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Resumen

La presente tesis doctoral abarca el estudio de siete derivados de
cumarina, monohidroxilados y dihidroxilados en sistemas homogéneos vy

modelos de membranas lipidicas.

Los derivados fueron electroactivos al estudiarlos mediante voltametria
ciclica, donde se evidenci6 menores potenciales de oxidacion para las
dihidroxicumarinas con grupo catecol. La generacion de radicales libres
producto de la oxidacion de estos compuestos fue comprobada a través
Resonancia de espin electronico (REE). Asimismo, los resultados del estudio

computacional fueron concordantes con estos datos experimentales.

Todos los derivados presentaron mayor capacidad antioxidante frente a
radicales peroxilo (ROOQO¢) usando como estandar Trolox, siendo los derivados
monohidroxilados (2 y 1) los de mayor indice ORAC (Ensayo de absorcion de
radicales de oxigeno) con valores de 9,6 y 6,4 respectivamente. Por el
contrario, los derivados con grupo catecol presentaron menores indices en

comparacion con los derivados monohidroxilados.

Los oOrdenes de reaccion para los compuestos 1 y 3 frente a radicales
peroxilo fueron fraccionarios, indicando un mecanismo de reaccion complejo.
Asimismo, la estequiometria de reaccion fue 4:1 ROO- por cada derivado 1 o 3.

Se descartd la generacion de peroxido de hidrogeno y reacciones en cadena
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mediante el ensayo FOX y medidas de consumo de oxigeno. A partir de los
perfiles cinéticos y los valores de indices ORAC usando las sondas piranina y
rojo de pirogalol se observo la baja reactividad de ambos compuesto frente a
ROOe-. Mientras que en el caso de ORAC-FI, la sonda fluoresceina es menos
reactiva que los derivados 1 y 3 frente a radicales peroxilo. Por tanto, se
propuso la generacion de radicales alcoxilo a partir de la formacion y
descomposicion del tetramero (ROOOOR) siendo estos radicales los que

reaccionarian con los derivados y/o sus radicales libres.

Al contrario, la capacidad antioxidante evaluada a través de REE frente a
radicales hidroxilo fue dependiente del nUmero de grupos hidroxilo y valores de

pKa, siendo mayor para los compuestos con grupo resorcinol y catecol.

Finalmente, los valores de pseudo constante de asociacion con
membranas de liposomas para ambos derivados fueron 236 + 16 y 1846 + 275,
respectivamente. Asimismo, los porcentajes de asociacion evaluados mediante
el ensayo de difusion pasiva a través de membrana (PAMPA) fueron un 93,7%
para el derivado 1y un 94,2% para el derivado 3. La simulacién a través de
dindmica molecular fue concordante con estos datos experimentales. De igual
forma, la incorporacién y posterior estudio preliminar de proteccién de la sonda
1,6-difenil-1,3,5-hexatrieno frente a ROO+ en membranas de eritrocitos siguio la

misma tendencia que en sistemas homogéneos.
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Abstract

This doctoral thesis deals with the study of seven monohydroxyl and
dihydroxy synthetic coumarin derivatives in the presence of a homogeneous
system and in lipid membrane models.

All derivatives were electroactives; however, coumarin derivatives bearing
a catechol group displayed lower oxidation potentials when compared to
monohydroxylcoumarins. The detection of free radicals as products of the
oxidation process was carried out by means of Electron Spin Resonance (ESR).
In addition, these experimental results were further corroborated by
computational chemistry experiments which were in agreement with the

experimental data.

The antioxidant capacity of the derivatives against peroxyl radicals
(ROO-) was carried out employing ORAC methodology (Oxygen Radical
Absorbance Capacity). The derivatives showed better ORAC indexes than the
standard molecule used Trolox. Two monohydroxylcoumarins (1 and 2)
displayed the higher values, i.e. 9,6 and 6,4, respectively. On the contrary,
coumarin bearing catechol group and resorcinol substituent showed lower

ORAC indexes.

The reaction between compounds 1 and 3 against ROO- yield fractional

reaction orders with a reaction stoichiometry of 4:1 between the peroxyl radical
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and the antioxidant molecule indicating a complex mechanism. The
overproduction of hydrogen peroxide and additional chain reactions were
discarded. The use of other two probe molecules such as Pyranine and Red
pyrogallol in ORAC assays suggests a lower reactivity of both derivatives
against ROOe+ generating alcoxyl radicals that react in turn with the above-
mentioned coumarins and/or their corresponding free radicals. Also, ORAC-FI
kinetic profiles are explained due to the fluorescein probe is less reactive than

those compounds.

On the contrary, the evaluation using ESR exhibits different antioxidant
behavior against hydroxyl radicals, the results showed dependence in the
number of hydroxyl groups and in their pKa values. However, the latter is the
more important variable due to the fact that experimental condition where set up

at pH 8.

Finally, the interaction of compounds 1 and 3 with lipid membrane was
corroborated by means of pseudo associations constant values of 236 + 16;
1846 + 275 and PAMPA studies with 93,5 % and 94,1 % of each derivatives,
respectively that remains on lipid phase. The molecular dynamics studies were
in agreement with the experimental results. At the same time, additional studies
of consumption and/or oxidation of the fluorescent probe 1,6-diphenil-1,3,5-
hexatriene by ROO- in red blood cells (ghost) displayed the same trends

compared to the homogeneous system.
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Introduccién

Las cumarinas o benzo-a-pironas son compuestos heterociclos que se
encuentran ampliamente distribuidos en plantas y granos. Su estructura base
estd conformada por un anillo benceno fusionado a un anillo pirona con un
grupo carbonilo en la posicién 2 (Figura 1). Hasta la fecha, cerca de 1300
derivados de cumarina han sido extraidos e identificados principalmente desde
plantas y especias como la lavanda, menta y canela®?, frutas™® y algunas

raices.

Figura 1. Estructura de (2H)-1-benzopiran-2-ona.

Poseen numerosas actividades bioldgicas. Tanto las extraidas de plantas

como las sintetizadas.

Esta investigacion se ha centrado en los derivados hidroxilados, cuyas
propiedades farmacologicas han sido estudiadas destacando su actividad como
antimicrobianos!® 7, antiinflamatorios®*Y, anticoagulantes,*? inhibidores de la

enzima monoaminooxidasa,*® * inhibidores de la enzima acetilcolinesterasa,
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antineoplasicos™*® y como posible alternativa para el tratamiento de la

diabetes.?”

Aproximadamente un 2% del oxigeno molecular consumido durante la
respiracion fisiolégica normal se convierte a través de un proceso de reduccion

en anion radical superoxido Oge.

El anion radical superéxido es considerado el precursor de la mayoria de
las especies reactivas presentes en nuestro organismo (figura 2). Dentro de
esta concepcion se encuentran las especies reactivas de oxigeno (ERO) que
pueden ser radicalarias, aniénicas o neutras entre las que destacan el radical
hidroxilo OHe, radicales peroxilo ROO¢, radical alcoxilo RO+, HOCI y peroxido de

hidrégeno H,0..

La concentracion de estas especies se encuentra regulada por
mecanismos antioxidantes presentes en el organismo humano de tipo
enzimatico y no enzimatico. Estos incluyen la enzima superdxido dismutasa,
catalasa y peroxidasa. Mientras que los antioxidantes no enziméticos son el

glutatién, la bilirrubina, la coenzima Q, a-tocoferol y el acido lipoico.*!

En situaciones de desbalance, ya sea por sobreproduccion de especies
reactivas y/o disminucion de mecanismos antioxidantes, se genera el estrés

oxidativo.
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NADF™  \ADPH - citoroma NADPH
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Inactivacin  Dafio al ADN
Enzimatica
Figura 2. Vias metabdlicas involucradas en la generacion de especies reactivas

de oxigeno.

Una de las especies deletéreas mas reactiva es el radical hidroxilo cuyo
potencial de reduccion es de 2,31 V (OH’, H'/H,0). Ademas, participa de
reacciones con compuestos de interés bioldgico con constantes de velocidad
del orden de 10° a 10*° M™s™. Este radical se genera en el organismo humano
via reaccion de Fenton (figura 3) e inicia procesos tales como peroxidacion de

acidos grasos, lipoproteinas, proteinas externas y cabezas de fosfolipidos.!?
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Fe’" + H,0, — Fe' + OH + *OH

H,O, + Fe© — Fe + OH + °‘OH

0> 0,*"

- -
Figura 3. Generacion de radical hidroxilo mediante la reaccion de Fenton.

En este proceso oxidativo se producen radicales centrados en carbono,
los cuales en condiciones aerébicas originan radicales peroxilo (ROO¢). Esta
etapa da paso a reacciones en cadena generando especies deletéreas las
cuales pueden modificar las propiedades fisicas de las membranas incluyendo
su permeabilidad afectando el empaquetamiento de lipidos como colesterol y
proteinas.”? Finalmente la reaccién entre dos radicales peroxilo es una de las

etapas de término de la lipoperoxidacion.

Dentro de las células mas abundantes y especializadas se encuentran
los eritrocitos (RBC). La principal funcion de estos es el transporte de oxigeno
(O,) y la regulacion de la produccion de dioxido de carbono (CO,) a traves de la
hemoglobina, la cual representa mas del 95% de proteina citoplasmatica.”* La
membrana de los eritrocitos esta formada de una bicapa lipidica compuesta por
un 40% de lipidos, siendo cerca de la mitad de estos insaturados. La estructura

de la bicapa lipidica es fundamental para la organizacion de la red del
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citoesqueleto en los glébulos rojos.? A pesar de carecer de mitocondria,
continuamente se producen especies reactivas de oxigeno a través de la
autooxidacion de la hemoglobina. Esto se debe a la alta presion de oxigeno en
la sangre arterial y su alto contenido de hierro hemo, generando anion radical
superéxido provocando que los glébulos rojos sean susceptibles a dafio

peroxidativo.?+2°!

Debido a los dafios que produce el estrés oxidativo asociado a
importantes enfermedades (mas de 100) junto con procesos oxidativos
relacionados con el envejecimiento, se ha propuesto que el incremento de
antioxidantes suplidos en forma exdgena, proveniente de frutas y vegetales,
representaria un mecanismo de defensa adicional a los mecanismos

endégenos.?”

Parte importante dentro del grupo de compuestos con actividad
antioxidante se encuentran los derivados fendlicos tales como los flavonoides o
benzo-y-pirona, antocianinas, lignanos y &cidos hidroxicinamicos.®® 29 Los
antioxidantes pueden ejercer diferentes funciones como la supresion de la
formacion de especies reactivas, reduccién de hidroperéxidos y peréxidos y

quelacién de iones metélicos.*™

En estudios de relacién estructura-actividad de flavonoides se ha
planteado que el nimero de grupos hidroxilos y la presencia de sustituyentes

electrodonores en su estructura es un factor que influye en su capacidad
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antioxidante.*® Junto a esto, se ha establecido que los potenciales de oxidacion
podrian contribuir al entendimiento de la actividad antioxidante, es decir, que la

eficacia del antioxidante es alta cuando el potencial de pico anédico es bajo.®

Asimismo, se ha estudiado el rol protector ejercido por flavonoides en
modelos de membrana lipidica, postulando que la actividad antioxidante de
flavonoides es dictada por sus caracteristicas estructurales, su localizacion en
la membrana, su interaccion con las cabezas polares de los fosfolipidos en la
interfase lipido-agua, las condiciones de inicio del proceso oxidativo y su
capacidad de transferir un atomo de hidrégeno asociado a la reduccion de la

velocidad de oxidacion de cada familia de compuestos.[%34

Dentro de los derivados fendlicos con propiedades antioxidantes se
encuentra el resveratrol, el cual es extraido principalmente de uvas y
subproductos de estas. Su estructura presenta dos anillos bencénicos unidos a
través de una cadena alifatica insaturada. Este ordenamiento ha permitido el
estudio de sus propiedades antioxidantes frente a lipoperoxidacién en modelos
de membranas lipidicas® y en eritrocitos donde se observé la inhibicién
significativa de este proceso oxidativo.® Uno de los mecanismos antioxidantes
enddgenos presentes en las membranas celulares es el a-tocoferol o vitamina
E. Estructuralmente esté constituido por un nucleo cromanol con un grupo polar

OH y una cadena hidrofébica (figura 4). La cadena hidrofébica asegura que la
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vitamina E se encuentre principalmente localizada en la membrana ejerciendo

37],[21]

proteccién antioxidante. !

Figura 4. Estructura quimica de a-tocoferol.

La similitud estructural del a-tocoferol con los derivados de
hidroxicumarina ha proporcionado una guia para el estudio de estos

compuestos fenolicos como potenciales antioxidantes.

La actividad antioxidante de los derivados de hidroxicumarina ha sido
estudiada a través de diferentes ensayos. Los cuales establecieron que el
compuesto 3-hidroxicumarina y los derivados de 4-hidroxicumarina poseen
actividad antioxidante frente a HOCI, DPPH, ONOQO" y O,". Junto a esto se
establecio que los derivados dihidroxilados en posicion 5, 6 y 7 presentan
actividad comparable con antioxidantes conocidos como la quercetina. Ademas
la sustitucion con grupos electrodonores en posicion 3,7 y 8 seria un factor que

modifica su actividad. > *¥42 Asimismo, el ensayo del poder de reduccién de
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Fe®* méas conocido como FRAP permitié concluir que el derivado 4-metil-7,8-
dihidroxicumarina posee capacidad antioxidante frente al estrés oxidativo

producido por doxorubicina.*?

Estos derivados han sido estudiados frente a lipoperoxidacion mediante
estudios computacionales y experimentales estableciendo que el anillo a-pirona
incrementa la actividad antioxidante junto con la sustitucion en posicién 7 y la
presencia del grupo catecol, siendo mas importante la sustitucién en posicién

[6, 29, 44-46] < .
orto comparado con meta. A través de datos computacionales se
establecié que los valores de entalpia de disociacion de enlace (BDE) oxigeno-
hidrogeno es el parametro energéticamente favorecido que permite explicar

termodinamicamente el mecanismo antioxidante.®

De acuerdo a los antecedentes antes presentados este proyecto de tesis
doctoral ha sido disefiado para estudiar la actividad antioxidante de siete
derivados sintéticos de hidroxicumarina. Los derivados fueron seleccionados
por sus patrones relacionados con la capacidad antioxidante como numero de
grupos hidroxilo en el anillo B, la presencia del grupo catecol y resorcinol,
sustituyentes con propiedades electroatractoras y electrodonoras y similitud del
esqueleto de los derivados con el nlcleo cromanol presente en la estructura de
la vitamina E. En base a los resultados en sistemas homogéneos se estudi6 el

efecto en modelos de membranas lipidicas.
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Moléculas en estudio

OCH,
HO o O
7-hidroxi-5-metoxi-4-metl-2H-croman-2-ona
OH
HaCO 0 0

5-hidroxi- 7-metoxi-4-metil- 2H-croman-2-ona

Cl

Xy

HOQ O o

4-(clorometil)-7-hidroxi- 2H-croman-2-ona

Figura 5. Derivados de monohidroxicumarina estudiados en esta investigacion.
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Moléculas en estudio

HO

S

HO Q Q

6.7 -dthidroxi-4-metil- 2H-croman-2-ona

CF4 HO

4-(clorometil)-5, 7 -dihidroxi- 2H-croman-2-ona

HO O

OH

7.8-dihidroxi-4-(trifluorometil}- 2H-croman-2-ona

TR TR

NP

HO Q O

OH

3 4-dihidroxi-7 8.9.10-tetrahidro-6H-benzo [c] croman-6-ona

Figura 6. Derivados de dihidroxicumarina estudiados en esta investigacion.
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Hipotesis

El incremento en el nUmero de grupos hidroxilo presentes en el esqueleto
de los derivados de benzo-a-pirona produce un aumento en su actividad
antioxidante de acuerdo al siguiente orden: monohidroxilo, resorcinol y catecol.
Debido a sus patrones estructurales este comportamiento antioxidante se
evidencia tanto en sistemas homogéneos como en modelos de membranas

lipidicas.
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Objetivos generales

Evaluar las propiedades antioxidantes de los compuestos en estudio
frente a diversas especies reactivas en sistemas homogéneos y modelos de

membrana lipidica.

Correlacionar las actividades antioxidantes de la familia en estudio con

pardmetros fisicoquimicos experimentales y teoricos.
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Objetivos Especificos

Estudiar la oxidacion de los derivados de hidroxicumarina mediante
voltametria ciclica y caracterizar las especies radicalarias a través de

Resonancia de Espin Electronico.

Evaluar las propiedades antioxidantes de los derivados de
hidroxicumarina en sistema homogéneo (tampén fosfato; pH 7,4)

mediante ensayo ORAC y Resonancia de Espin electrénico.

Caracterizar las propiedades electronicas y conformacionales de los
derivados de hidroxicumarina en estado neutro y radicalario utilizando
metodologias de la mecanica cuantica. Racionalizar los ensayos

antioxidantes con parametros determinados a partir del estudio tedrico.
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Determinar el coeficiente de particion liposoma/tampon fosfato pH 7,4 de
los derivados de hidroxicumarina y estudiar la difusion a través de

membrana mediante el ensayo pampa.

Correlacionar el comportamiento de los derivados de hidroxicumarina en

modelos de membranas lipidicas con los resultados del estudio a través

de dinamica molecular.

Estudiar el comportamiento antioxidante de los derivados frente a

especies reactivas de oxigeno en liposomas y membranas de eritrocitos.
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Materiales y métodos

Estudio de la oxidacion de los derivados de hidroxicumarina

El estudio electroquimico de los derivados de hidroxicumarina se realizo
mediante la técnica de Voltametria Ciclica. Los voltamogramas fueron
obtenidos a diferentes velocidades de barrido en un intervalo de 50-750 mV/s,
en un equipo potenciostato/galvanostato VersaSTAT 3 provisto del software V3-
studio electrochemistry. Todas las mediciones fueron realizadas a temperatura
ambiente en una celda constituida por tres electrodos: Electrodo auxiliar de
alambre de platino, electrodo de referencia de Ag, AgCI/KCI (3,5 M) y electrodo
de trabajo de carbdn vitreo en solvente tampon fosfato a una concentracion de
50 mM (pH 7,4). Las soluciones madre para todos los derivados fueron
preparadas en metanol y llevadas mediante dilucion a una concentracion final

en celda de 1 mM.
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Caracterizacion de las especies radicalarias de los derivados en estudio a

través de Espectroscopia de Resonancia de Espin Electrénico (REE)

Las especies radicalarias fueron generadas a través de una oxidacion
quimica o mediante una oxidacion electrolitica in situ. En esta ultima utilizando
perclorato de tetrabutilamonio como electrolito soporte y alambre de platino
como electrodo de trabajo. Los compuestos (2 mM) dihidroxilados fueron
previamente tratados con 1,5 M de Cloruro de Zinc. "

Los radicales libres derivados de cada compuesto dihidroxilado fueron
formados a partir de la reaccion de los derivados en estudio con peréxido de
hidrogeno al 30 % e hidréxido de sodio (25 mM). Asimismo, la generacion de
radicales libres a partir de los derivados monohidroxilados se llevé a cabo a
través de la electrélisis de estos compuestos, adicionando al sistema el
atrapador de espin N-ter-butil-a-fenilnitrona (PBN) a una concentracion de 30
mM. Todos los espectros de REE fueron registrados usando un espectrémetro
Bruker ECS 106 de banda X (9,85 GHz) equipado con cavidad rectangular y 50
KHz de modulacién de campo. Los espectros experimentales fueron simulados

a través del software WINEPR Simphonia version 1,25.
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Evaluacion de la capacidad antioxidante de los derivados de

hidroxicumarina mediante el ensayo ORAC fluoresceina (ORAC-FI)

Para determinar la capacidad antioxidante de los derivados en estudio se
realizd el ensayo ORAC-FL, el cual mide la capacidad antioxidante frente a la
presencia de radicales peroxilo, en comparacion al estandar Trolox (acido-6-
Hidroxi-2,5,7,8-tetrametilcroman-2-carboxilico) utilizando como sonda
fluorescente fluoresceina (FI). Todas las medidas fueron efectuadas en un
lector de multiplatos Synergy HT Bio-Tek Instruments Inc. Winooski, USA,
utilizando placas de poliestireno blanco de 96 platos. Las medidas de emision
de fluorescencia fueron obtenidas a través de la excitacion de las muestras a
una longitud de onda de 485 nm y un filtro de emision de 528 nm. La lectura

fue controlada utilizando el programa Gen 5.

La reaccién fue llevada a cabo en tampdn fosfato a una concentracion
final de 75 mM. Los radicales peroxilo fueron generados a partir de la termolisis
a 37°C en presencia de oxigeno del azocompuesto AAPH (2,2’-azobis (2-
metilpropionamidina)) (18 mM). La cinética de reaccion de fluoresceina con
radicales peroxilo fue seguida a través de medidas de fluorescencia (528 nm)
en el tiempo, en presencia y ausencia de los derivados en estudio. Las
concentraciones de las hidroxicumarinas estuvieron en el intervalo de

concentracion de 0,3 uM a 7,0 uM.
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Estudio de la capacidad antioxidante de los derivados de hidroxicumarina

mediante el intercambio de molécula sonda en ensayo ORAC

Para estudiar la influencia en los valores de indices ORAC al cambiar la
molécula sonda se utilizé piranina (acido-8-hidroxipireno-1, 3, 6-trisulfonico) (Py)
y rojo de pirogalol (PGR) a una concentracién en celda de 70 nM y 70 uM,
respectivamente. Para el ensayo ORAC-Py, las cinéticas fueron monitoreadas
utilizando longitudes de onda de excitacion y emision A exc= 460 nm, A em= 510
nm. Todas estas medidas fueron determinadas en un fluorimetro Perkin-Elmer
LS-55 equipado con un contenedor de celda con temperatura controlada. Las
cinéticas para el ensayo ORAC-PGR fueron observadas a través de medidas de
absorbancia a 540 nm en un lector de multiplatos Synergy HT Bio-Tek
Instruments Inc., Winooski, USA, usando placas de poliestireno transparente de
96 platos.

Las reacciones fueron realizadas en tampdn fosfato (75 mM) ajustando el
pH a un valor de 7,4. Se seleccionaron dos de los siete derivados de
hidroxicumarina en estudio. Esta eleccién fue en base a la presencia de uno y
dos grupos hidroxilo en su estructura. Los compuestos evaluados fueron el
compuesto 1 y 3 en un intervalo de concentracion de 1,5 a 10 uMy 0,5 a 3,0

MM, respectivamente.
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Estudio de la cinética de reaccion de los derivados de hidroxicumarina

con radicales peroxilo

Para esto se seleccionaron cuatro de los siete derivados: las
monohidroxicumarinas 1 y 2 junto a las dihidroxicumarinas 3 y 6 con grupo
catecol (figura 5 y 6). Las soluciones madre de hidroxicumarina fueron
preparadas diariamente en etanol y llevadas a través de dilucion a
concentraciones variables entre (3 uM a 1000 pM) en tampoén fosfato e

incubadas a 37° C con AAPH a una concentracion final de 18 mM.

La cuantificacion del consumo de los derivados en funcion del tiempo,
producido por la incubacién con AAPH a 37°C, se efectu6 mediante medidas de
fluorescencia para concentraciones en el intervalo de 3 - 20 pM. Para
concentraciones mayores (entre 50 uM y 1 mM) los ensayos se realizaron
utilizando cromatografia liquida de alta eficiencia (HPLC) con un detector de
arreglo de diodos (DAD) Agilent 1200 utilizando una columna C18 y fase mévil
acetonitrilo: agua a pH 2,1 en proporciones 65:35 y 50:50. Todos los solventes

utilizados fueron grado cromatografico.
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Reaccion de radicales peroxilo con derivados de hidroxicumarina: Estudio

de la presencia de reacciones secundarias

La presencia de reacciones paralelas a la reaccion entre derivados de
hidroxicumarinas y radicales peroxilo pueden ser del tipo reaccién en cadena

y/o formacion de peroxido de hidrégeno.

La primera fue evaluada a través de medidas de consumo de oxigeno.
Esta determinacion se efectué en una celda sellada, la cual contiene una
solucion de tampon fosfato a una concentracion 75 mM a pH 7,4. En primer
lugar se adicion6 una alicuota de solucion madre de AAPH, de manera tal de
llegar a una concentracion final de 18 mM. Posteriormente, en experimentos
diferentes, se adicion6 una alicuota de solucion madre de hidroxicumarina 1y 3
obteniendo una concentracién en celda de 300 pM. Los experimentos fueron
realizados en un equipo TBR4100 Free radical analyzer con sensor
amperométrico de oxigeno ISO-OXY-2. A través de una purga con nitrégeno se

comprobd la presencia de oxigeno residual.

A pesar de que la produccién de perdoxido de hidrégeno se puede
estudiar a través de medidas de oxigeno se selecciondé un método especifico
para deteccién y cuantificacion de hidroperéxidos. El método FOXM® permite
cuantificar la formacion de hidroperéxidos inorganicos y organicos. En este caso
en particular se estudioé la reaccion de la dihidroxicumarina 3 en ausencia y

presencia de 18 mM de AAPH a 37 °C. La presencia de hidroperoxidos
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inorganicos fue determinada al adicionar la enzima catalasa 20 U/mg de

proteina. Como control negativo se evalué el derivado 1, monohidroxilado.

Evaluacion de la capacidad antioxidante de los derivados de

hidroxicumarina en presencia de radicales hidroxilo mediante REE

Para estudiar la capacidad antioxidante de los compuestos frente a
radicales hidroxilo se utilizé el método de tipo fenton no catalitico./*® Para ello, a
150 pL de N,N-dimetilformamida se adicioné 50 yL de NaOH (25 mM), 50 pL
del atrapador de espin 5,5-dimetil-1-pirrolin-N-oxido (DMPO, 0,2 M), 50 uL de

agua (blanco) y 50 uL de perdxido de hidrogeno al 30 %.

El estudio se realiz6 en presencia y ausencia de los derivados (4 mM) en
un volumen final de 300 uL. Tras 5 minutos de reaccion, la celda de REE fue
puesta en la cavidad del espectrofotometro, obteniendo de esta manera el
espectro REE. Para evaluar la capacidad antioxidante se cuantifico el
porcentaje de apagamiento del radical hidroxilo por comparacién de la
disminucioén en la intensidad de la sefial del espin aducto DMPO-OH en relaciéon

a un espectro en ausencia de molécula antioxidante (blanco).
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Caracterizacion de las propiedades electronicas y conformacionales de
los derivados de hidroxicumarina en estado neutro y radicalario utilizando

metodologias de la mecanica cuantica

Para caracterizar los derivados en estudio se realiz6 una busqueda
conformacional en fase gas mediante métodos de la mecéanica molecular
(MMFF). Posterior a la eleccion de los conformeros se realizdé una optimizacion
semiempirica PM3 seguido de una optimizacién a nivel de la teoria de los
funcionales de la densidad (DFT) usando el funcional hibrido B3LYP vy
combinado con el conjunto de funciones base con doble funcién de polarizacion
6-31G (d, p) usando el software GAUSSIAN’ 03.

Los modelos computacionales basados en DFT son particularmente
Utiles para el analisis de propiedades magnéticas para especies neutras y
radicalarias.®%>¥

Las estructuras obtenidas fueron estudiadas en solucidon acuosa via
modelo continuo polarizable (PCM) mediante un célculo de energia single-point
a un nivel B3LYP/6-31G(d).®™™ Las energias fueron corregidas utilizando como
punto cero de energia vibracional un factor de 0.9806 (ZPE).®® Las energias
libres fueron determinadas de un célculo térmico y correccion entropica a 298 k,

mediante frecuencias de vibracibn no estandarizadas. Los cambios en la

densidad de carga fueron obtenidos de un analisis de poblacién aproximado
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(NPA) a través de un single point PCM/B3LYP/6-31G (d)/B3LYP/6-31G+ (d)."

58]

Racionalizacion de los ensayos de capacidad antioxidante con parametros
teoricos

A partir de los conférmeros de menor energia se calcularon los valores
de los pardametros energéticamente determinantes de los mecanismos
antioxidantes. Se han planteado los siguientes mecanismos de reaccion entre
los antioxidantes (ArOH) y radicales libres: transferencia de un atomo de
hidrogeno (HAT). Transferencia de un electrén, este Ultimo puede efectuarse
secuencialmente, ya sea por transferencia de un electron seguido de
transferencia de protdbn denominado mecanismo (SET-PT) y otro mecanismo
referido a la pérdida de un proton seguido de entrega de un electrén llamado
SPLET.

Se ha sefalado que los parametros esenciales para la explicacion de la
actividad antioxidante son el valor de entalpia de disociacion de enlace O-H, el

potencial de ionizacién y la densidad de espin.! ¢!
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ArOH * ArOH'"" + e~
PA P PDE
O
L 4 v
Ar0O- + H™ > Ar0* + H*
ETE

Figura 7. Esquema de los diferentes mecanismos antioxidantes y los

pardmetros que los definen.

A partir del analisis de la figura 7 es posible plantear parametros que
definen termodindmicamente la ocurrencia de los diferentes mecanismos
antioxidantes, estos son la afinidad electréonica (PA), fundamental para el
mecanismo SPLET, potencial de ionizacion (Ip) paso esencial mecanismo SET-

PT y entalpia de disociacion de enlace (BDE) valor asociado a mecanismo HAT.

[46]

Todos los pardmetros se calculan de la siguiente forma:

Entalpia de disociacién de enlace O-H:

BDE= H(ArO¢) +H(H) -H (ArOH)

Donde:
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H(ArO«) = Entalpia para el radical generado después de la abstraccion del
atomo de hidrégeno en solvente agua.
H(H)= Entalpia para el atomo de hidrogeno (-0.49792 Hartree)

H(ArOH) = Entalpia para la molécula neutra en solvente agua.

Potencial de ionizacion:

IP=H (ArOHe+) + H(e') — Hp

Donde:

H (ArOH-+) = Entalpia del cation radical generado luego de las abstraccion de
un electron.

H(e") = Entalpia de electrén

H(ArOH) = Entalpia para la molécula neutra en solvente agua.

Entalpia de disociaciéon de protén:

PDE = H (ArO¢) + H (H") — H (ArOH™)

Donde:

H (ArOe) = Entalpia para el radical generado después de la abstraccion del
atomo de hidrégeno en solvente agua.

H (H") = Entalpia de proton.

Afinidad de proton:

PA = H (ArOH") + H(H") - H(ArOH)
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Donde:
(ArOH") = Entalpia del anién formado por la transferencia de un proton.
H(H") = Entalpia de protdn.

H(ArOH) = Entalpia para la molécula neutra en solvente agua.

Entalpia de transferencia electrénica:

ETE= H (ArO¢) + H(e') - (ArOH)

Donde:

H (ArOe¢) = Entalpia para el radical generado después de la abstraccion del

atomo de hidrégeno en solvente agua.
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Estudio de los derivados de hidroxicumarina en modelos de membrana

lipidica

Determinacion del coeficiente de difusion a través del sistema Pampa/

ensayo de permeabilidad paralela en membrana artificial

Para evaluar la capacidad de los compuestos para traspasar membranas
por difusién pasiva se llevé a cabo el ensayo PAMPA. La permeabilidad efectiva
de los compuestos se midi6 a una concentracion de 1 mM (sélido disuelto en
20% de Etanol: 80 % tampdn fosfato). Igualmente, se utilizé tampon fosfato 75
mM a pH 7,4. Este ensayo se llevé a cabo en una placa doble de 96 platos. La
parte superior de la placa contiene la muestra en tampon fosfato. En la parte
inferior se forma la membrana tras la adicibn de 4 puL de una mezcla de
fosfatidilcolina (20 mg/mL) en dodecano hasta la completa volatilizaciéon del
solvente. Posteriormente, la placa donora se ajusta sobre la placa aceptora,
asegurando que la parte inferior de la membrana esté en contacto con la
solucion tampdn. Se cubre e incuba a temperatura de 25° C en ambiente
hamedo durante 2 horas bajo agitacion a 250 rpm.

Terminado el tiempo de agitacion se cuantificé el contenido en ambos
compartimentos mediante medidas de absorbancia y sus concentraciones se

determinaron usando el coeficiente de extincién molar para cada derivado.®™

Péagina | 27



Determinacion del coeficiente de particion liposoma/tampdn Tris pH 7,4 de
los derivados de hidroxicumarina

Preparacion de Liposomas

Los liposomas se prepararon en un balén adicionando 2 mg/mL de 1,2-
dipalmitoil-sn-glicero-3-fosfatidilcolina (DPPC). La concentracion final de
fosfolipidos en las suspensiones de liposomas fue en todos los casos 500 pM.
Se adicion6é una alicuota de una solucion madre de hidroxicumarina de
concentracion final de 10 pM. El solvente fue removido por rotaevaporacion
conectado a una corriente de nitrégeno a temperatura ambiente hasta obtener
una pelicula delgada. Para asegurar la completa eliminacion de los solventes el
sistema fue dejado toda la noche en un desecador. La hidratacion de la pelicula
de fosfolipido e hidroxicumarina se realiz6 en tampén Tris-HCI| a pH 7,4 cuya
concentracion fue de 20 mM conteniendo 0,14 M de NaCl, sonicando hasta

obtener una dispersion.

Posteriormente, se efectuaron 15 ciclos de calentamiento-enfriamiento, el
primero sobre la temperatura de transicion de fase para este fosfolipido Tm= 42
° C, bajo corriente de nitrdgeno y enfriamiento con nitrégeno liquido. En este
paso se obtienen membranas multilamelares. Por medio de la extrusion ciclica
(15 veces) a través de un filtro de 400 nm se logra la formacion de liposomas
unilamelares. Se seleccionaron liposomas unilamelares grandes dado el alto %

de eficiencia de encapsulacién de estas estructuras y la eficacia del método
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preparatorio que nos permitid reproducir esta estructura de bicapa con

precision.®4

La composicion lipidica de los liposomas fue modificada adicionando
esfingomielina en una proporcion de 50:50.El procedimiento de preparacion fue
idéntico a las vesiculas de DPPC con excepcién del calentamiento que se

realiz6 a menor temperatura para evitar la oxidacion de la esfingomielina.
Determinacion del coeficiente de reparto

La evaluacion del coeficiente de reparto fue realizada utilizando la
técnica de ultrafiltracion en un equipo Stired cell modelo 8050 de 44,5 mm de
diametro y un cut off de membrana de 1 KDa (~ 0,1 nm).’®! Las membranas
unilamelares fueron ultrafiltradas, posteriormente se determiné la fluorescencia
residual en el filtrado (tampdn), cuyo valor de intensidad fue interpolada en una

curva de calibracién para cada derivado.
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Correlacion del comportamiento de los derivados de hidroxicumarina en
membranas lipidicas y estudio de la fluidez de membranas a través de

Dinamica molecular

La simulacién del comportamiento de los compuestos 1y 3 (previamente
optimizadas) en membranas de fosfolipidos fue estudiada mediante dinamica
molecular. Para esto se utilizé el software GROMACS.[65¢8!

La bicapa lipidica previamente equilibrada fue construida con 128
moléculas de DPPC y 3655 moléculas de agua. Las dimensiones de la caja de
simulacién en los ejes X, y, z fueron 6,345; 6,345y 6,779 nm.

En la dinAmica molecular se utilizaron los campos de fuerza POLS-UA,
cuyas ecuaciones son apropiadas para sistemas que contengan lipidos. Se
acomodaron en un ordenamiento azaroso tres moléculas del derivado 1y 3 en
la parte superior e inferior del eje z. Este protocolo fue utilizado para ambos
derivados. Se utilizé un modelo isotrépico con una presién de 1 bar en las
direcciones X, y, z con un tiempo de 0,1 ps, condiciones de limite periodicas y
temperatura constante aplicando el algoritmo Berendsen y baréstato. Se realizo
una minimizacion de energia para remover los contactos erréneos o traslapes.

Finalmente, se establecio un tiempo de dinamica de 100 ns.
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Estudio de la interaccion de derivados de hidroxicumarina frente a

especies reactivas en modelos de membrana lipidica

La determinacion de la interaccion de los derivados 1 y 3 fue evaluada a
través de la utilizacion de la sonda fluorescente 1,6-difenil-1, 3, 5-hexatrieno
(DPH), la cual fue incorporada en una concentracion final de 6 pM en cada
sistemas, ya sea liposomas de DPPC, DPPC: EF (50:50) o membranas de
eritrocitos. El proceso oxidativo fue producido a través de la generacién de

radicales peroxilo mediante la pirolisis de AAPH a 37°C.

La cuantificacion del consumo de la sonda DPH en funcion del tiempo,
producido por la incubacién con AAPH a 37°C, se efectué mediante medidas de
fluorescencia de DPH ( A exc= 350 nm, A em= 452 nm) en ausencia y presencia

de hidroxicumarinas en un intervalo de concentracién entre 5 a 20 pM.[°!
Preparacién de membranas de eritrocitos

Para la preparacion de las membranas se utilizaron eritrocitos
provenientes de sangre de conejo del Instituto de Salud Publica de Chile. A 10
mL de sangre previamente obtenida se le adiciono solucion de citrato de sodio

como agente anticoagulante.

Posteriormente, la muestra fue centrifugada por 10 minutos a 16640 g a
una temperatura constante de 4° C y luego el pellet obtenido fue dispersado en

tampén fosfato 0,1 M a pH 7,4 y sometido a iguales condiciones de
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centrifugacion, repitiendo este proceso de lavado dos veces. Luego, a los

eritrocitos limpios se les adicion6 40 mL de solucion fosfato 1 mM a pH 7,4.

Esta muestra fue agitada y luego centrifugada por 25 min a 16640 g a
una temperatura constante de 4° C. Este ciclo fue repetido 5 veces hasta la
obtencién de un pellet de color blanco correspondiente a los eritrocitos
hemolizados. Finalmente, las membranas obtenidas fueron dispersadas en

solucion tampdn fosfato 0,1 M y refrigerada a 4° C.

Para los ensayos de interaccion contra especies reactivas, estas
suspensiones de membranas de eritrocitos fueron incubadas por 24 horas con
concentraciones variables de derivados de hidroxicumarina de 5 uM, 15 uM vy

20 uM.
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Analisis estadistico

Los resultados experimentales son expresados como promedio *
desviacién estandar (SEM) acompafiados por el nimero (n) de experimentos

usando el programa OriginLab.

Péagina | 33



Resultados y discusion

Estudio electroquimico de los derivados de hidroxicumarina

El potencial de oxidacion es un parametro que determina la energia
necesaria para que un compuesto ceda electrones. Una de las técnicas
electroquimicas que ha sido aplicada en el estudio de la oxidacién de
compuestos fendlicos, tales como flavonoides, &acidos hidroxicinamicos y
derivados de acido benzoico es la voltametria ciclica. Los valores de potencial
de oxidaciéon han sido relacionados con la actividad antioxidante, proponiendo
gque un bajo potencial de oxidaciébn implica una mayor capacidad
antioxidante.["*"2

Por esta razén, resulta apropiado iniciar el estudio de la capacidad
antioxidante de los derivados de hidroxicumarina a través de la obtencion de los
potenciales de oxidacion. Estas determinaciones se realizaron en medio prético,
utilizando tampdn fosfato 75 mM a pH 7,4 de acuerdo a la metodologia descrita
anteriormente.

Bajo estas condiciones, todos los derivados a excepcion de los derivados
6 y 7 exhibieron un pico anddico en ausencia de su correspondiente pico
catddico (Figura 8a). Incluso derivados dihidroxilados 3 y 5 con grupo catecol y

resorcinol (Figura 8b) presentaron igual comportamiento, indicando un proceso

de oxidacion irreversible.
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Potencial / V vs Ag,AgCUKCI Potencial / V vs Ag, AgCI/KCI

Figura 8. Voltamograma ciclico para el compuesto 4 monohidroxilado (a) y

compuesto 5 dihidroxilado (b).

El voltamograma de tipo irreversible en la figura 9 muestra la
dependencia de la intensidad de corriente con la velocidad de barrido junto a
un desplazamiento en los valores de Epa hacia valores menos positivos. Lo que
hace suponer que el producto formado por el proceso oxidativo posee una baja

estabilidad.

1,0x10™
8,0x10”
6,0x10"
4,0:10‘-‘

2,0x10"

Intensidad de corriente / pA

0,0 _
Barrido

-2,°X1 0'! T T T T T T
0,0 0,2 04 0,6 08 1,0

Potencial / V vs Ag,AgCI/KCI

Figura 9. Voltamograma ciclico para el derivado 3 a velocidad de barrido 250
mV/s (negro) y 100 mV/s (rojo).

Pagina | 35



Todos los derivados exhibieron este comportamiento el cual estaria
relacionado con la oxidacion del grupo hidroxilo para formar el radical
semiquinonico. Posteriormente esta especie puede participar en reacciones de

dimerizacion, perdida de un protén o de ataque nucleofilico.[”

Al graficar el parametro Ipa/v*?

versus v, siendo v la velocidad de barrido
(figura 10) se observa que se incrementa al aumentar v. Segun los criterios de
diagnéstico propuestos por Nicholson y Shain,” esta respuesta junto a la

inexistencia de Epc puede ser vinculado a un proceso CEijreversibie, €S decir, una

reaccion quimica seguida de una reaccion electroquimica.

1,5x10° 5 a 4m10'y  p

1,2010" 4 s
3,010 =

9,0110°

3 ] o 20m10%
=

3 6.0x10° [ 1 O
1,0x10" <

300010

0,04 0,04
- v, 3 n % o0 02 04 08 0,8

Vilocidad de barrido | ¥ Vis Velocidad de bamrido | v Vis
Figura 10. Relacién lineal entre el cociente de Ipa y v*? versus velocidad de

barrido (v) V/s. Derivado 1 (a) 3 (b)

En comparacion al resto de los compuestos, los derivados 6 y 7

presentaron un comportamiento electroquimico diferente. La figura 11a muestra
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el voltamograma para el derivado 6, en el cual se observa un segundo pico a
potencial mas positivo (Epa2=0,76 V), este puede ser relacionado con la
oxidacion del segundo grupo hidroxilo que se encuentra mas cercano al
sustituyente triflurometilo, grupo electroatractor fuerte que desplaza la densidad
electronica hacia el anillo a-pirona, afectando el proceso oxidativo.
Recientemente, Petrucci y colaboradores!™ observaron similar respuesta

voltamperométrica para derivados de 7,8-dihidroxicumarina.

Epa

Epey
Barrido Barrido
_— —_—
1 L T y I 3 1 ) I 2 1 I T I T I T I T I T I
0.2 0.4 0.6 0.8 1.0 1.2 0.0 0.1 0.2 0.3 0.4 0.5
Potencial / V vs Ag,AgCI/KCI Potencial / V vs Ag, AgCI/KCI

Figura 11. Voltamograma ciclico para el compuesto 6 (a) y compuesto 7

dihidroxilados (b).
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El derivado 7 presenta una cupla cuasi-reversible con E;,=0,16 V

(Figura 11b). Aplicando criterios de diagndstico para una cupla cuasireversible
se obtienen los gréficos de cociente de Ipa sobre v?y razén de corrientes

versus velocidad de barrido mostrados en la figura 12a y 12b, respectivamente.

1,0x10° -
a) ,0x o @) o
O
0,0 4
-
< -1,0x10°
®
o
-2,0x10°
-3,0x10° 4
] ] 1 1 LS 1
0,0 0,2 0,4 0,6 0,8
Velocidad de barrido/ v Vis
0,16 -
) O
b)
0,08 - O o O
o 0,004
=
-0,08 -
-0,16 -
L] ¥ ] L] T 1 o 1
0,0 0,2 0.4 0,6 0.8 1,0
valocidad de barrido vi Vis

Figura 12. Parametros Ipa/lpc (a) y Ipa/v*?

(b) versus velocidad de barrido (v)
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Estos graficos muestran la independencia de estos parametros con la
velocidad de barrido. Junto a estos datos, el potencial de pico catodico se
desplaza hacia valores negativos. Por tanto, 7 presentaria un mecanismo
electroquimico seguido de una reaccion quimica reversible de orden 1 (debido a
la independencia de los valores de Ipa/lpc) en estos casos la reversibilidad

depende de la constante de equilibrio de la reaccion quimica.

Asimismo, la diferencia en la respuesta voltamperométrica entre 6 y 7
estaria relacionada con el efecto electroatractor fuerte del grupo triflourometilo
en 6 en comparacion con el endociclohexano en 7 que no afecta la densidad

electrénica.

A través de los datos de las corrientes de pico anddicas a diferentes
velocidades de barrido se gener6 el grafico de corriente de pico anddica (lpa)
versus velocidad de barrido (v). Este andlisis permiti6 demostrar que el proceso
de oxidacion de todos los derivados en estudio estd controlado difusivamente,
es decir la especie electroactiva se transporta a la superficie del electrodo a

través de un proceso difusivo (figura 13).
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Figura 13. Gréfico corriente de pico anddico versus velocidad de barrido.

Desde el punto de vista de los potenciales de oxidacion (tabla 1) los
derivados monohidroxilados presentaron potenciales alrededor de 0,7 Volts. El
compuesto 2 es el derivado que posee el menor potencial de pico anddico
(Epa=0,65 V) en comparacion con el compuesto 1 (Epa= 0,74 V) y el compuesto

4 (Epa= 0,75 V) que practicamente son iguales.

Al comparar los potenciales de los derivados 4 y 5, la sustitucién en
posicion meta en este Ultimo derivado no aporta densidad electronica, por tanto

no es un factor estructural que influya en la capacidad de ceder electrones.

Al contrario, los potenciales de oxidacion de los derivados dihidroxilados
3, 6y 7 son menores a los obtenidos para el grupo monohidroxilado con valores
Epa=0,33 V, Epa=0,26 V y Epa=0,22 V, respectivamente. Este comportamiento
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se debe a la formacion de una orto-quinona como producto final. En estos
casos la sustitucion en posicion orto es un factor estructural que aporta
densidad electréonica favoreciendo el proceso oxidativo, desplazando los

potenciales de oxidacion hacia valores menos positivos.

La tabla 1 resume los potenciales de oxidacion para todos los derivados

en estudio, obtenidos del anélisis de los voltamogramas a 0,75 v*s™.

Epa (Volts) versus Epc (Volts) versus
Derivado
electrodo Ag, AgClI (KClI, 3M) | electrodo Ag, AgCl (KCI, 3M)
1 0,74 -
2 0,65 i
3 0,33 i
4 0,75 -
° 0,68 -
6 _ -
0,26 / Epa,=0,76 V
7 0.22 0,09

Tabla 1. Potenciales de oxidacion y reduccién versus electrodo de referencia

Ag, AgCl/ KCI obtenidos para los compuestos en estudio.
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Caracterizacion de las especies radicalarias a través de Espectroscopia de

Resonancia de Espin Electronico

La Resonancia de espin electrénico (REE) es la Unica técnica
espectroscopica que permite detectar radicales libres. Por esta razon, la
utilizamos para detectar y caracterizar los radicales provenientes de la

oxidacion de los derivados de hidroxicumarina.

Los espectros REE para los derivados monohidroxilados junto al
derivado 5 no mostraron un patrén hiperfino, esto puede ser correlacionado con
la corta vida media de los radicales libres formados. Es por esto que se utilizo la
metodologia de espin trapping usando el atrapador de espin a-fenil-N-terbutil-
nitrona (figura 14). El atrapador de espin es un compuesto diamagnético que al
interactuar con un radical libre forma un espin aducto paramagnético,
aumentando el tiempo de vida media de un radical libre y de esta forma
haciendo posible la deteccion, en este caso, de radicales centrados en oxigeno

o carbono.

CH,

ZzZ —» O

CHs
HaC

Figura 14. Estructura del atrapador de spin a-fenil-N-terbutil-nitrona (PBN).
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En presencia de PBN se observé un espectro REE con un patron de seis
lineas (figura 15). Este patron hiperfino puede ser explicado utilizando los
valores de espin nuclear de hidrégeno y de nitrégeno presentes en PBN. Al
contener nudcleos distintos se utiliza la siguiente ecuacion para predecir el

namero de lineas del patrén hiperfino del espectro REE.

[12nl; + 1 = N° de lineas del patrén hiperfino Ecuacion 1

Donde n corresponde al numero de nucleos equivalentes e | corresponde

al valor del espin nuclear.

WMWWW

I * I * I " I d I * I % 1
3380 3400 3420 3440 3460 3480 3500

Campo Magnético / Gauss

Figura 15. Espectro REE del espin aducto formado por el radical del derivado 1

en presencia del atrapador PBN.
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De esta manera, el nucleo de hidrogeno (I = 1/2) aporta con tres lineas
hiperfinas y el nucleo de nitrogeno (I = 1) aporta con dos, dando como producto
las seis lineas caracteristicas del atrapamiento de un radical centrado en
carbono con constantes hiperfinas (ay = 13,5; ay = 2,3 G) para los derivados 1,
2, 4 y 5. Estos valores coinciden con los reportados en la literatura. (ay = 14,4 ;

ay =~ 3,3G).l"

Para estudiar la oxidacion de los derivados 3, 6 y 7, cuyas estructuras
presentan un grupo catecol, se llevo a cabo un pretratamiento de cada solucién

madre con cloruro de zinc ().

¥ 5, b 2%
- Zn __—— In — Zn
OH o 0O
+ p—
OH 0 ~ 0]
oHY -2e
—_— —_—
R R R

Figura 16. Proceso de formacién de quelato en la oxidacién de un grupo
catecol.

El zinc posee espin nuclear I= 0 por tanto es silente a la técnica de REE
y no modifica el patron hiperfino de los espectros. Al interactuar el zinc con
grupos catecol forma un quelato, tal como se muestra en la figura 16,

aumentando la estabilidad del radical en ausencia de un atrapador de espin.
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Este tipo de pretratamiento se ha utilizado en estudios de actividad antioxidante

de compuestos presentes en el té.[""]

La figura 17a muestra un espectro REE simétrico de nueve lineas
obtenido para el compuesto 3, el cual es interpretado en términos de la
formacion del radical semiquinénico cuya deslocalizacion es a través de todo el

nucleo cumarinico.

a)

3470 3475 3480 3485 3490 3495 3500 3470 3475 3480 3485 3490 3495 3500

Campo Magnetico/ Gauss Campo Magnetico / Gauss

Figura 17. Espectros REE experimental en negro y simulado en rojo para el
radical generado en los derivados (a) 3; (b) 6 en presencia de ZnCl,. Los
espectros simulados fueron obtenidos utilizando el software SimFonia version

1.25
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Los acoplamientos hiperfinos se producen entre los nucleos de hidrogeno
en las posiciones 3, 5y 8 con constantes hiperfinas ay= 0,65 G, ay=0,67 G, y
ay=2,00 G, asi como una ay= 0,52 G para tres ndcleos de hidrogeno
equivalentes del grupo metilo en posicion 4. El espectro REE del compuesto 6
(figura 17b) muestra un patron hiperfino de cuatro lineas, indicando un
acoplamiento hiperfino de los nucleos de hidrégeno en posicién 3,5 y 6 con ay=

1,87 G, ay=3,34 Gy ay= 0,49 G del anillo cumarinico.

3470 3475 3480 3485 3490 3495 3500

Campo Magnetico / Gauss

Figura 18. Espectros REE experimental en Negro y simulado en rojo para el
radical generado en el derivado 7 en presencia de ZnCl,. El espectro fue

simulado utilizando el software SimFonia Version 1.25
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El espectro del derivado 7 que se muestra en la figura 18 posee un
patrén hiperfino de doce lineas, asignado a la deslocalizacion del electrén a
través del ndcleo cumarinico asi como el acoplamiento con tres nucleos de
hidrogeno presentes en el endociclohexano en la posicion 3 y 4 del esqueleto
cumarinico (figura 2). Las constantes hiperfinas ay= 0,72 G, ay= 0,78 G fueron
atribuidas a dos hidrégenos equivalentes y ay= 2,90 G para tres nucleos

equivalentes de hidrégeno.

De esta manera es posible comprobar que la oxidaciéon de todos los
derivados en estudio pasa por la formacion un radical semiquinénico. La
simulaciéon de los espectros REE permiti6 correlacionar la distribucion de
densidad de espin con los valores experimentales de las constantes hiperfinas.
Ademas, la utilizacion de atrapador de espin en los derivados monohidroxilados
o la formacion de quelatos en los derivados 3, 6 y 7 es congruente con la

inestabilidad del producto de oxidacién observado mediante voltametria ciclica.
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Evaluacion de la capacidad antioxidante de derivados de hidroxicumarina

mediante la metodologia ORAC fluoresceina (ORAC-FI)

La caracterizacion electroquimica y la deteccion del radical libre formado

en los compuestos en estudio por REE permiten establecer que los derivados

con grupos catecol en su estructura tendran la mayor capacidad antioxidante

gue los restantes de la serie. Para comprobar esto se evalu6 la capacidad de

scavenging o apagamiento de radicales peroxilo a través del método ORAC

utilizando como sonda fluoresceina (Fl).

Esta metodologia da un indice relativo a una molécula estandar Trolox

(acido-6-hidroxi-2,5,7,8-tetrametil-croman-2-carboxilico) el cual es un derivado

hidrosoluble de la vitamina E. (Figura 19)

CH
HO

CH3

Figura 19. Estructura del compuesto estandar Trolox.
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Los perfiles cinéticos de consumo de Fl inducidos por radicales peroxilo

fueron monitoreados a 528 nm en presencia y ausencia de diferentes

concentraciones. Los perfiles cinéticos para los compuestos 1, 2, 4 y 5 se
muestran en la figura 20.
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Figura 20. Perfiles cinéticos del consumo de Fl inducido por ROO- en presencia

del compuesto 1 (a); compuesto 2 (b); compuesto 4 (c) y compuesto 5 (d). Los
colores indican diferentes concentraciones de derivados de hidroxicumarina.

Negro: Control; rojo: 0,5 uM; verde: 1 pM; azul: 1,5 pM; celeste: 2,0 uM y
violeta: 2,5 uM.
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Todos los perfiles presentaron tiempos de induccién bien definidos. Este
parametro se define como el tiempo durante el cual la sonda, en este caso
fluoresceina, es protegida completamente por la molécula antioxidante de la

oxidacion mediada por ROQOe- al adicionar al sistema la molécula antioxidante.

La efectividad del antioxidante es evaluada a partir del area bajo la curva
de la intensidad de fluorescencia neta versus tiempo, este valor es graficado en
funcién de la concentracion del antioxidante y mediante la linealizacion de los
datos (figura 21) y el uso de la ecuacion 4 se obtienen los valores de indice

ORAC relativo a la molécula estandar, Trolox.

(AUC4g—AUCBianco) % [Trolox]

Ecuacion 2
(4 UCrrolox _AUCBlanco) [AH]

Indice ORAC, ciativo aTrolox =
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Figura 21. Dependencia del area bajo la curva neta (AUCpeta) VS CcONcentracion
de hidroxicumarina 1 (a); Dependencia del area bajo la curva neta (AUCneta) VS

concentracion de Trolox (b). R?= 0,9960 y R*= 0,9553
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Los valores de indice ORAC obtenidos para todos los derivados son

tabulados en la tabla 2.

Derivado indice ORAC-FI
1 59+0,5
5 9,4+0,3
3 36+0,3
4 3,5+£0,2
. 33+0,1
5 1,9+0,1
v 2,4+£0,2
Trolox 1,0

Tabla 2. Valores indices ORAC-FI obtenidos para los derivados en estudio.

(n=3)

Todos los derivados evaluados presentaron mayor capacidad

antioxidante que el estandar Trolox.

Los derivados 1y 2 (ORAC=5,9 + 0,5y 9,4 £ 0,3) poseen los mayores

valores de indice ORAC. A pesar de tener so6lo un grupo hidroxilo, estos valores
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son comparables con los indices de Quercetina (7,3 = 0,2) y Catequina (6,8 +
0,2).7¢!

Contrariamente, los derivados con grupo catecol evidenciaron indices
ORAC alrededor de 3, siendo el derivado 6 el de menor capacidad antioxidante
(1,9 £ 0,1). En orden decreciente la habilidad de scavenging frente a radicales

peroxilo fue:
2>1>3>4>5>7>6

Se ha establecido que moléculas que poseen un bajo valor de potencial
de oxidacién tienen una mayor capacidad antioxidante. De acuerdo a esto se
estableceria que los compuestos con grupo catecol presentan mejores
propiedades antioxidantes que los otros derivados monohidroxilados."* 78
Por ello, los resultados de los estudios electroquimicos y por resonancia de
espin electrénico nos condujeron a proponer, al igual que otros autores, que los
derivados dihidroxilados tendrian mejor capacidad antioxidante que los

derivados monohidroxilados. Sin embargo, esta conclusibn no estuvo de

acuerdo con los resultados obtenidos por el ensayo ORAC-FI.

El siguiente esquema de reacciones ha sido definido para el ensayo
ORAC usando como sonda fluoresceina. Definiendo a FOH como fluoresceina
en su forma reducida (figura 22), ArOH como cualquier molécula antioxidante y

ROQO- como radicales peroxilo provenientes de la termdlisis de AAPH a 37° C.
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HO O O
O

COCOH

Figura 22. Molécula sonda fluoresceina

AAPH + 20, — 2R0O0 » Reaccion 3
FOH + ROO « — FO » +ROOH Reaccion 4
FO ¢ +FO ¢ — Productos Reaccion 5
ArOH + ROO ¢ - ArO « +ROOH Reaccion 6
Ar0O e« +ArO ¢ - Productos Reaccién 7
ROO ¢« +ROO « — Productos Reaccioén 8

Este diagrama de reacciones es descrito como: La descomposicion de
AAPH sigue un mecanismo de primer orden (reaccion 3). No obstante, a altas
concentraciones (18 mM) la velocidad de generacion de radicales peroxilo, para
estas condiciones experimentales, es 1,47 pM/min. Por tanto, el cambio en la

concentracion de ROO- en el tiempo es pequefio, es por esto que se puede
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utilizar la aproximacion de estado estacionario [ROO¢]ss. Entonces la ley de
velocidad para la reacciéon de hidroxicumarina con radicales peroxilo es de
pseudo primer orden (reaccion 6). La reaccién 4 indica la oxidacion de la sonda
fluoresceina (FOH) en presencia de radicales peroxilo. Las reacciones 5, 7y 8
representan el decaimiento de las especies radicalarias a través de procesos de

dimerizacion o disproporcion.

Las diferencias en los perfiles cinéticos para antioxidantes con diferentes
potenciales de oxidacion han sido explicadas a través de las reacciones entre
radicales peroxilo (ROOe¢) con fluoresceina (FOH) y la molécula antioxidante
(ArOH).®2 En este contexto, considerando las reacciones antes expuestas,
Bisby y colaboradores® sugirieron una reaccién adicional al esquema de
reacciones, en el cual definieron la reaccién del radical fluoresceil con la
molécula antioxidante (reaccion 9). Relacionando la forma de la curva de
decaimiento de fluorescencia con la magnitud de la constante de equilibrio de la

reaccion 9.

FO e+ +ArOH = FOH + ArQ » Reaccion 9

La constante de equilibrio K para esta reaccién es:

[FH][ArO o]
[FO +][ArOH]

Pagina | 55



Esta constante de equilibrio es dependiente de la diferencia en los potenciales

de oxidacién (E’o) entre FO+ y ArO- a través de la relacion:

AE’ RTl K
=—1In
"~ nF

La presencia de la reaccion 9 sugiere que la forma de las curvas
depende del potencial redox del antioxidante. Por consiguiente un antioxidante
con un menor E’o(ArO’, H'/ArOH) produce un desplazamiento del equilibrio
hacia la derecha produciendo un tiempo de induccién bien definido influyendo

en los valores de indice ORAC.

Al graficar los valores de sus indices ORAC versus potenciales de
oxidacion de la serie de grupos monohidroxilados y dihidroxilados (figura 23a 'y
23b). Es posible establecer visualmente una correlacion en los derivados
monohidroxilados. Sin embargo, al comparar los valores de potencial de
oxidacion entre los derivados 1 y 4 son practicamente iguales, al contrario de
sus valores de indice ORAC en donde 1 posee el doble de capacidad
antioxidante que el derivado 4 (tabla 2). Por otra parte los valores de indice
ORAC para los derivados dihidroxilados no correlacionan con los valores de

potencial de pico anddico.
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Figura 23. Dependencia del valor de indice ORAC-FI para los derivados de
monohidroxicumarina (a) y dihidroxicumarina (b) versus potencial de oxidacion,

sobre cada punto se sefiala el derivado.

Por consiguiente, a pesar de ser un parametro que ha sido relacionado
con la actividad antioxidante, el potencial de oxidaciébn nos da cuenta de la
energia necesaria para que un compuesto ceda electrones, es decir, un factor
termodinamico. Por tanto, es necesario tomar en cuenta el aporte del factor
cinético en la evaluacién de la capacidad antioxidante. De esta manera, los
valores obtenidos para el indice ORAC también son dependientes del

mecanismo de reaccion y de la constante de velocidad.

Etsuo Niki postulé que la forma de decaimiento de la curva y los valores
de AUC también dependen de la molécula sonda, es por esto que perfiles con

mayores tiempos de induccién estan relacionados con una baja reactividad de
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la molécula sonda en su reaccion con radicales libres. Incluso, el valor del area
bajo la curva (AUC) toma en cuenta el tiempo de induccion, la velocidad inicial y

la extension de la inhibicion total en un solo valor.®®

Estos factores podrian explicar la ausencia de correlacion entre los
valores de indice ORAC versus potencial de oxidacién de los derivados de

cumarina.

Es posible analizar el efecto de los sustituyentes ya sea electroatractores
y electrodonores presentes en el ndcleo cumarinico. Para esto, se separé esta
serie de compuestos en dos categorias: primero, el grupo de los derivados

monohidroxilados y segundo, el grupo de los derivados dihidroxilados.

Un factor estructural presente en todos los derivados en estudio, fue el
grupo 1,2-pirona ubicado en el anillo B. Este posee propiedades
electroatractoras,’® desfavoreciendo el proceso oxidativo en todos los

compuestos.

Al hacer el analisis de los sustituyentes presentes en los derivados
monohidroxilados, los compuestos 1 y 2 poseen un grupo metoxilo en posicion
meta respecto al grupo hidroxilo. De acuerdo a las reglas de Hammet este
sustituyente ejerce un efecto electroatractor de electrones en esa posicion, !
por tanto, desfavorecen el proceso de oxidacion y se ve reflejado en los altos

valores de potencial de oxidacion.®
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En el compuesto 5 se manifiesta el mismo comportamiento del segundo
sustituyente  hidroxilo en posicibn meta, ejerciendo propiedades
electroatractoras, de esta manera afectando el proceso de transferencia de un

atomo de hidrégeno.!®®

Figura 24. Valores sigma Hammet (o) de un grupo hidroxilo aromatico. Un
sustituyente hidroxilo en un anillo aromatico tiene un efecto electroatractor en
posicion meta (0=+0,12) y un efecto electrodonor en la posicién orto y para (o=
-0,37)

El efecto electrodador de resonancia del grupo hidroxilo en posicién orto
(catecol) en los compuestos 3, 6 y 7 favorece la transferencia de un atomo de
hidrogeno. Sin embargo, dependiendo de la ubicacion en el anillo es posible la
formacion de puentes de hidrégeno entre el grupo hidroxilo en posicion 8 con el
oxigeno del anillo a-pirona (en el caso de 6 y 7) afectando la capacidad de
ceder el 4tomo de hidrégeno afectando su capacidad antioxidante reflejada en

los valores de indice ORAC. La comparacion de estos tres derivados permite
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concluir que la sustitucién en posicion 8 disminuye la capacidad antioxidante en
estos derivados.

Finalmente, el grupo triflourometilo en posicidén 4 del anillo cumarinico del
compuesto 6, al ser un grupo altamente electroatractor ejerce una fuerte
disminucién en la capacidad dadora de atomo de hidrégeno influyendo
negativamente en su capacidad antioxidante evaluada mediante el ensayo
ORAC-FI.

Otra forma de dar explicacion a los valores de indice ORAC es a través
de la utilizacion de patrones de derivados de hidroxicumarina. La figura 26
muestra el perfil cinético obtenido en ensayo ORAC-FI para el derivado 7-
hidroxicumarina (figura 25) utilizado como molécula patrén para este grupo de

compuestos en estudio.

HO O O

Figura 25. Estructura quimica del derivado 7-hidroxicumarina.
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Figura 26. Perfiles cinéticos del consumo de Fl inducido por ROO- en presencia
del derivado 7-hidroxicumarina. Negro: Control; rojo: 0,5 pM; verde: 1 pM; azul:

1,5 uM; celeste: 2,0 uM.

A través de la integracion del area bajo la curva del perfil de la figura 26 y
mediante la ecuacién 2 se determind un valor de indice ORAC de 9,7 para este
derivado. Este valor es practicamente el mismo que el determinado para el
compuesto 2. De acuerdo a esto, se comprueba que el efecto electrénico
ejercido por el grupo metoxilo en posicion meta no influye en la capacidad

antioxidante del derivado 2.

Ademas, es posible que la presencia de orbitales p libres en este
sustituyente en derivado 2 permita una mayor estabilizacién del radical
semiquinonico. El valor del potencial de oxidacion reportado para el derivado 7-

hidroxicumarina en iguales condiciones experimentales es 0,66 V. A
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comparar el valor de Ep, de este estandar con el determinado para el
compuesto 4 (Epa= 0,75 V) se evidencia el efecto inductivo electroatractor que
ejerceria el sustituyente clorometilo en posicién 4 desfavoreciendo el proceso
de oxidacion.

Por tanto, al igual que los estudios anteriores, estos resultados no fueron
concordantes con los parametros: indice ORAC, potencial de oxidacion y

namero de grupos hidroxilo.

OH

HO O O

Figura 27. Estructura del derivado 4-metil-5,7-dihidroxicumarina.

Al comparar el valor de indice ORAC (2,8) determinado para el derivado
5,7-dihidroxi-4-metil-cumarina (figura 27) con el valor obtenido para el
compuesto 4 y 5, se comprueba el efecto electroatractor del grupo hidroxilo en
posicién meta. La figura 28 y 29 muestran el perfil cinético y la dependencia del
AUC\eta Versus concentracion para el derivado 5,7-dihidroxi-4-metil-cumarina,

respectivamente.
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Figura 28. Perfiles cinéticos del consumo de Fl inducido por ROO- en presencia

del derivado 5,7-dihidroxi-4-metil-cumarina.
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Figura 29. Dependencia del area bajo la curva neta (AUCpeta) VS CONcCenNtracion

de 5,7dihidroxi-4-metil-cumarina. R?=0.98738

Los resultados de capacidad antioxidante presentados anteriormente no

han sido explicados desde el analisis estructural y termodinamico. Por tanto se
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realizaron experimentos con el objetivo de profundizar en las variables que

podrian estar implicadas en el comportamiento obtenido.

Estudio de perfiles cinéticos en el ensayo ORAC-FI

En el ensayo ORAC la pérdida de fluorescencia de la molécula sonda
generalmente muestra un tiempo de induccidn en presencia de antioxidantes
(ArOH). Definido como el tiempo en el cual la sonda esta siendo protegida por

la adicién de ArOH de su oxidacion inducida por radicales peroxilo.®

Como se muestra en la figura 20 a, b y d, todos los compuestos
generaron perfiles con tiempos de induccion bien definidos y crecientes en
funcién de la concentraciéon de ArOH, con excepcién del compuesto 4 cuyo
tiempo de induccion fue menor y durd hasta aproximadamente los 250

segundos de reaccion para la mayor concentracion estudiada(figura 20c).

El tiempo de induccion es determinado por la cantidad de radicales que
reaccionan con la molécula antioxidante, de esta manera se relaciona con la
concentracion de antioxidante, la estequiometria de la reaccion y con la
velocidad de generacion de radicales peroxilo, de acuerdo a la siguiente

ecuacion:
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n|ArOH .,
T = [ Ri | Ecuacién 3

Donde:

T = Tiempo de induccion.

n= Estequiometria de la reaccion, corresponde a las moléculas de ROO-
apagados por cada molécula de antioxidante.

[ArOH]= Concentracion de antioxidante.

Ri= Velocidad de generacion de radicales peroxilo.

La velocidad de generacion de radicales peroxilo es dependiente de la
concentracion del azocompuesto (AAPH) y fue calculada segun la siguiente

ecuacion: [

Ri= 1,36x10° [AAPH] Ecuacion 4

Dando un valor de Ri= 1,47 puM/min para nuestras condiciones de trabajo

(AAPH= 18 mM, 37°C)

Si utilizamos la ecuacion 4 para el analisis de los derivados de
hidroxicumarina se obtienen valores de estequiometria detallados en la tabla 3.
Por ejemplo, el valor de n para el derivado 2 fue 49 a una concentracion de 2

UM, es decir, se apagarian 49 moléculas de ROO- por molécula de este
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compuesto. Estos valores difieren con la estequiometria determinada para
Trolox, vitamina E y algunos fenoles cuyo valor es de 2.7 8! Ademas, no son
valores explicables desde el punto de vista tedrico y experimental. El derivado 4
es el Unico de esta serie cuya estequiometria fue de un orden de magnitud con

un valor de 3.

Derivado Estequiometria
1 48
2 49
3 10
4 3
S 14
6 6
7 9

Tabla 3. Valores de estequiometria de reaccion determinada a través de la
ecuacion 4 a la maxima concentracion del ensayo ORAC-FI para cada derivado.
(n=3)

Estos valores estequiométricos podrian dar cuenta de la existencia de

otros mecanismos asociados, vide infra.
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Estudio de la influencia en los valores de indices ORAC de los

derivados en estudio al cambiar la molécula sonda

Hasta este momento se ha realizado un andlisis de varios parametros

que podrian dar explicacion a los perfiles e indices ORAC obtenidos.

A pesar de esto, los valores de potenciales de oxidacion, el andlisis de
sustituyentes y la estequiometria de reaccibn no han coincidido con el
comportamiento de los antioxidantes ni han permitido explicar por completo

estos resultados.

Al respecto, la literatura indica que la eleccidon de la molécula sonda para
el ensayo ORAC promueve la presencia o ausencia de tiempos de induccién y
modifica los valores de indices ORAC obtenidos. Incluso, llevando en algunos

casos a la proposicién de conclusiones opuestas.®%°

Considerando estos antecedentes se evalud el efecto del uso de dos
sondas diferentes sobre el perfil cinético y el indice ORAC de dos compuestos
de la serie (figura 30): uno monohidroxilado (1) y el otro con un grupo catecol
(3) cuyos valores ORAC-FI fueron 5,9 y 3,6, respectivamente. Las sondas

seleccionadas fueron: Piranina y Rojo de pirogalol.

Péagina | 67



a) OCH, b)

HO

S S

HO 0 0 HO 8] 8]

7-hidroxi- 5-metoxi-4-metil- 2H-croman-2-ona 6.7 -dihidroxi-4-metil-2H-croman-2-ona

Figura 30. Estructuras derivados 1 (a) y 3 (b).

El uso del compuesto acido-8-hidroxipiren-1,3,6-trisulfonico (piranina, Py)
como sonda fluorescente fue estudiada por Pino y colaboradores,®® cuyos
resultados permitieron proponer una cinética de reaccién con AAPH de orden
cero en piranina, incluso a concentraciones menores a 0,25 pM, determinando
una velocidad de consumo promedio de Py de 0,35 pM/min. Ademas, se
determinaron los perfiles cinéticos (ORAC-Py) con tiempos de induccion bien
definidos, siendo el valor del indice ORAC dependiente de procesos de

reparacion de radicales piranil por parte de la molécula antioxidante!?

En el segundo ensayo se utiliza la sonda rojo de Pirogalol (ORAC-PGR)
cuya alta reactividad en la reaccion con ROO- relaciona este método con la

constante de velocidad de la molécula antioxidante frente a estos radicales.[®®
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Ensayo ORAC-Py

El compuesto 1, estudiado bajo las mismas condiciones experimentales
gue los ensayos ORAC-FI no protegio la sonda piranina. A pesar de esto, al
aumentar la concentracion del derivado se obtuvo un perfil cinético

caracterizado por la ausencia de tiempo de induccion (figura 31,32).

FIFq

v -
0 200 400 600 800 1000 1200 1400 1600

Tiempo / seg
Figura 31. Perfil cinético del consumo de Py inducido por ROO-« en presencia
del derivado 1. Negro: Control; azul: 2 uM; verde: 4 pM; violeta: 7 uM; rojo: 10

UM,

Este tipo de perfil cinético, de tipo competitivo en ausencia de tiempo de
induccion, daria cuenta de una baja reactividad del compuesto 1 por los
radicales en comparacion con la sonda Py. Ademas, se descarta el reparo del

radical piranil por parte del derivado 1.
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Figura 32. Dependencia del area bajo la curva neta (AUCneta) VErsus

concentracion de 1.R?= 0,9564

Al contrario, el compuesto 3 presentd perfiles cinéticos con tiempos de
induccion bien definidos indicando proteccién de la sonda Py. Ademas, se
obtuvo una dependencia lineal entre AUC,¢ y las concentraciones de 3 como se

muestra en la figura 33 y 34.
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Figura 33. Perfil cinético del consumo de Py inducido por ROO-+ en presencia

del derivado 3. Concentraciones: negro: control; rojo: 0,5 uM; azul 1 uM; verde

2 uM; violeta 3 pM.
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Figura 34. Dependencia del area bajo la curva neta (AUCpeta) VeErsus

concentracion de 3. R?>=0,9882
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Del perfil cinético del compuesto 3 se determind el valor del tiempo de
induccion a la mayor concentracion de este derivado (7 puM) obteniéndose un
valor de estequiometria de 5,95 = 6. Si bien la presencia de tiempo de induccion
daria cuenta de un mecanismo de reparo de Py se obtendria una
estequiometria de 4 radicales peroxilo, dos por parte de la sonda Py y dos por
parte del compuesto 3. Es decir, la estequiometria de reaccion entre este
derivado y radicales peroxilo sigue siendo igual al reportado en la literatura n=2.
[87. 8] por tanto, este ensayo nos permite establecer que el compuesto 3 segun
este ensayo seria mas reactivo que 1 en la reaccion frente a ROO- en

presencia de la molécula sonda.

Para ambos derivados (1 y 3) se determiné un indice ORAC-Py

resultando 0,1y 1, respectivamente (tabla 4).

Para la evaluacién de proteccion de la sonda PGR por parte de 1 0 3 se
evidencio la nula protecciébn de esta sonda por parte de la adicion de los
compuestos, incluso se llegaron a utilizar altas concentraciones en celda (hasta
2,2 mM). Esto puede ser explicado debido a la alta reactividad de PGR frente a

radicales peroxilo en comparacion a los derivados adicionados al sistema.

Los perfiles cinéticos obtenidos para los distintos experimentos ORAC
utilizando fluoresceina, piranina y rojo de pirogalol, permiten concluir que
existirian procesos secundarios que son relevantes tanto en ORAC-FI como en
ORAC-Py.
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Derivado ORAC-FI ORAC-PY ORAC-PGR

1 5,9 0,1 R
3 3,6 1 -
Trolox 1 1 1

Tabla 4. indices ORAC para los compuestos 1y 3 utilizando las sondas Fl, Py

y PGR.

Por tanto, se deben tomar en cuenta otros procesos asociados a la

reaccion de 1 o 3 en los diferentes ensayos ORAC.

Estudio de la cinética de reaccion directa de radicales peroxilo con

hidroxicumarinas

Dado que el valor del area bajo la curva (AUC) toma en cuenta el tiempo
de induccién que como vimos, en algunas situaciones, es dependiente de
procesos de reparo (reaccion 9), de la velocidad inicial de reaccion entre la
molécula antioxidante con los radicales peroxilo y la extension de la inhibicion
total.®¥! Se hace necesario modificar el sistema e independizar el ensayo de la
molécula sonda.

Por esto se estudio la reaccion directa de los derivados en estudio con
radicales peroxilo generados a partir de la pirdlisis a 37° C de AAPH. Se
seleccionaron los compuestos 1, 2, 3y 6 y su consumo mediado por radicales

peroxilo, fue seguido por espectroscopia UV-Vis y/o por fluorescencia.
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La emision de fluorescencia fue importante en la preparacion de los
siguientes experimentos, ya que nos permitieron trabajar a concentraciones
bajas relacionado con el limite de deteccion de la técnica. La tabla 5 detalla los

indices ORAC-FI para los derivados seleccionados junto con las propiedades

fotofisicas:
Derivados indice ORAC-FL Fluorescencia
1 59 Aexc= 328 nm ; Aem= 443 nm
2 9,4 No fluorescente
3 3,6 Aexc= 360 nm ; Aem= 460 nm
6 1,9 No fluorescente
Trolox 1,0 -

Tabla 5. Indices ORAC-FI para los derivados en estudio e informacion sobre

las propiedades fotofisicas de los derivados.

En base a estas propiedades, los siguientes experimentos fueron
disefiados para los derivados fluorescentes 1y 3, cuyas estructuras presentan

un grupo hidroxilo y un grupo catecol respectivamente (figura 30).

Los derivados 2 y 6 no emitieron fluorescencia, debido a la presencia de
un grupo metoxilo en posicibn meta con respecto al hidroxilo, asi como también
el sustituyente triclorometil en el derivado 6, ambos ejerciendo un efecto
electroatractor segun las reglas de Hammet y por consiguiente, no aportando en

el proceso de transferencia de carga en el estado excitado. De hecho se ha
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demostrado experimentalmente que sustituyentes electrodonores en posicion 3,
6 y 7 del anillo cumarina promueven y aumentan el rendimiento cuantico de

fluorescencia.®

Las cinéticas de reaccion fueron desarrolladas utilizando las mismas
condiciones experimentales que el ensayo ORAC-FI, concentraciones en el
intervalo entre 0,3 uM y 2 uM para cumarina 1 y entre 0,5 pM — 7,0 uM para
cumarina 3. La concentracion de AAPH fue de 18 mM, lo que corresponde
segun la ecuacion 4 a una velocidad de generacion de radicales peroxilo de

1,47 uM/min.!4

Para el estudio de cinéticas a concentraciones entre (50 uM — 1 mM) se
utilizé la técnica de cromatografia liquida de alta eficacia (HPLC) con una

columna C18 y detector de arreglo de diodos (DAD).

En experimentos diferentes se incubd la solucion de 1 o0 3 a 37 °C en
tampoén fosfato 75 mM a pH 7,4. Tras alcanzar la temperatura se adiciond un
volumen determinado de AAPH llegando a una concentracion final de 18 mM.
La figura 35 muestra el consumo de los derivados 1 y 3 en funcién del tiempo,
cinética seguida a través de medidas de fluorescencia. Los derivados 1 y 3

reaccionaron eficientemente con radicales peroxilo.
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Figura 35. Cinética de consumo de hidroxicumarina 1 (a) y 3 (b) promovido por

radicales peroxilo, monitoreada a través de medidas de fluorescencia.

Por otra parte, el estudio de la reaccion de los compuestos 1y 3 a
concentraciones altas fue monitoreado por HPLC, de acuerdo a las condiciones
descritas en la seccion de materiales y métodos. El derivado 1 presenta un pico
cromatografico a un tiempo de retencion de 4,5 minutos y AAPH presenta un
pico cromatografico a 2,3 minutos. El derivado 3 presenta un pico

cromatografico a 3,9 minutos.

Las cinéticas de consumo de 1 y 3 en presencia de AAPH, fueron
monitoreadas cada 30 minutos por 4 horas de reaccion. La figura 36 muestra
los cromatogramas para el consumo de los derivados 1, 3 y AAPH, gréfico en el

cual la flecha indica el transcurso del tiempo.
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A partir de estos resultados, se evidencia una menor reactividad de 3
comparado con 1 contra radicales peroxilo. Los cuales fueron analizados con el

programa HPLC-computer acoplado a ChemStation LC 3D.
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50 - y ‘ 50 -
o ‘\t h
0 T T T T v T v 0 - T ' !
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Figura 36. Cromatogramas para el consumo de los derivados 1 y 3 por
oxidacion debido a radicales peroxilo, en el cual la flecha indica el transcurso

del tiempo de reaccion.

Del analisis de la pendiente del grafico de consumo de los derivados 1 y 3
(figura 35) a tiempo cero, junto con los datos obtenidos de consumo en el
tiempo a través de HPLC (figura 36) se obtuvieron los graficos de velocidad de

consumo [uM/min] versus concentracion de cumarina [uM] (figura 37a 'y 37b).
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Figura 37. Dependencia de la velocidad inicial de consumo de los compuestos

1 (a) y 3 (b) con su concentracion inicial.

Mediante la construccion de los graficos de Log vo vs Log [derivado] y su

valor de pendiente, tanto para el derivado 1 y 3 es posible obtener los érdenes

de reaccion (figura 38).
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Figura 38. Grafico Log Velocidad inicial Vo versus Log concentracion derivado

1y 3 (ayb). R?*= 0.78735; R°>=0.98068.
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El consumo de cada derivado en el tiempo puede definirse de la

siguiente forma:

= v = ak[ Cum]®? Ecuacion 5

= v = ak[ Cum]®* Ecuacion 6

Si bien el pardmetro a depende de la concentracion y la reactividad de
los antioxidantes adicionados, para una misma familia de compuestos, es

posible asumir que a es similar en la ecuacién 5y 6. 1°®

A baja concentraciéon de 1 o 3 (menor a 100 pM) la velocidad de
consumo de estos compuestos en la zona con pendiente positiva sigue una
cinética de orden 0,2 en hidroxicumarina 1y 0,4 en hidroxicumarina 3; estos
ordenes de reaccion fraccionarios o decimales dan cuenta de la complejidad del
mecanismo de reaccion de estos derivados con ROOQOe. Asimismo, pueden
existir otros factores que estén influyendo en el consumo de estos derivados,
siendo incluso posible la generaciéon de uno o mas productos. Se evidencia que
bajo estas condiciones cromatograficas no fue posible observar el o los

productos de reaccion.

A concentraciones mayores a 100 uM se llega a un valor constante de vy,

lo que significa que en el intervalo de concentraciones entre 100 pMy 1 mM la
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cinética de reaccidn es de orden cero en cumarina siendo la maxima velocidad
de consumo (0,4 uM/min) para 1 y 3. De acuerdo a estos datos junto con el
valor de R= 1,47 pM/min, cada molécula de 1 o 3 reacciona con

aproximadamente cuatro radicales peroxilo.

Por otra parte, la linealizacién de la zona de concentraciones menores a
100 pM de cada compuesto permite estimar la relacion de las constantes de
reaccion para 1 y 3 a través de la division de estos valores (K cum 1/ K cum 3)
obteniendo un valor aproximado igual a 2. En otras palabras 1 es dos veces

mas reactivo que 3 de acuerdo a las ecuaciones 5y 6.

Sin embargo, es necesario tener en cuenta la existencia de reacciones
secundarias del radical semiquindénico que podria afectar la velocidad de

consumo del compuesto neutro.

Estudio de reacciones secundarias a la reacciéon de hidroxicumarina con

radicales peroxilo

Estudios anteriores han propuesto que ciertos derivados 1,4-
dihidroxilados generan radicales 1,4-semiquinonico al reaccionar con radicales
peroxilo y ademas pueden estar involucrados en reacciones secundarias en las
cuales hay un consumo adicional de oxigeno y formacién de peroxido de

hidrégeno.®®
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Para determinar la presencia de este tipo de reacciones se disefiaron dos
tipos de experimentos tanto para 1 como para 3: medidas de consumo de

oxigeno y generacion-cuantificacion de hidroperoxidos.

En experimentos individuales se adicion6 a una celda tampoén fosfato 75
mM a pH 7,4 estabilizando la temperatura a 37 °C en ausencia y presencia de 1
y 3. La figura 39 muestra los perfiles de consumo de oxigeno de ambos
compuestos. Al llegar a una temperatura estable y constante de 37° C se inicio
la medicion de oxigeno. Transcurrido este tiempo, se inyectd al sistema una
alicuota de solucién madre de AAPH, de manera tal de tener una concentracion
final de 18 mM. Posteriormente, se dejo reaccionar por aproximadamente una
hora para luego adicionar una alicuota de solucion madre de 1 o 3 a una

concentracion final de 300 uM.

Al inicio de la medicién se evidencié una linea horizontal correspondiente
a la corriente detectada por el electrodo de oxigeno y dependiente de la presion
de oxigeno presente en la solucion de tampdn fosfato. Tras adicionar AAPH se
produce una disminucion en la presién de oxigeno (pendiente negativa) debido
al proceso de consumo de O, por la formaciébn de radicales peroxilo

manteniéndose a través del tiempo.

Al adicionar el compuesto 1 o 3 se produce la reaccion de los radicales

peroxilo con 1 o 3, proceso que no cambia la pendiente de consumo de
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oxigeno, por consiguiente las moléculas 1y 3 no llevan a cabo ni promueven

reacciones en cadena que induzcan un consumo adicional de oxigeno.

Adicion AAPH Adicion Cum 1
Purga N,
1.04 , , Purga N,
’ /
» 14
0.8 - ﬁ_.‘
Adicion Cum 3
0.6 -
o

(o]
0.4 -
0.2 Cum 3
0.0 ¥ T d T T T T 1

0 2000 4000 6000 8000

Tiempo / seq
Figura 39. Grafico de consumo de oxigeno a partir de la reaccién de 1y 3 con

ROO-

La formacion del radical semiquinénico en los grupos catecol en
presencia de oxigeno molecular puede desencadenar reacciones de reduccion
de éste, para luego formar peréxido de hidrogeno y la quinona correspondiente

como producto final (figura 40).
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Para estudiar si el compuesto 3 en presencia y ausencia de AAPH

produce peroxido de hidrogeno, se utilizé el método Fox.

OH o) o
OH RURH o R RH o
— > —_—
-H"

+

H 20,

20, o 2H,0,

Figura 40. Formacion de peréxido de hidrégeno a partir de un radical

semiquinonico.

Este ensayo se basa en la habilidad que poseen los hidroperoxidos para
oxidar el ion Fe** a Fe*" y este Gltimo para formar un complejo con el indicador
anaranjado de xilenol, el cual presenta una banda de absorcién a 560 nm."® De
esta forma, se puede cuantificar los hidroperoxidos totales generados por 3

mediante medidas de absorbancia.

Se evalud el compuesto 1 como control negativo a una concentracion de
50 pM. Posteriormente, la absorbancia fue interpolada en una curva de

calibracion preparada con peroxido de hidrogeno.
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La figura 41 muestra el grafico de barras para la eficiente reaccion de los
compuesto 1 y 3 en presencia y ausencia de AAPH y catalasa y con un tiempo

de reaccion de 20, 40 y 60 minutos y exposicion de dos horas.
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Figura 41. Grafico de barras de concentraciéon de hidroperéxidos versus

muestras a tiempos 20, 40 y 60 minutos de reaccion.
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Figura 42. Grafico de concentracion de hidroperoxido versus tiempo de

reaccion para el derivado 1y AAPH.

Ademas, es posible obtener la velocidad de formacion de hidroperoxidos
para 1 con una velocidad de 0,83 uM/min. En cambio la velocidad de formacién
de hidroperoxidos provenientes de AAPH tiene un valor de 0,43 uM/min (figura

42).

Al observar el cambio en la concentracion de hidroperoxidos a 60
minutos de reaccién entre 3 y AAPH a 37°C en presencia y ausencia de
catalasa, se comprueba la formacion de aproximadamente 5 uM de H,0O,, es
decir, tras una hora de reaccion sélo un 10% de la concentracion inicial de 3

genera peroxido de hidrogeno.
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A través de los experimentos de consumo de oxigeno se descarta la
adicion de oxigeno y la existencia de reacciones en cadena. Ademas, los
resultados del método Fox permitieron eliminar la existencia de una
sobreproduccion de peréxido de hidrogeno. Por tanto, los valores de capacidad

antioxidante no estarian influidos por este tipo de reacciones secundarias.

La dicotomia en los valores estequiométricos determinados
experimentalmente junto con los reportados en la literatura han sido explicados
a través de la baja reactividad de los compuestos en comparacion con la

reactividad de los radicales peroxilo.

Del andlisis de los resultados presentados en esta tesis se evidencia que
los tiempos de induccion evaluados empleando fluoresceina fueron
significativamente superiores a lo esperado, en especial para el derivado 1.
Esto se podria explicar por una baja reactividad de fluoresceina frente a
radicales peroxilo comparado con los derivados 1 y 3. De esta manera en el
sistema existirian reacciones de término de radicales peroxilo tal como se

describe en las reacciones 11y 12.

ROQO« + ROO* - ROOOOR reaccion 11

ROOOOR = 2RO+ + O, reaccion 12

Estas reacciones dan cuenta de que una fraccion de ROO- forman

[97]

radicales alcoxilo, los que tienen una reactividad superior a ROO- en
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consecuencia podria oxidar mas eficientemente a los derivados

hidroxicumarinicos y fluoresceina.

Evaluacion de la capacidad antioxidante de los derivados de

hidroxicumarina con radical hidroxilo mediante REE

Para evaluar la capacidad de scavenging de radicales hidroxilo que
poseen los derivados en estudio se efectué el ensayo denominado fenton no
catalitico a través de medidas de REE. Este fue desarrollado para la generacion
de tres especies reactivas radical OHe, CHz* y anién radical superéxido.

Este método fue modificado usando N,N-dimetiformamida como
solvente, forma mediante la cual se generan radicales hidroxilo en ausencia de
lineas hiperfinas adicionales provenientes de la generacion de radical metilo y/o
radical superéxido. La utilizacion del atrapador de espin DMPO permite la
estabilizacion del radical OHe al formar un espin aducto el cual posee un perfil
hiperfino caracteristico de cuatro lineas e intensidad 1:2:2:1. Este perfil hiperfino
se explica a través de la interaccidon hiperfina de un nucleo de nitrégeno y un
nacleo de hidrogeno atribuido al atrapamiento del radical hidroxilo a un tiempo
estandarizado de 5 minutos de reaccion. Tal como se muestra en la figura 43
linea gris.

En experimentos por separado se evalud la capacidad que poseen los
derivados en estudio para reaccionar con OHe durante 5 minutos disminuyendo

de esta forma la intensidad del espin aducto formado (figura 43; linea roja).
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Todos los derivados con excepcion del compuesto 5, evidenciaron una

disminucién en la formacién del espin aducto asociado a la disminucion de

radical OHe.
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Figura 43. Espectros REE para el aducto DMPO-OH (linea gris) en ausencia

derivados. Espectro REE para el aducto DMPO-OH en presencia de derivados
1(a)y5(b).
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Los derivados 3, 4, 5, 6, 7 evidenciaron mayor porcentaje de
apagamiento, cuyos valores estuvieron influidos por el nimero y tipo de grupo
de hidroxilo presente en el nicleo cumarina. Los compuestos con grupo catecol
presentaron mayores valores de scavenging en comparacion con los derivados
1y 2. Sin embargo, este apagamiento fue menor comparado con el compuesto
5 que presentd un 100 % de disminucion.

El espectro REE de 5 presenta otro patron hiperfino el cual puede
explicarse en términos de un completo apagamiento del radical hidroxilo y el
atrapamiento de otro tipo de radical con un patrén de seis lineas hiperfinas y un
valor del parametro g demostrando el atrapamiento de otro tipo de radical por
DMPO el cual es atribuible al radical secundario que se encuentra centrado en
carbono. (Figura 43b)

Los valores de porcentaje de scavenging para cada derivado se

muestran en la tabla 6.
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Derivado radisccjvrﬁg?(i)r;(gillo %
1 9,2
2 3,7
3 27,1
4 55
5 100
6 44,3
7 30,2

Tabla 6. Porcentajes de disminucion de la sefial del espin aducto DMPO-OH en

presencia de las moléculas en estudio.

En este tipo de experimento el nUmero de grupos hidroxilo es un factor
estructural determinante en la actividad antioxidante. Por esto, los derivados

monohidroxilado presentan menores valores de scavenging.

La diferencia entre los derivados con grupo catecol y el derivado 5 con
grupo resorcinol se debe principalmente a los puentes de hidrogeno formado
entre los grupos hidroxilos de catecol junto con la formacion de puentes de
hidrogeno entre el oxigeno del grupo pirona y el grupo hidroxilo en la posicion 8
en los derivados 6 y 7, este tipo de interaccidon intramolecular no se presenta

en el grupo resorcinol del compuesto 5.
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Asimismo, es posible asociar la capacidad de scavenging de OH+ a las
condiciones experimentales, el sistema tiene un pH promedio de 8, es por esto
que los derivados 1y 2 presentan los porcentajes mas bajos, los valores de pka
de cada de derivado también son un factor a tomar en cuenta para explicar la

actividad antioxidante.

Influencia de los valores de pka de los derivados monohidroxilado y
dihidroxilado

Los valores del pardmetro pKa asociado a la ionizacién de los derivados
de hidroxicumarina a un determinado pH fue determinada mediante la técnica
de fluorescencia a diferentes valores de pH utilizando el tampdon Britton
Robinson a una concentracion de 0,1 M cuyo intervalo de pH va desde valores
2al2.

Se seleccionaron dos compuestos de la serie en estudio la cumarina 1y
3. Las condiciones experimentales del ensayo de scavenging del radical OHe
mediante REE indican un pH de trabajo de 8. La figura 44 muestra los graficos

obtenidos de intensidad de fluorescencia versus pH para ambos derivados.
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Figura 44. Graficos de intensidad de fluorescencia versus pH para ambos

derivados.

Mediante la ecuacion de Herderson-Hasselbach (ecuacién 7) se calculo

la razén de hidroxicumarina ionizada y la especie protonada.

ArOo~

oy Ecuacion 7

pH = pKa + log
De acuerdo a esto el derivado 1 con un pKa aproximadamente de 6,1
presentaria una ionizacion de un = 79%. El derivado 3 cuyo primer pKa es 7,2
(valores experimentales de pKa 7,35 y 11,72)® se encuentra disociado un
6,3%. En resumen tanto el niumero de grupos hidroxilo presentes en cada

compuesto junto con el porcentaje de ionizacion son los factores importantes
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que da explicacién a la capacidad de scavenging frente a radical hidroxilo de
ambos derivados (tabla 6).

Caracterizacion 'y estudio de las propiedades electréonicas vy
conformacionales de los derivados de hidroxicumarina en estado neutro y

radicalario, utilizando metodologias de la mecanica cuantica.

El estudio de las propiedades electronicas y conformacionales de los
derivados de hidroxicumarina en estado neutro y radicalario mediante
metodologias de la mecanica cuantica permitié obtener los conféormeros mas
estables. Estructuralmente, todos los derivados presentaron planaridad en el
nacleo cumarinico y el compuesto 7 presentd conformacion silla en su

endociclohexano.

La energia del orbital molecular de mayor nivel ocupado (HOMO) es un
importante parametro que nos entrega informacién acerca de la estructura
electronica molecular. Compuestos que poseen un bajo valor HOMO tienden a
tener menor habilidad para donar o ceder electrones. Por el contrario, valores
altos de HOMO implica que la molécula posee buenas propiedades

electrodonoras.

Se conocen al menos dos mecanismos relacionados con procesos de
scavenging de especies reactivas. Transferencia directa de un atomo de
hidrogeno (mecanismo HAT) y transferencia de un electrén seguido por una
transferencia de un protén (SET-PT).
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Sin embargo, se ha postulado que este Ultimo mecanismo puede
efectuarse en otro orden, primero la transferencia de un proton y luego la
transferencia de un electron. Estos mecanismos pueden co-existir en sistemas
biolégicos y quimicos. Para algunos sistemas en particular el mecanismo

antioxidante es definido sélo por los valores HOMO. % 101

Los valores de energia HOMO se presentan en la tabla 7. Asimismo, se
tabulan los valores de potencial de oxidacién junto con el valor de AG g 298 k-
Para determinar el valor de la energia libre de Gibbs se utilizd la

siguiente ecuacion:

AGoxidacion 298k = [(Earo. + Enzo+) — (Earon — En,o)] * 620,5095 Ecuacion 8

Donde:

Earo.: Energia obtenido para la especie radicalaria usando un nivel de teoria 6-
31+g** tight.

Enso': Energia obtenida para la molécula de hidronio un nivel de teoria 6-31+g**
tight.

Earon: Energia obtenida para la molécula neutra un nivel de teoria 6-31+g**
tight.

Ewzo: Energia obtenida para la molécula de agua un nivel de teoria 6-31+g**

tight.
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La tabla 7 resume los valores de AGyig208 k Obtenidos para el proceso de

oxidacion junto con los valores de potencial de oxidaciéon, energias HOMO.

Po_tenc;i,al de
vurato | Sificaana, | “Teint | e

AgCI/KCI[ V]

1 0,74 153,0 -151,9

2 0,65 152,5 -151,9

3 0,33 147,8 -139,2

4 0,75 154,4 -154,2

S 0,68 151,9 -154,2

6 0,26 147.,6 -146,2

7 0,22 /0,09 (Epc) 145,8 1411

Tabla 7. Valores de Potencial de oxidacion, AGoxid 208 k Y €nergias HOMO para

las moléculas en estudio.

A partir del andlisis de los valores presentados en la tabla 7 se observa
que existe una completa correlacion entre las energias de HOMO (Orbital
molecular de alta energia) para las moléculas neutras con el potencial de
oxidacion experimental.

La determinacion de la densidad de espin fue realizada usando el

analisis poblacional NPA, método que permite particionar la densidad
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electronica o en su defecto, la funcion de onda en cargas localizadas sobre los
nacleos.

Ademas, es posible obtener ocupaciones y cargas en la cual no se
utilizan los orbitales moleculares directamente sino que se recurre a los
orbitales naturales que son las funciones propias de la matriz densidad reducida
de primer orden. Estos orbitales naturales estan localizados y son
ortogonalizados. Por tanto, al realizar la diferencia de densidades de los
orbitales alfa y beta se obtiene el porcentaje de densidad de espin obtenida

para cada atomo.

La figura 45 muestra las densidades de espin para los derivados
monohidroxilados 1, 2, 4 y el derivado 5 con el grupo resorcinol, cuyas
estructuras presentan los mayores porcentajes en el ndcleo cumarinico,
explicando la formacion del espin-aducto con PBN. Las densidades de espin
fueron concordantes con los valores de constante de acoplamientos

experimentales y simulados.

Estos datos permiten correlacionar los espectros REE de los derivados 3,
6 y 7. Recordando que para el compuesto 3 se determinaron acoplamientos
hiperfinos entre los nucleos de hidrégeno presentes en las posiciones 3, 5y 8
con constantes hiperfinas ay= 0,65 G, ay=0,67 G, y ay=2,00 G, asi como un ay=
0,52 G para tres nacleos de hidrogeno equivalentes del metilo en posicién 4. La

densidad de espin en 3, se deslocaliza a través de todo el ndcleo cumarinico.
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Figura 45. Analisis NPA obtenida para los compuestos 1,2 ,4y 5.
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Figura 46. Andlisis NPA obtenida para los compuestos 3,6y 7.

La densidad de espin en la estructura del compuesto 6 se encuentra
principalmente distribuida en la parte superior del nicleo cumarinico entre los

carbonos 3, 4, 4a, 5, 6, correlacionando con los acoplamientos hiperfinos de los
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nacleos de hidrogeno en posicion 3,5 y 6, explicados anteriormente. Las doce
lineas hiperfinas en el espectro REE del compuesto 7 fueron explicadas a
través de los acoplamientos de los hidrégenos en la posicion 5, 6, y tres
hidrogenos equivalentes presentes en el endociclohexano, estos acoplamientos

coinciden con las densidades de espin de 7. (figura 46)

Racionalizacion de los resultados de capacidad antioxidante con valores

de parametros obtenidos mediante el estudio teérico

Existen dos principales mecanismos para explicar las propiedades
antioxidantes de un determinado compuesto: transferencia de un atomo de
hidrogeno (HAT) y transferencia de un electrén (SET-PT). Ademas, es posible
la existencia de mecanismos secuenciales: Transferencia de un electréon
seguido de transferencia de proton, mecanismo SPLET referido como perdida
de un protén secuencial y entrega de un electrén, perdida de un electrén

seguido de transferencia de un proton.

El esquema de la figura 7 permite describir los parametros que influyen
termodinAmicamente en los diferentes mecanismos y utilizando los datos
obtenidos del estudio tedrico fue posible distinguir entre HAT, SET-PT y/o

SPLET.
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Los diferentes mecanismos son definidos como sigue:

Mecanismo HAT

RO; + ArOH - ROOH + ArO Reaccion 13

Mecanismo SET-PT

RO3 + ArOH - RO; + ArOH** Reaccién 14

ArOH** - ArOH® + H* Reaccion 15

Por tanto, la reaccién 13 es directamente la abstraccion de un atomo de
hidrégeno mientras que la reaccion 14 es racionalizada asumiendo la formacion

de un intermediario catidonico como paso inicial.

El mecanismo SPLET, resulta de la formacion del anién fendxido (ArO-)
como primer paso (reaccion 16) y segundo paso la transferencia de un electron
(reaccion 17). Estos procesos estan gobernados por la afinidad de protén (PA) y

por la entalpia de transferencia de electron (ETE).

Mecanismo SPLET

ArOH - ArO~ +H* Reaccion 16

ArO0~ - ArO° + e~ Reaccion 17
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A pesar de que los tres mecanismos envuelven intermediarios diferentes

el resultado neto es el mismo.

Como primer analisis, los bajos valores obtenidos para las energias
HOMO de 1, 2, 4 y 5 concuerdan con los valores de potencial de oxidacion
experimentales. Estructuralmente, no pueden formar puentes de hidrogeno
intramolecular por esto es que pueden estar envueltos en un mecanismo

antioxidante HAT.

Los compuestos con grupo catecol 3,6 y 7 podrian seguir el mecanismo
SET debido a sus altos valores de energia HOMO y a la formacién de quinona

como producto final.

En un segundo andlisis, el mecanismo HAT depende Unicamente de los
valores de entalpia de disociacion de enlace (BDE) mientras que los valores de
potencial de ionizacion (Ip) y la afinidad de protén (PA) son los valores
limitantes para los mecanismo SET-PT y SPLET, respectivamente. Estos

valores se muestran en la tabla 8.

Al comparar los valores de los parametros para 1 y 2, el derivado 2
posee menor BDE, igual afinidad de proton y mayor valor de Ip que el derivado
1. Por consiguiente este derivado actua a través de un mecanismo HAT

mientras que 1 sigue un mecanismo SPLET. Esto ultimo es ratificado al analizar

Péagina | 102



el valor de pKa experimental aproximado (~6,4) junto con su potencial de

oxidacion, es decir, transferencia de un protén seguido de un electron.

Los compuestos 4 y 5 presentan iguales valores de afinidad de proton y
baja diferencia entre sus valores de BDE (0,6 kcal/mol). De la comparacion de
los valores de Ip, ETE y PDE, el derivado 4 sigue un mecanismo SPLET

mientras que 5 actda por un mecanismo SET-PT.

Al comparar los diferentes parametros para los derivados 6 y 7 se
diferencia entre un mecanismo SPET y HAT, respectivamente. Por ultimo, al
comparar los valores obtenidos para el derivado 3 se encuentra el menor valor
de PA (39,4 kcal) y un menor valor de Ip (137,4 kcal) en comparacion con todos
los derivados de acuerdo a esto el mecanismo antioxidante para 3 seria SET-
PT. Esto concuerda con la capacidad electrodonora del OH del grupo catecol
que estabiliza el radical ArO+*°? con su bajo valor de potencial de oxidacién y

con los valores de pKa experimentales.
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BDE IP PDE PA ETE
Derivado
[kcal/mol] [kcal/mol] [kcal/mol] [kcal/mol] [kcal/mol]

1 92,5 138,1 267,6 33,8 85,3
2 90,6 139,3 265 33,8 83,5
3 88,7 137,4 265 39,4 75,9
4 93,1 145,6 261,3 31,9 87,9
5 93,7 143,7 263,8 31,9 88,5
6 87,4 146,8 2544 26,3 87,9
7 84,9 138,1 260,6 31,3 80,3

Tabla 8. Valores de los parametros BDE, IP, PDE, PA y ETE obtenidos a partir

de los valores tedricos para los conformeros de menor energia.
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Estudio de los derivados de hidroxicumarina en modelos de membrana

Ensayo de permeabilidad paralela en membrana artificial

La difusién pasiva a través de membrana se determiné utilizando el
ensayo de permeabilidad paralela en membrana artificial (pampa). La placa
presenta pocillos dadores y aceptores se prepararon siguiendo la metodologia
descrita en la seccién anterior.

La solucién madre de 1y 3 fue incorporada a una placa de 96 pocillos la
cual contiene la membrana de fosfatidilcolina previamente formada. Luego de
un tiempo de dos horas de agitacién se midio la absorbancia de los pocillos
dadores y de los platos aceptores.

Los coeficientes de extincion molar previamente determinados fueron
usados para cuantificar la concentracion en cada pocillo (1 A= 328 nm; €= 20220
M*cm™) y 3 (A= 360 nm; e= 23091 M *cm™).

Los datos de absorbancia para el receptaculo aceptor no pudieron
cuantificarse ya que estuvieron fuera del limite menor de deteccién para la
técnica de espectrofotometria, es decir, practicamente fueron cero.

Las medidas de los receptaculos donores permitieron determinar que el
compuesto 1 se encuentra asociado en un 93,7 + 0,1 % a la membrana y el

compuesto 3enun 94,1 + 0,1 % (n=3).
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Determinacion de Coeficiente de particion liposoma/tampon a pH 7,4 de

derivados de hidroxicumarina

El logaritmo del coeficiente de particibn en octanol/agua es una medida
del hidrofobicidad de compuestos y se asume como la representacion general
de la particion de un compuesto entre una fase acuosa y una fase organica. No
obstante, cuando se relaciona este concepto a un sistema liposoma/tampon
resulta dificil determinar el volumen de liposomas, incluso asumir la region de
lipidos como una fase homogénea. Ademas, es muy probable una mayor
interaccion de las moléculas con las membranas a partir de enlaces de

hidrogeno u otras interacciones de tipo Van der Waals.

Por estas razones, junto con la informacién obtenida de los ensayos
Pampa, resulta apropiado definir esta interaccion a partir de una pseudo

constante de asociacion.%*1%]

Para determinar la fraccion de compuestos 1 y 3 asociados a las
membranas y/o a los grupos polares presentes en las cabezas de los
fosfolipidos, se determiné la pseudo constante de asociacion K. La cual se

define como:

fraccion de compuesto X en lipidos

(L]

KPSGUdO =~ Tfraccion de compuesto X en agua Ecuacion 9

(W]
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Definiendo [L] concentracion de lipidos y [W] concentracion de tampon
Tris pH 7,4 con una concentracion final de 20 mM, las fracciones de compuesto
en lipido y en tampon fueron determinadas por medidas de fluorescencia del

sobrenadante, obtenido del proceso de ultrafiltracion.

La tabla 9 presenta los resultados obtenidos para el compuesto 1 y 3,
junto con el porcentaje de compuestos enlazados a liposomas a una

temperatura menor a la temperatura de transicion de fase.

Compuesto | Kpseudopppc | Kpseudopppc.Er

1 236 +16 164 + 16

3 1846 + 275 997 + 20

Tabla 9. Valores de pseudo constante de asociacién para el compuesto 1y 3

en liposomas de DPPC y DPPC:EF en una razén 50:50 (n=3).

Los datos tabulados en la tabla indican que ambos compuestos en
presencia de una suspension de liposomas se encuentran asociados a la fase
lipidica. Estos resultados concuerdan con los datos obtenidos de los ensayos

de permeabilidad en membrana artificial.
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Estudio de la interaccion de los derivados de hidroxicumarina en modelos

de membranas a través de dinamica molecular

Este estudio fue realizado a través de dinamica molecular la cual se basa
en la mecéanica clasica ademas de la aproximaciéon de atomos unidos. Por
consiguiente, estos resultados deben necesariamente estar asociados a datos
experimentales y de este modo comprobar si el modelo disefiado representa el
comportamiento de los derivados en membranas lipidicas.

Los datos obtenidos de la dinAmica molecular en un tiempo establecido
de 100 us permitieron construir el grafico de la densidad de masa en el eje z.
Estos graficos dan una distribucion de la posicion de cierto atomo del lipido a lo
largo del eje perpendicular a la membrana.l**® %! Es decir, indica los lugares de
interaccion entre los derivados de hidroxicumarina y la membrana lipidica.

La figura 47 muestra el grafico de densidad de masa el cual entrega
informacion de la interaccion de 1 con las diferentes regiones de la membrana.
Se observa que dentro de todas las interacciones que puede establecer el
compuesto 1 con la membrana lipidica son principalmente con el grupo colina 'y
fosfato del lipido dimetilfosfatidilcolina (DPPC). Estas interacciones
mayoritariamente de tipo Van der Waals pueden ser asignadas a las
interacciones de tipo puente de hidrégeno entre el grupo hidroxilo y algin
oxigeno del grupo fosfato asi como también interacciones de tipo cation-nube
T entre la carga negativa parcial sobre y bajo el anillo benceno del nucleo

cumarinico de 1y la carga positiva del amonio cuaternario del grupo colina.
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Figura 47. Grafico densidad de masa para el sistema DPPC: 1.

A través del anélisis utilizando el software VMD!®® se obtuvo una imagen
del sistema DPPC:1 (figura 48) que muestra en forma mas descriptiva estos
resultados. Con esto se confirma la existencia mayoritaria de este tipo de
interacciones y ademas permite observar algunas moléculas localizadas en la

region de la cadena de C2 y C6 de DPPC.
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Figura 48. Imagen dinamica Compuesto 1 en membrana de DPPC.

Otra de las propiedades importantes son los parametros de orden. Estos
datos permiten determinar la modificacion del “orden” que posee el sistema a
través de la incorporacion de los derivados. Experimentalmente se obtienen a
través del estudio de los fosfolipidos marcados con deuterio mediante la
espectroscopia de resonancia magnética nuclear H-NMR determinando los
acoplamientos cuadrupolares del enlace C-D de las cadenas hidrofébicas. Este
tipo de estudios han sido comparados con resultados experimentales y se ha
establecido que estos valores tienen una buena correlacién con datos obtenidos

de dindmica molecular.!*08111
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El grafico de la figura 49 muestra los parametros de orden obtenidos para
DPPC en ausencia y presencia de 1. La figura 49 (a) muestra datos
experimentales que detallan un aumento en la fluidez de membranas debido a
la incorporacion de fosfolipidos insaturados a membranas de DPPCH!!?
produciendo un aumento en los valores de parametros de orden definidos como
Sco ™, Estos datos permiten establecer que la incorporacion de 1 al sistema
DPPC produce un leve aumento en la fluidez de membrana afectando

especialmente a la cadena de los fosfolipidos desde el Carbono 8 al Carbono

15.

025 7T oo g b)

0.20 4

0154015

W
01091 o psm, _
—a— PSM-d, /POPC 2:1 \
0.05q1 |—=—DPPC+1 0054| —*— PSM-d,/POPC 1:1 \
o DPPC —v— PSM-d, /POPC 1:2
—o—DPPC-d,,
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3 6 9 12 15 3 6 9 12 15

. . carbon position i
Posicion carbon i

Figura 49. a) Parametros de orden determinados para el sistema DPPC
presencia y ausencia de 1. b) Parametros de orden obtenidos

experimentalmente para DPPC y la mezcla con fosfolipidos insaturados.
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Por otra parte, el grafico de densidad de masa obtenido para el
compuesto 3 muestra principalmente interacciones de tipo catiébn-nube T entre
la carga parcial negativa producida en el anillo benceno del nacleo cumarinico
con la carga positiva del amonio cuaternario del grupo colina. (figura 50)

Esto se observa en la figura 51 de manera mas descriptiva en la imagen
de la dindmica molecular del sistema DPPC: 3 evidenciando una localizacion

aparente de 3 en la zona de las colinas.

600 T T T T T T T T r T r T
3
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500 - — Fosfato B
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400 - E
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Figura 50. Grafico densidad de masa para el sistema DPPC: 3

A partir de esto se obtiene el grafico de los parametros de orden para
este sistema donde no se observa cambios en la fluidez de membrana. (Figura

52).
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Figura 52. a) Parametros de orden determinados para el sistema DPPC
presencia y ausencia de 3. b) Pardmetros de orden obtenidos

experimentalmente para DPPC y la mezcla con fosfolipidos insaturados.
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Determinacion de la capacidad antioxidante de derivados de

hidroxicumarina en liposomas.

La capacidad antioxidante de los compuestos en estudio en liposomas
utilizados como modelos de membrana fue evaluada a través de la oxidacion de

la sonda DPH mediada por ROOe-.

Esta capacidad no pudo ser determinada debido a que la oxidacion de la
sonda a través de radicales peroxilo generados por el azocompuesto
hidrosoluble AAPH no fue evidenciada. Esto podria deberse a la rigidez de la
membrana DPPC en la cual los radicales peroxilo generados son pueden llegar

al sitio de reaccion.

Por esta razon, se realizd una variacion en la composicion del sistema, y
se utiliz6 DPPC: EF en proporcion 50:50. A pesar de que existe una mayor
movilidad de las cadenas hidrofobas y se esperaba una mayor fluidez al
incorporar esfingomielina la difusién de los radicales ROO- no fue lo suficiente
para llegar al sitio de reaccidén y por consiguiente no se observé una oxidacion
del sistema liposoma: DPH. En la figura 53 se muestra la orientacién de la
sonda DPH paralela a las cadenas de los fosfolipidos*'® la que se encuentra

inmersa interactuando con los grupos en los sistemas DPPC y DPPC:EF.
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Figura 53. Localizaciéon de sonda DPH en el sistema DPPC (A) y DPPC: EF

(B)

A pesar de la profundidad de la sonda en las membranas, al adicionar al

sistema AAPH no se evidencié una disminucién en intensidad de fluorescencia,

manteniéndose en el tiempo en los dos sistemas y por consiguiente en el

sistema DPPC: EF no hubo evidencia de oxidacion.
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Determinacion de la capacidad antioxidante de derivados de

hidroxicumarina en membranas de eritrocitos.

A diferencia de la preparacion de liposomas en que existe una razon
conocida de fosfolipidos saturados en insaturados, las membranas de eritrocitos
son mucho més complejas. En términos de constitucion, contienen cerca de un
50% de fosfolipidos, entre saturados e insaturados y estos Ultimos cerca de un
20% son esfingolipidos. Ademas, poseen proteinas de membrana y colesterol,
este ultimo tiene como funcién favorecer la fluidez de la membrana, para asi

facilitar procesos de transporte.

Para estos ensayos las membranas de eritrocitos fueron incubadas a
37°C por 24 horas con la sonda DPH a una concentracion final de 6 uM, en
ausencia y presencia de los compuestos 1y 3 en concentraciones de 5, 10y 20

HM.

Transcurrido el tiempo de incubacion, se realizaron medidas de
intensidad de fluorescencia de la sonda DPH en el tiempo a 37°C al adicionar

18 mM, concentracion final de AAPH, como generador de radicales peroxilo.

La figura 54 muestra los perfiles cinéticos para el consumo de DPH en el

tiempo en ausencia y presencia del compuesto 1.
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Figura 54. Cinéticas de consumo de DPH en membranas de eritrocitos en

ausencia y presencia de compuesto 1 (n=3).

En ausencia de derivado 1 se observé una disminucion en la intensidad
de fluorescencia debido a la oxidacion de la sonda DPH mediada por ROO-. En
presencia de diferentes concentraciones del derivado 1 se observé la proteccién

de la sonda, siendo esta concentracion-dependiente.

Asimismo, en ausencia del derivado 3 (figura 55) se produce una
disminucién en la intensidad de fluorescencia producto de la oxidacion de la
sonda DPH al igual que el comportamiento observado en la figura 54. Sin
embargo, al incorporar al sistema diferentes concentraciones del compuesto 3

(5 UM y 10 uM) se evidencié una abrupta disminucion en la intensidad de
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fluorescencia hasta aproximadamente un 15y 20 % de avance de la reaccion. A

20 uM la cinética de consumo es practicamente igual al blanco.
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Figura 55. Cinéticas de consumo de DPH en membranas de eritrocitos en

ausencia y presencia de compuesto 3. (n=3)

De estos resultados obtenidos se desprende que, en ausencia de 1 o 3,
se lleva a cabo la oxidacion de la sonda incorporada en las membranas de
eritrocitos. Las diferencias en proteccién frente a procesos de oxidacion serian

debido a la diferencia en la reactividad entre ambos derivados.

Sin embargo, es dificil atribuir completamente este resultado a un sélo
proceso, ya que en estos sistema reales existen una serie de procesos
oxidativos paralelos debido a la composicion de estas membranas con
diferentes tipos de fosfolipidos, colesterol y proteinas hace que ésta presente
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una mayor fluidez en comparacion con los liposomas preparados. Una de las
reacciones paralelas posibles puede ser la formacion de orto-quinona como
producto principal de 3 el cual podria reaccionar con los grupos sulfidrilos de
proteinas constituyentes de estas membranas, produciendo asi la oxidacion de
estas e influyendo en su capacidad antioxidante. Finalmente, debido a que en
nuestras condiciones experimentales la generacion de radicales peroxilo se
produce en solucion acuosa, la difusion de ROO-* no sigue una distribucion

uniforme en la fase lipidica.***!
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Discusién general

El presente estudio abordo las propiedades antioxidantes de siete
derivados de hidroxicumarina los cuales se separaron en dos grupos, los

derivados monohidroxilados y dihidroxilados.

El estudio electroquimico permiti6 proponer dos tipos de mecanismos
llevados a cabo por los derivados 1-5 segun los criterios de diagnostico
postulados por Nicholson & Shain de tipo CE;j.,. Por otra parte, el derivado 6
presentd otro pico anddico lo que fue atribuido a la presencia del grupo
electroatractor fuerte fluorometilo. EI compuesto 7 sigue un proceso oxidativo
cuasireversible cuyos parametros electroquimicos fueron independiente de la
velocidad de barrido. Su potencial de pico catédico se desplaz6é a potenciales
menos positivos en comparacion con otros derivados dihidroxilados, este
comportamiento es explicado segun los criterios de diagndstico como un
proceso ECcuasireversible: 10d0S los mecanismos de oxidacion fueron controlados

de forma difusiva hacia el electrodo de trabajo.

Mediante el estudio por resonancia de espin electronico comprobamos la
generacion de radicales libres provenientes de los derivados en estudio. Estas
especies radicalarias fueron de corta vida media, ya que se debi6 utilizar

atrapadores de espin y quelantes para su posterior deteccion.
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Asimismo, las distribuciones de la densidad de espin obtenidas mediante
un calculo NPA fueron concordantes con las constantes de acoplamiento

hiperfino y la deslocalizacion del electron por el ndcleo cumarinico.

De acuerdo a este estudio inicial se propuso que los derivados con mas
de un grupo hidroxilo poseen mayor capacidad antioxidante que los derivados

con un grupo hidroxilo.

Es por eso, que mediante el uso del ensayo ORAC utilizando la sonda
fluoresceina se evalu6é la capacidad antioxidante de los siete derivados de
hidroxicumarina. Sin embargo, contrario a lo propuesto en el estudio preliminar
de potenciales de oxidacion y REE, se obtuvieron mayores valores de indice
ORAC relativo a Trolox para los derivados 1 y 2 quienes poseen sélo un grupo
hidroxilo. Los derivados dihidroxilados presentaron valores entre 3,5 y 1,9
siendo preponderante la sustitucién en posicién orto comparado con meta.
Adicionalmente, los valores de estos indices ORAC-FI fueron graficados en
funcién de los potenciales de oxidacion experimentales. Resultado de esto, se
concluy6 que los parametros antes mencionados no correlacionaron entre si,
por tanto la capacidad antioxidante no depende Unicamente de este factor

termodinamico.

La utilizacion de compuestos estandar (7-hidroxicumarina y 4-metil-5,7 —
dihidroxicumarina) se realizé6 un analisis estructural de cada derivado en
relacion a sus sustituyentes. A pesar de que este analisis los efectos
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electronicos ejercidos por los diferentes sustituyentes no correlacionaron
mayormente con los valores de indice ORAC obtenidos. Es posible establecer
que la presencia del grupo hidroxilo en posicion 7 favorece la actividad

antioxidante.

De acuerdo a esto se profundizé en el estudio de otras variables
implicadas en la capacidad antioxidante. Como primera etapa se estudiaron los
perfiles cinéticos de consumo de fluoresceina evidenciando altos valores
estequiométricos. Estos resultados condujeron al estudio de la capacidad

antioxidante de los derivados 1 y 3 mediante ensayos ORAC-Py y ORAC-PGR.

Los perfiles cinéticos ORAC-Py en funcion del tiempo para 1 y 3 fueron
distintos, en el primero no se observo tiempo de induccidon mientras que en el
segundo se obtuvo un perfil con un tiempo de induccion bien definido. Los
valores ORAC relativos a Trolox fueron 0,1 y 1 para ambos derivados,
respectivamente. Ademas, en el ensayo ORAC-PGR no se evidencio proteccion
para ninguno de los derivados estudiados. Estos antecedentes conducen a
proponer que tanto el derivado 1 y 3 son menos reactivos frente a radicales

peroxilo que piranina y rojo de pirogalol.

Sin embargo, el ensayo indirecto de la capacidad antioxidante (ORAC)
presenta muchas reacciones involucradas que en algunos casos conducen a
diferentes conclusiones. Es por esto que se independiz6 de la molécula sonda y
se realizd reacciones directas entre el derivado 1 y el derivado 3 con radicales
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peroxilo. Los datos experimentales obtenidos para cinéticas monitoreadas ya
sea por medidas de fluorescencia o por medidas de consumo de ambos
derivados por HPLC nos condujeron a la obtencion de la velocidad maxima de
consumo (bajo condiciones de orden cero) tanto para 1 como 3 fue de 0,4
UM/min. Y una estequiometria de 4 moléculas de ROO- por molécula de

compuesto.

Los 6rdenes de reaccion determinados a partir de los datos cinéticos
fueron 0,2 y 0,4 para 1 vy 3, respectivamente. Indicando un mecanismo de
reaccion complejo. Asimismo, el cociente de los valores de constante de
velocidad entre ambos derivados permitié establecer que el derivado 1 es mas
reactivo que 3 frente a los radicales peroxilo. Ademas, se establecié que la
sonda fluoresceina es menos reactiva contra radicales peroxilo en comparacién
con ambos derivados. Adicionalmente, se descarto la existencia de reacciones

en cadena y produccion de peroxido de hidrogeno para ambos derivados.

De acuerdo a todos estos resultados, los perfiles cinéticos empleando
fluoresceina estarian ligados a una menor reactividad de esta sonda frente a
ROO-« en comparacion con ambos derivados. Se propone la generacion de
tetroxido a partir de la reaccién de termino entre dos moléculas de radicales
peroxilo para luego descomponerse y genera el radical alcoxido ROe. Esta

produccion es favorecida ya que se libera una molécula estable (O5).
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Por consiguiente, existe una fraccion ROOe+ que reacciona con una
fraccion de 1 y coexiste otra fraccion de ROOe que genera RO+ y que
reaccionaria con 1 y/o con subproductos de este derivado dando explicacién al

valor de la estequiometria de reaccion.

Los resultados del scavenging frente a radicales hidroxilo de todos los
derivados en estudio fueron dependientes de los valores de pKa, ya que este
experimento tiene un pH de trabajo de 8. Por tanto la fraccion de
hidroxicumarina en forma aniénica y neutra influencia directamente los valores

de actividad antioxidante.

Los calculos computacionales permitieron establecer los valores para los
pardmetros PA, Ip y BDE y con esto proponer los mecanismos antioxidantes
gue son favorecidos termodinamicamente. Estos mecanismos correlacionaron

con los valores de pKa y potencial de oxidacién de los derivados 1y 3.

El estudio de incorporacién de los derivados de hidroxicumarina 1y 3 en
modelos de membrana fue determinado en sistema Pampa y liposomas con
mayores valores de pseudo constante de reparto para 3 en comparacion a 1

(1846 + 275, 236 + 16)

A pesar de tener una diferencia entre estos valores experimentales,
ambos derivados estan mayoritariamente asociados a estos modelos de

membrana. Los modelos de membrana modelados a través de dindmica
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molecular correlacionaron con todos los valores experimentales en estos

sistemas.

Finalmente, la evaluacion de la proteccion de la sonda DPH a través de
la incorporacion de 1 o 3 en liposomas fue dependiente del proceso de
generacion de radicales peroxilo y la rigidez de la membrana de DPPC vy
DPPC:EF. En cambio, la oxidacion de esta sonda en membranas de eritrocitos
fue menor al incubar con el derivado 1 versus el compuesto 3. A pesar de esto
se debe tomar en cuenta la formacién de orto-quinona como producto final de 3
que estaria influenciando su actividad antioxidante junto con otros procesos

llevados a cabo en membranas reales.

Péagina | 125



Conclusiones

A partir del desarrollo de esta investigacion se concluye lo siguiente:

1.-Los estudios electroquimicos indican para la mayoria de los compuestos una
cupla redox irreversible salvo para los derivados 6 y 7. El mecanismo propuesto
fue quimico electroquimico con la formacion del correspondiente radical libre.
Los potenciales de los compuestos con grupo catecol resultaron ser menores

gue los derivados monohidroxilados.

2.- La espectroscopia de resonancia de espin electronico corrobora el
mecanismo propuesto por voltametria ciclica en donde se detect6 la presencia
de la especie radical y en los casos de las especies con tiempo de vida media

corta fue detectada mediante el uso de atrapadores de espin.

3.-La racionalizacién de los resultados experimentales a través de mecéanica
cuantica dio una buena correlacion entre las constantes de acoplamiento
hiperfino y las densidades de espin. Mediante los resultados tedricos se
propuso un posible mecanismo de accion antioxidante de las hidroxicumarina

estudiadas.
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4.- Los estudios de capacidad antioxidante ORAC-fl indicaron que los derivados
monohidroxilados presentaron mayor indice ORAC que los compuestos

dihidroxilados.

5.- Estudios de ORAC-Py y ORAC-PGR indican una baja reactividad de los
derivados frente a radicales peroxilo, siendo estos resultados dependientes de
la sonda utilizada. Se propuso que ambos derivados son mas reactivos que la
sonda fluoresceina explicando los tiempos de induccion. Se descartd la
sobreproduccion de peroxido de hidrogeno y reacciones en cadena mediante
los ensayos FOX y consumo de oxigeno. Por tanto, se demuestra la

complejidad del mecanismo de reaccion.

6.- La reactividad antioxidante de los derivados de hidroxicumarina frente a
radicales hidroxilo a través de la técnica de spin trapping indican la dependencia

de esta con los valores de pKa y el nUmero de grupos hidroxilo.

7.-Los valores de pseudo constante de asociacion indican que las cumarinas
tienen caracter lipofilico los cual fue corroborado por los ensayos PAMPA y el

estudio de dinamica molecular.

8.- El estudio preliminar de la actividad antioxidante en modelos de membrana

real fue similar al comportamiento de los derivados medio homogéneo.
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