interacciones
dipolares. En la figura 3.1.5, vemos una seccion del ROESY del complejo QUE-
SBEBCD, la cual corresponde a la zona aromatica de la QUE y a la zona alifatica de 1a
ciclodextrina. Debido a que la sustituciéon de la ciclodextrina con los grupos sulfobutiles
es aleatoria, se hace muy dificil asignar los protones internos de ia ciclodextrina. Por ello
se registraron especiros de correlacion C-H, HSQC, para asignar los protones intemos,
H-3 y H-5 de la SBEBCD, figura 3.1.6. Con esta asignacién, el estudio del ROESY es
mds detallado y se observa interaccidn clara de los hidrogenos H-6 y H-8 del anillo A de
la quercetina con los H-5 y H-3 de la ciclodextrina. Ademas se observa con menor
intensidad, interaccion del H-2" del anillo B con el H-3 de la ciclodexirina. Se desprende
de estos resultados, que el complejo de inclusion de QUE con SBEBCD, el anillo A es el

que se encuentra incluido dentro de la cavidad de la ciclodextrina.
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Figura3.1.5
Espectro ROESY del complejo QUE-SBE-B-CD, [QUE] = 2.65mM y [SBE] = 3.36 mM, en
mezcla MeOD:D,O 2:1

En los espectros ROESY de los complejos formados con BCD e HPBCD no se
observaron interacciones dipolares entre la quercetina y las ciclodextrinas, lo cual podria
deberse a los pequefios valores de las K, obtenidas, ya que la fraccion de quercetina
libre es mucho mayor que la fraccién de la quercetina incluida en la ciclodextrina, Esta
dificultad experimental no nos permite estimar la geometria de inclusion de la
quercetina en estas dos ciclodextrinas. Sin embargo, los estudios mecanico-cuénticos
hechos por Yan et al.® de la quercetina con B-CD, indican que el hidroxilo 7 de la
quercetina interacciona por puente de hidrégeno con el hidroxilo ubicado en la posicion
6 de la B-CD estabilizando el complejo QUE-BCD, figura 3.1.7 (A). Esto concuerda con
la geometria de mclusion obtenida para el complejo QUE-SBEBCD, es decir, el aniilo B

del flavonoide se encuentra ubicado hacia el lado ancho de la ciclodextrina mientras que

¢YanC,LiX,XinZ., Hao C., 2006, J. Mol Struct. Teo., 764, 95 -100,
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el anillo A se encuentra por el lado angosto de la SBEBCD, figura 3.1.7 (A). Pero la
diferencia estaria en que tan profundo se encuentra el anillo A en I ciclodextrina.

ppmf/\'\'\/\f ppm/_/\\f\
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Figura3.1.6

Espectro HSQC de SBEBCD y del complejo QUE-SBEBCD en soluciones mixtas MeOD-D,0
2:1.

(Aa) B)

Figura 3.1.7
Esquema de inclusién de quercetina en SBEBCD (A) y geometria de inclusién de quercetina en
BCD por Yan et al°(B).
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Segiin los estudios de Yan et al%, el anillo A de la quercetina estaria sobresaliendo por el
lado primario de los hidroxiles, figura 3.1,7 (B), mientras que en la SBEBCD, la
cromona se encuentra incluida en la cavidad de la ciclodexirina, pero no lo suficiente
como para que el anillo A interaccione con los hidroxilos primarios. En cambio, el anillo
B no se encontraria incluido dentro de la cavidad. Esto podria ser debido a que los
grupos suifobutilos ejercen un efecto estérico evitando una inclusién mayor. Por otra
parte, los grupos sulfobutilos presentan mas posibilidades de interaccién con la
quercetina, lo que se ve reflejado en el aumento de la K, con respecto a la ciclodextrina

sin derivatizar,

Para determinar si la quercetina sigue manteniendo sus propiedades antioxidantes, se
estudio la reactividad de los complejos formados en presencia de los radicales DPPH: y
Galvinoxyl por REE. Para ello se estudiaron los complejos de inclusiéon formados en los
experimentos de solubilidad de fase y de la quercetina libre. Para lo cual, se tomaron las
alicuotas correspondientes a la concentracién de 3mM de cada una de los complejos
formados. Se llevaron a una mezcla MeOH/H20 (20:80) con DPPH: /Galvinoxyl 2mM.
Las mediciones del decaimiento de la sefial de REE fueron hechas 10 minutos después

iod N
)
R -
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P

de iniciarse la reaccién.
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Figura 3.1.8
Espectro REE de galvinoxyl (A); galvinoxyl en presencia de BCD (B); QUE (C); QUE-BCD
(D); QUE-HP-BCD (E) y QUE-SBE-BCD (F).
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En la figura 3.1.8, se observa la disminucién de la intensidad del radical galvinoxyl por
REE frente a la QUE libre y complejada con las diferentes CDs. Este mismo
comportamiento se observa con el radical DPPH, figura 3.1.9. Aqui se confirma el
aumento de la concentracion de QUE en solucién acuosa por la presencia de CD. Con lo
cual, podremos decir, que al formar los complejos de inclusién, se aumenta la

biodisponibilidad de la QUE en solucidn acuosa y no se observa pérdida de la actividad
antioxidante del flavonoide.

Para evaluar Ia capacidad antioxidante de la QUE y sus complejos con las diferentes
CDs, se utilizo la técnica ORACy, técnica que se centra en medir el efecto del
antioxidante sobre las especies reactivas de oxigeno, en este caso, producidas por la
termdlisis del ABAP. En la figura 3.1.10, se observa el decaimiento de la fluorescencia

de la fluoresceina en el tiempo, a diferentes concentraciones del complejo formado.

H Galvinoxyl T DPPH

blanco QuUE

QUEBCD HPBCD SBER

Figura3.1.9

Reactividad del radical DPPH-/Galvinoxyl frente a QUE libre v a los complejos formados. La
concentracion de DPPH-/Galvinoxyl fue de 2mM.
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La pendiente entre el drea bajo la curva (ABC) y la concentracion de cada uno de los
complejos fue determinada para calcular el Trolox equivalente (T.q) de cada uno de los
complejos. Los valores estadisticos para cada uno de los graficos obtenidos excedi6 el
valor de I* = 0.99176. En la Tabla 3.1.2 se observa el Trolox equivalente para QUE
libre y QUE formando complejos con las diferentes ciclodextrinas. En esta tabla,
observamos que la quercetina al formar complejos con las ciclodextrinas, disminuye su
actividad antioxidante respecto a la quercetina libre entre un 5 a 12% dependiendo de la
ciclodextrina utilizada. Mientras que con la SBEBCD, la actividad antioxidante se podria
decir que se mantiene. Estas diferencias podrian estar relacionadas con la geometria de
inclusiéon de la quercetina dentro de la ciclodextrina. La actividad de la quercetina
depende del anillo B, especificamente al grupo catecol, y la capacidad atrapadora de
radicales libres se ve potenciado ademas por presentar un doble enlace entre C2 y C3 el
cual se encuentra conjugado con el grupo ceto del C4, el cual es responsable de la
deslocalizacién de los electrones del anillo B”. El hecho que el complejo con la SBEBCD
mantenga su actividad, estaria de acuerdo con los resultados obtenidos, acerca de que el
anillo B del flavonoide se encuentra mas expuesto al solvente con respecto a las otras
ciclodextrinas. Pe acuerdo a lo presentado por Alvarez-Parrilla®, quien hizo un estudio
de reactividad para la quercetina, rutina y sus complejos de inclusién con BCD. El
observd que la reactividad para el complejo QUE-BCD se veia aumentiada en un 10%
respecto a la quercetina libre. Mientras que para la rutina el aumento fue de un 18%
respecto 2 la rutina libre. Estos estudios los realizd utilizando la metodologia FRAP
(Ferric reducing antioxidant power ) y el aumento de la reactividad Io atribuyé a que
como el grupo catecol es el que se incluye en la cavidad hidrofébica provoca

modificaciones en el comportamiento redox del flavonoide,

’ Rice-Evans ,C.A,, Miller, N.J., Paganga,G., 1997, Trends in Plant Science. 2, 152-159.
8 Alvarez-Parrilla E..DelaRosa L.A., Torres-Rivas F., Rodrigo-Garcia J., Gonzalez-Aguilar G.A., 2005,
I. Incl. Phenom. Macro. Chem. 53, 121-1269.
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Figura 3.1.10
Decaimiento de fluorescencia de la fluoresceina del complejo QUE-BCD a diferentes
concentraciones (1pM-5pM)

Tabla 3.1.2
Valores de las pendientes obtenidas de las graficas ABC v/s concentracion con sus valores de
y los Teqpara Ia quercetina y los complejos formados

. Trelox
Compuesto Pendiente r Equivalente
Trolox 1.013*107 0.99176 1.0
Quercetina 8.822*107 0.99621 8.7
QUE-BCD 7.767*107 0.99994 7.7
QUE-DMBCD 7.931*107 0.99764 7.8
QUE-SBEBCD 8.957*107 0.99215 8.8

QUE-HPBCD 8.319*107 0.99441 8.2
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También se estudié la reactividad de la quercetina utilizando el radical DPPH por REE,
pero esta vez, la concentracion de quercetina en todos los complejos formados fue la
misma, de modo de poder relacionar la actividad del flavonoide dependiendo de la
ciclodextrina utilizada. El radical DPPH existe de manera estable como radical, por lo
que se prepararon soluciones de DPPH de concentracion conocida. La determinacion de
la reactividad de este radical con Ia quercetina es directa, puesto que se mide la
disminucién de la intensidad de la sefial a un tiempo determinado, reproducido de forma
igual para todos los complejos formados. En la figura 3.1.11, se observa el area bajo la
curva en porcentaje respecto al blanco utilizado. Vemos que la intensidad del radical
disminuye una vez que se encuentra en presencia de quercetina. Al adictonar los
complejos con querceting, se observa una mayor disminucién de la sefial del radical
DPPH, que se relaciona con una actividad mayor respecto a la quercetina libre. Esto
estarfa indicando un aumento de la actividad antioxidante para todos los complejos
formados. Este aumento de actividad de los complejos varia entre el 20 y 30% respecio a
la quercetina libre dependiendo de la ciclodextrina utilizada. Caso contrario a lo
observado en los estudios con ORAC, en donde la reactividad disminufa al formarse los

complejos de inclusion.

blanco QUE QUECD  QUE-HPBCD QUE-DMBCD QUE-SBEBCD

Figura 3.1.11
Variacion de la intensidad de la sefial del radical DPPH cuando se encuentra en presencia de
quercetina y de sus complejos de inclusion




46

3.2 COMPLEJOS MORINA-CICLODEXTRINAS

Otro flavonoide utilizado en este estudio es la morina, un isdémero de la quercetina. La
diferencia que tienen es que los hidroxilos del anillo B ya no se encuentran en posicién
orto sino que ahora estan en posicién mefa. Lo que hace que disminuya su actividad
antioxidante, debido a que la estabilidad del radical no se ve tan favorecida como es el

caso de la querceting, por la presencia del catecol.

Se registraron los espectros "H-RMN y COSY en MeOD, para hacer las asignaciones de
cada uno de los hidrégenos. En la figura 3.2.1, esta representado el espectro "H-RMN de
la morina en MeOD, donde a campo alto se observan dos dobletes. Estos corresponden a
los protones aromaticos del anillo A, que se encuentran en posicion mera, con J = 2.1
Hz, donde el doblete que se encuentra a campo bajo corresponde al H-8 y el doblete que
se encuentra 2 campo alto a H-6. Luego, 2 campo mas bajo, se observa otro doblete con
J =23, y un dobledoblete con J=23 yJ= 8.6 Hz, que son debidos a H-3" y H-5’
respectivamente del anillo B. Mientras que el H-6" se encuentra desplazado a campo

bajo con una constante de acoplamiento de J= 8.6 Hz.

3 8 6
6!

Ss

I ) I B | B ] ! I i | ) I
7.4 7.2 7.0 6.8 6.6 6.4 6.2
Figura3.2.1
Espectro 'H-RMN de morina en MeOD.
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La formacién de los complejos de inclusién sigue el mismo procedimiento de la
quercetina, excepto que como la morina es mas soluble en agua que la quercetina, se
prepararon los complejos con un bajo porcentaje de MeOD en el medio, lo suficiente
para no tener problemas de solubilidad, lo que comesponde a un 6% MeOD. Los
complejos son preparados 1:1 en concentraciones de 0.5mM para evitar la precipitacion
de la morina.

Si observamos los espectros 'H-RMN de la parte alifiticas de los complejos con
ciclodextrinas, figura 3.2.2, el complejo M-BCD presenta desplazamientos de los H-3,
H-5 y H-6 de la B-ciclodexirina a campo alto. La inclusién de la morina queda
claramente establecida por el efecto anisotropico de los anillos arométicos que

desplazan a campo alto los hidrogenos internos de la ciclodextrina.

Para el caso de la HPBCD y SBEBCD, se observa desplazamiento de los protones de las
ciclodextrinas, pero debido a la sustitucién aleatoria que tienen estas ciclodextrinas y a
la baja concentracién a la cual se trabajo, no se pudo determinar los desplazamientos de
los protones internos de la ciclodextrina por los espectros HSQC. Pero como la
confirmacion de la formacion de los complejos esta dada por los cambios en los

espectros de la figura 3.2.2, se realizaron los experimentos de solubilidad de fase.

B-CD HP.BCD SBE-B-CD

Figura 3.2.2
Espectros '"H-RMN de las ciclodextrinas libres y de sus respectivos complejos
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En la figura 3.2.3, vemos como aumenta la concentracién de la morina por la presencia
de Ia SBEBCD. De acuerdo a Higuchi y Connors’, al graficar concentracién de morina
disuelta en funcién de concentracién de ciclodextrina, se observa claramente una
linealidad con el aumenio de concentracion de ciclodextrina. Indicando que sigue un
diagrama del tipo A;, donde el complejo formado corresponde a un complejo de primer
orden, es decir, la estequiometria corresponde a 1:1. Las otras ciclodextrinas utilizadas
siguen este mismo comportamiento. Los valores de las K, obtenidas por esta
metodologia, se encuentran en la Tabla 3.2.1, donde se observa claramente un aumento
de las constantes de asociacion a medida que aumenta el grupo denvatizado en la
ciclodextrina, lo cual se relaciona directamente con el aumento de las interacciones

debidas a los grupos presentes.
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Figura3.2.3

Espectros de absorcion de (A) morina y de los complejos de inclusién M-SBESCD a diferentes
concentraciones. (B)Grafica de solubilidad de fase, [M] v/s [SBEBCD]

Higuchi, T., Connors K.A., 1965, Adv. Anel. Chem. Instrum., 4, 117-212
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Tabla 3.2.1
Valores de K, obtenidos por método de solubilidad de fase

complejo K. M [@v)
M-BCD 500
M-HPBCD 1830
M-SBESCD 3890
M-DMBCD 1400
ppm ]
-10.0 H H J
Digs — 2 llll g’
~9.5-
-9.0- " |

Figura 3.2.4
Espectro DOSY del complejo M-SBEBCD en D;O con 6% MeOD

Como se corrobor6 la formacion de los complejos y que estos tienen una estequiometria
de 1:1, se procedi6 a registrar los espectros DOSY. En la figura 3.2.4, se observa la
difusién que presenta la morina y la SBEBCD en el complejo formado. Dende la
difusion observada de Ia morina corresponde a Dg, y es la fraccion correspondiente a la

difusion de morina libre y unida. Ademas, se registraron los espectros DOSY de la
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morina, Dipre, v de cada una de las ciclodextrinas libres, Duigo. El valor determinado
para la morina unida a la ciclodextrina se toma en base a que la morina es lo
suficientemente pequefia con respecto a la ciclodextrina y por ende no produce variacién
en el coeficiente de difusién de la ciclodextrina, tomandose entonces el coeficiente de
difusién de Do como el de la ciclodextrina libre?. En la Tabla 3.2.2 se observan los
coeficientes de Difusién obtenidos para las diferentes ciclodextrinas, morina libre y
morina unida a la ciclodextrina. Por medio de la ecuacion 2.9, descrita en el Capitulo de
Materiales y Métodos, se determind la fraccién unida del flavonoide a la ciclodextrina y

utilizando la ecuacion 2.7 se calculé la constante de asociacion.

Tabla 3.2.2
Valores de las K; determinadas por RMN utilizando la metodologia DOSY en D,0 con un 6%
MeOD.

Daps (M*/s)  Denido (m*/s)  Dypre (M*/5)  fomigo  Ka (M)

M -BCD 2.8710"° 23410 3.8910™  0.654 3140

M-HP-BCD 23710™ 2.08 107 3.8910™ 0835 18900

M-SBE-BCD 2.16107° 1.61 10° 3.8910° 0755 9970

2 Wimmer, R.; Aachmann, F. L.; Larsen, K. L.; Petersen, 8. B., 2002, Carbohydr. Res., 337, 841,
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Los valores obtenidos de las K, por esta metodologia son bastante mayores que los
obtenidos por solubilidad de fase. Esta discrepancia observada mediante la técnica de
solubilidad de fase y por RMN no es inusual, ya que se ha observado® que para sustratos
poco solubles, los valores obtenidos de las K, en ciclodextrinas por solubilidad de fase

son menores al compararlas con los valores obtenidos por métodos espectroscopicos.

Morina
MBCD M
PV Y ¥ e et i, SR
MHP
MSBE
AN ‘M AN Nt e s ettt
T 7 P

Figura 3.2.5

Espectros 'H-RMN de morina y de los complejos 1:1 con las diferentes ciclodextrinas en D50
con un 6% MeOD.

? Alvarez-Parrilla E.,DelaRosaL.A., Tommes-Rivas F., Rodsigo-Garcia J., Gonzalez-Aguilar G.A. 2005,
J. Incl. Phenom. Macro. Chem. 53, 121-129.
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En la figura 3.2.5 se observan los protones aromaticos de la morina cuando esta libre e
incluida en las diferentes ciclodextrinas. Algunos de estos protones presentan
desplazamiento a campo alto al incluirse y otros 2 campo bajo, pero lo que més llama la
atencidn es que aparentemente se observan 4 hidrogenos aromaticos en vez de los cinco
hidrégenos que componen la morina (figura 3.2.1). Este comportamiento andémalo se
observo en los cuatro complejos formados y también en Ia morina libre, por lo tanto, no
es debido a la formacion del complejo que sucede esta caracteristica. A lo mas, en
algunas casos se alcanza a observar una quinta sefial que pudiera deberse a el hidrogeno
faltante, pero la integracion es bastante menor que el resto de las sefiales. Como se
mantiene en agitacion durante 24 hrs para la formacién del complejo, incluyendo
también la morina sola, se procedio a preparar una muestra de morina en D0 con un 6%
MeOD registrindosele espectros en el momento, a los 15 minutos y a las 4 horas,
observandose claramente como va disminuyendo una de sus sefiales, para después de 4

horas sencillamente desaparecer.

o ul

6.0
[ ]
Re
6.5 ] 1) H
7.0
7.5+
8 @
8.0
1] T T ] T
8.0 7.5 T.0 6.5 rpm

Figura3.2.6
Espectro COSY de morina en DO + 6% MeOD
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En la figura 3.2.6, se observa el espectro COSY registrado a la morina después de un par
de horas de preparar la muestra. Aqui se ve claramente que solo se encuentra presente el
sistema de 3 espines que corresponde a los hidrogenos aromaticos correspondientes al
anillo B, mientras que el otro sistema que corresponderia al anillo A solo hay un protén.
De acuerdo a los resultados presentados, claramente desaparece en el tiempo un
hidrogeno. La explicacién mas razonable a este hecho, es que ése hidrogeno se
intercambie con deuterios del medio, haciéndolo no detectable. En resumen, podemos
concluir que la morina en solucién deuterada acuosa intercambia un protén aromatico en
el tiempo. La sefial que se observa a campo alto corresponde al protén H-6 del anillo A.
En este caso, es un singulete debido a que el proton adyacente el H-8 que se encontraba
a campo bajo respecto a €I, se ha ntercambiado por los dtomos de deuterio, razén por la

cual ya no acoplan entre si.

2’6
6’ 35

ppm ., M

| L T L L T N
8.5 g.¢ 7.5 7.0 6.5 6.0 ppm

Figura 3.2.7
Espectro COSY del complejo M-HPBCD en DO con un 6% MeOD.
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Para confirmar que el H-8 es el hidrogeno faltante, se registré un COSY al complejo de
M-HPBCD, figura 3.2.7, donde se observa con mayor claridad los cinco hidrégenos
aromaticos. A pesar de presentar una integracién menor que el resto de los protones, se
observa un acoplamiento entre el hidrogeno que se nos intercambia con el H-6, por ende
la sefial que desaparece corresponderia al H-8 del anillo A. Este intercambio hidrogeno -
deuterio, también ha sido observado como un intercambio inusual de hidrogenos
aromaticos por Hadjipavlou et al.*, donde la sefial comrespondiente al hidrogeno H-2 del
heterociclo 1-etil-1H-3nitrobenzopirano[4,3,2-cd]isoindol, desaparecia en el tiempo en
mezclas CD;0D-CDCls. Este efecto excepcional fue atribuido a un rapido intercambio
H-D del proton aromatico H-2.

Para hacer un estudio mas acabado respecto al proton faltante, se prepararon complejos
de inclusion de morina con la HPBCD, desde razones molares 1:1 hasta 1:20. Los
resultados son claros, figura 3.2.8, ya que cuando hay un exceso de ciclodextrina, se
observan todos los hidrogenos. Estos resultados nos dan luces de lo que podria estar
sucediendo. El H-8 se intercambia con los deuterios del medio cuando se encuentra en
solucion, pero al estar incluido en la CD y mas aun, cuando esta en exceso la CD, la
morina se encuentra incluida en la cavidad hidrofébica de la CD, no permitiendo asi un
intercambio con el solvente. Esto nos estaria indicando que el anillo A, que contiene al
hidrogeno H-8, se encuentra profundamente incluido en la ciclodextrina evitando todo

tipo de interaccion con el solvente,

Para confirmar esto, se prepararon 3 muestras estudiindose en el tiempo. Morina,
complejo M-HPBCD 1:1 y complejo M-HPBCD 1:20. La concentracién de morina se

mantuvo constante en todos los casos en 0.5 mM.

* Hadjipavlou C., Kostakis LK., Pouli N., Marakos., Micros E., 2006, Tetrahedron Lett. 47, 3681-3684.
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Morina:HP 1:6 i

Morina:HP 1:8

Figura 3.2.8
Espectro "H-RMN de morina y complejos de morina a diferentes razones Morina : HP B-CD, en
D,0 con un 6% MeOD.

El seguimiento fue durante 144 horas. Para el flavonoide libre, en el transcurso de las
primeras 24 horas, la sefial H-8 de la morina ya no se observaba, figura 3.2.9. Mientras
que para el complejo 1:1, 1a sefial del H-8 se tarda mas en desaparecer (ya a las 48 horas
casi no se observa la sefial, y a las 68 horas sencillamente no esta), figura 3.2.10. En
cambio, para el complejo donde hay un exceso de ciclodextrina, figura 3.2.11,
pricticamente no se observa disminucién de la sefial después de 140 horas. Esto nos
confirma nuevamente que la inclusién es por el anillo A, y que el proton H-8 se
encuentra lo suficientemente inserto en la cavidad hidrofébica de la ciclodextrina como

para no intercambiarse con el solvente.
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Figura 3.2.9
Espectros 'H-RMN de morina 0.5 mM en el tiempo.

De acuerdo a la tabla 3.2.2, 1a morina presenta mayor interaccién con la HPBCD que con
la BCD y la SBEBCD. Lo cual indicaria que el grupo hidroxipropil cumple un papel
preponderante en la interaccién con el flavonoide. Lo que estaria de acuerdo a lo visto
en la Figura 3.2.5, donde en el complejo M-HPBCD es donde se observa el H-8
indicando una mayor permanencia del flavonoide en la cavidad lo que se traduce
entonces a un valor de la K, mayor que para las otras ciclodextrinas. La tendencia
observada para los valores de las K, obtenida por UV y por RMN no es la misma. Una
posible explicacion de esta diferencia, podria ser debida al intercambio isotdpico
observado, obviamente seria diferente la difusion de la morina en el caso que tenga
protones ¢ que tenga deuterios, ya que por esta metodologia el peso molecular, la

viscosidad del solvente y la temperatura juegan un rol preponderante,
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Figura 3.2.10
Espectros '"H-RMN del complejo M-HPBCD 1:1 0.5mMenel tiempo.
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Figura 3.2.1|
Espectros "H-RMN del complejo M-HPSCD 1:20 en el tiempo [M] = 0.5mM.
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Con respecto a la caracterizacion de los complejos desde el punto de vista
conformacional, se registraron los espectros ROESY de los complejos. En algunos
casos, como ser con la HPBCD y la DMBCD, fue necesario registrar les espectros HSQC
para hacer la asignacién correcta de cada uno de los hidrdgenos involucrados en la
inclusion. En la figura 3.2.12, que corresponde a una seccion del espectro ROESY del
complejo formado por morina y B-ciclodexirina, se observan interacciones dipolares
entre el hidrogeno H-6" del anillo B de la morina con los H-6 de la ciclodextrina,
ademas de interacciones dipolares entre el H-8 del anillo A de lo morina con el H-5 de la
BCD. Esto indica que la cromona se encuentra incluida en la cavidad de la ciclodextrina
orientada hacia el lado de los hidroxilos secundarios, mientras que el anillo B se
encuenira practicamente al exterior orientado hacia el lado angosto de la ciclodextrina,

figura 3.2.13 (A).
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Figura 3.2.12
Seccion del espectro ROESY del complejo M-BCD.




Figura 3.2.13

Esquema de inclusion de morina en (A) B-ciclodexrtina, HPBCD y (B) DMBCD.
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Figura 3.2.14
Seccion del espectro ROESY del complejo M-HPBCD.
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Para el caso del compiejo M-HPBCD, la seccion del ROESY, figura 3.2.14, nos indica
interaccion del H-8 del anillo A de la morina con los hidrégenos internos de la
ciclodextrina. De acuerdo a los espectros HSQC, corresponden a los hidrégenos H-5 y
H-6 de la HPBCD. La inclusion con respecto a la ciclodextrina nativa es practicamente
igual. La cromona se encuentra insertada en la cavidad apolar de la ciclodextrina,
mientras que el grupo resorcinol se encuentra fuera de la cavidad por el lado angosto de
la ciclodextrina. Estos datos corroboran lo concluido anteriormente por los espectros 'H-
RMN, de que en el complejo con la HPBCD, la inclusion es por el anillo A de la morina
y se encuentra lo suficientemente incluido como para no intercambiar el H-8 de la
morina con los deuterios del medio. Es importante recalcar que los grupos
hidroxipropilos aumentan la cavidad de la ciclodextrina y este es uno de los motivos por

los cuales el H-8 se encuentra mas protegido a diferencia de la ciclodextrina nativa.

H-3

Figura 3.2.15
Seccion del espectro ROESY del complejo M-DMBCD.
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Para el caso del complejo con DMBCD el espectro ROESY figura 3.2.15, observamos
que solo el H-8 interacciona con los hidrogenos de la ciclodextrina intemos,
especificamente con el H-3, Indicando que el anillo B de la morina interacciona con los
hidrégenos que se encuentran en el lado ancho de ia DMBCD, figura 3.2.13 (B). Esto
nos estaria indicando que para la morina y las ciclodextrinas derivatizadas, hay presente

dos tipos diferentes de inclusion.

Se hizo un estudio de modelacién molecular del complejo de morina y BCD utilizando
Autodock. Este estudio revelé que la orientacion preferencial final encontrada esta de
acuerdo a los resultados experimentales obtenidos por RMN. En la figura 3.2.16,
observamos que el anillo B se encuentra orientado hacia el sitio de los hidroxilos
primarios, mientras que los anillos A y C, se encuentran orientados hacia el lado ancho

de l1a ciclodextrina.

Figura 3.2.16
Complejo de inclusion de M-BCD a partir de estudios de docking.
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También se efectud optimizacién de geometria a nivel ab inito B3LYP obteniéndose una
geometria anfloga al sistema estudiado con Autodock. Se estimd la energia de
interaccién del sistema obteniéndose un valor de -28.7 Kcal/mol, el cual es concordante

con interacciones del tipo puente de hidrogeno entre morina y B-ciclodextrina.

Respecto a la capacidad antioxidante de la morina y de sus complejos, los estudios
hechos con ORACH. nos muestran como la morina y sus complejos retardan el
decaimiento de Ia fluoresceina por consumir el ABAP presente, figura 3.2.17. De
acuerdo a la grifica de area bajo la curva (ABC) v/s concentracion de complejo
utilizado, se calcularon para cada uno de los complejos formados el T, para su posterior
comparacion. Estos resultados estin presentados en la Tabla 3.2.3, donde se tienen los
valores de las pendientes obtenidas de las graficas de decaimiento de Ia fluoresceina, los
valores obtenidos de r* y Trq. Como se esperaba, la morina tiene una actividad
antioxidante mayor que el TROLOX, y junto con esto, presenta una actividad
antioxidante menor gue la quercetina, debido basicamente a que no tiene el grupo OH en
la posicién 3°, que le da estabilidad a la forma radicalaria. Los complejos formados,
presentan un aumento notable en la actividad antioxidante respecto a la morina libre,
figura 3.2.18. Este aumento en la actividad antioxidante de la morina al formar
complejos de inclusion con la ciclodextrina puede ser explicado en base a que el radical
es estabilizado por Ia ciclodexirina. Alvarez-Pamilla et al’ encontraron un
comportamiento similar al incluir quercetina y rutina en PCD. Los estudios de
reactividad los hizo por la técnica FRAP y el aumento de reactividad observado es de

alrededor de un 10 y 18% al formar los complejos de inclusion.




M-SBE-5-CD 10 mM

Figura 3.2.17
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Decaimiento de fluoresceina del complejo M-SBEBCD a diferentes concentraciones (1uM-

51M).

Tabla 3.2.3

Valores de las pendientes obtenidas de las graficas ABC v/s concentracién con sus valores de r°

y los T.para la morina y los complejos formados

Compuesto Pendiente r Teq
Trolox 1.013*107 0.99176 1.0
Morina 3.744*%107 0.99938 3.7
M-BCD 3.698*107 0.98881 73

M-HPBCD 3.699%107 0.98883 7.3

M-DMBCD 4.481*107 0.99348 8.8

M-SBEBCD 433004*107 0.99571 8.5
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Figura3.2.18
Trolox equivalente de morina y sus complejos con las diferentes ciclodextrinas.
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Al determinar la actividad antioxidante por REE, (figura 3.2.19) vemos las sefiales

caracteristicas del radical DPPH. Aqui se observa como disminuye la intensidad de la

sefigl en presencia de morina (A) en comparacién a cuando se tiene el blanco (E). A

diferencia de lo que se observa en presencia de los complejos de inclusién, en que la

disminucion de Ia sefial del radical DPPH es menor para los complejos formados. Para

mayor claridad, se grafica el area bajo la curva en porcentaje para el blanco, morina y los

complejos de inclusién, figura 3.2.20. Aqui podremos decir, que la actividad

antioxidante de los complejos disminuye con todas las ciclodextrinas. Como esta

disminucién varia de un 3 a un 10%, entonces se podria decir que la disminucion de la

actividad antioxidante de la morina 2l formar complejos es practicamente nula y ademas

independiente de la ciclodextrina utilizada.
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Figura 3.2.19
Espectro REE del spin aducto entre radical DPPH y (A) morina; (B) M-CD; (C) M-HPBCD;
(D) M-DMBCD; y (E) blanco.

|

100

A

NN

E588388

20 A
10 A

0 T T T T T T

blanco Morina MCD M-HPRCD M-DMBCD M-SBEPCD

Figura 3.2.20
Capacidad atrapadora del radical DPPH parra la morina y sus complejos de inclusion.
En todos los casos la concentracién de morina es 0.5mM
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Debido a los resultados sorpresivos de reactividad obtemidos, se procedié a hacer un
estudio termodinamico de los complejos, que permitiera una racionalizacidon y
explicacion de los valores experimentales. Este estudio consistid en determinar las
constantes de asociacion, K,, a diferentes temperaturas por la metodologia solubilidad de
fase, a cada uno de los complejos estudiados. En la Tabla 3.2.4, se tienen los valores de
las constantes de asociacion determinadas a 20, 25 y 30°C. Aqui se observa que para la
formacion del complejo de morina con DMBCD el valor de las constantes de asociacion
disminuye con el aumento de la temperatura. Este mismo comportamiento ha sido
reportado por Tommasini et al.’ al incluir hesperetina y naringenina en BCD. Sin
embargo, para los otros complejos formados con BCD e HPBCD el comportamiento es

diferente.

Tabla3.2.4
Constantes de asociacion K, para los complejos de inclusién de morina con BCD, DMBCD e
HPBCD a diferentes temperaturas.

K. [M] K, [M] K, [M]

M-BCD M-HPBCD M-DMBCD
20°C 200 1180 2090
25°C 396 1480 1700
30°C 500 1700 1400

* Tommasini, S.; Ranerd, D.; Ficama, R.; Calabré, ML, Stancanelli, R.; Ficarra, P.; 2004, J. Pharm.
Biomed. Anal,, 35, 379.
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Si graficamos In K, v/s 1/T, figura 3.2.21, para los tres complejos, de acuerdo a la
ecuacion integrada de van’t Hoff :

Obtenemos los valores de los cambios de AH y AS a partir de la pendiente e intercepto
respectivamente. En la grifica se observa claramente que los valores de AH obtenidos
para los complejos con BCD e HPBCD son negativos, indicdndonos que el proceso de
formacién de los complejos es endotérmico. Mientras que en la formacién del complejo

con DMBCD, el AH es positivo indicando que se trata de un proceso exotérmico.

= M-pCD
85 s M-HPpCD
A M-DMpCD

8,0

D

6,5 ~

InK

5,6+

] T ] b i T 1] T I ’ ] * [ ¥ 1
330" 3310° 33x10° 34x10° 34107 34x10° 24x10° 34x107
1MTm{1/K)

Figura 3.2.21
Graficos de van’t Hoff (InX v/s 1/T) de los complejos de morina con fCD, DMBCD ¢ HPRCD.
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Al determinar los valores de AG para los tres complejos estudiados, se comprobd que

para todos los casos es un proceso espontaneo (AG <0).

En general, la formacion de los complejos de inclusion esti regido por interacciones del
tipo puentes de hidrégenos con los hidroxilos exteriores de la ciclodextrina, interacciones
van der Waals e interacciones hidrofobicas. La mayoria de las veces la inclusion de una
droga en la cavidad de la ciclodextrina es asociada a valores negativos de AH y a valores
de AS negativos o levemente positivos, indicando que el proceso de inclusion no viene
acompafiado de un proceso de desolvatacién, por lo que la reaccion de inclusién es un
proceso regido por la entalpia’. De acuerdo a la figura 3.2.22, solo el complejo formado
con DMJBCD, tiene este comportamiento. Es decir, el témino entalpico es el gue

prevalece en la formacion del complejo de inclusion.

Sin embargo, para la morina incluida en la BCD e HPBCD, los resultados obtenidos son
diferentes. En estos casos, cuando el flavonoide se encuentra libre en solucion,
aparentemente presenta fuertes interacciones con el solvente. Una vez formado el
complejo de inclusion, se produce un cambio desfavorable de entropia debido al
rompimiento de la caja de solvatacion, que se traduce a un valor positivo de AS,
indicando que la reaccion de formacion de complejos de inclusion para fCD e HPBCD

esta gobermnada por el término de entropia.

® Martin del Valle, EM.; 2004, Process. Biochem., 39, 1033.
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MAG WAH O-TAS

ki/mol
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M-BCD M-DMBCD M-HPECD

Figura 3.2.22

Energia libre (AG®), entalpia (AH®) y entropia (-TAS®) para los complejos de inclusién de morina
con BCD, DMBCD ¢ HPBCD a 25°C.
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3.3 COMPLEJOS CATEQUINA-CICLODEXTRINAS

Dentro de los flavonoides estudiados la Catequina corresponde a la familia de los
flavanoles, los cuales no contienen el doble enlace en la posicién 2-3 como tampoco
tienen el grupo carbonilo en Ia posicién 4. Se realizd la asignacion completa de sus
protones por medio de espectros COSY y HSQC. En la figura 3.3.1, se observan a
campo alto dos dobledobletes que corresponden a los hidrdgenos metilénicos que son
no-equivalentes, H-4da y H4b, conJ=78 Hz,J=52 HzyJ=160 Hz. A campo
mas bajo se presenta un multiplete que corresponde al hidrégeno H-3 de la CA, el cual
acopla con ambos hidrégenos metilénicos conJ=7.8 Hz, J=52 Hz y acopla con el
hidrégeno H-2 con J = 5.0 Hz, que no se observa debido a que se encuentra bajo la
sefial del agua, a 4.7 ppm. En la parte aromatica, observamos claramente los dos
sistemas de espin presentes. En 6 ppm se observan dos dobletes con una constante de
acoplamiento de 2.3 Hz debidas a los hidrogenos del anillo A que se encuentran en
posicion meta. A campo mas bajo, se encuentra un grupo de sefiales correspondientes al
sistema de 3 espines del anillo B. Un dobledoblete debido al H-6" con constantes de
acoplamiento de J = 2.0 Hz y J = 83 Hz. Luego el doblete con J = 83 Hz
correspondiente al H-5’ y finalmente el doblete con J = 2.3 Hz que corresponde al H-2".

Estos resultados estén de acuerdo a los reportados anteriormente”.

HS’ 2
- 8 Q
o s

2’ o ™
H_s’ oH H
H38 H4b  paa
H6
[ T 1] T 1 T T i T T
7.0 6.5 G.0 5.5 5.0 1.5 4.0 3.5 3.0 ppm
Figura3.3.1

Espectro "H-RMN de catequina en D-O.

! Hemingway R.W., Tobiason F.L., McGraw G.W., Steynberg J.P., 1996, Magn. Res. Chem, 34, 424433
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La preparacién de los complejos siguid el mismo procedimiento descrito anteriormente,
preparando los complejos con una relacién molar 1:1. Dada la mayor solubilidad de la

CA, los complejos se prepararon en D20.

La inclusién de la CA en las diferentes ciclodexirinas estd confirmada por los
desplazamientos quimicos de sus protones aromaticos, Tabla 3.3.1. Para los complejos
CA-BCD y CA—DMBCD,\se observa un mayor desplazamiento de los hidrogenos del
anillo B a campo alto, producio de la inclusion. A su vez, el H-8 del complejo CA-
DMBCD, presenta un notable corrimiento a campo alto respecto a los otros complejos
formados, los cuales presentan el mismo desplazamiento quimico con la formacion del
complejo. En la figura 3.3.2, se observa un ensanchamiento de las sefiales arométicas de
la CA al incluirse en las diferentes ciclodextrinas. Este ensanchamiento de las sefiales se

debe a que la CA se encontraria més restringida y rigida dentro de la cavidad™’.

Tabla3.3.1
Desplazamiento quimico (Hz) de los protones de la catequina al formar complejos con las
diferentes ciclodextrinas

CA-BCD (Hz) CAHPBCD (Hz) CA-DMJCD (Hz)  CA-SBEBCD (Hz)

AD=(6 - Dumao) Ad=(5) - Omao) AS=(D; -Baniao) Ad=(D; - Spnas)
H-2? 36.83 24.12 42.0 228
H-&° 27.02 4,08 18.0 -5.34
H-6’ 34.14 15.93 36.0 15.62
H-6 1.84 19.18 9.0 1498
H-8 18.81 17.59 93.0 174

*Kri# Z., Koda J., Imberty A., Charlot A., Auzély-Velty R. 2003, Org. Biomol. Chem. 1, 2590-2595,
* Ishizn T., Kintsu K., Yamamoto H., 1999, J. Phys. Chem. B 103, 8992-8997.
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Mientras que entre 2 y 4 ppm se encuentran los protones alifaticos que corresponden a

los hidrogenos del anillo C, de la catequina, Una vez incluida en la cavidad de las CDs,

estos protones se ensanchan al igual que los hidrégenos arométicos. Cabe notar que solo

para el complejo de CA-BCD se observa una disminucion en el A5 entre ambos

hidrégenos metilénicos, mientras que para el resto de los complejos practicamente no se

observa desplazamiento.
H-5
H-2 H_G: H-8 H—G CA
CA-BCD
H-8 H-6
L N
H-38 Ho
CA-HPRCD
H3 CA-DMBCD
A
H5| B2 - )
H-8 CA-SBEBCD
H -6, H—6
1 [) T ] ] T ] 1
7.0 6.8 6.4 6.2 6.0 5.8 5.6 Ppm
Figura3.3.2

Espectro 'H-RMN de la parte aromatica de CA, CA-BCD, CA-HPBCD, CA-DMBCD y CA-SBE

BCD.
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El espectro "H-RMN de las ciclodextrinas difiere notablemente de cuando éstas se
encuentran formando complejos y cuando se encuentran libres. Especialmente para el
caso de Ia BCD, figura 3.3.3, donde los mayores desplazamientos se observan para los
hidrégenos que se encuentran en la cavidad (H-3 y H-5). Este desplazamiento a campo
alto es debido a la comrente anular de los anillos aromaticos de la catequina al
encontrarse incluida en la cavidad hidrofobica. También se observa un desplazamiento a
campo alto de los H-6, que se encuentran en la zona extenor correspondientes 2 los

hidroxilos primarios de la CD.

BCD 116

H-5

CABCD H-3 H6

Figura3.33
Espectro '"H-RMN del complejo CA-BCDy de BCD.

Al observar la zona del espectro que corresponde a la zona alifatica para la HPBCD y el
complejo CA-HPBCD, figura 3.3.4, se ve un cambio en el espectro por efecto de la
inclusion del flavonoide. Pero, se hace dificil asignar cuales de los hidrogenos internos

de la HPBCD son desplazados por efecto de Ia inclusién, debido a que los 7 grupos
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hidroxipropilos estin sustituidos al azar en las posiciones 2,3 y 6 de Ia BCD, lo que hace

dificil poder determinar los desplazamientos de los protones internos.

CA-HP

Figura3.3.4
Espectro "H-RMN de HPBCD v del complejo CA-HPBRCD.

Para elucidar cuales fueron los hidrogenos desplazados, se registraron espectros HSQC
tanto para la HPBCD como para el complejo CA-HPBCD, figura 3.3.5. Claramente se
observa que los H-5 de Ia HPBCD se desplazan a campo alto, mientras que para los H-3
y H-6 el desplazamiento es més leve. También se observa que los grupos metilenicos del
hidroxipropil, que aparecen a 3.8 ppm para protones y 60.0 ppm en carbono, presentan
un ensanchamiento al incluirse el flavonoide, lo que indicaria que estos hidrdégenos

estarian participando en la formacion del complejo.

En la figura 3.3.6, se observa el espectro de protones de ia DMBCD y del complejo. Se
observa desplazamiento de algunas sefiales debidas a los hidrogenos internos por efecto
de la inclusion del flavonoide, Para hacer una asignacion inequivoca de los hidrogenos
internos, se registraron los espectros HSQC tanto de la ciclodextrina como del complejo

de inclusion.
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Figura 3.3.5

Espectro HSQC para la HPBCD, y para el complejo CA-HPBCD en D0 2298 K.

7 3.6 3.m 3.4 3.3 ppm
Figura 3.3.6

Espectro "H-RMN de DMBCD y del complejo CA-DMBCD.

T T T
4.0 3.9 3.8 3.
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En la figura 3.3.7 se observa que por comparacién, los mayores desplazamientos son

para los H-5 y H-6 de la ciclodextrina. Llama la atencién observar que los hidrégenos

metilénicos de la ciclodextrina (F-6) pricticamente son equivalentes antes de la

inclusién, mientras que al incluirse la catequina, estos hidrogenos se hacen no

equivalentes, observandose que uno de ellos presenta un desplazamiento mayor a campo

alto que el otro.

DMBCD
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Figura 3.3.7
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Espectro HSQC de DMBCD y del complejo CA-DMBCD en D0 2298 K.

En la figura 3.3.8, se presenta la parte alifatica tanto de la SBEBCD como del complejo

de inclusién. Se observa claramente un desplazamiento de las sefiales producto de la

inclusién de la catequina en la cavidad apolar de la SBEBCD. Debido a la superposicién

de sefiales debidas a los grupos sulfobutilos, no es ficil determinar cuiles son los




77

protones internos que sufren desplazamiento, aun con el espectro HSQC. Cor lo cual no
fue posible hacer una estimacior de la geometria de inclusion de la catequina con esta

ciclodextrina.

T T T T T T 11 ] 1
4.0 3.9 3.8 3.7 3.6 3.5 3.4 3.3 ppm

Figura3.3.8
Region alifitica del espectro "H-RMN de SBEBCD vy del complejo CA-SBEBCD.

La estequiometria de los complejos de inclusion para esta familia, es determinada por el
método de variacién continua, Job plot’. Para el caso del complejo CA-BCD, figura
3.3.9, se siguieron tanto los protones de la catequina, como los de la CD. Obteniéndose
un maximo en ambos casos para r = 0.5, indicando claramente que la estequiometria del
complejo es de 1:1, Para el resto de los complejos, solo se siguieron los desplazamientos
de los protones aromaticos del anillo B (2°, 5’ y 6”) de la catequina. Para las tres
ciclodextrinas utilizadas el maximo fue de 0.5, figuras 3.3.10 - 3.3.11, indicando que

para todos los complejos formados la estequiometria es de 1:1.

*Job P, 1928, Ann Chim., 9, 113




78

= HZCA = HapCD
A s HECA B s HS5pCD
00s- 0,08 .
] L = = h ¢
. 0,07
05 . )
n 0,064
: ]
004 . = 0,05-
5 2 o]
E- 000- . 5 o,u-. . .
1 . 0,03+ = =
002 o] ° .
e r [ ] [ ]
001 ° oo, .
[ ] [} ] M 1
o0 02 04 06 03 10 0o 02 oA 08 08 10
r
Figura 3.3.9

Grafico de Job obtenido a partir de los desplazamientos de los protones de la catequina (A) y de

los protones de la ciclodextrina (B).
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Figura 3.3.10

Gréfico de Job obtenido a partir de los desplazamientos de los protones de la catequina del

complejo CA-HPBCD (A) y del complejo CA- SBEBCD (B)
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Figura 3.3.11

Grafico de Job obtenido a partir de los desplazamientos de los protones de la catequina al formar
el complejo con DMBCD.

El célculo de las K, para las cuatro CDs se hizo por la metodologia DOSY
anteriormente descrita. Para ello se registraron espectros DOSY de las ciclodextrinas, de
los complejos y de la catequina en D,0, utilizando las ecuaciones 2.7 y 2.9 del Capitulo
2 de Materiales y Métodos, estimandose las K, para cada uno de los complejos, Tabla
332
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Tabla3.3.2
Valores obtenidos de los espectros DOSY registrados a 298K en D,0 y sus valores de constante
de asociacion, K,
Dum'do Dm,m Dobs K a
m/s m’/s m’/s Mt
CA-BCD 2.420 10 4,04 107 2.63 10™° 21800
CA-HPBCD 212510 4.0410" 2.51101° 13580
CA-SBEBCD 1.729 107 404107 2.13 101° 12080
CA-DMBCD 2278 10™ 4.0410™ 2.66 10 3500

Un analisis de los espectros ROESY nos permite proponer una conformacion para cada

uno de los complejos estudiados. En el caso del complejo de catequina con BCD, figura

3.3.12, se observa claramente interacciones dipolares entre el H-2 de la catequina y el

H-5 de la B-CD. Con menor intensidad se observa interaccion de este mismo H-2’con el

proton H-3 de la ciclodextrina. Luego, también se observa interacciones del proton H-6"

de la catequina con el H-5 de la BCD y con bastante menor intensidad con el H-3 de la

CD. Lo que esti de acuerdo a lo observado en los espectros "H-RMN y a lo reportado

por Kriz et al®, es decir el anillo B de la catequina se encuentra insertado profundamente

dentro de la cavidad de la B-ciclodextrina, quedando el anillo A por el extremo de los

hidroxilos secundarios, como se observa en la figura 3.3.13 A
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Figura 3.3.12

Region del espectro ROESY del complejo CA-fCD.

En el ROESY del complejo con HPBCD, figura 3.3.14, se observan interacciones del H-
2’ de la catequina con hidrogenos de la HPBCD, especificamente con el H-3 y con mucho
menor intensidad con el H-5. Ademéis, se observa interacciéon del zanillo A,
especificamente el hidrogeno H-6 de 1a catequina con los hidrogenos H-5 de la HPBCD.
Esto nos estaria indicando que el anillo A de la CA se encuentra cercano a los hidroxilos
primarios y el anillo B se encuentra orientado en la zona de los hidroxilos secundarios,
como se observa en la figura 3.3.13 (B). Podremos decir entonces que la inclusién de

catequina en la ciclodextrina nativa y la sustituida toman geometrias diferentes.
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Para el complejo formado con la DMBCD, se observa en el ROESY, figura 3.3.15,
basicamente que el H-2" del anillo B es practicamente el que interacciona con casi todos
los hidrogenos intemos de la DMBCD. Con mayor intensidad lo hace con los H-3 y
bastante menos intenso con los H-5 y también se observa interaccion con uno de los H-
6 metilénicos. Esto nos indica nuevamente que el anillo B estaria preferentemente
orientado hacia 1a zona de los hidroxilos secundarios. De acuerdo a lo visto por 'H
RMN, el H-8 del anillo A, presentaba un desplazamiento inusual a campo alto, lo que se
podria pensar que es debido a la cercania que este hidrogeno tiene al encontrarse cercano
a los metilos ubicados en la posicién 6 de la ciclodextrina. Con lo cual se puede postular
que la catequina se encuentra orientada con el anillo B hacia el lado ancho y el anillo A

se encuentra hacia el lado angosto y sobresaliendo de Ia ciclodextrina.

4 ®)

Figura 3.3.13
Esquema de inclusion de catequina en (A) BCD, y (B) HPBCD, DMBCD.
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Figura 3.3.14
Repgion del espectro ROESY del complejo CA-HPBCD.

Para el caso de el complejo CA-SBEBCD, figura 3.3.16, también se observa
mayoritariamente interaccion dipolar con el H-2” de la catequina con la SBEBCD, siendo
mas dificil poder especificar con cual proton de la SBE interacciona.

Finalmente, podremos afirmar que para las ciclodextrinas derivatizadas, la catequina se
incluye de forma diferente que con la ciclodextrina nativa. Lo cual nos estaria indicando
que el hecho de sustituir la B-ciclodextrina ya sea con metilos, hidroxipropilos o
sulfobutilos, I2 inclusion de la catequina en la cavidad hidrofobica cambia respecto a

cuando no hay sustituyentes, figura 3.3.13.
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Figura 3.3.15
Regidn del espectro ROESY del complejo CA-DMBCD.
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Figura 3.3.16
Regi6n del espectro ROESY del complejo CA-SBEBCD.
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Dado que para el caso de Ia catequina existe suficiente evidencia estructural, se procedié
a racionalizar los datos estructumies con la modelacion molecular de los complejos
formados utilizando Autodock. Estos estudios revelan que para los complejos analizados
es encontrada una orientacién preferencial final independiente de la configuracion
inicial. Cabe notar que a pesar que no se fijaron distancias durante los célculos, los
resultados estin totalmente de acuerdo a los obtenidos experimentalmente. A partir de
los complejos obtenidos luego de la etapa de optimizacion es posible observar grandes
diferencias entre las BCD sin sustituyentes y sus formas derivatizadas, principalmente en
la orientaci6n del ligando en el interior de la cavidad de la ciclodextrina. En el caso del
complejo CA-BCD, la conformacién obtenida por modelacién molecular esta en total
acuerdo respecto a los resultados obtenidos por 2D-RMN. En la figura 3.3.17 (4)
observamos que el anillo B se encuentra orientado hacia el sitio primario de los
hidroxilos, mientras que el anillo A y C se encuentra orientado hacia el sitio de los
hidroxilos secundarios, de forma tal, que el plano formado entre el anillo A y el plano
de los oxigenos glisodicos de la ciclodextrina es de 45°, figura 3.3, 18, Por otra parte, se
observa que el anillo A se encuentra en gran parte fuera de la CD, dejando al hidrogeno
8 de este anillo a una distancia moderada de un hidrégeno 5 de la CD, mientras el
hidrégeno 6 det anillo A, queda por completo orientado hacia fuera de la CD.

Figura 3.3.17
Complejos de inclusion de CA con (A) BCDy con (B) DMPCD a partir de estudios de docking.
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De acuerdo con los resultados obtenidos de docking para el complejo con DMBCD,
figura 3.3.17 (B), observamos que el anillo B de la catequina se encuentra orientado
hacia el sitio de los hidroxilos secundarios. Indicando que ia catequina se encuentra
inserta en la cavidad de la DMBCD en una posicion diferente que para la -
ciclodextrina. Del espectro ROESY, figura 3.3.15, podemos inferir que el H-2” de la CA
se encuentra més proximo al H-3 que al H-5 de la DMBCD, y por modelacion molecular
hemos determinado que sus distancias son 2.7 y 3.7 A respectivamente. El anillo A de la
catequina se encuentra orientado en un angulo cercano a 45° respecto al plano formado
por los oxigenos glicosidicos de las unidades de glucopiranosas. Cabe notar que los
anillos A v C se encuentran totalmente incluidos en la cavidad de la ciclodextrina,
mientras que el anillo B se encuentra mas expuesto. Nuevamente esto esta de acuerdo a
lo observado experimentalmente, ya que el gran apantallamiento observado para el H-8
del anilio A, figura 3.3.2, debida a la inclusién de la catequing en la DMBCD, puede ser
debida a su proximidad con los protones metilénicos de las subunidades de

glucopiranosa.

Secondary Rim

Figura 3.3.18
Plano formado por los oxigenos glicosidicos de la B-ciclodextrina.

El complejo formado de la CA con la HPSCD, tiene el mismo comportamiento que el
anterior, los anillos A y C se encuentran dentro de la cavidad de la ciclodextrina dejando
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los H-6 y H-8 cercanos a los H-3 y H-5 de la ciclodextrina, mientras que el anillo B se

encuentra orientado hacia el exterior.

Debido a la sustitucion aleatoria que tiene la SBEBCD, no fue posible hacerle los
estudios de docking, pero podremos inferir en base a los datos experimentales y a los
datos tedricos que la inclusion seria de igual forma que para la DMBCD y HPBCD. Por
lo tanto, la catequina se incluye de diferente forma a la ciclodextrina cuando esta se

encuentra nativa y que cuando esta se encuentra derivatizada,

blanco CA CA-fCD CA-HPPCD CA-DMBCD CA-SBESCD

Figura 3.3.19,
Disminucién de la sefial REE correspondiente al DPPH de 1a catequina libre y acomplejada con
las diferentes CDs.
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Acerca de los estudios mecanico-cuanticos, se efectud la optimizacion de geometria
nivel ab initio B3LYP/6-31G* y HF/6-31G* obteniéndose una geometria aniloga al
sistema estudiado por Autodock, donde la orientacion de menor energia, corresponde al
anillo A, proyectado hacia los hidroxilos secundarios, mientras que el anillo B de la
catequina se encuentra orientado hacia el lado angosto de la ciclodextrina, En el
transcurso de la realizacién de éstos célculos, Yan et al’ publicaron los mismos
estudios planificados en esta tesis. Determinaron el camino de reaccién por PM3 y luego
en el punto de menor energia hicieron los cilculos con B3LYP/6-31G*. sin embargo, la
estructura mas estable obtenida por ellos es la misma que obtuvimos en esta tesis por

RMN, Autodock y estudios mecano-cuanticos.

Con respecto a la reactividad, en la figura 3.3.19, observamos como disminuye las
sefiales REE del radical DPPH cuando se encuentra en presencia de la catequina
producto de las caracteristicas antioxidantes del flavonoide. En cambio, para los
complejos de inclusion, se observa una pérdida de reactividad por efecto de la inclusion.
Esto podria ser explicado debido a que como el anillo B de la catequina reacciona con
dos moles de DPPH® para formar una estructura de quinona, y si el gasto de DPPH es
menor que con la CA libre, nos estaria indicando, que la ciclodextrina protege a la
catequina ante la oxidacion, indistinta la ciclodextrina utilizada en la formacion del
complejo. La reactividad de la catequina en los complejos no sigue ningin patrén. Pues
el complejo con menor reactividad corresponde a la HPBCD y el de mayor reactividad al
de la SBEBCD (que seria el mas parecido a la CA Iibré). A diferencia de la BCD que casi
tiene la misma reactividad que la HPBCD, siendo que la geometria de inclusién es
diferente. Entonces, podremos decir, como conclusién que la reactividad de los
complejos con catequina por la técnica REE con DPPH disminuye respecto a la

catequina libre,

* Chunli Yan , Zhilong Xtu , Xiachui Li y Ce Hao., 2007, J. Mol. Graph. Model., 26, 420-428.
¢ Sawai Y., Sakata K. 1998, I. Agric. Food Chem., 46, 11-114.
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Tabal 3.3.3
Valores de las pendientes obtenidas de las graficas ABC v/s concentracién con sus valores de ©°
y los Tqpara la catequina y los complejos formados

Compuesto Pendiente s Teq
Trolox 1.013*107 0.99176 1.00
Catequina 4.124*107 0.99394 41
CA-B-CD 1:10 3.911*107 0.99923 3.9
CA-HP-B-CD 1:10 4319%107 0.99336 43
CA-DM-B-CD 1:10 4.095%107 0.98137 4.0
CA-SBE-B-CD 1:10 3.547%107 0.99615 35

Por medio de la técnica ORACy, se evalud la capacidad antioxidante tanto de la
catequina como de sus complejos. En la Tabla 3.3.3 se observa el Trolox equivalente
para catequina libre y formando complejos con las diferentes ciclodextrinas. En la
Figura 3.3.20 se ve claramente el comportamiento que hay respecto a la actividad
antioxidante de la catequina y sus complejos. La catequina tiene una actividad mayor
que Trolox, pero esta actividad se ve levemente disminuida al formar los complejos. A
grandes rasgos, podriamos decir que para ias cuatro ciclodextrinas estudiadas, la
actividad de la catequina se mantiene o disminuye un leve porcentaje al formar los
complejos de inclusién. Vemos que la geometria de inclusion tiene una dependencia con
la ciclodextrina utilizada, este hecho no tiene incidencia sobre la actividad antioxidante
en la catequina. El comportamiento visto con DPPH sigue la misma tendencia,

disminuye la actividad y no se observa correlacion con la geometria de inclusion.




Figura 3.3.20
Teq de catequina y sus complejos con las diferentes ciclodextrinas.

CA

T T T ¥ —1

CA-BCD CA-DMBCD CA-SBEBCD CA-HPBCD
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3.4 COMPLEJOS GALANGINA-CICLODEXTRINA

Sabiendo que la presencia de los grupos hidroxilos en el anillo B potencian la actividad
antioxidante de los flavonoles, se utilizd galangina, flavonol que no presenta hidroxilos

en este anillo, figura 3.4.1.

3 9’4”5 ]
2’,6, 6

1 T T T T ¥ T T T T T L 1
4,2 8.6 7.8 7.6 T.4 7.2 7.0 6.8 6.8 6.4 5.2 ppa

Figura3.4.1
Espectro "H-RMN de galangina en MeOD.,

Debido a que la solubilidad de la galangina es muy baja en solucion acuosa, se le
registré el espectro "H-RMN en MeOD, para hacer su asignacién espectroscopica, figura
3.4.1. Las constantes de acoplamiento para los protones del anillo A, son deJJ=2.1 Hz,
mientras que para el anillo B son J=8.8 yJ= 1.5 Hz. Debido a la baja solubilidad de la
galangina, no se observan por 'H-RMN las sefiales comrespondientes a la galangina
incluida en las diferentes ciclodextrinas. Por ello, se realizaron los experimentos de
solubilidad de fase para confirmar la formacion de los complejos de inclusion. En la
figura 3.4.2 se observa claramente como aumenta la solubilidad de la galangina en

presencia de cantidades crecientes de ciclodextrina. Es mads, el aumento de solubilidad
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de la galangina en presencia de la B-ciclodextrina aumenta alrededor de 10 veces,
mientras que para la DMBCD, la solubilidad aumenta airededor de 200 veces.

En la grafica de galangina disuelta v/s concentracién de ciclodextrina, figura 3.4.3,
vemos para todos los casos estudiados, una linealidad creciente con el aumento de
ciclodextrina. Lo que nos indica que corresponden a diagramas de tipo Ay, por lo que la

estequiometria para todos los complejos formados corresponde a 1:1.

En la tabla 3.4.1 observamos que los valores de las K, obtenidas por esta metodologia,
siguen la siguiente tendencia PCD < HP-BCD < SBE-BCD < DM-BCD. Se observa
claramente como aumenta el valor de la K, a medida que aumenta el grupo derivatizado

en la ciclodextrina, a excepcion del caso de la dimetilPeiclodextrina.

0 pcD
0,85 ——0,9mMECD
0,50 -] —2,8mM pCD
rus ] ——49mM pcD
2 ——B8,1mM pCD
0,40 - —38,8mM BCD
0,35
-] 0,30-
3 J
0,25
u,m-
0,15
0,10 -]
o,os-
0,00
250
Figura 3.4.2

Espectros de absorcién de galangina a diferentes concentraciones de BCD
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Figura 3.4.3
Grafico de concentracién de ciclodextrina (CD, HPBCD, SBE BCD y DM BCD) en funcidn de
galangina disuelta.
Tabla 3.4.1

Valores de K, obtenidos por método de solubilidad de fase.

Complejo K.(M") (UV)
G- BCD 1770

G-HPBCD 12680

G-SBEBCD 26420

G-DMCD 34090
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Para hacer el estudio conformacional de estos complejos, se prepard una solucion de
ciclodextrina 5mM en D,0 y se le agregd un exceso de galangina. Se mantuvo en
agitacién mecénica a temperatura constante por 24 hrs. Se filtrd y se le registraron los
espectro 2D correspondientes. En la figura 3.4.4, vemos una seccién del espectro
ROESY registrado al complejo G-DMBCD. De acuerdo a este espectro, observamos que
el doblete a campo bajo, que corresponde a los hidrégenos 2° y 6’ del anillo B,
interaccionan con el H-3 de la DMBCD, indicindonos que el anillo B es el que se
encuentra incluido por el sitio de hidroxilos secundarios, es decir por el lado ancho de la

ciclodextrina, como se observa en el esquema (A) de la figura 3.4.5. .

ALY
I4as
ppm —’-—M A Py _MJL
3.5 |
E @ H-3
4.0+
4.5 ] | ] I 1 v 1 ¥

8.2 8.0 7.8 7.6 7.4 7.2 ppm

Figura 3.4.4
Secci6n del espectro ROESY del complejo G-DMBCD.




(A) ®)

Figura 3.4.5
Esquema de inclusién de galangina en (A) DMBCD y (B) en HPRCD.

3.2+
3.4 60 - =~ 4
3.6 L~
70 3 H-5=
3.8 b 0 1 THEE R0 &=
3 Hfz__H-6b
] L=
4.0+ 3 e
] 80 - o
4.2 3
4.44 7 7 v T T T T 1
8.5 8.0 7.5 ppm 4.2 4.0 3.8 3.6 ppm
Figura 3.4.6
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Seccién del espectro ROESY del complejo G-HPBCD y espectro HSQC del complejo

G-HPCD.
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Para el caso del complejo de galangina con HPBCD, se observa en la figura 3.4.6
interaccion espacial entre todos los hidrégenos del anillo B con Ia ciclodextrina, mas
especificamente con los hidrégenos H-5/H-6a, indicindonos que la galangina se incluye
por el lado contrario a la DMBCD, es decir, el anillo B de la galangina se encuentra
incluido por el lado de los hidroxilos primarios, figura 3.4.5 (B). La asignacién de los
hidrogenos internos de la HPRCD fue hecho de acuerdo al espectro HSQC del complejo.
Aqui nuevamente se observa un ensanchamiento de la sefial del metileno de los
hidroxipropilos, indicindonos su participacion en la inclusién. Junto con esto,
observamos ademas, que la sefial del metileno de la ciclodextrina (H-6), ambos
hidrdgenos se hacen no equivalentes por la presencia de la galangina al igual que para la
formacion del complejo de CA-DMPBCD.

Figura 3.4.7
Complejo de inclusion de G-BCD a partir de estudios de docking
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Vemos entonces, que el anillo B de la galangina es el que se incluye en la cavidad
hidrofobica de las ciclodextrinas, a pesar que para un caso se incluye por el lado ancho y
para el otro por el lado angosto de la CD, figura 3.4.5 (A y B). Esto puede ser debido a
que como el anillo B no presenta grupos hidroxilos, lo hace un mejor hospedero en la
cavidad de la ciclodextrina. Debido a la baja solubilidad de la galangina y su baja
constante de asociacion con BCD, no se pudo obtener el espectro ROESY para este
complejo. Por ello, se realizaron los estudios de modelacion molecular, para este
flavonoide con la ciclodextrina nativa, los cuales revelaron una orientacion preferencial
para la galangina, incluida en la cavidad de la B-ciclodextrina. El anillo B se encuentra
orientado hacia el lado angosto de la ciclodextrina, mientras que la cromona se
encuentra hacia el lado ancho de la ciclodextrina, con los hidroxilos de la galangina de
las posiciones 5 y 7, orientados hacia el exterior, figura 3.4.7. Es decir, la inclusién de Ia
galangina en la BCD, seria como la de la DMBCD.

Tabla3.4.2

Valores de las pendicntes obtenidas dc las grificas ABC v/s concentracion con sus valores r° y
los T, para la galangina y €l complejo G-DMBCD.

Compuesto Pendiente P Teq

Trolox 1.013*107 0.99176 1.0
Galangina 4.401%107 0.98992 3.0
G-DMBCD 7.392*%107 0.99599 73
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En la evaluacion de la capacidad antioxidante de ia galangina, se procedié a preparar los
complejos para el estudio de reactividad, determinando los valores de Trolox
equivalente. Lamentablemente la galangina precipitaba debido a su baja solubilidad en
solucion acuosa, lo que no permitié el anilisis ORACy, para todos los complejos. Al
observar los valores obtenidos para este flavonoide, Tabla 3.4.2, vemos que la actividad
de la galangina es menor en comparacién a los otros flavonoides esmdiados,

basicamente debido a que éste no presenta los hidroxilos en el anillo B.

Al complejo formado que se le determind su actividad antioxidante fue 2 la G-DMBCD.
Este complejo retardd el decaimiento de la fluoresceina mas aun que para la galangina
sola, indicando entonces que la galangina aumenta su reactividad al formar el complejo,
al igual que para los complejos con morina. Este aumento de reactividad es mas del
doble, por lo tanto la inclusion de galangina en ciclodextrinas cumple un rol
preponderante. Pues ademas de aumentar la solubilidad, y por ende la biosiponibilidad,
estamos aumentando su capacidad antioxidante a mas del doble, en comparacion con a

galangina libre en solucion acuosa.
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CAPITULO 4

CONCLUSIONES

La formacién de los complejos de inclusién de los flavonoides con las ciclodextrinas,

nos permitio aumentar la solubilidad en fase acuosa de los diferentes flavonoides.

Por medio de la téenica de solubilidad de fase, se observd que las ciclodextrinas
derivatizadas aumentan en mayor grado la solubilidad en comparacion con Ia

ciclodextrina nativa, sin seguir un orden determinado.

El incremento de solubilidad para la morina y quercetina es aproximadamente del
mismo orden, aumentando 5 veces con la BCD hasta 70 veces con la SBEBCD. Mientras
que para la galangina, el orden de aumento de solubilidad fue aun mayor, pues la pCD
aumento hasta 20 veces la solubilidad de Ia galangina, y 250 veces y 300 veces para la
SBEBCD y DMBCD respectivamentre. Lo que se traduce en que morina y quercetina
presentan constantes de asociacion en el mismo rango, sin embargo galangina presenta
valores mucho mayores, lo cual se explicaria por la baja solubilidad que presenta en

solucién acuosa.

Las constantes de asociacion obtenidas por la metodologia de solubilidad de fase

siguieron las mismas tendencias encontradas por la metodologia DOSY.

La constante de asociacién para la catequina presenté un comportamiento diferente con
respecto a los otros flavonoides, siendo la mayor constante de asociaciéon para la
ciclodextna nativa. Esto podria estar relacionado con la estructura base de la
catequina, la cual no presenta mayores grados de libertad de movimiento, reflejado en
una disminucién en la estabilidad del complejo. Esta disminucion de los grados de
libertad de movimiento se ve reflejada en el ensanchamiento de las sefiales aromaticas

de los espectros de protones.
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Los espectros ROESY, obienidos para la mayoria de los complejos estudiados nos
permitieron estimar su geometria de inclusion. Estas geometrfas obtenidas
experimentalmente, nos demostraron que la inclusion para cada uno de los flavonoides
con las diferentes ciclodextrinas se comporta como un caso especial. La inclusion de ia
morina en la BCD e HPBCD, es con el anillo B sobresaliendo del lado angosto de la
ciclodextrina, mientras que para la DMBCD el anillo B se encuentra sobresaliendo por
el lado de los hidroxilos secundarios. Diferente es lo observado para la catequina. La
inclusién con el anillo B sobresaliendo por el lado de los hidroxilos primarios, es solo
para la fCD. Con la HPBCD y DMJCD, el anillo B se encuentra sobresaliendo por el
lado ancho de la ciclodextrina. Finalmente la galangina, siempre se incluye por el anillo
B, dejando a la cromona expuesta, Para el complejo con DMBCD, se observa la
inclusién por el lado ancho de la ciclodexirina. Mientras que para el complejo con

HPBCD la inlcusion es por el lado angosto de la ciclodextrina.

Los estudios de modelacién molecular nos confirmaron los resultados obtenidos por
RMN, especialmente para la catequina, donde se estudiaron dos ciclodexirinas
derivatizadas ademas de la nativa. Los resultados fueron totalmente concordantes con

los resultados experimentales.

Para el caso del complejo de morina con f-ciclodextrina, se encontrd una orientacidén

preferencial final que se racionaliza perfectamente con los datos obtenidos.

Los resultados obtenidos para galangina por modelacion molecular reflejan en buena
manera lo que ocurre con este complejo en solucién acuosa, presentando una orientacidn
preferencial, donde el anillo B de la galangina se encuentra incluido por el lado de los
hidroxilos primarios, y el anillo A se encontraria por el lado de los hidroxilos
secundarios. Segin esto, la galangina se incluiria de la misma forma en la fCD y en la
DMBCD, mientras que en la HPBCD, el anillo B se encuentra incluido, pero deja a la

cromona expuesta por el lado de los hidroxilos primarios.
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Los estudios de reactividad, en especial los estudiados por la técnica ORACH,, nos
muestran que para los complejos preparados con quercetina y catequina, pricticamente
la reactividad no varia mucho respecto a Ia del flavonoide libre, Diferente es el caso para
morina y galangina, donde los estudios presentaron un aumento notable de su
reactividad 2l estar formando los complejos de inclusion. Este aumento de reactividad
podria estar relacionado con la estabilidad del radical denfro de la cavidad,
probablemente el interior apolar de las ciclodextrinas, estabiliza las especies radicalarias
de mejor manera que en solucién acuosa.

La reactividad medida por la técnica REE, indicé que para la quercetina y morina
practicamente no hay diferencia. En cambio para la catequina se observa un leve

aumento de Ia actividad antioxidante.

Las metodologias ocupadas para determinar reactividad y capacidad antioxidante de los
flavonoides y sus complejos fueron concordantes. Siendo la metodologia ORACH. la
m4s adecuada dada su sensibilidad, su reproducibilidad y confiabilidad.

Los complejos con los flavonoides mantuvieron o aumentaron su capacidad
antioxidante, junto con el aumento considerable de solubilidad. Estas dos propiedades
tienen especial importancia en la posible biodisponibilidad de los antioxidantes, lo cual
lo hace un blanco novedoso parz el desarrollo de nuevos antioxidantes naturales con

mejores propiedades para el uso comercial de estos.
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Abstract—The aim of this paper is to describe the inclusion properties and the factors affecting the complexation selectivity and
stabilization of catechin (CA) into B-cyclodextrin (B-CD) and two of its derivatives, namely Heptakis 2,6-di-0-methyl-p-cyclodex-
trin (DM-B-CD) and 2 hydroxypropyl-B-cyclodextrin (HP-B-CD). Analysis of the proton shift change using the continuous varia-
tion method confirm the formation of a 1:1 stoichiometric complex for catechin and the different CDs in aqueons medium. The
formations constant obtained by diffusion-ordered spectroscopy (DOSY) techniques indicated the following trend upon complex
formation: B-CD > HP-p-CD > DM-B-CD. The detailed spatial configuration is proposed based on 2D NMR methods. These
results are further interpreted using molecular modeling studies. The latter results are in good agreement with the experimental data.
The models confirm that when CA-B-CD is formed, the catechol moiety in the complex is oriented toward the primary rim; however
when CD is derivatized to HP-B-CD and DM-B-CD this ring is oriented toward the secondary rim.

@ 2007 Elsevier Ltd. All rights reserved.

1. Introduction

Catechins are phenolic compounds extracted from
plants and present in natural food and drinks, such as
green tea! or red wine? (Fig. 1). The role of such mole-
cules in the prevention of cancer and cardiovascular dis-
eases has received a great deal of attention.?* Catechins

are scavengers 9f reactive oxygen species, _and thc_ir T i o P,
resulting anti-oxidant properties are of great interest in OMICC  n=7 By, Ra=CHyand Ryt

dictetics and cosmetology. Furthermore, their antiviral
and cancer inhibiting properties could have pharmaceu-
tical applications,® However, catechin powders are bit-
ter, brown, and easily get oxidized, and hence difficult
to use as a natural food additive or medicine.

Figore 1. Molecular structures of p-cyclodextrin, 2-hydroxypropyl-g-
cyclodextrin, and Heptakis-2,6-0-di-methyl-B-cyclodexttin (a). Molec-
ular structure of (+)catechin (b).

between the internal and external surfaces: the inner

Cyclodextrins are cyclic oligosaccharides composed of ~ Part is made apolar by the glycosidic oxygens and

glucopyranose units and can be represented as a trun-
cated cone structure with a hydrophobic cavity. Their
most popular feature is the marked difference of polarity

Keywords; (+)Catechin; Cyclodextring NMR; Molecular modeling.
* Correspording author. E-mail: cjullian@uchile.cl

0968-0896/% - see front matter © 2007 Elsevier Ltd. All rights reserved.
doi:10.1016/.bme.2007.02.035

methine protons, whereas the external surface is polar
by virtue of the presence of secondary and primary
hydroxyls on the large and small rims, respectively, thus
allowing their solubilization in water. These unique
properties predispose them to form inclusion complexes,
as the displacement of included water molecules by apo-
lar substrates represents a thermodynamically favored
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process. In the pharmaceutical, cosmetics, and food
industries, cyclodextrins have been used primarily as
complexing agents to increase the water solubility of
various compounds, such as drugs, vitamins, and food
colorants.” It was demonstrated that complexation can
considerably increase the stability and bioavailability
of the guest molecules. We have recently reported the
enhancement in solubility of flavonoid (quercetin and
morin) through phase solubility experiments in different
cyclodextrins.®?

This work describes the result obtained from nuclear
magoetic resonance (NMR) studies on the inclusion
propertics of CA into P-cyclodextrin and two deriva-
tized cyclodextrins, Heptakis-2,6-di-O-B-cyclodextrin
(DM-B-CD) and 2-hydroxypropyl-fcyclodextrin (HP-
B-CD). We observed the possible factors that affect the
complexation selectivity and stabilization. The forma-
tions constant are obtained by diffusion-ordered spec-
troscopy (DOSY) techniques, while the detailed spatial
configuration is proposed by 2D NMR. We also carried
out molecular modeling studies to build three-dimen-
sional models of substituted and mative B-CD upon
complexation with CA in order to provide a more de-
tailed description of the interactions so as to rationalize
the experimental results,

2. Results and discussion
2.1. TH NMR studies

1l NMR data for CA dissolved in D,O show well-
resolved signals in two distinct spectral regions: two
double of doublet corresponding to methylene protons,
H-4, and a multiplet centered at 4.16 ppm due to the
methine nuclei H-3, which are J-coupled to the adjacent
methylene protons H-4 and to the methine H-2 (how-
ever the sipnal of the latter is not being observed because
it is superimposed with the water signal at 4.7 ppm). In
the high frequency region, the two-spin system and the
three-spin system of ring A and B, respectively, are
clearly detected (Fig. 2).

The formation of inclusion complexes can be proved
from the changes of chemical shifts of CA or CDs in
'H NMR spectra. Figure 3 illustrates that most of the
aromatic protons of CA are influenced owing to the
presence of CDs. Table 1 lists the detailed variation of
the aromatic chemical shifts of CA before and after
forming inclusion complexes with CDs. Upfield shifts
are observed for all the aromatic protons of the
A- and B-rings. However, the major induced shiclding
is observed for all the B-ring protons on both CA-B-
CD and CA-DM-B-CD complexes. But it is worth to
mention that the H-8 A-ring protor in the DM-B-CD
complex shows outstanding upfield chemical shifts in
comparison with the other complex. The broadening
of the proton signals of CA in the presence of CD
suggests that the B-ring, the C-ring, and the A-ring are
included in the cavity and hence the motions of these
protons are restricted indicating that CA molecule fitted

tightly,10

The H-3 and H-5 protons of the glucose units are facing
to the interior of the CD cavity, whereas H-6 protons
are located at the rim with the primary alcohols. H-2
and H-4 are at the opposite entrance of the cavity.
Upfield shifts of the interior proton signals of CDs are
indicative that aromatic guest molecules are located
close to the protons for which a shift is observed. This
displacement is due to the anisotropic magnetic effect in-
duced by the presence of the aromatic group of the guest
molecule, The analysis of the variations undergone by
CDs protons as a consequence of the presence of CA
strongly suggests complexation involving inclusion into
the cavity of the host, as the external protons H-Il,
H-2, and H4 were slightly affected, whereas the H-3,
H-5, and I1-6 protons were significantly shifted (data
not shown).

One important NMR application is the association con-
stant determination (K} for host-guest complexes using

H chemical shift information.! Recently there has been
a growing interest in the use of pulsed field gradient
methods to provide information on K, via the molecular
self-diffusion coefficient.!>!* The diffusion coefficient (D)
depends on the size of the molecule:

kr
- 6mnr (l)
where k is the Boltzmann constant, T is the absolute

temperature, 7 is the dynamic viscosity, and r is the
radius of the molecule.

Determination of association constants using DOSY
provides an additional NMR based method and an
alternative of the classical chemical shifts titration meth-
od, particularly convenient for evidence of bmdmg be-
tween differently sized species.'* The association
constant K, for a complex of n molecule host and m
molecule guest, for example,

nH + mG <> C[H,Gal @)
Could be deduced from Eq. 2:
_ ]
& = mrier = @, —aoyac, —meyr - &

where [G]y and [H]; are the total concentration of the
guest and host, respectively, and [G], [H], and [C] the
equilibrium concentrations of the free host (H), of
the free guest (G), and of the complex (C). Usually the
stoichiometry, that is, the values of z and m, was deter-
mined first, for example, from Job plots. The association
constant is determined using Eq. 4 if the mole fraction ¥,
of the bound species is known.

— b
& = M= (M, — %Gl ®

The diffusion coefficient observed (Dgps) in the NMR
experiment (fast-exchange condition) is the weighted
average of the diffusion coefficient of bound (Ppoyng)
and free (Dyc) guest:

Dby = ¥Dvound + (1 — %) Dfree (5
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Figure 2. 'H NMR spectra of (+)catechin in D;0.
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Figore 3. 'H NMR spectra: (2) CA without CDs; (b-d) inclusion complexes with p-CD, HP-B-CD, and DM-B-CD.

Table 1. The chemical shifts (8) of CA, f-CD-, HP-B-CD-, and DM-B-
CD-CA complexes and their complexation shifts (A5)

&(ppm)

H2Y  HS HE&  HS H-8
CA (free) 6.87 6.35 6.79 6.03 594
CA-B-CD 6,75 6.76 6.67 6.02 5.88
AS 0.12 0.09 0.11 0.0t 0.06
CA-HP-B-CD 6.79 6.84 6.73 596 588
AS* 0.08 0.01 0.05 0.06 0.06
CA-DM-B-CD 6.73 6.79 6.67 5.99 5.63
AS 0.14 0.06 0.12 0.03 0.31

BAS= 6(;,@ - 6(mm;ﬂ.c:)-

Therefore, the fraction of bound guest can be deter-

mined by
(Dfme - Dbs)
= 6
2o (Drree — Dornd) ©)

It is noteworthy that it is possible to obtain directly the
molar fraction of the bound guest by employing Eq. 6
and, hence, by using Eq. 4, the association constant by
single point determinations,

The rationale behind the extraction of the bound frac-
tion from diffusion NMR measurements is simple. The
host and guest have their own diffusion coefficients in
the free state that reflect their molecular weight and
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shape, Whereas the guest molecules are significantly
smaller than cyclodextrin, furthermore the diffusion
coefficients of the bound guests were taken to be equal
to the diffusion coefficient of CD, it is assumed that,
for binding of a small guest molecule to a large host
molecule, the diffusion coefficient of the host is not
greatly perturbed and the diffusion coefficient of the
host-guest complex can be assumed to be the same as
that of the non-complexed host molecule.!® In the case
of a weak or negligible association, the diffusion coeffi-
cients of the host and the guest will remain unchanged.
For any other case, assuming fast exchange on the
NMR time scale, the observed (measured) diffusion
coefficients (Do) are a weighted average of the free
and bound diffusion coefficients (Pgee and Dyoyngs
respectively) and can, therefore, be used to calculate
the bound fraction ¥, as shown in Eq. 6, in the same
way that chemical shifts are used. The precise determi-
nation of the association constant implies that the stoi-
chiometry of the interaction process is unambiguously
determined. Determination of the stoichiometry of the
complexes was performed using the continuous varia-
tion method (Job’s method). The continuous variation
analysis was applied using the H-2’ proton signal of
CA. The stoichiometry of the three complexes was
found to be the same for all three CD utilized, as shown
in Figure 4, where there is a turning point at r=0.5,
which leads to a consistent conclusion that the molar ra-
tio between CA and the CDs utilized is 3:1.

In 2D DOSY spectra (Fig. 5) the F2 dimension shows
chemical shift and F1 dimension represents self-diffusion
coeficient (D). Therefore, groups belonging to a same
molecule will appear in almost the same F1 row, By
using Eq. 6 and the diffusion coefficients of the free com-
pounds reported in Table 2, we calculated a molar frac-
tion of bound CA equal to 0.85 for the CA-B-CD
complex, which corresponded to an association constant
of 21,800 M ! with a complexation stoichiometry of 1:1.
The same procedure applied to HP- and DM-B-CD

= H-2' CA-CD
0.07- » H-2' CA-HP-p-CD
A H-2' CADM4-CD
A
0.0 A
] =
0.05-} s *
] Fy
g 0.04 4 4 [ ]
1 -
5 003 s « * .
] - e =
0.024
k z * e A
0.01-] . -
.
0.00 v T v T - T r T r Y
oe 0.2 04 08 08 1.0

Figure 4. Continuous variation plot of CA--CD, CA- HP-§-CD, and
CA- DM-f-CD, showing the observed chemical shifts of F1-2’ of CA as
a function of mole fraction,

b
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Figure 5. Representative DOSY specira of CA-HP-3-CD.

Table 2. Diffusion coefficients of cyclodextring (Dyoyng)y CA in a
complex form (D), in the free state (Dy..) and association constants
(KD at 298K

Dyound Diee Dops K,

(m?s) (m%s) {m%/s) oMY
CA-f-CD 242010717 4.04x 107" 2,63 x10-1 21,800
CA-HPP-CD 2.125x 107" 4.04x107"° 2.51 <1071 13,580
CA-DM-BCD 2278x1071° 404x 107" 266 x107"° 3500

gave, by single point determinations, association con-
stants of 13,580 and 3500 M, respectively (Table 2).

Further information about the inclusion mode of CA in
the several CDs included in this study can be directly in-
ferred from the 1D NMR spectra. The induced shielding
of all the B-ring protons of CA suggests that this ring is
inserted in the CD cavity. More direct indications con-
cerning the geometry of the inclusion complexes can
be derived from the evidence of spatial proximities be-
tween protons of CDs and CA. Figure 6 shows a partial
contour plot of 2D-ROESY spectra of the inclusion
complex of CA and B-CD. There are several intermolec-
ular cross-peaks between H-2’, H-6‘, and H-5 (less in-
tense) of CA with H-5 of B-CD, with additional
relation between H-2' of CA and H-3 of B-CD. How-
ever, no cross-peaks appear between the protons of the
A- and C-ring and the protons of B-CD. This might
indicate that the B-ring is deeply inserted into the cavity
by the larger rim of the truncated cone. To attribute
unambiguously the protons H-3, H-5, and H-6 of the
cyclodextrin region, 2 HSQC spectrum of CA-HP-B-
CD system was performed in the same conditions as
those used for the ROESY spectrum. The ROESY spec-
trum of the CA-HP-B-CD complex (Fig. 7) shows
correlations between H-2' of CA and H-3 and H-5 (less
intense) of the CD. Also we observed an interaction
between H-6 of the A-ring with H-5 of HP-B-CD.
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Figmre 6. Partial contour plot of the two-dimensional ROESY
spectrum of (+)catechin in presence of §-CD complex in D.O
(3mM, 1:1 molar ratio).

H-2¢

E-5/|[H-6" H-8
rom

3.2

3.4+

3.6 l H-5
1

3.8
'| I H-3

4,04

4,2

T T T T T T T
7.0 6.8 6.6 H.4 6.2 6.0 5.8 ppm

Figure 7. Partizl contour plot of the two-dimensional ROESY
spectrum of (+)catechin in presence of HP f-CD complex in D,O
(3 mM, 1:1 molar ratio).

CA-DM-B-CD complex (Fig. 8) showed the same corre-
lations between the internal H-3 and H-5 protons as
those obtained with the HP-B-CD. The analysis of the
dipolar interactions generated by the internal protons
of the three cyclodextrins not only confirmed some fea-
tures already evidenced by the analysis of the complex-
ation shifts, but also revealed some additional aspects.
As a matter of fact, H-5 protons of B-CD produced
remarkable crosspeak on catechin B-ring which could
suggest that CA is deeply inserted into the cavity and
the A-ring is oriented toward the secondary hydroxl
group of the §-CD, which is in agreement with the result

H-21

E-6"
M
mpm

3.8+ |
@’I i i
3.94

6.9 6.8 6.7 6.6 rom

Figure 8. Partial contour plot of the two-dimensional ROESY
spectrum of (+)catechin in presence of DM B-CD complex in DO
(3 mM, I:1 molar ratio).

reported by Ishizul® and Kriz!%, Figure 7 shows a con-
tour plot of a section of the ROESY spectrum of CA
and HP-B-CD complexes. The bidimensional spectrum
shows several intermolecular cross-peaks which clearly
suggest that the protons of the B-ring are on the second-
ary face and the A-ring is on the primary face of HP-§-
CD. So, it scems that there are two models between CA
and CDs.

In order to rationalize the NMR experimental results
described above, we carried out molecular modeling
studies of the complexes. These studies revealed that a
preferred final relative orientation for all the complexes
study occurs in spite of the different initial configura-
tions arbitrarily imposed. The minimum energy com-
plexes obtained for the three CDs under studied are
shown in Figures 9-11. It is interesting to note that
although no fixed distances were imposed during the
docking calculations, the results are in very good agree-
ment with the distances obtained by 2D ROESY spec-
tra. All these complexes were further refined nsing a
semiempirical methodology such as PM3. Noticeable
differences between the B-CD and its derivatized forms
can be observed, being the orientation of the ligand once
inside of the host molecule the most relevant. A detailed
description of the principal topological aspects of these
complexes is discussed below.

In the case of CA-B-CD complex, the conformation ob-
tained by molecular modeling was in agreement with the
ROESY results. The complex has the B-ring of CA ori-
ented toward the primary rim, while bothk A and C rings
remain oriented to the secondary rim, in such a way that
the plane formed by the A-ring is placed in a 45° angle
with respect to the plane formed by the glycosidic oxy-
gens of the B-CD subunits (Fig, 12). On the other hand,
it is possible to observe from Figure 9 that the A-ring of
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Figare 9. Inclusion complex between CA and B-CD obtained from
molecular docking studies. The B-ring of CA is found inside the p-CD
cavity, where the H-2' remains nearer to H-5 than H-3.

Figre 10, Inclusion complex between CA and DM-8-CD obtaiged
from molecular docking studies. The A- and C-rings are almost
completely inserted on the interior of the CD, while the B-ring is
mainly exposed to the outside,

CA protrudes outside of the B-CD, leaning closer to the
secondary rim, where the H-8 of this ring remains at a
reasonable distance from H-3, while the H-6 points com-
pletely out of the B-CD.

The theoretical results obtained from the CA-DM-B-CD
complex indicate that the B-ring of CA is oriented to the
secondary rim, resulting in a complex where the CA is
located in opposite direction with respect to the previous
CA-B-CD complex (Fig. 10). From the ROESY spec-
trum of DM-B-CD we infer that the H-2’ of CA i3 closer
to H-3 than H-5 of the DM-B-CD and by molecular
modeling the distances are 2.7 and 3.7 A, respectively.
The A-ring of the CA is oriented in an angle near to
45° (315° if we take as a 0° reference angle the same of
the B-CB-CA complex) with respect to the plane formed
by the glycoside oxygen of the glucopyranoses. It is
worth to mention that in this complex, both the

Figure 11. Inclusion complex between CA and HP-B-CD obtained
from molecular docking studies. The A- and C-rings are almost
completely inserted on the interior of the CD, while the B-ring is
mainly exposed to the outside.

Secondary Rim

Figure 12, Plane formed by the glycosidic oxygen of the B-cyclodextrin
unit,

A- and C-rings are almost completely inserted on the
interior of the DM-B-CD, while the B-ring is mainly ex-
posed to the outside. This is in agreement with the ob-
served differences in the cross peak of the 2D-ROESY
spectra for H-2' of the CA with 1-3 and H-5 for the
B-CD and DM-B-CD. This evidence could indicate that
the B-ring of CA in the DM-8-CD is not as deep as
comlparcd to B-CD. The large shielding observed in
the "H NMR spectra for the H-8 of the A-ring of CA-
DM-B-CD might be due to its close proximity to two
methylenic protons (C-6) and to two H-5 of different
glucopyranose subunits according to our model results.

When the ROESY spectrum of CA-HP-f-CD is com-
pared with that of CA-DM-B-CD complex, it can be ob-
served that the H-2’ of the B-ring from the CA is closer
to H-3 than to H-5 of the HP-B-CD. The H-5' and the
H-6' of B-ring of CA remain in the proximity of other
H-3 of HP-B-CD (Fig. 11). The B-ring of the CA re-
mains oriented to the secondary rim, again with an angle
of 45° (315°) with respect to the plane formed by the gly-
cosidic oxygens of the HP-B-CD. In this complex, just
like in the previously described case, the B-ring of the
CA is mainly located outside of the host. As a conse-
quence of this, the model shows that both A- and C-
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rings are compietely inside of the hydrophobic core of
the HP-B-CD, leaving the H-6 and H-8 of the A-ring
near to H-3 and H-5 of the subunits of HP-$-CD,

The NMR. experiment confirmed that CA formed 1:1
inclusion complexes with B-, DM-- and HP-B-CD in
aqueons medium, The formation constants obtained
by diffusion-ordered spectroscopy (DOSY) techniques
indicated the following trend upon complex formation:
B-CD > HP-$-CD > DM-p-CD; which indicates that
the substituents on B-CD hinder the inclusion of CA
into the CD cavity playing an important role in the for-
mation of the inclusion complexes, By means of experi-
mental and theoretical methods, the present work
unambiguously determined the geometrical inclusion
parameters of CA on the different CDs. Besides the
ROESY experiments showed that the inclusion of CA
in B-CD has a different trend when it is compared with
HP- and DM-B-CD. These results were corroborated
by molecular modeling calculations,

3. Experimental
3.1. Materfais

The (+)catechin, p-cyclodextrin, 2-hydroxypropyl-p-
cyclodextrin (HP-B-CD)[M.S. = 1], and Heptakis(2,6-di-
O-methyl) B-cyclodextrin (DM-B-CD) were purchased
from Sigma-Aldrich Inc. St. Louis, MO,

3.2. Measurements

All NMR experiments have been performed on a Bruker
AVANCE DRX300 spectrometer equipped with a pulse
gradient unit capable of producing magnetm field pulse
gradients in the z-direction of 53.5 G cm™". The spectra
have been acquired in an inversed probe-head at 208 K
in 5mm tubes. All chemical shifts were relative to the
DOH signal at 4,70 ppm. The NMR measurements have
been done with standard BRUKER pulse sequences.
Intermolecular proximity has been derived from 2D
ROESY cxperiments. The measuring conditions for the
2D spectra were: spectral width 3000 Hz; data size
16 K/8 K; relaxation delay 2 s, and 32 scans with a mixing
time of 400 ms. Phase sensitive spectra were acquired
using TPPI scheme, DOSY experiments have been per-
formed using bipolar longitudinal eddy current delay
(BPPLED—bipolar pulsed field gradient longitudinal
eddy delay) pulse sequence.!” The duration of the mag-
netic field pulse gradients was 3 ms with 5 mseddycurrent
delay and spoil gradients of 1 ms with 17:13% ratio. The
pulse gradients have been incremented from 2% to 95%
of the maximum gradient strength in a linear ramp.

3.3, Preparation of (+)catechin-CDs complex

Inclusion complexes were obtained by mixing appropri-
ate amounts of CA and CDs in D0 with a molar ratio
of 1:1. The resulting mixture was equilibrated in a Julab-
o thermostatic shaking water bath for 24 h at 30 °C after
which the equilibrinm was reached.

The Job’s plots'® (i. e, continuous variation method)
were determined from 1—1 NMR data obtained in unbuf-
fered D0, The total molar concentration (i.e., the com-
bined concentration of CA and CDs) was kept constant
(3 mM), but the mole fraction of catechin (ic., [CA}
([CA] + [CD]) varied from 0.1 to 0.9.

3.4. Molecnlar modeling

In silico build-up of B-CD, DM-B-CD, and HP-B-CD
was carried out using the Builder module of the InsightIl
program!® by adding to p-CD 14 methyl in position 2
and 6 (DM-B-CD) and 7 hydroxypropyl groups
(HP-B-CD). The obtained models were subjected to
optimization using a protocol of 300 steps of conjugate
gradients to avoid steric hindrance and clashes that can
appear in the building process. The CA was butilt using
Gaussview and then it was optimized using a semiempir-
ical method such as PM3 as implemented in Gaussian98
package of programs.*®

Autodock3.0.5* with Lamarkian Genetic Algorithm
(LGA) was used to generate the starting complexes.
The parameters used for the global search were an initial
population of 50 individuals, with a maximal number of
energy evaluations of, 1,500,000 and a maximal number
of generations of 50,000 as an end criterion. An elitism
value of 1 was used, and a probability of mutation
and crossing-over of 0.02 and 0.08 was used, respec-
tively. From the best solutions obtained according to
these parameters, some of them defined by the user as
the best probabilities in our case 0.06 were further re-
fined by a local search method such as pseudo Solis
and Wets ‘PSW’,

Autodock defines the conformational space implement-
ing grids all over the space of the possible solutions.
With the aim of testing the ability of Autodock to con-
verge into solutions that are inside of the B-CD, a grid of
80 A by side and 0.3 A spacing between each point was
set up in such a way that it covered both the external
surface and the internal cavity of the B-CD.

The following procedure was employed on the B-CD
docking simulations: 250 runs were done for each
B-CD. At the end of each run, the solutions were sepa-
rated into clusters according to their lowest RMSD
and the best score value based on a free empiric energy
function. Cluster solutlons whose average score was not
over 1kcalmol™ with respect to the best emergy
obtained in the respective run were selected, Then, the
solution that represents most of the complexes obtained
in the run was compared with the NMR experimental
data, assuring that this solution is able to represent it
accurately. The selected final complexes were optimized
using the semiempirical PM3 method as a refining
procedure with Gaussian98.
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Abstract

The slightly water-soluble flavonoid quercetin (QUE) and its inclusion with either B-cyclodextrin (BCD), hydroxypropyl-B-cyclodextrin (HP-
BCD) or sulfobuty] ether-B-cyclodexirin (SBE-BCD) were investigated. The stoichiometric ratios and stability constants describing the extent of
formation of the complexes have been determined by phase—solubility measurements; in all cases type-Ap, diagrams have been obtained (soluble
1:1 complexes). The results showed that the inclusion ability of BCD and its derivatives was the order: SBE-BCD > HP-BCD>8CD.

Kinetic studies of DPPH* with QUE and CDs complexes were done. The results obtained indicated that the QUE-SBE-BCD complex was the
most reactive form.

The scavenging capability of QUE and CDs complexes with DPPH* and galvinoxyl was studied using ESR spectroscopy. All complexes showed
ahigher scavenging capability with both radicals, compare quercetin in water. Beside, these results indicated that the complexes formed maintained

the quercetin antioxidant activity.
© 2006 Elsevier B.V. All rights reserved.

Keywords: Quercetin; B-Cyclodextrin; Inclusion complex; Antioxtdant; DPPH"

1. Introduction

Quercetin (Fig. 1) belongs to a large group of naturally occur-
ring flavonoid compounds found in plants, foods and beverages.
Flavonoids represent a sub-group of intensely colored polyphe-
nolic phytochemicals. They contribute to plant color, providing
a spectrum of colors from red to blue in Howers, fruit and
leaves [1,2]. Due to some interesting health-benefiting prop-
erties, flavonoids are widely examined in terins of chemistry
as well as biological activity. The antioxidant, antitomor and
antibacterial activity of flavonoids is the focus of the attention
of many researchers in pharmacentical and medicine chemistry
[3]. However, quercetin is sparingly soluble in water, which may
be responsible for its limited absorption upon oral administra-
tion.

In pharmaceutical prodnct development, B-cyclodextrins, a
category of pharmaceutical excipients, have been widely nsed

* Corresponding author, Tel.: +56 2 9782807/2865; fax: +56 2 9782809.
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to improve solubility, chemicsl stability and bioavailability of a
number of poorly soluble compounds.

Cyclodextrins (CDs) are cyclic oligosaccharides composed
of glucopyranose units and can be represented as a truncated
cone structure with a hydrophobic cavity [4]. The cavity of CDs
is relatively hydrophobic compared to water, while the external
faces are hydrophilic [5]. The most extraordinary characteristic
of a cyclodextrin is its ability to form inclusion complexes with
a variety of compounds, ie., caging foreign molecules {guest)
in its cavity (host). Generally, hydrophobic molecnles or some
hydrophobic residues have the highest affinity with the CD’s
cavity in agueous solution, It has been well established that the
ability of B-cyclodexirin to enhance the stability and solubility
of drugs is mediated through the formation of inclusion com-
plexes [6]. Unmodified or unsubstituted B-cyclodextrin, that is,
with no substituent on the glucopyranose unit, has poor water
solubility and is parenterally uasafe due to its nephrotoxicity.
Therefore, several synthetically modified and relatively safe [3-
CD have been made and used in parenteral formulations, such
as hydroxypropyl-B-cyclodextrin [7] (HP-BCD) and sulfobutyl
ether-B-cyclodextrin (SBE-gCD) [8].




C. Jullian et al, / Spectrochimica Acta Part A 67 (2007) 230-234 231

(A) CH ()

p-cyclodextrin, R =H
2-Hydroxypropyl p-cyclodextrin, R = CHCHOHCH; or H
Sulfobutyilcther pcyclodextrin, R = CH;CHCH;CH,SCsNa or H

Fig. I. (A) Molecular structures of quercetin. (B) Molecular structures of B-cyclodextrin, hydroxypropyl-B-cyclodextrin, and sulfobutyl ether fi-cyclodextrin.

The present work was designated to study the complexation of
quercetin utilizing three different cyclodextrins (HP-BCD, SBE-
BCD and BCD} to improve the solubility and to determine the
effect of the complexation process on their antioxidant capacity.

2. Experimental
2.1, Apparatus

Spectrophotometric measurements were carried out with a
UV2 UNICAM spectrophotometer, using a 1 cm quartz cell.

ESR spectra were recorded in the X band (9.7 GHz) using
a Bruker ECS 106 spectrometer with a rectangular cavity and
50kHz field modulation,

2.2. Materials

Quercetin (3,3',4",5,7-pentahydroxyflavone), was purchased
from Sigma (USA). BCD and HP-BCD [MS (average molar
degree of substitution)=1.0] was purchased from Sigma-
Aldrich, Inc., St. Louis, MO, SBE-BCD [TDS (total degree
of substitution) = 6-7; Captisol®] was purchased from CyDex,
Inc. DPPH*® (2,2-di{4-terr-octylphenyl)-1-picrythydrazyl), free
radical and galvinoxyl (2,6-di-rert-butyl-o-(3,5-di-tert-butyl-4-
ox0-2,5-cyclohexadien-1-ylidene)-p-tolyloxy) free radical, was
purchased from Sigma—Aldrich, Inc., St. Louis, MO. All sol-
vents employed in the spectrophotometric analyses were of
spectroscopic reagent grade, from Merck. Other reagents were
all analytical grade and double distilled water was nsed through-
out.

2.3. Method

2.3.1. Phase—solubility measurements

Phase—solubility measurements were carried out according
to the method of Higuchi and Connors [9]. Excess amount of
quercetin (5 mg) was added to SmL of deionized water con-
taining increasing amounts of BCD, HP-BCD and SBE-BCD
(ranging from 0 to 0.010 M). The resulting mixture was equi-
librated in a Julabo thermostatic shaking water bath for 24h at
30°C after which the equilibrinm was reached. To minimize

photochemical degradation flask were covered with alumninivm
foil. Then, suspensions were filtered through 0.45 pm cellulose
acetate membrane filter to remove undissolved solid. An aliquot
from each vial was adequately diluted and spectrophometrically
analyzed at 375nm.

The apparent stability constant (X;) of the complexes were
caleulated from the phase—solubility diagrams according to the
following equation:

_ slope
"~ Sa(1 — slope)

where Sp is the solubility of quercetin at 30°C in absence of
cyclodextrin and slope means the corresponding slope of the
phase~solubility diagrams, i.e., the slope of the drug molar con-
centration versus CDs molar concentration graph.

)

2.3.2, Determination of antioxidant activity by the
scavenging of the stable radical DPPH"

The antioxidant activity was measured, wherein the bleaching
rate of a stable free radical, DPPH® is monitored at a characteris-
tic wavelength in the presence of the sample. In its radical form,
DPPH?® absoibs at 517 nm, but upon reduction by an antioxidant
or a radical species its absorption decreases.

A volume of 2000 pL of 4.94 x 10~ M DPPH* was used.
Furthermore, DPPH" is insoluble in aqueous solution the scav-
enging stady was performted in mixture of methanol-water
(20:80).

The reaction was started by addition of 20 pl. of QUE,
QUE-BCD, QUE-HP-BCD and QUE-SBE-BCD samples,
which correspond to the 3 mM cyclodextrin concentration from
the phase—solubility studies, The bleaching of DPPH* was fol-
lowed at 517 no.

The decrease in absorbance at 517 nm was measured against
g blank of pure methanol to estimate the radical scavenging
capacity of each antioxidant sample.

2.3.3. Data analysis

The curve-fittings of the absorbance versus time plots were
carried ont on a Pentium PC using the Scientist program Origin
7.0. Curvefittings were achieved through least-squares regres-
sion and yielded optimized values for the parameters. We used
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Fig. 2. Absorption spectra of quercetin in agueous solutions with the different
CD.

the slope initial rate methodology to obtain two parameters
to be analyzed: consumption of DPFPH® and initial rate. The
curve-fitting procedures typically gave good (»0.9Y) to excel-
Ient (>0.999) correlation coefficients.

23.4. ESR

Three millimolars cyclodextrin concentration from the
phase-solubility study in mixture methanol/water (20:80) and
DPPH?" or galvinoxyl (2 mM) were deoxygenated under a stream
of nitrogen gas. Aliquots (2 ml) were transferred to Hamilton
gastight syringes coupled to a pneumatic ram and connected to
a two-stream ESR quartz flow cell. In situ reactions at room
temperature were initiated by rapidly evacuating the syringes.
Spectra and decay curves were obtained on a Broker ECS 106
spectrometer. The measurement of the decreasing ESR signal
was measurement at 10 min after the start reaction.

e B-CD
1 | a HppcD
030 o SBE--CD
g o
a
g 0,18
% ]
=
£ 0,12
[+
e
2
0,06 -
um_——e—————e——‘_e————_‘——_—_e-_

2 ' 4 ' 6 ' 8 10
Cyclodextrin Concentration (mM)

Fig. 3. Phase-solubility diagrams of QUE-BCD, QUE-HP-BCD and
QUE-SBE-BCD system in water at 30°C.

Table |

Apparent stability constant (Ks) of quercetin inclusion complexes
QUE complex Kmh
QUE-CD 602
QUE-NIP-BCD 1419
QUE-SBE-BCD 4032

3. Results and discussion
3.1. Phase-solubility measurements

All three CDs enhanced the poor aqueous solubility of
guercetin, thus proving a certain degree of its inclusion com-
plexatior in aqueous solutions (Fig. 2).

All phase—solubility diagrams of quercetin with B-, HP-, and
SBE-BCD within the concentration range studjed displayed a
typical Ay, type diagram (i.e., linear increase of quercetin solu-
bility with increasing 3-CD concentration), consistent witha 1:1
molecular complex formation for all three B-CDs (Fig. 3). The
result observed showed a linear behavior which is unegquivocal
for all CDs studied (2 = 0.996 or better). The binding constant
K of the complexes was calculated from the slopes of the linear
phase—solubility plots according to the methodology described
before. Results are summarized in Table 1. As shown in Table 1
and Fig. 3, the binding constant and solubility of quercetin
determined with the three €Ds followed the rank order SBE-
BCD>HP-RCD> BCD, reflecting and enhancement of binding
and solubility with an increasing in substitution and hydrophilic-
ity of the CDs. The same order was reported by Zheng et al. [10].
In the case of QUE-SBE-BCD the strongly bound is expected,
because the substituents groups are probably assisting in the
binding.

3.2. Scavenging study of DPPH® by free or
complexed-quercetin

DPPH?" is a stable free radical generating a deep violet sofu-
tion in organic solvents. Its progressive discoloration when in

1,40E-03

1,20E-03 4

1,00E-03

8,00E-04

6,00E-04 -

4,00E-04 -

2,00E-04

e
0.00E+00

QUE-H20

T T
QUE-bCD QUE-HP-bC

k-

D QUE-SBE-bCD

Fig. 4. Consume of DPPH* (mM™") in presence of QUE fize and complexes
forms.
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Fig. 5. Initial rate of QUE free and complexes forms.

the presence of quercetin indicated that it is acting as an antiox-
idant, Furthermore, since the mechanism of DPPH® reduction
is known, the amount remaining of both reagents may be deter-
mined,

The rate of the DPPH®-scavenging reaction was measured
by monitoring the decrease in absorbance at 517nm due to
DFPH®. The decay of the absorbance at 517 nm due to DPPH®
corresponded to a second order decay. When cyclodextrin was
mixture with DPPH* no decay was observed. Fig. 4 shows the
consumption of DFPH® which indicates that the complexed
quercetin-CDs were more effective than free quercetin, with
the QUE-SBE-BCD complex being the best. The same results
were found for the initial rate stdies (Fig. 5).

3.3. ESR study of the scavenging ability of free and
complexed quercetin toward DPPH® and galvinoxyl

The scavenging ability of quercetin toward DPPH® and galvi-
noxyl radicals in the absence and presence of CDs was also inves-
tigated. The scavenging ability was measured as a relative scav-
enging between DPPH® and galvinoxyl alone versus DPPH® and

O Galvinoxyl
EHDPPH

Fig. 6. Radical DPPH* and galvinoxyl scavenging activity. The initial concen-
tration was 2 mM for DPFH/galvinoxyl in all reaction mixteres, The data were
recorded at 10 min of reaction and expressed as % DPPH/galvinoxyl remaining.

10G

F

B

Fig. 7. ESR spectrum of (A) palvinoxyl; (B) galvinoxyl in presence of
BCD (similar behavior is founded by the other cyclodextrins) (C)y QUE; (D)
QUE-ACD; (E) QUE-HP-BCD; (F) QUE-SBE-BCD.

galvinoxyl in presence of free or complex quercetin. We choice
the 3 mM cyclodextrin concentration from the phase-solubility
study to compare the scavenging ability. Not decay was observed
when cyclodextrin alone was mixture with DPPH®* and galvi-
noxyl. Fig. 6 depicts a decrease in DPPH® and galvinoxyl signal
with increasing solubility obtained for the different CDs. Fig. 7
shows the ESR spectrum of galvinoxyl with QUE free and its
complexes forms. Figs. 6 and 7 are in according with scaveng-
ing ability is related with ephanced solubility of quercetin. Also
theses results indicated that the complexes formed maintained
the quercetin antioxidant activity.

4. Congclusions

The results from this study indicated an interaction between
quercetin and CDs in water. This interaction increases the sol-
ubility of the flavonoid forming 1:1 inclusion complex with
B-cyclodextrin and its derivative. The solubility of quercetin
increased with increasing CD concentration in the following
order BCD <HP-BCD < SBE-BCD.

Kinetic studies of DPPH"® indicated that the QUE-SBE-BCD
complex was the most reactive fori.
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ESR is a wvseful methodology for determining reactions
involving quercetin free or complexed with radicals like DPPH*
or galvinoxyl. The solution containing CDs and QUE showed
& scavenging capability in both radical, This property is related
with enhanced solubility of QUE. Also theses results indicated
that the complexes formed maintained the guercetin antioxidant
activity.
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