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RESUMEN

En este trabajo se midié y evalué la reactividad de los flavonoides Morina y
Quercetina frente a oxigeno molecular singulete, en presencia de los iones
metdlicos Ca*? y Cu*?, mediante determinaciones de las constantes de velocidad
de reaccion quimica entre los complejos formados y oxigeno excitado, y de las

constantes de desactivacion total de oxigeno molecular singulete.

Mediante el método de Job se determiné la estequiometria de los complejos
Morina — Cu y Quercetina — Cu, siendo 2:1 y 1:1 respectivamente. Los complejos
Morina — Ca y Quercetina — Ca presentan estequiometria 1:1, determinada por el

método de Benesi — Hildebrand.

Los valores obtenidos para las constantes de asociacion entre los flavonoides
y los iones metalicos muestran que los complejos formados con Cu*? (Km-cu=1,80
X 10° M2 y Ko-cu=22076 M) presentan valores mayores a los formados con Ca*?
(Kmca=322,4 M1y Ko-ca=20,24 M1), y los complejos formados por Quercetina
presentan valores menores, en comparacion a los formados por Morina frente a

un mismo metal.

Las constantes de velocidad de reaccién quimica entre los complejos y
oxigeno molecular singulete, se obtuvieron mediante el método de fotélisis

estacionaria. Los valores obtenidos muestran un aumento en la reactividad, el

viii



cual podria deberse al aumento de la densidad electrdnica en los sitios reactivos
del flavonoide, cuando este se encuentra asociado al ion metalico. EI complejo
Morina — Cu no presenta un aumento significativo. En general, el aumento de la

reactividad es mayor cuando los flavonoides forman complejos con Ca*2.

Las constantes de desactivacion total de oxigeno molecular singulete por
complejos de flavonoides, se determinaron observando el decaimiento de la
luminiscencia del 1O2. En los complejos medidos, se observé que la desactivacion
total es mayor a la reactividad quimica, entre tres a cuarenta veces
aproximadamente, lo cual indica que la desactivacion fisica es predominante. Por
otra parte, los valores de la constante para los diferentes complejos, es siempre
mayor a la del flavonoide sin complejar. Este comportamiento es relevante
cuando se considera el efecto antioxidante de los flavonoides en sistemas de

interés bioldgico.



SUMMARY

Reactivity of flavonoids Morin and Quercetin towards singlet oxygen, in

presence of metal ions Ca* and Cu*?

In this work, the reactivity of flavonoids Morin and Quercetin towards singlet
oxygen was measured and evaluated in the presence of Ca*? and Cu*? metal
ions, by measuring both, the chemical reaction rate constants between the
metal — flavonoid complexes and excited oxygen, and the total deactivation

constants of singlet oxygen.

Using the Job’s method, the stoichiometry of Morin — Cu and Quercetin — Cu
complexes was determined, being 2:1 and 1:1, respectively. Morin — Ca and
Quercetin — Ca complexes have 1:1 stoichiometry, which were determined by the

Benesi — Hildebrand method.

Values obtained for the association constant between flavonoids and metal
ions show that the complexes formed with Cu*? (Kwm-cu=1,80 x 10° M2 and
Ko-cu=22076 M) have higher values than those formed with Ca*? (Ku-ca=322,4
M- and Ko-ca=20,24 M1). In addition, results show that the complexes formed by
Quercetin have lower values, in comparison to those formed by Morin with the

same metal.



Chemical rate constant for reaction between complexes and singlet oxygen,
were obtained by the steady — state photolysis method. Values show an increase
in the reactivity of complexes when compared the flavonoid. This result can be
explained in terms of electronic density in the reactive sites of the flavonoid, when
it is associated whit the metal ion. However Morin — Cu complex does not show a
significant increase. In general, the increase of the reactivity is greater when the

flavonoids form complexes with Ca*2.

The total quenching rate constants of singlet oxygen by flavonoid complexes
were determined by observing the decay of 'Oz luminescence. From this
experiment was observed that the total deactivation rate constant is greater than
the chemical reaction rate constant, between the 3 — fold to 40 — fold
approximately, indicating that the physical deactivation is the predominant.
Moreover, the total rate constant values all complexed flavonoid is always greater
than the rate constant for uncomplexed flavonoid. This behavior is relevant when

considering the antioxidant effect of flavonoids in systems of biological interest.
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1. INTRODUCCION

Las especies reactivas del oxigeno (ROS) son estados parcialmente
reducidos del oxigeno molecular?, por lo tanto, productos normales durante el
metabolismo aerdbico?, actuando como especies sefializadoras para controlar
procesos como la muerte celular y de defensa contra patégenos®#. Los ROS se
encuentran presentes en reacciones enzimaticas, el transporte de electrones en
la mitocondria, la transduccion de sefiales, la activacion de los factores de
transcripcion del ndcleo, la expresion de genes y la accion antimicrobial de
neutréfilos y macréfagos®. Sin embargo, las ROS también han tenido un creciente
interés en los Ultimos decenios, debido a su participacibn en algunas
fisiopatologias, como cancer, artritis y enfermedades neurodegenerativas®.
Cuando se encuentran en exceso, se produce un desbalance, resultante de la
excesiva produccidon de oxidantes y bajas defensas antioxidantes, denominado
estrés oxidativo. Esto conduce a reacciones en cadena, viéndose afectados
lipidos, proteinas, polisacaridos y ADN', las que permiten que se produzcan las

fisiopatologias antes mencionadas.

Los organismos han desarrollado diferentes mecanismos de defensa en
oposicion al estrés oxidativo, los que pueden ser enzimaticos, con participacion
de enzimas antioxidantes como superdxido dismutasa, catalasa y glutation
peroxidasa; y no enzimaticos, entre las que se encuentran moléculas de bajo
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peso molecular como acido ascorbico (vitamina C), tocoferol (vitamina E),
ubiquinol, carotenoides, flavonoides, entre otras'-'3, las cuales pueden ingresar
al organismo a través de la dieta alimenticia o del uso de suplementos

alimentarios1#15,

1.1.Oxigeno molecular singulete

El oxigeno molecular singulete [O2(*Ag)] pertenece a las especies reactivas
del oxigeno, siendo un agente oxidante no radicalario que corresponde al
estado excitado de mas baja energia del oxigeno molecular, encontrandose a
22,5 Kcal sobre el estado basal, que al decaer genera una luminiscencia infrarroja
caracteristica a 1270 nm. El oxigeno molecular en su estado basal tiene dos
electrones desapareados en el orbital molecular de mayor energia, lo que le
otorga una multiplicidad de spin triplete, mientras que, en el primer estado
excitado, tiene todos sus electrones apareados, presentando multiplicidad de
spin singulete. Esto hace que presente una quimica muy diferente al oxigeno
molecular triplete o basal, siendo sustantivamente mas reactivo'é. El oxigeno
molecular presenta un segundo estado singulete excitado [02(*Zg)], ubicado a
37,5 Kcal por sobre el estado basal (Fig. 1), presentando un tiempo de vida
intrinseco en fase gas de 7,1 segundos, mientras que el del primer estado

excitado es igual a 2700 segundos?’. Sin embargo, en fases condensadas este



estado decae rapidamente al primer estado excitado, por lo que no es participe

de los procesos que alli ocurren.

El oxigeno molecular singulete puede ser generado en solucion mediante
diferentes mecanismos, por ejemplo, absorcion directa de energia por oxigeno
en estado basal, técnica que actualmente no es muy utilizada debido a que es un
proceso poco eficiente; descarga de microondas a través de una corriente de
oxigeno gaseoso; reaccion quimica entre peréxido de hidrégeno e i6n hipoclorito

o hipobromito; sensibilizacion por radidlisis de pulso y fotosensibilizacién.
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Figura 1. Diagrama de energia potencial para oxigeno molecular en estado

basal triplete y dos primeros estados electrénicamente excitados?’



La fotosensibilizacion es el método comunmente utilizado para la generacion
de oxigeno molecular singulete. Consiste en la transferencia de energia desde
un sensibilizador fotoexcitado al oxigeno en estado basal. Para que una molécula
sea un buen sensibilizador, debe presentar un alto coeficiente de absorcién a la
longitud de onda de excitacion, estados tripletes con tiempos de vida largo y
energia superior a la del estado excitado del oxigeno, ademas de no reaccionar
guimicamente con oxigeno molecular singulete, para evitar su consumo durante
la fotosensibilizacion. El primer estado singulete excitado del sensibilizador se
genera por absorcion directa de energia; desde este estado puede realizar la
transferencia de energia directamente al oxigeno en estado basal, lo cual puede
ocurrir a tiempos de vida largos del estado excitado, o bien decaer al estado basal

0 por cruce entre sistemas llegar al estado triplete (Fig. 2).

So+hv 2 S
S1 2 So
St 2 T1

S1+02(%%g) 2 Ti+ 02('Ag)
T]_ + 02(329) 9 So + 02(1Ag)

Figura 2. Esquema del proceso de fotosensibilizacion del oxigeno molecular

singulete

La desactivacion del O2(*Ag) en el medio puede ocurrir por emision radiativa
a 1270 nm, por interaccion fisica con el solvente y por reaccion fisica o quimica

con moléculas presentes (Fig. 3).



La desactivacion radiativa, definida por la constante kasp, corresponde al
decaimiento de oxigeno molecular singulete desde el estado excitado hasta el

estado basal, presentando emision fosforescente a 1270 nm.

La desactivacion fisica con el solvente, definida por la constante kq, da
cuenta de la transferencia de energia desde el estado excitado del oxigeno
molecular a los modos vibracionales del solvente. El tiempo de vida del
oxigeno molecular singulete depende del solvente utilizado, siendo factores
importantes el nUmero de grupos OH, enlaces C — H, presencia de halégenos
y sustitucion isotépical®, tomando valores desde 4 us en agua, y alcanzando
628 us en benceno perdeuterado y 110 milisegundos en

triclorofluorometano9-21,

O2(*Ag) 2> 0203Zg) +hvizronm  Kup

02(1Ag) > 02(3%y) Kd
Ox(*Ag) +Q > 0% +Q Kq
O2(*Ag) + Q > productos Kr

Figura 3. Esquema de desactivacion del oxigeno molecular singulete

La interaccion del oxigeno molecular singulete con desactivantes puede
ocurrir por dos caminos: desactivacion fisica (kq), lo que implica una
transferencia de energia, sin modificacién quimica en el aceptor; y reacciéon
quimica (k), resultando en la alteracion de la molécula con la que reacciona??.

La interaccion de esta especie excitada con diferentes sustratos ha sido



ampliamente estudiada y utilizada en sintesis organica para obtener productos
o intermediarios de reaccion, por ejemplo, en adiciones a doble enlace C=C
para obtener intermediarios de tipo hidroperéxido, endoperéxido o dioxetano?,
reacciéon con aminas secundarias para obtener iminas?4, oxidacion de fenoles,

aminas y sulfuros?®, fotooxigenacion de heterociclos?® 28, entre otras (Fig. 4).

R\ /R /R R\
(@) C—NH +  O(*A > C—N—R
/ 2( g) /
H R
EtO H EtO O
(b) I + 0 D mo_ |Pu
EtO H “*eH
() + O(tAg) 2

Figura 4. Reacciones del oxigeno molecular singulete frente a algunos

sustratos organicos: (a) amina secundaria; (b) adicion [2+2]; (c) adicion [2+4]



1.2.Flavonoides

Los flavonoides son compuestos polifendlicos ampliamente presentes en
frutas, vegetales y algunos productos elaborados como té, vino y chocolate. Son
reconocidos por su capacidad antioxidante que ejercen un rol protector frente a
enfermedades cardiacas, cancer y diferentes patologias; ademas de presentar
efecto antiinflamatorio y antialérgico?’. Presentan una estructura quimica basica
de 2-fenil-benzo-y-pirona (Fig. 5), la que puede presentar diferentes sustituciones
en los anillos A y B?. Modificaciones en el anillo heterociclico C, da lugar a
diferentes subclases de flavonoides, por ejemplo, flavonas, isoflavonas,
neoflavonas, flavanonas, chalconas, flavanoles y antocianidinas (Fig. 6). Se han
identificado mas de 8000 compuestos con estructura de flavonoide. Este gran
namero de compuestos se debe a las variadas combinaciones de mdultiples

grupos hidroxilo y metoxilo en su esqueleto basico?®.

Figura 5. Estructura quimica basica de los flavonoides
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Figura 6. Estructura quimica de diferentes subclases de flavonoides

La accidn antioxidante de los flavonoides ha sido ampliamente estudiada frente
a diferentes moléculas oxidantes de tipo radicalario®-®?, en los que se ha
encontrado dependencia con la estructura del flavonoide. Entre los mecanismos
propuestos para la accion antioxidante de estos compuestos se encuentra la
abstraccion de hidrogeno, transferencia de electrones y complejacion con iones
metalicos®3-%°. La complejacion de flavonoides con iones metalicos inhibe las
reacciones en las que estos metales participan y generan radicales, tales como
las reacciones de Fenton y de Haber-Weiss. Sin embargo, también se ha

propuesto que el complejo formado no solo impide la oxidacion debido a la



limitacion de un reactante, sino que también aumenta su capacidad antioxidante

y modifica su accion biol6gica3®.

Diferentes estudios han dado cuenta del aumento de la capacidad
antioxidante de flavonoides frente a oxidantes radicalarios, cuando estos forman
guelatos con diferentes metales de transicibn y han propuesto el sitio del
flavonoide donde ocurre la complejacion?®37-3%, Sin embargo, son pocos los
estudios en los cuales se mide la reactividad de flavonoides y los complejos que
forma con diferentes cationes metalicos, frente a oxigeno molecular singulete

[O2(*Ag)].

1.3.Reactividad de flavonoides y complejos frente a oxigeno molecular

singulete

En el Laboratorio de Cinética y Fotoquimica, se ha medido la reactividad de
algunos flavonoides frente a O2(4Ag), encontrdndose que son buenos
desactivantes de esta especie reactiva, y podrian ser antioxidantes aun mas
valiosos para proteger sistemas en condiciones de estrés oxidativo, conclusiones
similares a las descritas por otros autores*®*l, Ademdas, se analizé la
dependencia de los valores de las constantes de velocidad con estructura
molecular en términos de descriptores globales y funciones Fukui condensadas,
obtenidas de calculos de estructura electronica. Los resultados, apoyan la

formacion de un exciplejo de transferencia de carga en todas las reacciones

9



estudiadas. La fraccibn de exciplejos que genera productos de reaccion,
evoluciona a través de un hidroperéxido y/o un endoperéxido intermediario
producido por ataque del oxigeno singulete al doble enlace del anillo C del
flavonoide, sin embargo, sélo 1-5% del exciplejo evoluciona para dar productos
de reaccion, lo que implica que los flavonoides desactivan oxigeno molecular
singulete principalmente a través un proceso fisico (Tabla 1). En el curso de estos
estudios, se encontré que varios iones metalicos, Cu*?, Ca*? y Mg*?2 aumentan la
reactividad del flavonoide quercetina con O2(*Ag) en aproximadamente un orden
de magnitud y que este efecto podria atribuirse a la formacion de un complejo de

asociacion entre el flavonoide y el i6n del metal“®.

Garcia et al.*? han estudiado el comportamiento de 3,3'-dihidroxiflavona y su
complejo con La(lll) como desactivadores de las especies reactivas del oxigeno,
O2(*Ag) y anién radical superédxido (O2-) fotogenerados por riboflavina. En este
trabajo informan que la 3,3'-dihidroxiflavona y el complejo reaccionan con
oxigeno molecular singulete y anién radical superéxido por un mecanismo
complejo. La flavona desactiva al oxigeno molecular singulete
predominantemente por la via fisica, hecho que constituye una propiedad
deseable para los antioxidantes, puesto que este se recupera después del
proceso Y, por lo tanto, una molécula de antioxidante puede desactivar muchas
moléculas de especie reactiva. La quelacion con metal mejora en gran medida la

capacidad de la flavona como un desactivador de Oz (*Ag).

10



Tabla 1. Constantes de velocidad de reaccidon quimica, kr, y de la desactivacion

total, kr, entre oxigeno molecular singulete y flavonoides*?

Flavonoide kr /10° M1 st kt/10" Mtst kr /kT (%)
EtOH D20, pD=7,4
Morina 65,7 13,4 4,9
Rutina 0,58 2,4 0,24
Quercetina 5,7 5,7 1
Quercitrina 0,52 2,7 0,19
Epicatequina <0,01 5,5 <0,002
Catequina <0,01 51 <0,002

De acuerdo a lo expuesto, resulta importante conocer la interacciéon de
flavonoides que forman complejos con iones metalicos, los que mejoran la
capacidad antioxidante de estas moléculas organicas en comparacion a la no
complejada, frente a oxigeno molecular singulete, especie excitada que podria

estar involucrada en diversas fisiopatologias derivadas del estrés oxidativo.

Los flavonoides estudiados en esta tesis corresponden a Morina (2-(2',4’-
dihidroxifenil)-3,5,7-trihidroxi-4H-1-benzopiran-4-ona) y Quercetina (2-(3,4-
dihidroxifenil)-3,5,7-trihidroxi-4H-1-benzopiran-4-ona) (Fig. 7), los que
pertenecen a la subclase de las flavonas. Presentan igual nimero de grupos
hidroxilo, sin embargo, hay diferencias en su estructura. La Morina es sustituida

en la posicion 2’ con la posicién 3’ libre, mientras que la quercetina presenta

11



sustitucion en la posicion 3’ con la posicidon 2’ libre. Los iones metalicos utilizados

fueron Ca*?y Cu*?, participes de diferentes procesos vitales en sistemas vivos.

OH
HO OH
OH
HO o
HO (o)
OH
OH
OH O
OH (o)
Morina Quercetina

Figura 7. Estructura quimica de los flavonoides estudiados en esta tesis

1.4.Objetivos

1.4.1. Objetivo general

Evaluar la reactividad de los flavonoides Morina y Quercetina frente a oxigeno

molecular singulete en presencia de los iones metalicos Ca*? y Cu*?

1.4.2. Objetivos especificos
I. Determinar la estequiometria de los complejos formados entre los
flavonoides y los iones metalicos.

[I. Determinar la constante de reaccion para la formacion de complejos

entre los flavonoides y los iones metalicos.

12



Determinar la constante de reaccion quimica de los flavonoides frente
a oxigeno molecular singulete, en presencia de los iones metalicos.
Determinar la constante de desactivacion total de oxigeno molecular

singulete por los flavonoides, en presencia de los iones metalicos.
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2. MATERIALES

e Quercetina Dihidrato (Sigma Aldrich)

e Morina Hidrato (Sigma Aldrich)

e CaClz anhidro para analisis (Merck)

e CuSO04'5H20 para analisis (Merck)

e Cu(CH3COOQ): para analisis (Merck)

¢ Metanol para analisis (Merck)

e Metanol Monodeuterado (Sigma Aldrich)

e Azul de Metileno (Merck)

e 5,10,15,20-Tetrafenil-21H,23H-porfina zinc

¢ Rosa de Bengala (Fluka)

Todos los solventes y reactivos se utilizaron sin purificacion previa.
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3. INSTRUMENTACION

3.1.Espectrémetro para medicion resuelta en el tiempo, PicoQuant

Fluotime 200

El detector del equipo recibe la radiacion emitida por la muestra en el cercano-
IR, que corresponde al decaimiento del oxigeno molecular singulete al estado
basal triplete. Para la excitacion se uso un laser Nd:YAG bombeado por diodo,
trabajando a 2.5 kHz de frecuencia maxima de repeticion a 532 nmy un laser de
estado sélido bombeado por diodo que trabaja a 5 kHz de frecuencia maxima de
repeticion a 657 nm Este equipo es controlado por el software NanoHarp y las
sefales de emision resuelta en el tiempo se analizan con el software de analisis

de datos FluoFit 4.0.

3.2.Espectrofotometro UV-Vis Perkin-Elmer Lambda 265

El espectrofotometro permite obtener espectros de absorcion UV-Vis en
tiempos cortos, debido a que posee detector de arreglo de diodos. Esta

conectado a un computador y es controlado por el software UV Lab.

15



3.3.Espectrometro IR Thermo Scientific Nicolet iS10 FT-IR

El espectrometro permite obtener espectros de absorcion IR. Esta conectado

a un computador y es controlado por el software OMNIC.
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4. METODOLOGIA

4.1.Método de Job

El método de Job o de Variaciones Continuas se utiliz6 para determinar la
estequiometria de los complejos de asociacion formados. Consiste en la
medicion de soluciones de modo que la suma de las concentraciones del metal y
el sustrato sea constante; y cada solucion sea de distinta fraccion molar. A través
de una técnica analitica se mide la intensidad de la sefial de monitoreo
(absorbancia o fluorescencia) y se realiza un grafico de fraccion molar del
sustrato v/s intensidad de sefial. La razon de fracciones molares en el punto de

mayor intensidad, da cuenta de la estequiometria del complejo formado.

4.2.Método de Benesi — Hildebrand

El método de Benesi — Hildebrand se utilizé para determinar la constante de
equilibrio para la formacibn de complejos a través de medidas
espectrofotométricas. En este método se fija la concentraciébn de uno de los
reaccionantes, mientras el otro se encuentra a una concentracion mas alta. La
ecuaciéon que describe la dependencia del cambio en la propiedad medida con la

concentracion se puede escribir de las siguientes formas:
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Para la formacion de complejos con estequiometria 1:1

1 1 1 s 1
AP bAe[Fla]oKi, [M*X] * bAg[Fla],

Para la formacion de complejos con estequiometria 1:2

1 1 1 s 1
AP bAg[Fla],K,, [M*X]2 * bAg[Fla],

Donde

AP cambio en la propiedad medida (absorbancia o fluorescencia)
[Fla]o concentracion de Flavonoide, constante

[M*X] concentracién analitica del i6n metalico.

bAg término derivado de la ecuacion de Lambert — Beer, constante
K11 constante de equilibrio para la formacion del complejo 1:1

K12 constante de equilibrio para la formacion del complejo 1:2

4.3.Fotdlisis Estacionaria

El método de fotdlisis estacionaria se utilizé para determinar las constantes de
velocidad de reactividad quimica entre el flavonoide complejado y el oxigeno
molecular singulete. Tipicamente, se irradia una celda de cuarzo que contiene el
fotosensibilizador y la sustancia a medir. La iluminacion se realiza a diferentes

tiempos, realizando medidas de absorbancia a cada intervalo. Se obtiene un
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namero suficiente de medidas en el tiempo, observando la disminucion de la

concentracion de la sustancia.

El sistema de fotdlisis utilizado corresponde a un porta celda protegido de la
luz ambiente, con una abertura que permite el paso de la radicién proveniente de
la fuente de radiacidon; una ampolleta halégena de 50 W que sirve de fuente de
radiacion, ubicada a una distancia tal del portacelda que permita seguir el
consumo del flavonoide y un filtro de corte de 500 nm que permite excitar

selectivamente el sensibilizador a la longitud de onda correspondiente.

Considerando los procesos elementales por los cuales O2(*Ag) se genera y
reacciona con el flavonoide, la velocidad de consumo del flavonoide estara dada

por la ecuacion

d[Q]

g = k| *0,][0Q]

kexp = kr[ 102]

Si consideramos que la concentracion de O2(*Ag) es practicamente constante,
entonces la velocidad se expresa como una cinética de pseudo primer orden y el
valor de constante de velocidad experimental, kexp, S€ puede obtener del grafico
de la dependencia del In([Q]o/[Q]) V/s tiempo. En igualdad de condiciones se
repite el experimento con un actinbmetro que reacciona solo quimicamente con

O2(*Ag) y cuya constante de velocidad reactiva es conocida, obteniéndose la
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concentracion estacionaria del oxigeno excitado, permitiendo obtener el valor de

kr para el sustrato de interés.

4.4.Espectroscopia resuelta en el tiempo

En el equipo de espectroscopia resuelta en el tiempo, se obtiene el valor del
tiempo de vida del oxigeno molecular singulete a diferentes concentraciones de
desactivante, midiendo su emision infrarroja a 1270 nm. La disminucion de la
luminiscencia del oxigeno molecular excitado con el tiempo, se puede ajustar de

acuerdo a un modelo de decaimiento exponencial del tipo:
— —kpt
[ =Iye ™™D

En consecuencia, de los valores de kp en ausencia y presencia de un dado
desactivante aplicando la ecuacion de Stern — Volmer, se obtiene la constante de

desactivacion total, kr.

To
? =1+ kr7o[Q]

1
kD=; y kT:kq+kT
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4.5.Sintesis del complejo Morina — Cu

La sintesis del complejo Morina — Cu se realizd6 de acuerdo al procedimiento
descrito por Zhang et al.**. En un balén de fondo redondo de 100 mL con 3 bocas,
un agitador magnético, un condensador de reflujo y una trampa de CacClz, se
agrega Morina (0,001 mol) y etanol absoluto (7 — 10 mL). El balon se calienta a
50°C en un bafio de agua. Cuando el solido se disuelve, se agrega etoxido de
sodio (0,03 mL). Después de 3 — 4 minutos se agrega rapidamente acetato de
cobre (0,7 mmol), y la solucién se lleva a reflujo con agitacion durante 8 horas.
Luego la mezcla se enfria a temperatura ambiente, se agrega 70 mL de agua y
se deja reposar durante 48 horas. Se filtra, lavando el soélido tres veces con
mezcla etanol — agua 1:3 y varias veces con agua para eliminar el idbn metalico.

El producto sélido es secado al vacio por 48 horas. Rendimiento 93%.

4.6.Preparacion de soluciones

La preparacion de soluciones de flavonoides y de sales inorganicas, se realizé
de acuerdo al rango de concentraciones que permiten la medida en los equipos
de espectroscopia resuelta en el tiempo y UV-Vis, las que se encuentran en el
orden de 2 mM para Morina, Quercetina y CuSOa, y entre 20 y 300 mM para

CacClz.
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5. RESULTADOS Y DISCUSION

5.1.Determinacién de la estequiometria y constante de formacion de los

complejos formados entre los flavonoides y los iones metalicos

5.1.1. Determinacién de la estequiometriade los complejos formados

con ioén Cu*?

Mediante el método de Job se determinaron las estequiometrias de los

complejos de Morina — Cu y Quercetina — Cu, utilizando metanol como solvente.

Los flavonoides presentan dos bandas de absorcion caracteristicas en
metanol?®353°  una a 254 nm para Morina y 255 nm para Quercetina,
correspondientes al sistema conjugado del anillo A o sistema benzoil (banda II),
y una centrada en 357 nm y 371 nm, para Morina y Quercetina respectivamente,
gue corresponden al sistema conjugado del anillo B o sistema cinamoil (banda 1)
(Fig. 8). En la Figura 9 es posible observar los espectros de absorcién UV-Vis de
los flavonoides Morina y Quercetina. La adicion de CuSO4 provoca un corrimiento
batocromico de 357 nm a 420 nm y de 371 nm a 441 nm para los complejos
Morina — Cu y Quercetina — Cu respectivamente, lo que se debe a la extensién

de la conjugacion en el sistema cuando el ibn metélico se asocia al flavonoide.
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Figura 8. Division de las bandas de absorcion UV-Vis para flavonoides

a) Morina; b) Quercetina

1,4 1

] —— MORINA
1,2 - — QUERCETINA

1,0 4
0,8 -

0,6

Abs (u.a.)

0,4-

0,2

0,0 4

T T T T T T T 1
200 250 300 350 400 450 500 550 600

Al nm

Figura 9. Espectros de absorcion UV-Vis de Morina y Quercetina
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El grafico de absorbancia del complejo flavonoide — metal versus la fraccién
molar del flavonoide, presenta un maximo de absorcion a Xmor=0,66 y Xouer=0,5,
confirmando que la estequiometria del complejo Morina — Cu es 2:1 (Fig. 10.a) y
la del complejo Quercetina — Cu es 1:1 (Fig. 10.b). De acuerdo a los corrimientos
en los espectros de absorcion UV-Vis de los flavonoides asociados al metal, se
observa que el sistema cinamoil (banda I) se perturba en mayor medida. A partir
de esto, se puede identificar que los posibles sitios de complejacion para Morina,
se encuentran entre el carbonilo en la posicién 4 y el oxigeno del grupo hidroxilo
en la posicion 3, del anillo C, y entre el oxigeno en la posicion 1 del anillo C y el
oxigeno del grupo hidroxilo en la posicion 2’ del anillo B; mientras que para
Quercetina, se encuentran entre el carbonilo en la posicion 4 y el oxigeno del
grupo hidroxilo en la posicion 3, del anillo C, y entre los oxigenos de los grupos

hidroxilo en la posicion 3’ y 4’ del anillo B (Fig. 11).
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Figura 10. Grafico de Job para a) Morina — Cu (Aass 420 nm); b) Quercetina —

Cu (AaBs 441 nm)
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Figura 11. Posibles sitios de complejacién para a) Morina; b) Quercetina

Se realiz6 la sintesis del complejo Morina — Cu para realizar estudios
estructurales de este, que indicaran la posicion en la que el metal se asocia al
flavonoide. Se utilizé espectroscopia IR para la determinacion de los posibles
sitios de complejacion. En la Figura 12 se observan los espectros IR obtenidos
para la Morina y el complejo Morina — Cu. La asignacién de las bandas principales
del espectro se muestra en la Tabla 2. Es posible observar que la frecuencia
v(C=0) del grupo carboxilo cambia de 1663 cm™ cuando no esta complejado, a
1651 cm™ cuando el flavonoide esta asociado al metal. Se observan ligeros
cambios en las bandas correspondientes a la deformacion O — H y estiramiento
C — Oy la aparicién de una nueva banda a 523 cm que corresponderia a la
frecuencia v(M — O). Esta informacion obtenida del espectro daria cuenta de que
la complejacion ocurre entre el carbonilo de la posicion 4 y uno de los grupos
hidroxilo cercano, 3 — OH. La prevalencia de este grupo podria deberse a la
formacion de un anillo de 5 miembros, cuando la coordinacion del metal ocurre
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en este sitio, mientras que el otro hidroxilo cercano, 5 — OH, formaria un anillo de

6 miembros, a pesar de que su pKa es mayor.
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Figura 12. Espectros IR de Morina y Morina — Cu
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Tabla 2. Asignacién de frecuencias IR para Morina y Morina — Cu

Morina—-Cu /

Grupo Morina* /cm? Morina/cm™? 1
cm
Stretching 3370 3378
OH 3187 3142 3304
Stretching
c=0 1662 1663 1651
1629 1630 1621
Stretching 1613 1612 1596
c=C 1508 1508 1512
1459 1463 1436
Deformacion 1379 1379 1357
C-OH 1310 1309 1323
1258 1257 -
1227 1225 1229
. 1201 1200 1197
S;[:re_tcg[;g 1174 1173 1169
1104 1102 1106
1085 1083 1092
1011 1010 1008
:;g 969 976
706 875 890
., 794 785
Deformacion 703
C—H 635 704 705
585 634 633
566 584 587
565 564
Stretching
M—O - - 523
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Para los complejos de flavonoides con Ca*? no se utilizé el método de Job, ya
que el peak del complejo Morina — Ca se solapa con el peak de Morina,
impidiendo observar las bandas de absorcion sin interferencias, y el complejo
Quercetina — Ca presenta una constante de asociacion baja, que impide ver su
formacion a las concentraciones permitidas en el equipo de espectroscopia UV-

Vis.

5.1.2. Determinacién de la estequiometria de los complejos formados
con i6n Ca*? y constantes de asociacion de los complejos

formados entre los flavonoides y metales

Mediante el método de Benesi — Hildebrand se determiné la estequiometria
de los complejos Morina — Cay Quercetina — Ca, y las constantes de asociacion
de los complejos Morina — Ca (Kwm-ca), Morina — Cu (Km-cu), Quercetina — Ca (Ko-

ca) Y Quercetina — Cu (Ko-cu), utilizando metanol como solvente.

En la Figura 13 se muestran los cambios en el espectro de absorcion de los
flavonoides, cuando se aumenta la concentracion de ion metalico. Se observa en
todos los casos la apariciébn de una nueva banda de absorcion a energia mas
baja, mientras que la banda | del flavonoide disminuye (Tabla 3). Si bien la banda
Il sufre cambios en presencia del ion metélico, estos son menos apreciables ya

gue se solapa, y por lo tanto no se consideran para las mediciones. La razén de
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estos corrimientos es debido a la extension de la conjugacion en el sistema

cuando el ibn metalico se asocia al flavonoide, y darian cuenta del sitio de

complejaciéon de Ca*? con los flavonoides, que corresponderian a los mismos

observados para los complejos formados con Cu*? (Fig. 8). Debe ademas tenerse

en consideracion que en todos los casos se observa un punto isosbeéstico, lo que

sugiere la formacién de un anico complejo.
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Figura 13. Espectros de absorcion UV-Vis de flavonoides con adicion de

solucion de i6n metalico a) Morina — Ca; b) Quercetina — Ca; ¢) Quercetina —

Cu; d) Morina— Cu
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Tabla 3. Estequiometria y constantes de asociacion de los complejos estudiados

Complejo Estequiometria KFLA-M A banda1 / nm
Morina — Ca 1:1 322,4 M1 407
Morina — Cu 2:1 1,80x10° M2 420
Quercetina — Ca 11 20,24 M1 420
Quercetina — Cu 11 22076 M1 441

Solvente metanol, 20°C

Con los datos obtenidos de los espectros de absorciéon UV-Vis se realizé un
ajuste lineal segun el método de Benesi — Hildebrand para estequiometrias 1:1y
1:2, en los complejos estudiados con i6n Ca*?, obteniendo una mejor correlacion
para estequiometria 1:1 en ambos casos; la estequiometria de los complejos
Morina — Cu y Quercetina — Cu se determiné previamente con el método de Job,
por lo que solo se realiz6 el ajuste lineal segun el método de Benesi — Hildebrand
para estequiometria 1:1 y 2:1, respectivamente (Fig. 14). El valor de las
constantes de asociacion para cada complejo se muestra en la Tabla 3. Se puede
observar que los complejos asociados a i6bn Ca*? presentan una constante de
asociacién menor en relaciéon a los formados con ién Cu*?, lo que se deberia
probablemente a las diferencias en electronegatividad de cada elemento, siendo
para cobre 1,9 y para calcio 1,0. Al comparar las constantes respecto a los
flavonoides, se observa que estas son mayores para Morina, mostrando mayor

capacidad de complejacién que la Quercetina, lo que puede dar cuenta de las
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diferencias en la densidad electronica de ambos flavonoides, a partir de un

cambio en la posicion de los grupos hidroxilo del anillo B.
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Figura 14. Gréfico de Benesi — Hildebrand para formacién de complejos

a) Morina — Ca; b) Quercetina — Ca; c) Quercetina — Cu ; d) Morina — Cu
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5.2.Evaluacion de la constante de velocidad de reaccion quimica, kr,

entre los flavonoides y O2(*Ag) en presencia de iones metalicos

Mediante fotdlisis estacionaria, se determind la constante de velocidad de
reaccion quimica entre los complejos Morina — Ca, Morina — Cu, Quercetina — Ca

y Quercetina — Cu, y oxigeno molecular singulete, en metanol.

Se midi6 el consumo de los flavonoides y los complejos mediante
espectroscopia UV-Vis a diferentes tiempos de radiacion y se evaluaron las
constantes de velocidad de reaccién quimica. Para evaluar la concentracion
estacionaria de oxigeno molecular singulete, se realiz6 una actinometria con
9,10-dimetilantraceno (DMA), que presenta un valor para la constante de
velocidad de reaccion quimica con oxigeno molecular singulete en metanol de

kDMA:4,3 x107 M1 s,

En la Figura 15 se muestran los espectros de absorcion UV-Vis obtenidos para
el consumo de los complejos, a diferentes tiempos de irradiacion. Los datos
obtenidos se tratan de acuerdo a una cinética de pseudo primer orden, y se
realiza una regresion lineal para obtener el valor de la constante k;. En la Figura
16 se muestran los graficos obtenidos del tratamiento de datos para la reaccion

de O2(*Ag) con los complejos formados entre los flavonoides e iones metdlicos.
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Figura 15. Espectros UV-Vis de la fotooxidacion por 1O2 a diferentes tiempos

de fotdlisis en metanol de a) Morina — Ca; b) Morina — Cu; ¢) Quercetina — Ca;

d) Quercetina — Cu
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34



Tabla 4. Constante de velocidad de la reaccion quimica, ki, para flavonoides y

complejos estudiados.

Flavonoide I6n metalico ke / M1 st R?
MeOH

- 1,01 x 106 0,9980
Morina Ca*? 2,80 x 107 0,9997
Cut? 1,07 x 106 0,9996
- 2,69 x 10° 0,9962
Quercetina Ca* 1,89 x 107 0,9878
Cu*? 2,28 x 10’ 0,9990

Solvente metanol, 20°C

Los valores obtenidos para las constantes de velocidad de reaccion quimica
entre los complejos flavonoide-metal y el oxigeno molecular singulete en metanol,
se muestran en la Tabla 4. Es posible observar que, para los complejos Morina —
Ca, Quercetina — Ca y Quercetina — Cu, el valor de la constante de reactividad
guimica con oxigeno molecular singulete, aumenta entre uno y dos érdenes de
magnitud aproximadamente, con respecto a los flavonoides sin complejar. El
oxigeno molecular singulete es reconocido por su caracter electrofilico, por lo que
el aumento en la reactividad podria tener origen en el aumento de la densidad
electronica en los sitios del flavonoide al encontrarse asociado al ibn metalico, de
acuerdo al aporte de electrones de estos, aumentando la reactividad con el
oxigeno excitado. Por otra parte, es posible observar que el complejo Morina —
Cu no presenta un aumento significativo en la reactividad con oxigeno molecular
singulete respecto del flavonoide sin complejar, lo cual podria deberse a que en
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la distribucion de carga en el flavonoide, que se origina por interaccion con el ion

metalico, es menos importante por tratarse de un complejo 2:1.

Al complejar los flavonoides con Ca*?, el aumento de la constante de
reactividad es mayor en aproximadamente un orden de magnitud, en
comparaciéon con la complejacion con Cu*?, lo que podria resultar de la menor
electronegatividad del Ca*?, permitiendo a los electrones situarse en sitios
reactivos de los flavonoides; mientras que el Cu*?, por su caracter mas
electronegativo, no cederia los electrones tan facilmente, impidiendo que se

sitlen en sitios reactivos de los ligandos.

5.3.Evaluacién de la constante de desactivacién total de O2(*Ag), kT, por

los flavonoides en presencia de iones metalicos

Mediante espectroscopia resuelta en el tiempo, se determiné la constante de
desactivacion total de O2(*Ag), k, por los complejos Morina — Ca, Quercetina —

Cay Quercetina — Cu, en metanol.

Para evaluar kr, fue necesario modificar la Ecuacion de Stern — Volmer a un
modelo que se ajustara linealmente respecto de la variacion de la concentracion
del ibn metélico, debido a que las mediciones se realizaron en el equilibrio entre

los flavonoides y los iones metalicos (Fig. 17).
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kp = kg + kF'[Fla] + kF@M[Fla — M]
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Figura 17. Derivacion de ecuaciéon de Stern — Volmer modificada

En la Tabla 5 se puede observar el solvente y sensibilizador utilizado en los
experimentos. Los datos obtenidos para el tiempo de vida de oxigeno molecular
singulete, se trataron de acuerdo a la ecuacién de Stern — Volmer modificada

(Fig. 18). Los valores obtenidos se observan en la Tabla 6.

Tabla 5. Solvente y sensibilizador utilizados para las mediciones de las

constantes de desactivacion total de O2(*Ag)

Flavonoide I6n metalico Solvente Sensibilizador
Morina - MeOD TPP Zn
Ca*? MeOD TPP Zn
- MeOH RB
Quercetina Ca*? MeOH RB
Cu*? MeOH MB

37



a) b)

2,8+
110000 -
100000 - 261
90000 24+
80000 - . 2.2
~ s
" 70000 g 2,01
A 60000 - X 18]
¥
50000 - o161
40000 1,44
30000 -
T T T T 1 1‘2-
0,0000  0,0005 0,010 00015  0,0020 T T T T T T
0,00000 0,00005 0,00010 0,00015 0,00020 0,00025
[MOR] (M) N
[Ca"] (W)
c) d)
116000 300
114000 - - L]
250
112000
110000 _ 2001
&
__ 108000 W 504 -
‘Tm c
£ 106000 =
s = 100
104000 X
xﬂ
102000 50
100000 o] m
98000 T T T T T T T T T T \
0,000 0,004 0,008 0012 0016 000 002 004 006 008 0,10
[QUER] (M) [Ca™] (M)
e)
1600 -
1400
1200
— 1000 -
&
S 800
[¢]
= 600
é‘ﬂ
x° 400
xﬂ
200
04
200 L — . T T
0,0000 0,0002 0,0004 0,0006

[Cu™] (M)

Figura 18. Gréfico de Stern-Volmer para la desactivacion de O2(*Ag) por

a)Morina; b)Morina — Ca; c)Quercetina; d)Quercetina — Ca; e)Quercetina — Cu
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Tabla 6. Constante de desactivacion total de O2(*Ag) kr por flavonoides y

complejos de estequiometria 1:1 estudiados

Flavonoide I6n kr/M1st R2 ke/M1s1  kikt/
metalico MeOH MeOH %
Morina - 4,06 x 107 0,9991 1,01 x106° 2,48
Cat? 7,77 x 108 0,9977 2,80x 107 3,65
- 9,71 x 10° 0,9954 2,69 x 10° 27,74
Quercetina Ca*? 1,38 x 108 0,9743 1,89x10" 22,17
Cut? 1,22 x 108 0,9988 2,28 x 107 18,67

Solvente metanol, 20°C

A partir de los valores obtenidos para la constante de desactivacion total de
oxigeno molecular singulete por los flavonoides y complejos estudiados, es
posible observar que en todos los casos la desactivacién total es mayor que la
constante de reaccidn quimica, entre tres a cuarenta veces aproximadamente, lo
cual muestra que la desactivacion fisica es predominante tanto para los
flavonoides como para los complejos formados con los iones metalicos. Los
complejos presentan valores mas altos para la constante de desactivacion total
de oxigeno molecular singulete en comparacion con el flavonoide sin complejar,
lo cual da cuenta de la mayor interaccion entre este tipo de sustratos y el oxigeno

excitado.

Tanto la Morina como el complejo Morina — Ca presentan porcentajes de
reactividad quimica menores y valores de constante de desactivacion total de

oxigeno molecular singulete mayores, en comparacion a la Quercetina y los
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complejos estudiados, lo que muestra una predominancia por la desactivacion a
través de la via fisica para estos compuestos. Sin embargo, los complejos
estudiados con Quercetina muestran un mayor aumento en la desactivacion total
de oxigeno molecular singulete, en comparacion al flavonoide sin complejar,
demostrando cambios importantes en la densidad electronica del flavonoide

cuando esta asociado a un id6n metalico.

El complejo que presenta mayor desactivacion total de oxigeno molecular
singulete es Morina — Ca. También es posible observar que este muestra un
aumento en la reactividad quimica en comparacion al flavonoide sin complejar,
no asi los complejos estudiados con Quercetina, los cuales disminuyen el
porcentaje de reactividad quimica cuando el flavonoide se asocia al metal. No se
evaluo la constante de desactivacion total de oxigeno molecular singulete por
complejo Morina — Cu debido a que la ecuacion de Stern — Volmer modificada
para medir este valor solo es aplicable a complejos con estequiometria 1:1,
mientras que este complejo presenta estequiometria 2:1, sin embargo, a partir
del tiempo de vida obtenido en las mediciones a diferentes concentraciones en
equilibrio, se observa un aumento discreto en comparacion a los otros complejos,
en la desactivacion total de oxigeno molecular singulete, lo que da cuenta de
cambios menores en la densidad electronica de los sitios reactivos del flavonoide,
reafirmando que cuando el metal estd asociado a dos ligandos, su efecto sobre

la reactividad del flavonoide es significativamente menor.
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A partir del aumento en las constantes de desactivacion total en los complejos
estudiados, se propone que el sitio de complejacion ocurre entre el carbonilo en
la posicion 4 y el oxigeno del grupo hidroxilo en la posicion 3, del anillo C. Al
situarse en este sitio, el ibn metalico se encuentra cercano al anillo C, otorgando
la densidad electronica sobre este anillo en particular, el cual ha sido identificado
anteriormente como el sitio reactivo de este tipo de sustratos con oxigeno

molecular singulete.
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6. CONCLUSIONES

A partir de los resultados obtenidos para las diferentes moléculas estudiadas,
se observa que los flavonoides Morina y Quercetina pueden formar complejos
con iones metalicos, los que presentaran diferentes constantes de asociacion y
estequiometria, dependiendo de la sustitucion del flavonoide y el ibn metalico con

el que interactia.

Los valores de las constantes de velocidad de reactividad quimica, frente a
oxigeno molecular singulete para los complejos estudiados, muestran un
aumento para la asociacion Morina — Ca, Quercetina — Ca y Quercetina — Cu,
mientras que para Morina — Cu se obtuvo un valor cercano al flavonoide sin

complejar.

Todos los complejos estudiados presentaron valores mayores en la constante
de desactivacion total del oxigeno molecular singulete. Solo para el complejo
Morina — Cu no fue posible determinar el valor debido a la estequiometria de la
asociacion. La desactivacion fisica es predominante en todos los casos y mayor
en comparacion al flavonoide sin complejar, siendo de interés debido a la
recuperacion de la molécula una vez que interactia con oxigeno molecular

singulete.
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