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Resumen

RESUMEN

El radical catiénico derivado del acido 2,2'-Azinobis(3-etilbenzotiazolin-6-
sulfonico) (ABTS) ha sido ampliamente utilizado como método para evaluar tanto la
presencia como la capacidad antioxidante en sistemas biologicos. De la misma manera
se utiliza en la evaluacion de la capacidad antioxidante de compuestos puros o mezclas
complejas de éstos. En esta tesis se presenta un estudio cinético de las reacciones de este
radical con una serie de aminoacidos e hidroperdxidos. Se determind que estos ultimos
son capaces de blanquear la solucion fuertemente coloreada del radical cation, resultado
que muestra que el agua oxigenada puede interferir en la interpretacion de los resultados
cuando ésta es utilizada en el método de produccion del radical. Los resultados con los
aminoacidos e hidroperéxidos son explicados en términos de un mecanismo simple,
descrito por un paso inicial parcialmente reversible que compromete un proceso de
transferencia electrénica desde el sustrato hacia el radical. Este paso es inhibido por la
concentracion de ABTS y de protones La ley cinética depende de las reacciones
secundarias (reacciones de terminacion). A pesar de la simplicidad del mecanismo, la
ley de velocidad es compleja, lo que impide determinar las constantes de velocidad

exactas para todos los pasos elementales del proceso.
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Resumen

Se evaluaron las capacidades antioxidantes de una serie de polifenoles y mezclas
complejas de éstos, utilizando el método de blanqueamiento del radical derivado
cationico del ABTS expresado en términos de equivalentes de Trolox. En esta
oportunidad el método de preparacion para producir el radical catiénico utiliza MnO,,
que deja al sistema libre de interferntes En este estudio se presentan dos indices, el
primero de ellos, evaluado a tiempos cortos de la reaccion {ERR), es relacionado con el
nimero de centros mas reactivos de la molécula y el segundo evaluado a tiempos largos
(ERT), se relaciona con la capacidad antioxidante total. A fin de racionalizar el
mecanismo de deshidrogenaciones consecutivas propuesta, se realizo un estudio tedrico
que evalua las propiedades locales y globales de cada molécula, utilizando los indices de
reactividad que proporciona la Teoria de Funcionales de la Densidad. L.a magnitud de
las funciones de Fukui evaluada sobre los Oxigenos a los cuales estan unidos los
Hidrogenos potencialmente reactivos, permiten identificar, los centros con mayor
susceptibilidad de transferir sus hidrogenos en cada una molécula. Estos indices son
relacionados con la reactividad y el costo energético asoctado a los procesos de

deshidrogenacion. Los resultados tedricos finalmente son relacionados con los indices
experimentales ERR y ERT con las funciones de Fukui radicalarias locales (fy) o

globales (S), que describen a los sistemas estudiados. Se ha podido establecer al menos
una conexion cualitativa entre los resultados experimentales y tedricos: por un lado la
informacion de reactividad que provee el indice ERR y por otro, la informacion

termodindmica que contiene el indice ERT.
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Resumen

También se ha estudiado la reaccion entre 4-Hidroxi-2,2.6.6 -tetra-
metilpiperidin-1-oxilo (TEMPOL) y el acido 6-Hidroxi-2,5,7 8-tetrametilcromano-2-
carboxilico (Trolox). La cinética de esta reaccion estudiada por el decaimiento de la
sefial de EPR del nitréxido fue racionalizado en términos de una reaccion bi-molecular

de transferencia electronica. La presencia de metales en el medio de reaccion también

fue evaluada.



Abstract

ABSTRACT

The radical cation derived from the 2,2'-Azinobis(3-ethylbenzothiazoline-6-
sulphonic acid (ABTS) has been widely used in the evaluation of the antioxidant
potential in biological systems. This chemical has been also used for evaluating
antioxidant potential of pure compounds and complex mixtures of them. In this thesis, a
kinetic study on the reactions of this radical against a series of amino acids and
hydroperoxides is presented. Hydroperoxides have the ability of bleaching a strongly
colored solution of the radical cation. This result suggests that the presence of hydrogen
peroxide may alter the interpretation of experiments, when it is used as radical generator
in the initiation step. The results of the reactions of aminoacids and hydroperoxides may
be described on the basis of a simple mechanism characterized by an initial reversible
step that involves an electron transfer process from the substrate to the radical cation.
This step may be inhibited by increasing ABTS and proton concentrations. The kinetic
law depends upon secondary (termination step) reactions. Despite the simplicity of the
proposed mechanism , the rate law is complex, precluding the determination of accurate
rate constants for the elementary steps involved in the whole process. The antioxidant
potential of a series of polyphenols and complex mixtures of them were evaluated using

the bleaching technique of ABTS radical cation. The antioxidant potential was measured

xvii



Abstract

in term s of Trolox equivalents. The generation step of the radical cation uses MnQO; in

the initiation step, so that the system becomes free of any interfering species. Two
indexes describing the antioxidant potential were introduced: the first one ERR,
evaluated in short terms assays is related to the number of active centers in the

molecules. The second one ERT, measures the total antioxidant potential.

In order to rationalize the proposed mechanism of dehydrogenation of
poliphenols, a theoretical study framed on global and local reactivity indexes, defined in
the context of density functional theory was performed. Radical Fukui functions and
radical local softness provide useful information about the most active centers in a
molecule towards dehydrogention reactions. They are mostly related to the kinetic
control products and are expected to display at least, a qualitative relationship with the
ERR empirical index. The global and local reactivity analysis were complemented with
a thermochemical study on the relative stability of the different intermediate species
generated in the dehydrogenation processes. While the theoretical local and global
indexes show a qualitative relationship with the empirical ERR index, the theoretical
analysis incorporating the thermodynamics aspects are also consistent with the

information encompassed in the ERT index.

An additional kinetic study of the reaction between TEMPOL and Trolox was
also performed, using the EPR signal decay of the nitroxide. The reaction mechanism
was rationalized in terms of a bimolecular electron transfer and the presence of metals

also was evaluated.

Xviii
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INTRODUCCION

Aunque los radicales libres de larga vida (o “estables™) se caracterizan por tener
una constante de velocidad de auto-reaccion muy baja y los procesos de equilibrio de
dimerizacion y/o de transferencia electronica estan desplazados favoreciendo la
formacion del radical [1], ellos pueden entrar en reacciones bimoleculares con sustratos

altamente reactivos [2-5].

Las reacciones de radicales libres han sido empleadas en la evaluacion de
capacidades antioxidantes de compuestos puros [6-12] y para la evaluacion de la
capacidad antioxidante de mezclas complejas tales como, extractos vegetales [13-16] y
fluidos biologicos [17-22]. Sin embargo, para el interés de entender qué se estd midiendo
en esos experimentos es necesario determinar el mecanismo de la reacciéon entre el
radical libre y los sustratos empleados, asi como los factores que determinan la cinética
y estequiometria del proceso. De esta manera se ha propuesto como objetivo general de
esta tesis estudiar la cinética y postular el mecanismo de reaccion entre el radical
cationico derivado del acido 2,2'-Azinobis(3-etilbenzotiazolin-6-sulfonico) (ABTS) y
una serie de sustratos que tienen un hidrogeno labil en su estructura. Este radical ha sido

ampliamente utilizado como ensayo colorimétrico para la evaluaciéon de capacidad
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antioxidante. Entre los diversos métodos usados para generar el radical, uno de los mas
empleados estad basado en un sistema enzimatico que emplea agua oxigenada como
oxidante [23]. Dada la presencia de un hidrogeno relativamente 1abil en este tipo de
compuestos, se ha propuesto como hipétesis de trabajo una posible interaccion entre el
radical catidnico e hidroperoxidos, los que podrian intervenir en el proceso de
blanqueamiento del radical, interfiriendo de esta manera en la interpretacion de los
resultados. Asi mismo, en otras metodologias propuestas para la preparacion del radical
cation [24], los ensayos se realizan a un tiempo fijo. Esto deja sin conocer qué ocurre
con la reactividad de los compuestos a tiempos tempranos de reaccion [25]. En el primer
Capitulo de esta tesis se presenta el estudio cinético y se postula un mecanismo para las
reacciones entre el radical cation derivado del ABTS con dos hidroperoxidos y una serie

de aminoacidos.

En el Segundo Capitulo se presentan las capacidades antioxidantes, evaluadas a
partir del consumo del radical cationico derivado del ABTS vy referido a un estandar
(Trolox), para una serie de polifenoles y de mezclas complejas de ellos. En este estudio
se discuten la interpretacion de dos indices de capacidad antioxidante, obtenidos a
tiempos cortos y largos de la reaccion. Ademas se presenta un estudio tedrico que
intenta racionalizar los aspectos estructurales y energéticos del mecanismo de
deshidrogenacion propuesto con los indices de reactividad que proporciona la Teoria de

Funcionales de la Densidad.

Con el objeto de establecer diferencias y/o similitudes con el mecanismo

postulado en el Primer Capitulo para la reaccion entre el radical derivado del ABTS y
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los sustratos empleados, en el Tercer Capitulo se presenta un estudio cinético de la
reaccion entre un radical estable con iguales caracteristicas como es el TEMPOL y un
compuesto fenolico (Trolox). En €l se postula un mecanismo de reaccion simple que
involucra un proceso bi-molecular entre el radical y el sustrato, y se evalia el efecto de

metales en el medio.
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CAPITULO 1

REACCION DEL RADICAL CATIONICO DERIVADO DEL ACIDO
2,2°-AZINOBIS(3-ETILBENZOTIAZOLIN-6-SULFONICO CON
HIDROPEROXIDOS Y AMINOACIDOS.

CINETICA Y MECANISMO.

1.1. INTRODUCCION

La capacidad de algunos aditivos altamente reactivos para disminuir la formacién
del radical estable derivado del acido 2,2'-Azinobis(3-etilbenzotiazolin-6-sulfonico)
(ABTS) (Esquema 1.1) cuando éste es incubado en presencia de una fuente de radicales
libres, ha sido ampliamente utilizado para evaluar la capacidad antioxidante de
compuestos puros y de mezclas complejas [1-7]. La interpretacion de los datos en esos
sistemas no es directa, ya que la disminucién de la concentracion del radical cation, que
se registra en presencia de los aditivos, se puede deber a la captura de radicales
primarios y/o al blanqueamiento del radical cation formado por los aditivos. Esta
hipotesis se genera al revisar una de las metodologias mas utilizada para evaluar
capacidad antioxidante de extractos vegetales y fluidos biologicos [8, 9]. El sistema

empleado en estos ensayos es bastante complejo, contiendo agua oxigenada y peroxidasa
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de rabano, que conforman el sistema oxidante, La medida se realiza en forma indirecta,
pues la accion de los antioxidantes determina la concentracion del radical cation
derivado del ABTS (ABTS"") producido y no considera la accion del hidroperéxido
sobre el consumo del radical ABTS" formado. Con respecto a esto, es interesante
evaluar en forma directa la capacidad que tienen ciertos compuestos con interes
biologico de reaccionar con radicales libres estables y, a fin de entender que es lo que
esta siendo medido en este tipo de experimentos, es necesario determinar €l mecanismo

de la reaccion entre el radical libre y el sustrato.

Un sistema no acuoso que ha sido bastante estudiado a fin de entender el
mecanismo, es el de la reaccion entre el radical DPPH y compuestos fenolicos. Estos
han demostrado que el mecanismo de la reaccién es complejo e involucra una serie de
procesos reversibles [10-13], lo que hace dificil interpretacion los resultados cineticos
y/o los factores estequiométricos asociados al proceso. Ademas se han mostrado

notables diferencias entre el comportamiento del DPPH vy el radical derivado del ABTS
[6]

Es interesante entonces conocer cuales compuestos y a que velocidades son
capaces de reaccionar con un radical estable como es el radical cation derivado del
ABTS. Las ventajas de este radical son su hidrosolubilidad y sus altos coeficientes de
extincion a longitudes de onda altas [14]. Esto permite que la evaluacion de la velocidad
de consumo se puede efectuar con minimas interferencias. Este radical puede ser ademas

obtenido facilmente por una oxidacién mono-electronica del ABTS:
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CH, EHq

(I""H [

2 H2
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HO.S S S SO.H

3

Esquema 1.1. Estructura del ABTS

El MnO,, persulfato de Potasio, peroxidasa de rébano o cualquier fuente de
radicales libres (i.e., un azo compuesto) bajo condiciones aer¢bicas pueden ser
empleados como oxidantes. El radical resultante es una especie de larga vida, con
bandas de absorcion caracteristicas a los 416, 650 y 734 nm. La concentracion del
radical catidnico puede ser evaluada facilmente a partir de los coeficientes de extincion a

esas longitudes de onda [14].

Se conoce que pequefias moléculas tales como fenoles, tioles, aminas, acido
urico y ascorbico son capaces de reducir al cation radical [15,16]. Hasta la fecha ha sido
llevado a cabo un estudio cinético completo, empleando con una familia de monofenoles
como sustratos [6]. El mecanismo de este proceso fue racionalizado en términos de un
pre-equilibrio entre ABTS"" y el sustrato, un paso que ha sido definido como de

transferencia electronica y dependiente del pH. Las reacciones secundarias de los
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radicales del sustrato producidos en este paso definirian los productos finales y

determinaran la expresion de la ley cinética.

Ha sido mostrado que proteinas, tales como albumina o bilirrubina, son capaces
también de blanquear una solucién con los radicales del ABTS pre-formados [8].
También una serie de aminoacidos han dado respuesta positiva cuando su capacidad
antioxidante es evaluada con el método de la formacion el radical del ABTS en el
sistema H,0,/peroxidasa/ABTS [17]. Sin embargo, no ha sido establecido cuales
aminoacidos son los mas reactivos, ni ha sido determinada la cinética de la reaccion. Asi
mismo, no se ha determinado ni el mecanismo ni la estequiometria del proceso, lo que

constituye uno de los objetivos principales de esta tesis.

En particular, en este trabajo se ha abordado el estudio de la reaccién entre los
radicales derivados del ABTS con hidroperéxidos (agua oxigenada y fert-
butilhidroperoxido) a fin de elucidar si éstos intervienen en el blanqueamiento de la
solucién de los radicales cuando los radicales del ABTS son producidos por el método
que utiliza H,O»/peroxidasa/ ABTS como sistema oxidante. También se ha escogido una
serie de aminoacidos. Los seleccionados tienen un atomo de hidrogeno reactivo en su
cadena lateral, al cual le es asociada su reactividad frente a los radicales. Los
aminoacidos seleccionados fueron Cisteina (-SH), Triptofano (-NH), Histidina (-NH) y
Tirosina (-OH) y las reactividades de estos compuestos fueron comparadas con la
observada en los aminoacidos que carecen del H unido al heteroatomo de la funcién de
la cadena lateral caracteristica, como son: N-metil-Triptofano, O-metil-Tirosina y

Cistina.
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1.2 METODOLOGIA

El radical-cation derivado del ABTS fue preparado en soluciones reguladas a tres
pHs diferentes (5, 6 y 7). En todos los casos la concentracion de la solucion
amortiguadora empleada, de sales de fostito sédico y/o potasico (MERCK) para los pH6
y pH7 y citrarto/citrico para pHS5, fue 100 mM. El radical es obtenido por oxidacion, en
una concentracion aproximadamente 150 uM, utilizando MnQ; en polvo (25 mg/mi)
(Sigma) o oxoperoxo sulfato de Postasio (250 mM) (MERCK) como oxidantes. En este
ultimo caso la reaccion debe ser mantenida durante 2 horas a 50 °C antes de lograr una
alta concentracion final del radical cation. En el primer caso la oxidacion es instantanea
y el exceso de solido es removido por centrifugacion y posterior filtracion. La solucion
del radical cation se mantiene en frio antes de su uso y su concentracion es estable por

varias horas.

Para evaluar el efecto de trazas de metales potencialmente presentes en el medio
de reaccion, se prepararon soluciones amortiguadas pre-tratadas con el agente quelante,

Chellex-100.

La concentracion del radical es evaluada midiendo su absorbancia a los 734 nm,
y utilizando el coeficiente de extincién molar a esta longitud de onda &= 0.015 uMcm’

! A lo largo de la cinética la concentracion del compuesto precursor (ABTS) se puede
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estimar a partir de su maximo de absorcion a los 340 nm, donde presenta un coeficiente

de extincién molar, £= 0.039 pMem™).

Las cinéticas de consumo del radical cation inducida por los compuestos aqui
seleccionados fueron seguidas a 23 £ 1 °C en un espectréometro UV-visible UNICAM o

en un Vis Chem Station Hewlett Packard con arreglo de diodos. Este ultimo
espectrometro permitié seguir cinéticas de consumo que ocurren en pocos segundos v,

por lo tanto, se pudieron estudiar sustratos de alta reactividad.

Los hidroperdxidos, H,02 vy t-butil-hidroperéxido (t-BuOOH) fueron adquiridos
en laboratorios MERCK. Los aminoacidos L-Tirosina (Tyr) y L-Triptofano (Trp) fueron
MERCK, L-Cisteina (Cys) SIGMA y L-Histidina (His) EASTMAN. Este ultimo

compuesto fue purificado previo a su uso por re-cristalizacion en metanol.

Con el objeto de obtener informacion cinética, entre los sustratos seleccionados
con el radical derivado del ABTS, las velocidades de las reacciones fueron medidas en
un amplio rango de condiciones experimentales: ABTS™ = 9 a 60 uM; ABTS = 10 a
450 uM: Aminoacidos = 2 pM a 0.2 mM, Hidroperoxidos = 1 a 30 mM. En particular,
se determinaron los efectos de pH, concentracion inicial de ABTS", de ABTS y del

sustrato, tanto en la velocidad como en la estequiometria del proceso.

La velocidad inicial de cada proceso fue calculada realizando un ajuste tedrico a
los perfiles cinéticos obtenidos (JABTS"] vs. tiempo). Para esto se utilizaron funciones
mono o bi-exponenciales dependiendo del caso y se calcularon las primeras derivadas de

dichas expresiones a t=0.
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1.3 RESULTADOS y DISCUSION

La adicién de concentraciones micro-molares de los aditivos hidroperoxidados,
agua oxigenada y fert-butilhidroperéxido (+-BuOOH), y de soluciones de aminoacidos,
blanquean rapidamente la solucion del radical cation derivado del ABTS. El proceso fue
cuantificado realizando registros en el tiempo de la disminucion de la banda ubicada a
los 734 nm, para un amplio rango de condiciones experimentales. El efecto del aditivo
depende de las condiciones iniciales de pH, concentracién del ABTS inicial, de cation
radical y del aminoacido o hidroperoxido empleado. Junto al decrecimiento en la
absorbancia asociada al consumo del radical, se observé en todos los casos un
concomitante aumento de la banda a los 340 nm, indicativo del aumento de la

concentracion de ABTS reducido (Figura 1.1.1).

Los resultados obtenidos mostraron ser independientes de la metodologia
empleada para la preparacion del radical (MnO; y/o Persulfato de Potasio), Figura 1.1.2.
Los registros de las cinéticas efectuadas en soluciones preparadas con Chellex-100 y en
ausencia de este quelante, permiti6 mostrar que las velocidades iniciales son

independientes de la presencia de trazas de metales en el medio.
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Figura 1.1.1. Cambios en el espectro UV-visible del ABTS
en el tiempo inducido por 10 pM de Triptofano a pH 7. El
consumo del radical se sigue a los 734 nm y a los 340 nm

regeneracion del ABTS.
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Figura 1.1.2. Comparacién de los métodos para formar
ABTS" sobre la velocidad de consumo del radical inducido

por Cys. Pendiente = 0.974, R = 0.99738.
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1.3.1. Hidroperdxidos

1.3.1.1. fert-butilhidroperoxido

El perfil cinético de la reaccion entre el radical cationico del ABTS y fert-
butilhidroperoxido, muestra que cuando el radical es casi completamente consumido,
una pequefia disminucion en la absorbancia a los 340 nm, respecto de la inicial y una
nueva absorcion a los 421 nm Figura 1.1.3 indica la ocurrencia de reacciones

secundarias irreversibles que consumen ABTS.

1,0

0.8 [\

0.6 1

0,4 -

Absorbancia

0.2

0,0 4

300 400 500 600 700 800
A, M
Figura 1.1.3. (=) Espectro inicial de ABTS"" antes de agregar

tert-butilthidroperoxido; (—) espectro de los productos de la

reaccion (420 nm) y ABTS formado (340 nm).
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La velocidad del consumo del radical cation, evaluada a partir de la velocidad de

disminucion a la A7, es dependiente de las condiciones iniciales.

Los datos, como una primera aproximacion, fueron ajustados a una expresion

simple de la velocidad de la reaccién V, :

log V = log k +a log[ABTS]+ b log[ABTS*+ ]+ ¢ log[t - BuOOH] (1.1.1)

En este ajuste se considerd un amplio rango de concentraciones de los
componentes: [ABTS"'] desde 2.0 a 33 uM; [ABTS] desde 22.0 a 142.0 pM; y t-
1

BuQOOH desde 12.0 a 117.0 uM. Para una V expresada en M's? los datos (n=30),

arrojaron los siguientes valores para los coeficientes de la ecuacion (1.1.1):

k=15x10°M's". a=-0638, b=1.161, c¢=0.893

2

con un coeficiente de correlacion de 0.956 (Figura 1.1.4). Estos valores indican que
ABTS actia como un inhibidor y permiten ser interpretados en términos de un
mecanismo que considera un primer paso reversible. Valores de b <2y a > -1 indicarian

que dicha reversibilidad no es completa en este sistema.
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Figura 1.1.4. Correlacion entre la velocidad experimental y
calculada con los parametros ajustados de la ecuacion (1.1.1)

para la reaccion entre el radical cation y H,0,.

Estos datos pueden ser interpretados por lo tanto en términos del siguiente mecanismo:

ABTS* + ROOH .._1;2_" ABTS + ROO" + H* (1.1.2)
2
. : k,
ROO" + ABTS'* —— Productos (1.1.3)

ROO" + ROO- _ki‘—,- Productos (1.1.4)
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Este mecanismo es compatible con una importante transformaciéon de ABTS"" en

ABTS, como se muestra en la Figura 1.1.5.

Concentracion, uM
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Figura 1.1.5. Consumo del ABTS"" evaluado a los 734 nm
(£=0.015), inducido por la adicién de 90 mM de -BuOOH

(®) y formaciéon de ABTS, aumento de la banda a los 340 nm

(£=0.039) (m).
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El mecanismo propuesto implica que la reaccion inversa (-1.1.2) debe ser
dependiente del pH. Con el objeto de probar esta dependencia se efectuaron medidas a
varios pHs. Los datos obtenidos (figura 1.1.6) muestran que, tal cual como predice el
mecanismo propuesto, la reaccién es fuertemente inhibida al disminuir el pH de la
solucion. De hecho, la pendiente del grafico 1.1.4 es aproximadamente 0.8, indicando

que la inhibicion por protones es casi de primer orden.

1.0

log V, uM/s
(=
Lh

0.0

pH

Figura 1.1.6. Efecto de pH para la reaccion entre t-BuOOH y
ABTS", las concentraciones iniciales fueron: (#) ABTS"": 30
uM; ABTS: 10 uM y t-BuOOH: 116 mM; (m)ABTS™": 116
uM; ABTS: 37 uM y t-BuOOH: 116 mM.
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El conjunto de datos experimentales fue tratado a la luz de 2 expresiones para la
ley cinética, determinadas por el paso que controla el proceso de remocion de ROO", es

decir reacciones (1.1.3) 6 (1.1.4) (Mecanismo I y Mecanismo II, respectivamente).
Suponiendo que los radicales peroxilos cumplen la condicion de estado estacionario, las

leyes de velocidad obtenidas son las siguientes:

Mecanismo 1, para la terminacion:

k
ROO" + ABTS‘t+ —— = Productos (1.1.3)

R 1. ke[ROOH J[aBTs+
P =3 L, [ABTS |+[ABTS+]

(1.1.5)

Con pseudo-ordenes de reaccion (#):

ABTS 2<n <0
t-BuOOH l<sn<2
ABTS" 1<n<2
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Mecanismo II, para la terminacion:

k
ROO™+ ROO* —2 3= Productos

Rexp =k4[ROOCJ

2

—k_,[ABTS]+ \/(;,2 [ABTS]Y +4k3R

=k
* 2k 4

Con pseudo-ordenes de reaccion:

~-BuOOH n=1
ABTS -l n <0
ABTS™ 1< n<2

La ecuacion (1.1.6) puede ser ordenada:

[RoOH][ABTS*+] 1 k. [ABTS]

By ky kakg [ABTS |

donde ROOH representa al --BuOOH.

(1.1.4)

(1.1.6)

(1.1.7)
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La representacion grafica de esta ecuacion (Figura 1.1.7A) mostré una
correlacion muy baja, indicando que este mecanismo no representa adecuadamente al

conjunto de datos.

Para probar el Mecanismo I, la ecuacion (1. 1.5) fue reordenada a:

Rexp ks X2 [ABTS[RY,
[ABTS*+] [ROOH] kl/2 [ABTS*+ [[ROOH]

(1.1.8)

Los datos experimentales tampoco ajustaron a esta expresion (Figura 1.1.7B),
indicando que ninguno de los 2 mecanismos satisfacen individualmente al conjunto de

datos.



Capitulo 1

23

500 =
2 400 -
3
E
]
A 3004 A
= =
% 200 -
m ﬂ -
1 | |
=o1004 Seg,
@ "
9 ]
0 T T 1 ¥ T v T T
] 5 16 15 20 25 30
[ABTS}[ABTS ]
0,025
n
__ 0,020
E =
g
i |
3 0,015 . B
= "
& | <
= 0,010 ‘I‘_
fan} ™
< iy
= 0,005 .‘:
53 L]
L ]
0,000 — . ; r
0,0 0,2 0,4 0,6 0.8 1.0

[ABTS] V,,,"/[ABTS]{t-BuOOH]

Figuras 1.1.7, Ajustes para los mecanismos parciales

representados por: A ecuacion (1.1.7) y B: ecuacion (1.1.8).
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A pesar de la aparente simplicidad del mecanismo propuesto, se requiere de una
solucién numérica para el tratamiento del mecanismo completo. Aplicando la hipétesis
de estado estacionario a los radicales peroxilos, la ley cinética puede ser expresada en
una compleja ecuacion con 5 parametros que involucra a las ecuaciones (1.1.3) y (1.1.4)

como canales de terminacion.

R A2 lasrs**f [Roon]? | & [2[ABTS'+][ROOH]R:|+ A[ R }r
]2

[ABTS] [ABTS]? [ABTS
HE [ABTS'+ ]2 [ROOH] | . iABTS“ ‘R
* [ABTS] [ABTS]
(1.1.9)
donde,
A= ksfk.gz Y B= k4/k.2

este procedimiento permite obtener una estimacion de k; y de los parametros A y B. Los

parametros obtenidos son resumidos en la Tabla 1.1.

El acuerdo de los datos experimentales para el mecanismo propuesto y las
constantes de velocidad pueden ser inferido por una comparaciéon de los valores
experimentales con aquellos calculados a través de la ecuacion (1.1.9). Este grafico se

muestra en la Figura 1.1.8. Aunque los datos estan bastante dispersos, la velocidad
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calculada correlaciona bastante bien con aquella determinada experimentalmente sobre

todo el rango de condiciones considerada.

. S T i) Ty S
4

6 8 10 12 14 16
Vexp, M/s

Figura 1.1.8. Relacion entre las velocidades medidas

experimentalmente y las velocidades calculadas con la

Ecuacion 1.1.9.
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Las constantes de velocidad calculada con el menor error es ks. De hecho, los valores
calculados para los procesos que siguen a 1.1.2 son mas bajos o altos que los valores
experimentalmente determinados para el consumo de ABTS"". Esto esta en acuerdo con
la ocurrencia de procesos que compiten (-1,1.2, 1.1.3 y 1.1.4). De hecho, si el proceso

1.1.3 ocurre, lleva a:
Vexp < V2
y la ocurrencia de la reaccion 1.1.4 lleva a:

El valor de ky/k.2 da la constante de equilibrio para la reaccion (1.1.2). El valor obtenido
da K = 10", con un AG® = -16.6 kecal/mol. A partir de estos valores y los valores

reportados para el proceso redox [18].

ABTS* + 172 H, =——= ABTS + H' (1.1.10)

Se puede derivar que, para el proceso

ROOCH

ROO" + 1/2H, (1.1.11)
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El AG® es = 32 3 kcal. Este resultado €s compatible con la energética del proceso. ks es
considerablemente mas alta que la constante de velocidad propuesta para la reaccion en
agua, pero del mismo orden de reacciones de terminacién cruzada que involucra a
radicales peroxilos [19). Esto podria implicar ya sea que la reaccion de ambos radicales
-BuOO" es mediada por ABTS" y/o que otros radicales peroxidados derivados de la
escision de los radicales t-BuQO" (tales como t-Butoxilos o metilos) que se generan en
la interaccion de la reaccion entre los radicales t-BuQO" (Ecuacién 1.1.12) podrian

contribuir al proceso de terminacién.

H, CH,
2 HC 0—0 — 2H3c—'—0- + 20 (1.1.12)

(5]

(CH;),CO + cH;
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1.3.1.2. Peréxido de hidrbgeno

Las caracteristicas de la reaccion entre peréxido de hidrégeno y los radicales
catiénicos derivado del ABTS son muy similares a las ya discutidas para ~-BuOOH. Si

los datos son ajustados a 1a ecuacion (1.1, 13):

logV=Ilogk +alog[ABTS]+blog[ABTS'+ ]+clog[H202] (1.1.13)

El mejor ajuste se obtiene con:

k=45x10% a=-008, b=11: ¢=07

el menor valor de @, comparado con el obtenido para el sistema -BuOOH + ABTS",

refleja un menor efecto inhibitorio del ABTS en este sistema.

El primer paso reversible del mecanismo propuesto para este caso puede ser

planteado especificamente:

k
H,0, + ABTS* == HO, + ABTS + H' (1.1.14)

.14
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seguida por una reaccion cruzada entre radicales:

HO,” + ABTS* —> 0, + ABTS + H' (1.1.15)

para este sistema se obtiene la siguiente ley cinética:

) v k14 [ABTS]V!?
lssrs™ [im,0,] o kmlABTSH’IHzOz]

(1.1.16)

Al graficar el elemento del lado izquierdo de la ecuacion (1.1.16) vs.
[ABTS]"?/[ABTS""][H;0:] se obtiene una correlacion aceptable en donde se puede ver

que los datos satisfacen razonablemente el mecanismo planteado (Figura 1.1.9).
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Figura 1.1.9. Datos obtenidos para el sistema H,Oo/ABTS",
graficados de acuerdo a la ecuacién 1.1.16. La ordenada
permite la estimacion de kis (0.2 M's!) y la pendiente

proporciona el valor k.14/kis (0.013).
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El valor de kis/kis = 0.013 es consistente con el menor efecto inhibitorio de
ABTS. Esto podria reflejarse en la mayor efectividad de reaccion que se ha denominado
cruzada como canal de salidade los radicales peroxilos, descrita en la ecuacion (1.1.15).
Esta reaccién es menos favorecida en el sistema /-BuOOH / ABTS™". De acuerdo con
esta menor contribucion de la ecuacion (-1.1.14) la dependencia con el pH también es
menor que la observada para el sistema que utiliza #-BuOOH. De hecho, en el rango de
pH 3-5 a 7.0, la velocidad del proceso aparece aproximadamente proporcional a T
(Figura 1.1.10). Sin embargo, la interpretacion cuantitativa esos datos es dificil, debido a
la influencia del pH en la protonacion y de las reacciones secundarias de los radicales

HOO" [20].

pH

Figura 1.1.10. Efecto de pH en la velocidad inicial de
reaccion entre ABTS™ y H,Q,. Las concentraciones iniciales
fueron: ABTS™: 50 uM; ABTS 20 uM y H;0,: 166 mM (m)
y 232 mM (e).
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Es interesante notar que los valores obtenidos para las constantes de velocidades
especificas para las reacciones del radical cation con t-butilhidroperdéxido o agua
oxigenada son similares. Estos resultados podrian ser explicados en términos de la
similitud entre las energias del enlace O-H en estado gaseoso) del H;O; y el peréxido

organico [21, 22].

Los resultados de este trabajo presentan algunas similitudes pero también
significativas diferencias con los datos obtenidos empleando fenoles como sustatos [6].
La principal diferencia radica en la falta de equilibrio del primer paso y una velocidad
considerablemente mas baja para las reacciones con hidroperoxidos. La velocidad de
reaccion mas alta para el caso de los fenoles puede ser relacionada con la menor energia
de enlace O-H en estos compuestos [23, 24]. Este mismo argumento podria favorecer la
ocurrencia de la reaccion inicial con el radical cation. La completa reversibilidad del
primer paso para el caso de los fenoles podria implicar en una menor eficiencia de los

canales para la salida de los radicales fenoxilos.

Finalmente, es interesante considerar que el blanqueamiento de la solucion de
radicales cation derivados del ABTS ha sido propuesta como método para evaluar
capacidad antioxidante. Sin embargo, este estudio muestra que pro-oxidantes, tales
como tert-Butilhidroperoxido y peréxido de hidrogeno, pueden llevar a un eficiente

consumo de los radicales derivados del ABTS.
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Compuesto ko/M s ka/ks
H:0, 11.2 0.013
t-BuOOH 8.6x10° 0.03

Tabla 1.1. Valores para las constantes de velocidad para

agua oxigenada y tert-butilhidroperdxido
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1.3.2. Amino acidos

Perfiles cinéticos obtenidos para los cuatro aminoacidos bajo condiciones
similares se muestran en la Figura 1.2.1. La informacion de ésta figura muestra que, bajo

condiciones similares, la reactividad sigue el orden:
Cys >>> Trp > Tyr > His

Esta escala de reactividades relativas, indica que la velocidad estd determinada
por las catacteristicas del grupo R de cada aminoécido y que la cadena alifatica seria

totalmente no-reactiva (Esquema 1.2.1).

R: -SH =Cys
N
- / - — 3
" Q/:Tyr s < | s
N
HO H

Esquema 1.2.1. Estructura de los aminoacidos utilizados.
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Figura 1.2.1. Perfiles obtenidos para la reaccion de
blanqueamiento del radical ABTS" promovido por Cys (1),
Trp (O), Tyr (A) e His (), en todos los casos las
condiciones empleadas fueron similares [ABTS"'] ~ 22 pM;

[ABTS] = 50 pM; [aminoacido] = 30 uM; pH =7
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Este resultado estaria en acuerdo con los datos de capacidad antioxidante de
aminoacidos reportados por Meucci y Mele [17] Esos autores concluyen, a partir de
experimentos llevados a cabo en el sistema ABTS/peroxidasa, que Cys es el mejor

antioxidante y que Tyr y Trp muestran patrones de reactiviad similares.

1.3.2.1 Cisteina

La reaccion de Cys con el radical cation derivado del ABTS presenta
caracteristicas similares a las descritas para los hidroperoxidos: la velocidad de la
reaccion aumenta con el pH, también con el aumento de las concentraciones del radical
catién y de Cisteina y se inhibe parcialmente con ABTS. Cuando la velocidad inicial
(Vo) se mide a diferentes pHs, empleando concentraciones constantes de ABTS, ABTS"”

y Cys, las medidas pueden ser ajustadas a la siguiente ecuacion:

log Vo = k - 6pH (1.2.1)

Donde k es una constante que contiene la contribucion de todos los reactantes y
productos en la velocidad del proceso. El grafico de log Vo vs. pH permite obtener una
evaluacién del orden de la reaccion en protones (-8 = 0.22) (Figura 1.2.2). Este valor fue

medido en el rango de pH 5 a 7 y conlleva a una alta incerteza, ya que la alta velocidad
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del proceso impide una evaluacién mas precisa de la velocidad inicial, particularmente a

los pHs mas altos.

2,92 |

log \{] uM /s

2,34

] T L] i
6 7

pH

Figura 1.2.2. Efecto del pH sobre la velocidad de
la reaccion entre ABTS™ y Cys. R = 0.996

Las velocidades de reaccion, sobre un amplio rango de condiciones, pueden ser

medidas sélo a pH 5. A pHs mayores la velocidad de reaccion es muy rapida. Los
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coeficientes asociados a los ordenes de reaccion segun la ecuacion (1.2.1) estén

resumidos en la Tabla 1.2. (pagina 54)

Vo =k [ABTS]* [ABTS*+1B [Cys]% (12.2)

La correlacion entre los valores calculados de V, empleando el conjunto de
parametros de la Tabla 1.2 y aquellos determinados experimentalmente, se muestra en la
Figura 1.2.3A. Esta figura muestra que la ecuacioén 1.2.2 reproduce los datos con un
factor aproximado de 1.5 sobre todo el rango de condiciones empleado. Los ordenes
fraccidnales y la dispersion de los datos, los que superan del error experimental, implica
que el mecanismo es complejo v no queda completamente representado por una ley

cinética simple como la que se ha dado en la ecuacion 1.2.2.

Las velocidades experimentales fueron independientes del procedimiento
empleado para generar el ABTS™ (Figura 1.2.3A). En ensayos realizados con soluciones
con agua pre-tratada con Chellex-100, no se observo que el efecto de metales afectara a
la velocidad de la reaccion. Asi mismo, experimentos realizados bajo Nitroégeno

indicaron que la presencia de oxigeno no modifica la velocidad del proceso (Figura 1.2.3

B).
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Figura 1.2.3. A. Correlacion de las velocidades iniciales para

el consumo de ABTS"™ por Cys, experimentales y calculadas
con los datos obtenidos con la Ecuacién 1.2.2 (®) datos
obtenidos para ABTS"" preparado con Persulfato de Potasio

y (m) ABTS"" preparado con MnO,. B. Correlacién entre las

velocidades iniciales obtenidas en presencia y en ausencia de
Oxigeno, R=0.96.
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La formacion de ABTS, medida por el aumento de la absorbancia a los 340 nm,

Figura 1.2.4, es casi cuantitativa con el consumo del radical cation a lo largo de todo el

proceso llevado a cabo en exceso de radical cation y de Cys.

Concentracion, pM

0

0 100 200 300 400 500 600
Tiempo, s
Figura 1.2.4. Cinética de la reacciéon entre Cys y ABTS"™,

seguida por el aumento de la sefial a los 340 nm (ABTS) ()

y el consumo de ABTS" seguida a partir de la disminucion

de la sefial a los 734 nm (7).

La estequiometria de la reaccion entre el radical cation y la Cys fue obtenida en
exceso de radical e indica que se consumen aproximadamente 1.8 radicales por cada

cisteina introducida en el sistema. La ecuacion (14) describe el proceso global:

2ABTS*+ + Cys ——>» 2 ABTS + Productos (1.2.3)
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1.3.2.2. Triptofano

La reaccion entre Trp y el radical cation conserva el mismo patrén al obtenido
por Cys. Sin embargo, y considerando que la velocidad del proceso es mas lenta, las
velocidades iniciales pueden ser obtenidas en un rango mas amplio de condiciones. Los
datos cinéticos obtenidos a pHs 5, 6 y 7, fueron ajustados a la ecuacion (1.1.2) y
proporcionan los pseudo ordenes de reaccion resumidos en la Tabla 1.2 La velocidad de

reaccion no mostro ser afectada por la presencia de metales.

El consumo del radical cation es acompafiado por un notable consumo de
oxigeno, medido con un electrodo selectivo de oxigeno. De hecho, cerca de 0.33 moles
de oxigeno son consumidos por cada por cada mol de radical. Luego de registrar la
formacion de ABTS, evaluado a partir del aumento en la absorbancia a los 340 nm
(Figura 1.2.5) es casi cuantitativa y los resultados obtenidos en exceso de radical cation
se obtuvo que, aproximadamente cada molécula de Trp consume 3 radicales. Por lo tanto

la estequiometria del proceso global puede ser representada por:

3ABTS*+ + Trp + O — > 3 ABTS + productosde oxidacion (1.2.4)

Los productos de la reaccion muestra una fluorescencia (excitacion a los 370 nm

y emision a los 450 nm) que sugiere la presencia de kynurrenina y N-formilkinurrenina
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entre los productos (Figura 1.2.5). Estos productos de oxidacion de Trp, medidos por los
cambios en la fluorescencia, fueron similares a las observadas cuando Trp es expuesto a

una fuente de radicales libres [25].

i0

Fluorescencia

T
350 400 450 500 550 600 650 700 750

A /mm

Figura 1.2.5. Espectros de Fluoresciencia para los productos
oxidados de Trp, (—) condiciones iniciales: 300 uM Trp, 70
uM ABTS®', 80 uM ABTS; ( —) Espectro correspondiente a
la sustraccion del espectro de ABTS formado en la reaccion

mas el inicial (150 uM), Aex.= 370.



Capitulo 1 43

A pesar del alto consumo relativo de oxigeno en el proceso (indicativo de la
oxidacién de Trp), las velocidades iniciales del consumo del ABTS" inducido por Trp,
medidas a pH 7, muestran un aumento aproximado de s6lo un 10% (no significativo) al

ser evaluadas en experimentos con presencia de oxigeno en el sistema:

Condiciones Vo /uM 5™
Nitrogeno 1.89 +0.23
Aire 203 #0.15

Tabla 1.2. Velocidades iniciales evaluadas para
experimentos realizados con y sin presencia de oxigeno
(aire), en ambos casos las condiciones iniciales fueron
similares: ABTS™" = 50 pM; ABTS = 90 uM y Trp = 64
uM).

Esto podria indicar que el consumo de oxigeno no estaria involucrado en la etapa
iniical del proceso, sino mas bien en reacciones secundarias que involucrarian a

radicales derivados del Trp y que no influenciaria en la velocidad del proceso.
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1.3.2.3 Tirosina e Histidina

Estos dos aminoacidos presentaron caracteristicas similares con respecto al
consumo del radical cation y la formacion de ABTS, a las ya descritas para Cisteina y
Triptofano. Los pseudo ordenes de reaccion obtenidos cuando el conjunto de los
parametros cinéticos medidos a pH 5 para Tirosina y pH 7 para Histidina, son ajustados
a la ecuacion (1.1) estan incluidos en la Tabla 1.1. La reaccion del radical cation con Tyr

muestra que la formacion de ABTS es cuasi-cuantitativa (Figura 1.2.6 A).

Histidina muestra un patron cinético muy complejo que incluye una reaccién
inicial muy rapida, seguido por un proceso lento y, a tiempos largos, un proceso auto-
acelerado (Figura 1.2.6 B). Ademas, debido a que todo el proceso es muy lento, la
velocidad solo pudo ser medida a pH 7. A pHs mas bajos, la reaccion es
extremadamente lenta. Las velocidades medidas corresponden a la fase lenta
(intermedio) de la reaccion. Debido a que las reacciones fueron llevadas a cabo en

exceso de His no fue posible determinar los factores estequiometricos de este proceso.
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Figura 1.2.6. A. Perfil cinético para la reaccion entre Tyr (30
uM) y ABTS® (0) disminuciéon de la concentracién del
radical cation seguida a los 734 nm; (0) aumento de la
concentracion de ABTS evaluada a los 340 nm. B. Perfil
cinético obtenido para el consuno de ABTS"" inducido por
His a pH 7.0. Este perfil corresponde a una compleja
conducta cinética con notable periodo de autoaceleracion a

tiempos largos de la reaccion.
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1.4. DISCUSION GENERAL

El esquema descrito por las reacciones (1.2), (1.3) v (1.4), en donde los radicales
ROO" pueden representar a los radicales de los aminoacidos (X°) generados en el
proceso de abstraccion de hidrogeno permiten explicar los resultados obtenidos para los
amino 4cidos estudiados, Cisteina, Triptofano y Tirosina. La relacion entre reactividad y
la presencia de un atomo de hidrégeno 1abil en la estructura de ellos es compatible con la
nula reactividad que se obtuvo empleando como sustratos del ABTS" a Cistina, O-
metil-Tirosina, S-metil-Cisteina y Metionina. Para éstas reacciones se emplearon
concentraciones en el rango mili-molar de los derivados metilados y de Cistina y fueron

mantentdas por una hora sin observar reaccion.

Las reacciones de los radicales derivados de los aminoacidos obtenidos por
abstraccion de su hidrégeno (X°) con oxigeno, pueden proporcionar un canal extra de
consumo de X', particularmente cuando son empleados Triptofano y Cisteina. Sin
embargo, el hecho de que la velocidad del blanqueamiento del ABTS™ por los

aminoacidos es casi independiente de la presion de oxigeno, sugiere que la reaccion

oxigeno/radical no es cinéticamente relevante,

Este simple mecanismo predice que el orden de inhibicidon por protones y en
ABTS debe ser similar. La magnitud de esos ordenes debe estar relacionado con la
magnitud de la reversibilidad del primer paso, en un rango que puede ir entre cero

(ausencia de reversibilidad) y dos (reversibilidad completa, en donde la reaccion (1.3)



Capitulo 1 47

seria la encargada de remover a los radicales X'). Los altos ordenes de reaccion
aparentes para ABTS y ABTS™ obtenidos para Trp a pH 5 (mayores que para pH 7) son
compatibles con la mayor contribucién de la reaccion inversa del primer paso cuando la
concentracion de protones aumenta. Los bajos ordenes de reaccion de estos dos efectos
para el caso de Cisteina sugiere que el primer paso de la reaccion estd lejos del
equilibrio. Esto es compatible con la alta velocidad determinada para este aminoacido,
que puede ser atribuida a la labilidad relativa del enlace S-H. Este criterio podria indicar
que en las reacciones con los otros aminoacidos, la transferencia de hidrogeno inicial es
mas reversible. Sin embargo, tal como lo predicen las ecuaciones del mecanismo
propuesto (1.2) a la (1.4), éstas deben ser consideradas solo como una primera

aproximacion.

Los ordenes obtenidos para la reaccion con Tirosina son los mas cercanos a los
esperados si el paso inicial fuera totalmente reversible, como ya fue reportado para los
fenoles [6]. Con el objeto de probar esta posibilidad, las velocidades experimentales
fueron graficadas contra [ABTS" [Tyr}/[ABTS], como se muestra en la Figura 1.2.7.
El resultado muestra que, sobre todo el rango de condiciones empleado, los datos se
ajustan a la ley cinética esperada si la reaccion (1.2) alcanza el equilibrio y la reaccion
(1.3) fuera el paso prioritario para la remocién de los radicales derivados de la Tirosina
generados en el primer paso, como producto de la abstraccion del H fendlico. Para este

compuesto la ley de velocidad puede ser considerada como:
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A pH 7.0, el mejor valor para la k., obtenida a partir del grafico de la Figura 1.2.7

es1.65x10° M's™,
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Figura 1.2.7. Ajuste del conjunto de datos obtenidos para la
reaccion de Tyr con el radical cation para un mecanismo
completamente reversible, de acuerdo a la ecuacion (1.6) las
velocidades  experimentales son  graficadas  contra
[ABTS™ P[Tyr)/[ABTS]. La correlacion es R = 0.9. ()
ABTS"' preparado con persulfato; (®) preparado con MnQO,.
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El analisis cinético para Cys, Trp e His se realizo a la luz de los Mecanismos I y

I tal como se present6 para los hidroperéxidos.

Ninguno de los tres aminoacidos se ajustd a las ecuaciones descritas para los
mecanismos individuales (1.1.7 y 1.1.8), siendo ¢l mecanismo completo que involucra
los 3 pasos del mecanismo planteado, el que mejor ajusta a los resultados obtenidos.
Los mejores valores para los 5 parametros de a ecuacion (1.1.9) (Aks” ; Aky ; A ; Bkg v
B) fueron obtenidos numéricamente empleando una metodologia de minimos cuadrados
implementado en un paquete computacional matematico MAPLE-V. Este procedimiento
permitid una estimacion de ki, A y B. Los valores obtenidos fueron resumidos en la
Tabla 1.5. Aunque esos valores estan sujetos a una gran incerteza, particularmente A y

B, permiten extraer a algunas conclusiones.

Los valores obtenidos muestran que la reactividad de los compuestos tratados
esta directamente relacionada con el valor especifico de la constante de velocidad del
paso inicial. De hecho, esta constante de velocidad es la mas alta par Cisteina (el
aminoacido mas reactivo) y la mas baja es para el aminoacido menos reactivo. Ademas,
los valores relativos de k¢ estan en acuerdo con lo esperado para una abstraccion de
hidrégeno por un radical libre. De hecho, pueden ser propuestos dos posibles
mecanismos extremos para el primer paso (reaccion 1.2). En el primero de ellos, una

transferencia de hidrogeno:

ABTS*t + XH —» ABTSH+ + Xe* (1.7)
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seguida por la deprotonacion de ABTSH™. Si éste fuera el proceso limitante, se podria
esperar que la velocidad relativa fuera similar a la de otros procesos radicalarios [26], de

acuerdo con los valores relativos que fueron obtenidos para ks en este trabajo:
Cys > Trp > Tyr
y una muy baja o nula reactividad para N-metil-Triptofano, O-Metil-Tirosina y Cistina.

El otro extremo del mecanismo involucra una transferencia electronica seguida
por la deprotonacion del radical derivado del sustrato. Este primer paso podria
correlacionar inversamente con los potenciales de ionizacion (PI) de cada aminoacido.
Sin embargo, utilizando célculos semi-empiricos (metodologia AM1 [27]) para cbtener
los valores de energias mono-electronicas del orbital de frontera HOMO (Gltimo orbital
ocupado) y posteriormente aplicando el teorema de Koopman [28] se obtuvieron los

siguientes valores:

Especie Pl/eV
Cys? -9.35
Trp -8.38
Tyr -9.15
His -9.32

Tabla 1.3. Potenciales de ionizacion para los aminoacidos empleados.
“Este valor obtenido se encuentra en acuerdo con datos

reportados por P.H. Cannifton [29]
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Esto sugiere que un primer paso inicial limitante mediado por una transferencia

electronica no es favorable, al menos para Cisteina.

Los valores de A y B dados en la Tabla 1.5 son compatibles con los esperados
para un mecanismo que comprende los procesos (1.2), (1.3) y (1.4). De hecho, ya que las
concentraciones de ABTS y su radical catién son del mismo orden de magnitud, los
valores obtenidos 0.2 y 1.0 para la razon ks/k.; son consistentes con una reversibilidad

parcial del primer paso de la reaccion (1.2).

Los datos obtenidos para Trp muestran que la disminucién en la velocidad de
reaccion cuando el pH disminuye puede ser asociada a un aumento en k2, en acuerdo
con el mecanismo propuesto. Esto implica que los radicales catiénicos del ABTS
estarian reaccionando con la molécula neutra v no con una pequefia fraccion del
compuesto protonado en equilibrio. En este sentido el paso micial para este sustrato

puede ser representado por:

ABTS* + TrpH

ABTS + TrpH*

ABTS + Trpr + H*  (1.2.8)

y no por una deprotonacion del aminoacido:

TrpH — Trp~ + H* (1.2.9)
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seguida por una reaccion del compuesto deprotonado con el radical catidon derivado del

ABTS.

Con el fin de determinar si los parametros dados en la Tabla 1.5 son adecuados
para reproducir los datos experimentales sobre todo el amplio rango de condiciones
experimentales empleada, se graficaron las velocidades calculadas utilizando la ecuacion
general (1.1.9) contra las velocidades obtenidas experimentalmente. Los datos obtenidos

empleando Cys, Trp e His se muestran en la Figura 1.2.8 (A, B y C, respectivamente).

Esos datos muestran que la ecuacién propuesta ajusta razonablemente los datos
obtenidos experimentalmente en todo el rango de condiciones empleadas. Esto indica
que el mecanismo completo es capaz de interpretar las principales caracteristicas del

proceso cinético.
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Figura 1.2.8. Correlacion entre las velocidades medidas

experimentalmente y calculadas. Las velocidades fueron

calculadas de acuerdo con la ecuacion (1.1.9) y los

parametros de la Tabla 1.2. Datos obtenidos para A: Cys pH
5 (R =10.99); B: Trp pH 5 (R=0.97), C; His, pH 7 (R = 0.85)
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Aminocido Kk? A B C D

Cys pH5 2.2x107 -0.46 1.5 0.83 ~-0.22
Trp pHS 9.6x107 -1.81 2.4 0.8

PH7 6.7x10" 1.0 1.4 0.7 L
Tyr pH7 8.91x10"  -1.13 1.92 0.78 ~-0.60
His pH7 3.75x10°  -0.33 0.11 0.40 2

Tabla 1.4. Resumen de los valores para los ordenes de

reaccion obtenidos por la ecuacion (1.1)

@ El valor de k fue obtenido cuando la concentracion es

expresado en UM y el tiempo en segundos.
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Aminoacido k4 M1 A/Ms B
CyspH5 1900 +300 5.0x10 + 4x107 0.16 +0.01
Trp pH S 300 +200 1.6x10™ £ 6x10° 1.0 £ 0.9
pH7 350 +20 2.7x10” + 3x10-6 0.17 +0.01
His pH 7 0.5 £0.2 0.010 +0.004 0.30 +£0.02

Tabla 1.5. Parametros obtenidos para la ecuacion (1.9).
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1.5 CONCLUSIONES

En conclusion, los datos obtenidos muestran que tanto los hidroperéxidos
empleados como los aminoacidos son capaces de blanquear el radical cationico derivado
del ABTS cuando éste es pre-formado previo a la reaccion y que la recuperacion del
ABTS original es casi cuantitativa. La velocidad de los procesos queda determinada
principalmente por la presencia de los Hidrogenos labiles de la cadena lateral en las
estructuras de los aminoacidos (Esquema 1.2.1). La principal caracteristica de la ley
cinética puede ser explicada en términos de un mecanismo que involucra un primer paso
parcialmente reversible. La relevancia de la reaccion inversa depende del pH de la

solucion.

Varios aspectos desconcertantes quedan en evidencia al revisar los datos, como:
el efecto del oxigeno en la velocidad de la reaccion, la casi total recuperacion del ABTS
original independiente de la relevancia de la Ecuacion (1.3) y la dispersion de los datos
aun cuando los datos son tratados a la luz del mecanismo completo. También, la
ausencia de relacion entre la ley de velocidad y los factores estequiométricos, que
reflejan la importancia de los procesos (1.3) y (1.4), como lo reportado en el trabajo de
los fenoles realizado por Campos et al. [6]. Todos estos factores sugieren que el
mecanismo descrito por las Ecuaciones (1.2), (1.3) y (1.4) es una sobre-simplificaion del
mecanismo total y que algunos productos, probablemente aquellos que se formarian en
la Ecuacion (1.3), no son estables. La descomposicion de los productos iniciales podrian

consumir oxigeno y aumentar la produccion de ABTS, y moedificando de esta manera la
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estequiometria sin alterar la velocidad inicial evaluada en este trabajo. Es interesante
notar que, en algunos compuestos, tales como Trolox y Catequina, se observa que en los
primeros instantes de la reaccion (antes de lso 10 segundos de reaccion) ocurre un
consumo extra del radical cation que luego de un corto periodo es recuperado (Capitulo
Il de la presente Tesis). Esto podria ser explicado por una transformacion de los
productos de la reaccion cruzada (ABTS® + radical derivado del aminoacido) de la

Ecuacion (1.3) en productos del tipo que se producen en la Ecuacion (1.4).

Los resultados obtenidos en este trabajo muestran que el mecanismo de las
reacciones del radical cation derivado del ABTS son extremadamente complejas. Esto
implica que deben ser tomadas grandes precauciones al utilizar el blanqueamiento o el
retardo de la formacion de este radical en técnicas para evaluar capacidades
antioxidantes, particularmente cuando la informacion es derivada de medidas que se
llevan a cabo en reacciones que consideran una sola concentracion de sustrato y/o un
solo tiempo de reaccion [14]. Ademas, la accidén pro-oxidante que ejercen los
hidroperdxidos, mostrada en la primera parte de este Capitulo debe ser tomada en cuenta

al evaluar la oxidacion del ABTS por el sistema H,04/peroxidasa/ ABTS.
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CAPITULO 1T

EVALUACION DE LA CAPACIDAD ANTIOXIDANTE DE

POLIFENOLES

2.1.1 INTRODUCCION

A la fecha son varios los ensayos que se han propuesto para medir la actividad
antioxidante en fluidos biologicos, en extractos de alimentos y de compuestos puros [1-
4]. Todos estos métodos involucran la generacion de algin radical libre, el que actia a
través de un mecanismo particular con el sustrato [5-6]. En suma son dos los tipos de
metodologias que se pueden distinguir y que deben ser consideradas al momento de
elegir la técnica con que se hara tal evaluacion. Por un lado estan los ensayos que hacen
una evaluacién directa de la velocidad de reaccion entre el radical libre y el antioxidante,
el que actua como un dador de hidrégeno o de electron [7]. Esta medida se hace relativa
a un compuesto que reacciona con una velocidad y estequiometria conocida con el
radical. Usualmente el estandar empleado como un marcador de actividad antioxidante

en este tipo de evaluaciones es el Trolox [8]. Otro tipo de analisis involucra la adicion de
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un antioxidante o de una mezcla compleja de ellos, a un sistema que mantiene una
concentracion estacionaria de radicales libres. La medida de la capacidad antioxidante en
este tipo de ensayos es indirecta y la informacion puede ser obtenida a través de los
tiempos en que el antioxidante mantiene controlada la accion de los radicales libres
generados. Esto se evaliia empleando como medida de la concentracion de radicales la
velocidad de consumo de un sustrato (proteinas o lipidos) cuya oxidacion puede ser
medida en forma facil y continua [9-12]. Una de las dificultades que presenta este tipo
de ensayo, es la interpretacion de los resultados al momento de intentar conocer qué
mide la técnica o por cual mecanismo actua €l o los antioxidantes involucrados. Asi, se
postula que éstos pueden actuar ya sea retardando la produccion de los radicales,
reparando el daiio inducido a la proteina o al lipido o reaccionando directamente con los

radicales generados.

En esta tesis la técnica empleada para medir la capacidad antioxidante de los
compuestos fenolicos seleccionados es la medida de una reaccién directa entre un
radical estable (el ABTS"") y los sustratos. Estos radicales son pre-formados previo a su
reaccion con el antioxidante, por lo que su concentracion inicial y el consumo inducido
por los compuestos a evaluar pueden ser conocidos por técnicas espectrofotométricas

(ver Capitulo I)
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2.1.2 METODOLOGIA

Método basado en la decoloracion del cation derivado del Radical ABTS.

La metodologia empleada para la evaluacion de la Capacidad Antioxidante
(CAO) de compuestos fenélicos y polifendlicos es similar a la ya previamente descrita
por Campos y Lissi [13] y Romay et al [8]. La principal diferencia radica en el método
empleado para producir el radical catién. En este trabajo, el radical cation es producido
mediante la oxidacion mono-electronica promovida por diéxido de Manganeso (MnQO;).
La adicion de 25 mg/ml del 6xido a una solucién 100 uM de ABTS disuelto en una
solucion amortiguada 100 mM de sales K;HPO, y KHaPO, reguladas a pH 7, genera
instantaneamente el caracteristico color verde-azul que evidencia la formacién del
radical. Luego de la centrifugacion y filtracion de la solucion para remover el exceso de
6xido, la concentracion final del radical es evaluada por una de sus bandas de absorcion
caracteristica a los 734 nm, mientras que la concentracion del ABTS precursor que
queda sin transformar puede ser evaluada por su absorbancia a los 340 nm. La solucion
que contiene el radical preparado puede ser mantenida en frio sin que varie su

concentracion por varias horas.

La incorporacion de aditivos en el rango uM, ya sea de compuestos puros o de
mezclas complejas (por ejemplo: vino) produce la disminucion de la absorbancia a los
734 nm, indicando con esto el consumo del radical. Este consumo se relaciona

directamente con la capacidad del compuesto para blanquear la solucion coloreada del
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radical catién pre-formado permitiendo obtener medidas de reactividad (a partir de la
velocidad del proceso) y estequiometrias (a partir del consumo total). Los compuestos
puros, fenoles y polifenoles empleados en este estudio, se encuentran en la F igura 2.1.1.
Se emplearon ademas muestras de vino cepa Carbernet Souvignon y Souvignon Blanc

de la Vifia Santa Emiliana, cosecha del afio 1998.

OO0
HO OH
HzC (O] CH 0 HO OH
CH, 3 OH OH
I 1 I
OH
OH OH

OH O
VLR=-H
VII, R= Q. CH,0 jﬁcﬂs
HOUOH HO Y OH

OH OH

Figura 2.1.1. Estructura de los polifenoles empleados. I
Trolox, IT: L-Tirosina, IIT: Acido Galico, IV: Acido Caféico,
V: Catequina, VI: Quercitina y VII, Rutina.
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A partir del blanqueamiento del radical pre-formado se determina la CAQ de
cada compuesto, expresados como equivalentes de Trolox, esto es, referidos al consumo
del radical cation que promueve una misma concentracion de Trolox. Asi se determinan
los equivalentes que reaccionan en la etapa rapida (ERR) de la reaccion y los

equivalentes Totales (ERT) de acuerdo con las siguientes expresiones:

[(AOA)Fenol ] [Trolox]

(ERRP 0!~ [0 A ] [Fenol] -
(ERT)O yino =[([‘(30—AA)}]T‘:i°:- f -[Trolox] e )
A ot |
(ERT)!Syino = [gﬂ?)]"im - f -[Trolox] (2.14)

Donde, A°A es la disminucién en la absorbancia medida a los 734 nm evaluada
aproximadamente a los 10 segundos luego de la adicién del aditivo y A™* es la
disminucion de la absorbancia (a 734 nm) medida después de los 15 minutos de reaccién

y fcorresponde a un factor de dilucidn de la muestra compleja.
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Para determinar los equivalentes, como expresion de la CAO es necesario
construir una curva de calibracion para Trolox a fin de referir la medida a la
estequiometria de éste compuesto. Esta es construida a partir de las distintas caidas en la

absorbancia evaluada a los 734 nm, en funcién de distintas concentraciones de Trolox

734 nm

0,0 4¥——F——F—F 7T T 71
0 2 4 6 8 10 12 14 16

Trolox, uM

Figura 2.1.2. Curva de calibracion, construida como cambios
en la Absorbancia a los 734 nm en funcién de
concentraciones crecientes de Trolox. Los valores indicados
son un promedio de 3 determinaciones independientes.

RS "y ~y — 2_
Pendiente = 0.02792, n=5, 1'=0.9994
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2.1.3 RESULTADOS

La incorporacién de Trolox utilizado como compuesto de referencia, provoca la
decoloracion instantanea del radical. A este compuesto le ha sido asociada una
estequiometria 2, es decir 2 moléculas del radical cation derivado del ABTS son
necesarias para consumir 1 molécula de Trolox. Este consumo se explica en términos de
la abstraccion del Hidrogeno hidroxilico (estructura 1 de la Figura 2.1.1) por un primer
radical ABTS"" y el posterior compuesto de adicion del radical derivado del Trolox,
estabilizado en una estructura quinolinica, con un segundo radical derivado del ABTS,

como se muestra en el Esquema 2.1.1.

CH, CH, CH,
HO 4 o 0 5
ABTS" — COOH = COOH + ABTS
COOH H,C o HC o’
H.C O 3 CH ‘ C
CH, CH, CH, 3 CH, %
I
CH,
0
| Ccoon  + ABTS™ S Productos
HC 8] '
Cu, CH,
CH,
COOH —> Productos
o
CH, G,

Esquema 2.1.1. Mecanismo para la reaccion entre el radical

cation derivado del ABTS y Trolox
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El primer paso de este mecanismo es coherente con la recuperacion que se
observa de la banda a los 340 nm, indicando la formacion del ABTS precursor (Figura
2.1.3). Para la mayoria de los compuestos polifenolicos, el blanqueamiento del radical
no es instantaneo, pero es casi completo luego de los 15 minutos de reaccion. En este
estudio fue evaluada la caida inicial media a los 10 s de la adicion del sustrato y el

blanqueamiento total medido a los 15 minutos de la reaccion utilizando las expresiones

2.1.1-2.14

Perfiles caracteristicos de consumo del radical derivado del ABTS se muestran
en las Figuras 2.1.4 y 2.1.5 para las reacciones con Trolox y Tirosina; Quercitina, Acido

Gélico, Acido Caféico, Catequina y Rutina, respectivamente.

En la figura 2.1.4 se puede observar que Trolox reacciona completamente en el
tiempo de mezclado, mientras que la reaccion con Tirosina muestra una cinética de
consumo lenta y monotonica. En cambio todos los polifenoles empleados presentan una
componente rapida y una lenta en los perfiles de consumo del radical. La mezcla
compleja de polifenoles, como es el caso del vino, también presenta una conducta bi-

fasica (Figura 2.1.6) en la cinética de consumo de radical cation.

Los deltas de absorbancia evaluados a los 10 segundos y a los tiempos finales 10-
15 minutos para cada compuesto y mezclas complejas, estan resumidos en la Tabla
2.1.1. La medida de los equivalentes en Trolox, ERR y ERT, fueron calculados

utilizando las ecuaciones 2.1.1-2.1.4 y son presentadas en la Tabla 2.1.2.

También fueron calculadas las velocidades iniciales asociadas a los dos procesos

que se distinguen en la cinética de consumo del radical cation (fase rapida y fase lenta),
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promovido por los polifenoles. Para una mejor comprension del significado de estos
valores y a fin establecer una escala que facilite la comparacion de los resultados, estas
velocidades fueron normalizadas por el consumo de radical inducido por la

concentracion del polifenol agregada. Estos resultados estan incluidos en la Tabla 2.1 3.

=
1

Absorbancia

o
(]

%

T T T T - —
1] 100 200 300 400 500 &0C
Tiempo, 8

Absorbancia

Figura 2.1.3. Cambios en el espectro del radical cation del
ABTS inducido por 2.5 uM de Tirosina. Decrecimiento en
las bandas ubicadas a longitudes de onda igual o superiores a
los 390 nm (consumo del radical) y aumento de la banda a los
340 nm (formacion de ABTS). Inserto: 340 nm (O), 734 nm

@
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Aditivo Concentracién AA" AAP
Trolox 2.5 uM 0.418 +2.94x10 -
Tirosina 2.5uM - 0.25 +9x107
Acido Caféico 2.5 uM 0.072 +8.16 x10®  0.155 +5.35x10”
Acido Galico 2.5uM 0.225 +12.7x10%  0.269 +3.68 x10°
Catequina 2.5 uM 0.174 +182x10°  0.267 +5.31x10”
Rutina 1.9 uM 0.081 +16 x10° 0.247 +1.41x10°
Quercitina 2.5 uM 0.192 +535x10° 0398 +15.5x10”
Vino Tinto ~ 1 pi/3ml 0.160 +18.7x10° 0310 49.9x10”
Vino Blanco ~ 10 ul/3ml 0.228 +23.2x10%  0.389 £10x10°

Tabla 2.1.1. Resumen de las medias de caidas en el valor de
la absorbancia del radical cation promovida por los distintos

compuestos y mezclas complejas evaluadas.



Capitulo I

70

Aditivo ERR ERT
Trolox 1.0 1.0
Tirosina - 0.5
Acido Caféico 0.9 1.9
Acido Galico 2.8 33
Catequina 3.1 3.3
Rutina 1.5 43
Quercitina 24 49
Vino Tinto 17500 34000
Vino Blanco 2500 4260

Tabla 2.1.2, Los valores ERR y ERT fueron calculados
utilizando las expresiones 2.1.1-2.1.4 y representan la
equivalencia en Trolox. Para los vinos, el nimero dado
corresponde a la concentracion mM de Trolox que produce el

mismo efecto que la muestra de vino.
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Figura 2.1.4. Disminucién de la concentracion del radical
ABTS"" después de la adicion de 2,5 uM de Trolox (m) y de
2,5 uM Tirosina (s). La [ABTS""] es obtenida por la lectura
Assa, utilizando un &= 0.015 uMem™.
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Figura 2.1.5. Disminucién de la concentraciéon del ABTS"
después de la adicion de 2,5 uM de Acido Caféico (1); de
2.5 uM Acide Galico (O); 2,5 uM de Catequina (A); 2.5 uM
de Quercetina (V )} y 2,5 uM de Rutina (0). La [ABTS"'] es

obtenida por la lectura A7y, utilizando un &= 0.015 pM'em™.
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Figura 2.1.6. Disminucion de la A7, después de la adicion

de 10 pul/ml de Vino Blanco (m) y 1 pl/ml Vino Tinto (O).



Capitulo IT 74
Compuesto Vo' (uM/s)  VoAJABTS'']° Vo'® (uM/s) Vo' S/A[ABTS™ "
Acido Caféico  3.04 +0.77 0.63 9.22x107 +3x10™ 1.67 x10°
Acido Galico  2.88 +0.66 0.19 9.9 x10?% +43x10™ 3.375 x10°
Catequina 5.69 +0.46 0.49 10.72x107 +2.4x10° 1.729 x10°
Quercitina 3.68 +0.54 0.29 133.65x10™ +15.04x10™ 9.73 x10°
Rutina 1.90 +0.33 0.35 106.56x107 +12.4x107 9.62 x107
Vino Blanco 2.50 +0.47 0.16 193x10% +70.5x107 17.98 x107
Vino Tinto 2.44 +0.37 0.23 18.8x107 +3.98x107 1.88 x10°

Tabla 2.1.3. Velocidades de consumo del radical cation para

los polifenoles. Estas son obtenidas a partir de las pendientes

iniciales de los graficos [ABTS""] (uM) vs. Tiempo (s)



Capitulo I] 75

2.1.4 DISCUSION

Los valores de l1a Tabla 2.1.2 pueden ser relacionados con el nimero de centros
reactivos de los compuestos estudiados. Los valores de ERT se correlacionan con el

ntimero de hidroxilos de cada una de las moléculas con un r*=0.949, como se muestra en

laFigura 2.1.7.

Asi los indices ERR y ERT se presentan como una medida del numero total de
grupos fendlicos “titulables™ en las distintas estructuras sefialas en la Figura 2.1.1. El
primer indice, puede ser asociado con el nimero de grupos mas reactivos dentro de la
molécula y el indice evaluado en el periodo completo determinado a los 15 minutos,
coincide con el nimero de centros reactivos totales que contiene cada una de las
estructuras. El acido Caféico, estructura IV de la Figura 2.1.1, presenta un indice ERT
=1.9, coincidente con los dos centros a los cuales se le ha asociado su CAO, mientras
que el ERR es 0.9, que puede ser entendido como que 1 de los 2 centros actuaria. El
segundo grupo en el compuesto generado (probablemente un compuesto quinoidal)

reaccionaria con el ABTS"" en forma mucho mas lenta.

La Tirosina, es la unica estructura monofenodlica evaluada y su comportamiento
cinético es distinto al de los polifenoles y distinto de Trolox, el que también presenta un
umco H hidroxilico reactivo. El comportamiento monofasico que muestra la cinética de
la Tirosina permite determinar solo el ERT, dado que no se distingue un consumo rapido
en los primeros instantes de la reaccion. Este comportamiento implica que el consumo
del radical es muy lento comparado con Trolox y se observa que, aun a los 15 minutos,

no es total. El nimero fraccionario también puede ser entendido en términos de que la
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estequiometria de la reaccidn es exactamente la mitad de la exhibida por Trolox, a
entender, la reaccion de terminacion (salida cruzada para dar productos no radicalarios)
que compromete un radical cation del ABTS con un radical Tirosinil generado en el
primer paso de abstraccion del H, no seria una via de terminacion predominante, sino
mas bien la ocurrencia de reacciones entre radicales Tirosiniles (Esquema 2.1.2) como

canal de terminacion explicaria una etequiometria 1:1.

Oy 0 050
NH,+ NH,+
+ aBTS§ T ——= + ABTS
OH O
0.__.0 Os_ O 0.__.0 o o
+ -+
H,N NH,+ H,N NI+
$ig .
O 0] 0 0

enolizacién

0. O o) o

i)

,H3 i

N NH:ﬁ-
OH OH

Esquema 2.1.2. Mecanismo para reaccion entre el radical cation

derivado del ABTS y Tirosina
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El mecanismo de reaccién indicado en este esquema, ademas implica la

formacion de di-Tirosina, un producto de oxidacion de Tyr que se obtiene cuando es

expuesta a una fuente de radicales libres [13].

N° de centros reactivos en la molécula

Figura 2.1.7. Correlacion entre los valores ERT y el nimero
de centros reactivos de las respectivas moléculas sefialadas en

el esquema 2.1. = 0.949, pendiente = 1.025 +0.106, n=7

3
ERT
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El Acido Galico, estructura I de la Figura 2.1.1, presenta un ERR= 2.8 y un
ERT= 3.3, un posible mecanismo que representa las abstracciones de los H reactivos

queda descrito en el siguiente esquema.
HO. O HO. O HO._ O HO. O
-H -H
——— - B e =]
HO" f “OH HO’ E “OH Ho’éou Ho){jko
OH 0O (4] 0
HO. O
Productos —=——
0 o]
0

Esquema 2.1.2, Mecanismo propuesto para las abstaccuiones de

H suscesivas en acido Galico

De acuerdo con los resultados, los hidrogenos hidroxilicos en las 3 posiciones,
presentarian reactividades similares. Sin embargo, cabe sefialar que el mecanismo
propuesto aqui es irrelevante desde el punto de vista cinético, debido a que los
hidrégenos son extraidos a partir de la estructura inicial y solo se ha propuesto para

mostrar la salida consecutiva de ellos.

Los polifenoles con 4 y 5 centros reactivos como Quercitina, Catequina y Rutina,

tal como se espera, presentan un ERT coincidente con el nimero de centros reactivos.
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Sin embargo, Catequina, estructura IV del Esquema 3.1.1 presenta un ERT de 3.3, esto
se debe principalmente a que la reaccion dentro del ciclo de 15 minutos no ha sido
completa, lo que sugiere que la abstraccion del Gltimo H es muy lenta y no termina de

ser titulado por el método.

Las medidas en las mezclas complejas muestran que el vino tinto tiene
aproximadamente 7 veces mas antioxidantes que el vino blanco. Esta relacion es valida
tanto para los equivalentes que reaccionan en la etapa rapida como en la lenta (ERR y
ERT). Esto implica que la reactividad promedio de los grupos fendlicos es similar para
ambos tipos de vinos. Las diferencias entre los indices antioxidantes de ambos tipos de
vinos se debe mas bien a la cantidad v no a la calidad de los antioxidantes presentes en

estas preparaciones.

Asi surge una pregunta natural a la hora de cuestionarse cual de los dos indices
que miden actividad antioxidante es mas relevante al momento de caracterizar el
comportamiento antioxidante de un compuesto. Probablemente no haya una sola
respuesta a tal pregunta. Dependiendo de si el interés es proteger una muestra por un
largo tiempo, periodo durante el cual serian consumidos los antioxidantes agregados, o
si se quiere intentar preservar los antioxidantes de un sistema en condiciones de fuerte
estrés oxidativo, el indice relacionado con la cantidad total de antioxidantes reactivos
como el ERT podria ser el adecuado para elegir el antioxidante Optimo para este
proposito. Pero si se esta interesado en conocer en ¢o6mo una dada concentracion de
antioxidantes podria proteger a otras moléculas, entonces el indice relacionado con la

reactividad (ERR) deberia ser elegido. De esta manera, conocer ambos indices para
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evaluar la capacidad antioxidante de una muestra, resulta apropiado porque permite
distinguir cantidad (estequimetria) y factores de reactividad, ya que ambas
informaciones son necesarias para conocer el valor y la extension de la accion

antioxidante.

En general, los valores de las velocidades que se informan en la Tabla 2.1.3 para
la etapa rapida de la reaccion pueden ser asociados con la velocidad del primer paso
dentro de un esquema de reaccion como el propuesto en el Capitulo 1 (Ecuaciones 1.2-
1.4). Este involucra el proceso de deshidrogenacion de los grupos mas reactivos del
polifenol y la consecuente formacion del radical derivado, ademas de la concomitante
reduccion del radical cation para formar ABTS. Esta velocidad se suma la velocidad de
la reaccion inversa de éste proceso, siendo esta reaccion inversa fuertemente
dependiente de la estabilidad del radical derivado del polifenol. Asi los valores de Vo° no
permiten hacer una discriminacion de un compuesto respecto de otro en términos de

reactividad.

Dos sistemas que son interesantes de analizar son Quercetina y Rutina. Ambas
estructuras difieren por el grupo R en posicion 3 del anillo B (Figura 2.1.1). Los
resultados claramente muestran que la reactividad del OH en esta posicion (en el caso de
la Quercetina) tendria una reactividad similar a los grupos fenélicos y vendria a sumarse
a los 2 grupos reactivos “titulados™ en la etapa rapida de la Rutina (ERR=1.5 y 2.4 para
Rutina y Quercetina, respectivamente). En la Figura 2.1.5, se puede observar que la
caida de la absorbancia en la etapa rapida, es mayor para Quercetina que para Rutina, en

tanto los perfiles cinéticos de la etapa lenta pueden ser ajustados con una funcién
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monoexponencial cuya pendiente inicial es casi la misma (9.73x10° y 9.62x10” para
Quercetina y Rutina, respectivamente). Esta informacién sugiere que tanto el nimero de
grupos reactivos “titulables” en la etapa lenta de la reaccidn (2,7-2,5) como las

reactividades de los centros que participan en esta etapa, serian los mismos.

Una manera de distinguir mas directamente la reactividad de los Hidrogenos
comprometidos en los distintos compuestos individuales, se ha propuesto un estudio

teorico-termodinamico a fin de comprender los indices de la Tabla 2.1.2
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2.2.1 ESTUDIO TEORICO

Analisis global y local del mecanismo de deshidrogenacién de

polifenoles

Con el objeto de racionalizar estructuralmente el mecanismo de
deshidrogenacion de Acido Galico, Acido Caféico, Catequina, Quercitina y Rutina
descrito en la Seccion 2.1.2, se propone aqui un estudio tedrico acerca de los aspectos
termodinamicos, y de reactividad global y local, en términos de propiedades que
dependen de la energia y de la distribucion de electrones en el sistema. Los aspectos
termodindmicos se discuten en términos de la energia libre de formacién de Gibbs. Esta
cantidad se forma a partir de las entalpias o calores de formacion de especies
moleculares que se obtienen como owfput normal en casi todos los métodos semi-
empiricos de la quimica cuantica. La entropia de formacién de moléculas puede
estimarse a partir del analisis vibracional que introduce a las constantes de fuerza o
segundas derivadas de la energia con respecto a los 3N-6 grados de libertad de los
nicleos en la molécula. Estas derivadas se calculan rutinariamente en cualquier codigo
computacional, y proveen los datos necesarios para construir funciones de particién
electronicas y vibracionales, las cuales permiten realizar un calculo aproximado de la
contribucion entropica a la energia libre (ver Apéndice I). La metodologia utilizada en
este trabajo es el codigo AM1, desarrollado por el grupo del Profesor Dewar [14]. Este

codigo provee estructuras moleculares (geometrias) muy bien aproximadas a las
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experimentales y calores de formacion bastante confiables y comparables con los datos
termoquimicos experimentales. Las funciones termodindmicas estimadas mediante esta
metodologia permiten establecer criterios de estabilidad relativa, entre las diferentes
especies que se forman en el proceso de deshidrogenacion sucesiva de los polifenoles

involucrados en el presente estudio.

La reactividad local electronica provee un cuadro conceptual adecuado para
evaluar la localizacion regional de electrones en el sistema, en términos de cargas netas.
El analisis termodinamico, asociado al cuadro de reactividad local se usara para dar
soporte teorico al mecanismo de reaccidon propuesto para los procesos de
deshidrogenacion. Por ejemplo, la funcién de Fukui [15, 16] provee un criterio de
reactividad local bastante simple y util, que permite identificar los sitios més activos
(sitios reactivos) en una molécula frente a una reaccion especifica. Se ha podido definir
sin ambigiiedad indices de Fukui apropiados para estudiar reactividad local para
procesos nucleofilicos, electrofilicos y radicalarios [15, 16]. Estos ultimos seran los
utilizados en esta tesis para identificar aquellos centros mas susceptibles frente al
proceso de deshidrogenacion homolitica en los polifenoles estudiados. Un valor alto de
este indice en un centro atomico sera interpretado aqui como una probabilidad que la
deshidrogenacion ocurra preferentemente en ese sitio. Esto permite establecer una escala
de susceptibilidades que proporcionara un modelo para abstraer selectivamente los
diferentes atomos de hidrogeno hidroxilicos presentes en los polifenoles. Una vez que se
obtiene esta escala relativa basada en los indices de Fukui radicales, se procede a

deshidrogenar selectivamente cada molécula, para realizar posteriormente el analisis
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termodindmico de estabilidades relativas en las diferentes especies moleculares
generadas en los procesos de deshidrogenacion. Es importante enfatizar que los indices
locales de reactividad se relacionan preferentemente con la reactividad referida a los
productos de control cinético, dentro de un modelo perturbativo que se desarrolla en
torno a valores pequefios de la coordenada de reaccidén, y que por lo tanto estan
directamente relacionados con potenciales de activacion. Estos potenciales de activacion
se relacionan exponencialmente con las constantes de velocidad dentro del modelo de
Arrhenius, de modo que dan una idea adecuada de los aspectos cinéticos de las

reacciones quimicas {17, 18].

2.2.2 Aspectos energéticos.

Para aliviar la notacion en esta Seccion, los polifenoles seran representados como
especies MH,,, para enfatizar la presencia de n potenciales atomos de hidrogeno que se
pueden disociar homoliticamente de un esqueleto comun M en la molécula de referencia
MH,,. Estas corresponden a las estructuras que se despliegan en la Figura 2.1.1. Ellas
corresponden a acido galico (III), acido caféico (IV), catequina (V) y quercetina (VI) y
seran consideradas como sistemas modelo para describir el proceso de deshidrogenacion

en polifenoles, dentro del modelo teorico descrito.

Para la primera deshidrogenacion de MH, se tiene, de acuerdo al esquema 2.1.2,

la siguiente reaccion:
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MH, —>» MH,," + H’ (2.2.1)

En el proceso descrito en la ecuacion (2.2.1), la especie MH,;" corresponde a un
intermediario relajado nuclearmente, que se obtiene de la primera deshidrogenacion de
la especie MH,. Es interesante notar que en el proceso de deshidrogenacién sucesiva, se
formaran ciclicamente especies que cambian su multiplicidad de espin desde un estado
singulete de capa cerrada a uno doblete de capa abierta. Notar que en cada paso de
deshidrogenacion se forma ademas un atomo de hidrégeno radical el cual contribuira
con un termino constante Ag’ a la energia libre de formacion de cada producto
intermediario, y corresponde a la energia libre de formacidén de un 4tomo de hidrogeno
radical no ligado, formado a partir de la disociacion homolitica de una molécula de

hidrégeno en su estado fundamental.

Para la segunda y siguiente deshidrogenaciones las correspondientes entalpias se

describen del mismo modo. El andlisis vibracional provee estimaciones del término
entropico TAS®, a partir del cual se construyen las energias libres de formacion mediante

la ecuacién:

AG® = AH’ - TAS® (2.2.2)
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Estas cantidades se obtienen directamente del analisis vibracional que se realiza
automaticamente en el codigo AMI, a partir del analisis de la matriz de segunda

derivadas como se describe en el Apéndice 1.
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2.2.3 Detalles Computacionales.

Como se mencioné anteriormente, todos los calculos de estructura electronica,
energias y analisis vibracional fueron realizados utilizando el cédigo semi-empirico
AMI1. Esta metodologia resuelve la ecuacion de Schroedinger utilizando solo los
electrones de valencia. Ademas de calcular los calores de formacion y las entropias de
formacion, el método AM1 provee un analisis de poblacion electrénica y de espin, para
el caso de espin no restringido en sistemas de capa abierta. Las energias
monoelectronicas de los orbitales de frontera HOMO y LUMO son utilizadas para
estimar la blandura S, que se define como el reciproco del gagp HOMO-LUMO. Las
funciones de Fukui radicalarias se obtienen como un promedio entre las densidades
electronicas de los orbitales de frontera, y sus contrapartes regionales condensadas a
atomos se obtienen en términos de los coeficientes de los orbitales HOMO y LUMO y
de la matriz de recubrimiento entre los orbitales atomicos involucrados en ellos [16].

(Apéndice IT)
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Figura 2.2.1 Numeracion empleada para las estructuras

analizadas I11: Acido Galico; 1V: dcido Caféico; V: catequina,

VI Quercetina y VII: pseudo-Rutina {Quercetina metilada en
08)
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2.2.4 RESULTADOS Y DISCUSION

Para estimar las cantidades AG; de formacion; i = 1,2, ..n, se calculan las
correspondientes entalpias y entropias de formacion de todas las especies involucradas
en cada proceso de deshidrogenacion, utilizando la metodologia AMI1, que provee
valores confiables de calores de formacion [14] . Por ejemplo, el calor de formacion
calculado para el atomo de hidrogeno radical es 52,1 kcal/mol, valor que se compara
bastante bien con la entalpia de formacion experimental estimada a partir de la energia
de disociacion de una molécula de hidrogeno H; que es aproximadamente 54.5 kcal/mol
[19] . Con las entalpias de deshidrogenacion y las correspondiente entropias de
formacion a mano se procede a determinar la energia libre de deshidrogenacion a partir
de la ecuacién (2.2.2). Sin embargo, previo al estudio termodindmico, se debe
determinar una escala relativa de labilidad de los potenciales atomos de hidrogeno
salientes sobre la base de las funciones de Fukui radicales condensadas a 4tomos. Estos
indices locales se muestran en la Tabla 2.2.1 para los sistemas IIl y IV y en la Tabla
2.2.2 para los sistemas V, VI y VII descritos en la Figura 2.2.1, que contiene la
numeracion de los centros atomicos citados en cada Tabla. El acido gélico contiene 3
sitios potenciales de deshidrogenacion de los grupos hidroxilicos unidos al anillo en las
posiciones -meta (2) y -para (1). Un cuarto sitio de deshidrogenacion es el atomo de

oxigeno carboxilico. Aun cuando los datos experimentales sugieren que este centro es
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inactivo frente al proceso de deshidrogenacion, descrito como proceso fundamental para
justificar las propiedades antioxidantes de los polifencles aqui utilizados, se incluira con
el anico proposito de validar el modelo basado en la funcion de Fukui. Por otra parte, el
acido caféico presenta 2 sitios potenciales de deshidrogenacion, a saber, los dos atomos
de oxigeno del grupo hidroxilo ligados al anillo, y un tercer sitio presente en el grupo
carboxilico unido el grupo etileno que se encuentra ligado al anillo en la posicion 1,
como se muestra en la Figura 2.2.1. La Tabla 2.2.1 contiene el analisis local basado en la
funcion de Fukui y las blanduras locales regionales (s¢). Este ultimo indice se obtiene

simplemente al multiplicar la funcién de Fukui en el sitio £, por la blandura global S de

la molécula, a sabers;;, = fl: S. Ambos indices miden formalmente la polarizabilidad

electronica o de espin en el sitio, y representan un criterio fisico confiable para asignar

sitios activos en una molécula [20,21].
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Molécula

Sitio (%) fl; f{ _ fl: S
Actdo Galico 09 0.0356 0.2229
0O10 0.0514 0.3218
011 0.0433 0.2711
o117 0.0087 0.0545
Acido Caféico 010 0.0294 0.1967
011 0.0648 0.4335
Ol6 0.0061 0.0409
Tabla 2.2.1 Funciones de Fukui regionales y blanduras

locales para los estados fundamentales (MH,) de Acido

Galico (TH) y Acido Caféico (IV) %,

a) Los valores de la blandura global § son 6.26 y 6.69 unidades atomicas para

dacido gdlico y dcido caféico, respectivamente. Valores obtenidos a partir de

calculos AM1. Para identificar la numeracion de cada centro, ver Figura

222
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Molécula Sitio (k) fl; Sl.c - fl: S

Catequina 026 0.0425 0.2622
025 0.0663 0.4091
014 0.0058 0.0358
013 0.0062 0.0383
07 0.0002 0.0013

Quercetina 026 0.0160 0.1123
027 0.0397 0.2786
014 0.0073 0.0513
015 0.0085 0.0597
08 0.0407 0.2857

Rutina 026 0.0201 0.1387
027 0.0479 0.3301
015 0.0003 0.0021
014 0.0069 0.0476
08 0.0214 0.14766

Tabla 2.2.2 Funciones de Fukui regionales y blanduras

locales para los estados fundamentales (MXn) de Catequina
(V) y Quercetina (VI) y Rutina (VII) ¥ .

9 Ios valores de blandura global § son de 6.17, 7.02 y 6.90 unidades atomicas para

catequina, quercetinay rutina, respectivamente. Valores obtenidos a partir de cdleulos

AM 1. Para identificar la numeracion de cada centro, ver Figura 2.2.2.
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2.2.5 Aspectos locales. Escala de labilidad

A partir de la Tabla 2.2.1 se puede observar en primer lug: '::Mlanduras
globales de acido galico (6.26 u.a.) y acido caféico (6.69 u.a) caen dentro de un rango de
pequefia variacion (aproximadamente 6.6% con respecto al valor promedio de 6.5 u.a.).
De acuerdo con los criterios cualitativos de reactividad quimica, especies que presentan
propiedades globales como dureza quimica y blandura global similares, despliegan
reactividades globales similares. Esta regla empirica propuesta por Li y Evans [22] v

confirmada en estudios posteriores [23] esta basada en el principio de acidos y bases

duros y blandos (HSAB) de Pearson [24] Esto significa que frente a un proceso de
deshidrogenacion homolitica, ambas moléculas deberian responder globalmente de un
modo similar. Notar que en el caso de Quercetina y Rutina la similaridad en cuanto a sus
respectivas reactividades globales es aun mas evidente, como se desprende de la
comparacion de sus blanduras globales, cuya diferencia es la minima de la serie. Sin
embargo, la informacion mas relevante la provee el andlisis local basado en las
funciones de Fukui radicalarias y las blanduras locales en los potenciales sitios de
deshidrogenacion. Por ejemplo, en acido gélico (Estructura III en la Figura 2.2.2),
ambos indices predicen el siguiente orden de deshidrogenacion: 010 > 09, 011 >> 017.
De acuerdo con el modelo aqui propuesto, el primer hidrogeno en salir, en un proceso de
deshidrogenacion no concertado, seria el atomo de hidrogeno ligado al atomo de
Oxigeno 10, que se encuentra en la posicion -para con respecto al grupo carboxilato

unidos al anillo aromatico. Los dos atomos de hidrogeno restantes disponibles para un
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segundo proceso de desdhidrogencion son aquellos unidos a los centros 09 y Ol11.
Estos centros que pudieran ser considerados en principio como sitios activos
equivalentes muestran sin embargo un orden de labilidad, a saber, O11 > Q9. Esta
asimetria puede atribuirse al entorno lejano introducido por el grupo carboxilato, el cual
deja al sitio O11 con un entorno quimico sensiblemente diferente a aquel del sitio O9
(un grupo hidroxilo en el plano molecular que coincide con el del sistema 7 del anillo en
el primer caso, y un grupo carbonilo en el mismo plano en el segundo caso, ver Figura
2.2.1). Este efecto de largo alcance puede probablemente deberse a una interaccion a
través del enlace que se propaga a través del sistema aromatico. Los datos resumidos en
la Tabla 2.2.1 también sugieren una escasa actividad del hidrogeno carboxilico en un
proceso de homolisis, debido a que tanto la funcion de Fukui en el sitio como la
blandura local despliegan valores que son un orden de magnitud menor en ese sitio en
ambos casos. Es importante destacar que se esta analizando la actividad local con
respecto a un proceso en que el atomo de hidrogeno saliente queda en un estado de
atomo radical y es respecto de este proceso que este atomo se muestra como una especie
inactiva. En efecto, con referencia por ejemplo a un proceso diferente como un
equilibrio acido-base este atomo de hidrogeno se esperaria ciertamente mas activo que

los restantes.

También incluidas en la Tabla 2.2.1 estan las funciones de Fukui radicalarias y
las correspondientes blanduras locales en los sitios potenciales de deshidrogenacion para
acido caféico. El orden de labilidad establecido con el presente modelo es el siguiente:

O11 > 010 >>> 016. En este caso se predice que el primer sitio de deshidrogenacion
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seria el atomo Ol1, seguido del hidrégeno unido al atomo de oxigeno 019. La
probabilidad de deshidrogenacion radicalarias del sitio 016, correspondiente a una
funcion 4cida, se predice claramente baja. La escala de labilidad en los procesos de
deshidrogenacion de estos sistemas serd usada mas adelante para proponer un protocolo
de deshidrogenacion que permitird modelar los aspectos termodinimicos de estos

Procesos.

La Tabla 2.2.2 contiene la misma informacién para Catequina (V), Quercetina
(VD) y Rutina (VII). El analisis local basado en la funcion de Fukui radicalarias y las
correspondientes blanduras locales en Catequina sugieren el siguiente orden de
deshidrogenacién: 025 > 026 >> 013, 014 >>> 07. Este resultado sugiere que los
centros 025 y 026 (en ese orden) tienen una gran probabilidad de suftir una
deshidrogenacion radicalaria. La salida de los dos siguiente atomos radicales de
hidrégeno muestran una clara y aproximadamente equivalente menor probabilidad de
disociarse homoliticamente de la especie MH,.». Se debe destacar que la especie MHy.,
es nuevamente un sistema de capa cerrada y por lo tanto con una estabilidad
termodinamica relativa mayor que una especie radical. Este aspecto serd considerado
mas adelante en el analisis de estabilidades relativas. Este analisis local también predice
que el atomo de hidrogeno ligado al sitio O7 mostrara una baja actividad frente a un

proceso de deshidrogenacion homolitica.

La molécula de Quercetina exhibe un cuadro local consistente con tres probables
sitios activos para una potencial deshidrogenacion. En efecto, los sitios 027 y O8

muestran valores maximos de la funcion de Fukui y blanduras locales radicalarias,
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mientras que el centro 026 muestra una susceptibilidad menor. Los sitios 014 y O15 por
otra parte se predicen con una escasa probabilidad de sufrir una ruptura homolitica con
el atomo de hidrogeno ligado a estos centros. La molécula de Rutina (VII) agrega al
analisis local un aspecto adicional bastante interesante, en el sentido que este sistema se
puede obtener por ¢l reemplazo del atomo de hidrégeno ligado al sitio O8, por un grupo
metilo. Esta sustitucion quimica inhibe completamente la actividad radicalaria en este
sitio que resulta ser el sitio de mayor actividad en Quercetina. Ademas de la inhibicién
de este sitio, es interesante notar las respuestas a la sustitucién quimica en los sitios 026,
027, 014 y O15. La comparacion de las respectivas blanduras locales radicalarias en
Quercetina y Rutina, revela una significativa activacion de estos centros inducidas por el
blogueo en la posicion O8. Este incremento en la reactividad local radicalaria puede ser
interpretado como una activacion de sitios inducida por el efecto de sustituyente. Notar
sin embargo que esta activacién en los centros O14 y O15 no cambia significativamente
sus susceptibilidades radicalarias originales en Quercetina, de modo que en general, el
analisis local predice dos sitios activos para actividad homolitica en Rutina. Otro aspecto
interesante de enfatizar, es la pequefia diferencia en blandura global en Quercetina y
Rutina, que de acuerdo con la regla de reactividad global de Li-Evans indicaria que la
mayor similaridad en las respectivas reactividades globales radicalarias se deberia de
observar en el par (Rutina, Quercetina). Este aspecto serd considerado en el analisis

termodinimico que complementa el estudio global y local en esta serie de moléculas.
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2.2.6 Analisis termodinamico. Estabilidades relativas.

A partir de los resultados del analisis local, es posible identificar los centros mas
labiles para los procesos de deshidrogenacion en polifenoles, de acuerdo a un criterio de
probabilidad establecido a partir de la funcién de Fukui radicalaria. Esta informacién es
también util para realizar un analisis termodinamico completo y establecer criterios de
estabilidad relativa entre las diferentes especies involucradas en los procesos de
deshidrogenaciéon. La primera pregunta que se puede hacer con respecto a estos
procesos, es si la deshidrogenacion es un proceso concertado (todos los hidrogenos
potencialmente activos para un proceso de ruptura homolitica salen simultineamente
desde el esqueleto comin M) o lo hacen secuencialmente siguiendo algin orden
preferencial. De acuerdo al modelo local que se relaciona principalmente con los
productos de control cinético, en ninguno de los sistemas estudiados se predice una
deshidrogenacion concertada. Esta prediccion se basa simplemente que en ese caso
hipotético, los diferentes sitios activos deberian mostrar igual probabilidad de
deshidrogenacion homolitica sobre la base del criterio de la funcién de Fukui. Sin
embargo, este analisis sugiere un proceso no concertado, en que algunos sitios aparecen
claramente privilegiados con respecto a otros. Esta prediccion puede ser probada
haciendo adicionalmente un analisis termodinamico acerca de las estabilidades relativas

de los intermediarios que se forman en un proceso secuencial de deshidrogenacion. El
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analisis termodinamico muestra inmediatamente que la salida concertada de los
hidrogenos presentes en los polifenoles que se analizan es completamente desfavorable,
si se considera que los calores de formacion y las energias libres de formacion de las
especies M" corresponden en general a sistemas no ligados (es decir, con entalpias y
energias libres de formacion positivas). Este resultados es consistente con el analisis
local y también con los indices ERR ERT discutida en la primera parte de esta tesis, en
que el numero de dtomos de hidrégeno titulables en general no coincide con el numero
de atomos de hidrégeno potencialmente activos en el proceso de homolisis, sugiriendo
una deshidrogenacion secuencial. En este sentido, los resultados locales pueden ademas
ser utilizados para modelar este proceso secuencial en que el orden en que se generen las
diferentes especies debe ser consistente con las energias libres de formacion de cada una

de las especies intermediarias de estos procesos.

Se presentan en esta Seccion los resultados de este analisis para relacionarlo al
final de la discusion, con la informacion obtenida a partir del analisis mediante indices
de reactividad, y principalmente con alguno de los indices experimentales descritos en la

primera parte de este Capitulo

La Tabla 2.2.3 resume los resultados para las entalpias, energias libres y
entropias de formacion para 4acido galico, é4cido caféico y los intermediarios
deshidrogenados para ambas especies. De acuerdo al protocolo sugerido por el analisis
local, se procedio a sacar el primer hidrégeno ligado al sitio 010 para generar las
especies radicales MH;" y H' de acuerdo al esquema descrito en la ecuacion (2.2.1). Se

sigui6 el procedimiento retirando los siguientes atomos de hidrégeno unidos a los sitios
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O11, 09 y O17, en ese orden. Los resultados condensados en la primera mitad de la
Tabla 22.1 muestran en primer lugar, que la entropia de formacion agrega

contribuciones practicamente constantes a la energia libre de formacion en el estado
fundamental MHy y en todos los intermediarios deshidrogenados. Esto implica que las

especies intermediarias en acido galico son todas termodinamicamente estables, excepto
la especie M que resulta ser un estado no ligado con energias de unién positivas. Se
deduce ademas que los respectivos procesos de formaciéon en las tres primeras
deshidrogenaciones son controlados térmicamente (control entalpico). Es interesante
notar la coherencia que se puede adelantar entre el analisis local desarrollado en torno a
las funciones de Fukui radicalarias y blanduras locales, en el sentido que el cuarto atomo
de hidrogeno presente en el grupo carboxilato, que se predice de escasa actividad en el
proceso de homolisis, no es un estado estacionario en la superficie de energia potencial.
Ambos analisis, el local y termodindmico son también consistentes con el indice ERR
que se muestra en la Tabla 2.1.2 en que Acido Galico presenta un valor ERR = 2.8,
consistente con tres centros activos para la homolisis secuencial: el analisis local predice
tres hidrogenos con blanduras locales radicalarias relevantes en los centros 09, 010 y
O11, mientras que el analisis termodinamico predice que los intermediarios formados
MH3" , MH2 y MH" tendrén energias libres de formacién negativas. El analisis térmico
es también consistente con la prediccién hecha sobre la base del indice ERT que se
relaciona principalmente con los productos de control termodinamico. En efecto, el valor

ERT =3.3 es también consistente con tres atomos de hidrégenos labiles en acido galico,
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lo que indica claramente que el atomo de hidrégeno unido al grupo carboxilato no es

activo para un proceso de deshidrogenacion radicalaria.

Para acido caféico, se calcularon las entalpias entropias y energias libres de
formacion mediante un procedimiento similar al anterior, sacando esta vez en primer
lugar el atomo de hidrogeno ligado al sitio O11, seguido de los atomos de hidrégeno
unidos a los sitios O10 y O16, en ese orden. Se genera en primer lugar dos especies
radicales MH," y H". Es interesante notar nuevamente que las entropias de formacion
tienen un valor practicamente constante, similar al patron desplegado por las entropias
de formacion en acido galico. Esto permite concluir que en ambos sistemas el proceso de
deshidrogenacion es controlado térmicamente. Notar sin embargo, que la salida del
tercer hidrogeno unido al sitio O16 conduce a un producto con una energia libre
ligeramente positiva ((13.2 Kcal/mol). Este resultado implica ademas una entropia
negativa para el proceso de formacion de esta especie, la que se predice como inestable
de acuerdo a los criterios de estabilidad de Gibbs (AG® <0 ; TAS’ > 0). Nuevamente se
encuentra consistencia entre este resultado y aquel derivado del anélisis local, en el
sentido que la tercera deshidrogenacion en acido caféico se predice con una escasa
probabilidad (ver Tabla 2.2.1). El analisis local predice un atomo de hidrégeno (aquel
ligado al centro O11) marcadamente activo con respecto a los restantes con una blandura
local radicalaria de 0.4335 en Acido Caféico. Este resultado es consistente con el valor
ERR = 0.9 descrito en la Tabla 3.1.2. Notar sin embargo, que el indice ERT = 1.9,
relacionado con los productos de control termodinamico es consistente con dos atomos

de hidrogeno activos en el proceso de homolisis. Este resultado es normal en el sentido
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que el analisis con indices de reactividad es consistente con los productos de control
cinético para el cual la blandura local radicalaria produces respuestas consistentes con el
indice ERR, mientras que el indice ERT, se relaciona coherentemente con los resultados
del analisis termodinamico, en el sentido que las dos especies intermediarias generadas
en las dos primeras deshidrogenaciones conducen a especies termodinimicamente

estables (AGo <0, ver Tabla 2.2.3)
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Molécula Especie AH ;, AG; T AS}
Acido Gelico MH;, -109.8 -140.6 30.8
MH;* -94.6 -1253 30.7
MH, -76.8 -105.8 29.0
MH* -66.3 -95.6 293
M P NC NC NC
Acido Caféico MH; -33.3 -66.6 533
MH;’ -17.9 -51.4 53.3
MH -2.8 -34.1 31.3
M 458 13.2 -32.6
Tabla 2.2.3  Funciones termodinamicas estandares

formacion para Acido Galico (III), Acido Caféico (IV) y sus

productos intermediarios en procesos de deshidrogenacion

sucesiva. ¥

Todas las funciones termodinamicas estdndares de formacion en unidades de

Kcalmol. T = 2985 K . b) NC: La molécula no converge a un punto

estacionario de la superficie de energia. Se presume un estado no ligado con

energias positivas.
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Molécula

Especie

AGY

f f f
Catequina MH; -23.9 -65.9 42.0
MH,* 472 -49.1 419
MH, 20.8 215 423
MH," 87.7 457 -42.0
MH >0 >0 <{)
M >0 >0 <0
Quercetina MH; -473 -89.3 42.0
MH,’ -36.8 795 427
MH;
-13.8 -55.4 41.6
MH,'
W 19.6 '20.2 < G
M* >0 >0 <0
Rutina MH4 -18.6 -63.0 44 4
M3, -3.2 -47 .4 44.2
11.8 -32.6 44 .4
>0 >0 <0
MH. >0 > <0
M >0 >0 <0

Tabla 2.24

Funciones termodinamicas estandares de

formacion para Catequina (III), Quercetina (VI) y Rutina

(VI)y sus

deshidrogenacion sucesiva. ¢

productos

intermediarios en procesos de

¥ Todas las funciones termodinamicas estandares de formacion en unidades de

Keal/mol T = 29835 K.
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Los resultados del analisis termodinamico para Catequina, Quercetina y Rutina
se presentan en la Tabla 2.2.4. Para Catequina se consideraron nuevamente todos los
atomos de hidrogeno hidroxilicos como potenciales centros de deshidrogenacion
homolitica a priori con el unico proposito de evaluar la consistencia entre el analisis
local y el térmico. De acuerdo al modelo local se procedié a remover el atomo de
hidrogeno ligado al centro O25 para generar las especies radicales MH;" y H® . Los dos
primeros atomos radicales de hidrogeno salen dando lugar a especies estables (AG® < 0;
TAS® > 0). Se debe destacar que la salida del segundo atomo radical H' es solo permitida
por entropia, ya que térmicamente, en términos de la entalpia de formacion del producto
MH; se predice inestable (Sin embargo, la salida del tercer atomo de hidrégeno conduce

a un intermediario inestable (AG® > 0).

A pesar que la salida del tercer atomo de hidrégeno conduce a intermediarios
inestables termodinamicamente (AG® < 0; TAS" > 0) se puede encontrar concordancia
entre el indice ERR = 3.1 para Catequina y el analisis local, si se considera el siguiente

mecanismo propuesto para la deshidrogenacion de Catequina:
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OH
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OH
Y

-H

V |

Productos

Esquema 2.2.1 Mecanismo de reaccion propuesto para las
deshidrogenaciones consecutivas de Catequina a partir del

analisis de las Funciones de Fukui de la Tabla 2.2.5.
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El esquema de reaccion descrito en el Esquema 2.2.1. postula a los procesos (1) y
(2) como las etapas consecutivas de las deshidrogenaciones en los sitios 025 y 026
segun lo sugieren los valores de las funciones de Fukui en estos sitios (Tabla 2.2.5.). La
estructura (IT) del Esquema 2.2.1, puede dar origen a una especie resonante (VI) que
sufriria un reordenamiento descrito como una transferencia de H intramolecular desde
C3 hacia el O1 (Producto VI). Este tipo de reacciones es bien conocida en fotoquimica
de cetonas, llamadas fragmentaciones de Norrich tipo Il [25]. El reordenamiento de H
activa un nuevo sitio, a saber el centro O7 en la estructura VII que se muestra a

continuacion:

Figura 2.2.2. Estructura comrespondiente a la Catequina
modificada por reordenamiento de H, de acuerdo la estructura

VII propuesta en el Esquema 2.2.1.
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Con el objeto de probar esta hipotesis, se realizd el analisis local en la estructura
VII del Esquema 2.2.1. Los resultados se muestran en la Tabla 2.2.5. Con referencia a la
molécula de Catequina. Se observa que el reordenamiento intramolecular de H produce
la activacion del sitio O7, en que la blandura local en ese sitio se incrementa desde
0.0013 en Catequina, a 0.1800 en la Catequina modificada VII del Esquema 2.2.1. Notar
que ¢l reordenamiento solo produce una respuesta muy localizada en las vecindades del
sitio O7, ya que los otros potenciales sitios de deshidrogenacion permanecen con una

baja probabilidad de intervenir en el proceso no concertado de deshidrogenacién en

Catequina.
Molécula Sitio (k) fi sp = f S
Catequina 07 0.0273 0.1800
modificada 025 0.0195 0.1287
026 0.0388 0.2559
06 0.0062 0.0414
013 0.0058 0.0382
014 0.0064 0.0421

Tabla 2.2.5. Funciones de Fukui regionales y blanduras
locales para los estados fundamentales de la estructura
propuesta en la Figura 2.2.2 7.
“ El valor de blandura global S es 6.59 u.a.. Valores obtenidos a partir de
cdlculos AMI. Para identificar la numeracion de cada centro, ver Figura

224
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La informacion que proporciona la Tabla 2.2 5, permite proponer la reactividad
de 3 Hidrégenos de acuerdo con el dato experimental que sugiere el indice ERR =3.1. A
Partir del mecanismo propuesto en el Esquema 2.2.1, la estructura (VII) es un producto
de oxidacioén que proporciona un sitio adicional de deshidrogenacion, activado por el
reordenamiento intramolecular del H (H33 de la estructura original de Catequina, ver
estructura VI de la Figura 2.2.1). Notar sin embargo que el indice ERR se relaciona con
los indices de reactividad locales con referencia a los productos de control cinético. El
cuadro térmico desfavorable para la salida de tres hidrogenos en Catequina no
contradice la existencia del intermediario VII propuesto en el Esquema 2.2.1, ni
tampoco la activacion del sitio O7 por reordenamiento interno de un atomo de

Hidrogeno.

Quercetina y Rutina son dos sistemas estructuralmente relacionados, en el
sentido que la segunda es el derivado metilado (en la posicion O8) de la primera. Este
hecho da la oportunidad de analizar activacién y desactivacion de sitios inducidos por
sustitucion quimica.. El analisis local en Quercetina es consistente con dos hidrégenos
equivalentemente activos en las posiciones O8 y 027 mas uno (aquel unido al sitio 026)
que presenta una significativa pero menor blandura local radicalaria. El analisis
termodinamico muestra consistentemente que el producto de las dos primeras
deshidrogenaciones conducen a intermediarios estables, con energias libres de
formacién negativas (-79.5 y —55.4 Kcal/mol respectivamente). El intermediario que se

formaria en la tercera deshidrogenaciéon homolitica muestra un valor marginalmente
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negativo, determinado principalmente por efectos entropicos. El analisis local es sin
embargo consistente con el valor ERR= 2.4 para este sistema, que predice de acuerdo al
criterio establecido en la primera parte de este capitulo, dos atomos de hidrogeno
radicales activos. El reemplazo del hidrogeno unido al centro O8 que es activo en
Quercetina produce la activacion de los sitios 026 y 027, dejando dos atomos de
hidrogeno radicales activos para el proceso de deshidrogenacion en Rutina. Este
resultado es también coherentemente con el valor ERR= 1.5 para Rutina. Notar ademas
que el analisis térmico en Rutina concuerda también con la estabilidad de los
intermediarios de las dos primeras deshidrogenaciones Un aspecto adicional en la
comparacion de Quercetina y Rutina es que la similaridad en sus reactividades globales
esta relacionada con sus respectivas blanduras globales que resultan ser las mas
proximas en la serie, mientras que la similaridad en sus reactividades locales responde a
un efecto de activacion de sitios promovidas por sustitucion quimica en el sitio 08, que
es activo en Quercetina: el bloqueo del sitio O8 por el grupo metilo, activa claramente
los sitios 026 y 027, dejando globalmente dos hidrogenos activos para la

deshidrogenacion homolitica.
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2.2.7 DISCUSION GENERAL

Se ha presentado un modelo teérico para interpretar dentro de una aproximacion
local y termodinamica los patrones de deshidrogenacion en los sistemas Acido Galico,
Acido Caféico, Catequina, Quercetina y Rutina como modelos de deshidrogenacién en
polifenoles. El analisis local se relaciona dentro de un modelo perturbativo, con el
progreso de las reacciones quimicas en etapas tempranas con respecto a un camino de
reaccion no especificado, principalmente con los productos de control cinético de una
reaccion. Estos indices contienen esta informacién pues corresponden a derivadas de la
energia (dureza quimica y blandura global) con respecto al cambio en el numero de
electrones; o derivadas de la densidad electronica con respecto al numero de electrones
(funcion de Fukui). La blandura local, a pesar de tener una relacion simple con la
funcion de Fukui, a través de una transformacion lineal que involucra a la blandura
global S, es una derivada implicita de la densidad electrénica, esta vez con respecto al
potencial quimico electronico i que describe los cambios de energia electronica con
respecto al cambio en el nimero de electrones N. De este modo, los indices locales y
globales describen formalmente la pendiente de alguna funcion potencial (energia total,
energias libres o entalpias) con respecto al progreso de la reaccion y contienen por lo
tanto informacién acerca de la posicion relativa de especies intermediarias tipo
complejos activados o estados de transicion. Estos indices evitan precisamente la

caracterizacidn completa de estas estructuras, sacrificando la descripcion cuantitativa de
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parametros de activacion, pero contienen de un modo implicito esta importante
informacion. Por lo tanto, la reactividad quimica involucrada en estos indices se
relaciona de alglin modo indirecto con los productos cinéticos de las reacciones. Es
precisamente este rasgo conceptual de los indices de reactvidad el que permitié sugerir
un cierto orden en los procesos sucesivos de deshidrogenacion para proponer una
jerarquia e identificar los centros mas labiles dentro de una estructura en estos procesos.
Este resultado es particularmente interesante dado que en la primera seccion de este
Capitulo el consume del radical derivado del ABTS inducido por los polifenoles, quedo
descrito para todos los casos como procesos bi-fasicos. Este comportamiento se explica
bastante bien con el mecanismo de deshidrogenaciones no concertada, es decir que en la
fase rapida reaccionarian aquellos hidrégenos mas labiles y en la lenta los menos
reactivos, quedando asi mas debilitada la hipotesis que asocia a que productos de
oxidacion secundarios serian los responsables del consumo en al fase lenta. Con la sola
excepcion de Acido Caféico, los indices locales se relacionan cualitativamente con el
indice ERR que describe principalmente aquellos productos de control cinético (es decir
aquellos que se forman en las etapas tempranas de las reacciones de deshidrogenacion).
En alguno de los casos (Acido Caféico y Acido Galico) el anilisis termodinamico
desarrollado en torno a las energias libres, entalpias y entropias de formacion de los
intermediarios resultan consistentes con el indice ERT. Los aspectos puramente
termodinamicos (control termodinamico) suelen complementar generalmente la
informacion cinética, a pesar que es conocido que ambos aspectos contienen
informacion diferente sobre un proceso quimico en particular. Sin embargo, el modelo

propuesto muestra una gran coherencia en este sentido. Aquellos centros que se predicen
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escasamente activos para la deshidrogenacion homolitica conducen en general a
productos que son termodindmicamente inestables. En la mayoria de los casos esta
inestabilidad proviene de factores térmicos relacionados con entalpias de formacién. Sin
embargo, en Acido Caféico, se observa que la entropia de formacién en la segunda
deshidrogenacion facilita la estabilizacion del producto MH, para una contribucién
térmica marginal de la entalpia de formacion. En general, en los cinco sistemas
estudiados, hay una buena coherencia entre la actividad predicha a partir del analisis
tedrico, y los indices empiricos definidos en la primera parte de este Capitulo,
principalmente el indice ERR para los procesos de deshidrogenacion secuencial no
concertada de estos sistemas. Mientras en Catequina la coincidencia entre el analisis de
Fukui y blanduras locales y el indice ERR se explica mediante una activacién de sitios
inducida por reordenamiento, en Rutina la activacion del tercer centro activo para
homélisis se explica por una activacion de sitios promovida por el bloqueo de un sitio

activo en Quercetina
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2.3 CONCLUSIONES

Se ha caracterizado el comportamiento cinético de polifenoles y de mezclas
complejas de ellos basado en el método de decoloracion del radical derivado del ABTS.
Este ha permitido obtener medidas de capacidad antioxidante evaluadas en la etapa
rapida y lenta de la reaccion a través de los indices ERR y ERT. Estos indices pueden
ser relacionados con el nimero de grupos fenolicos totales con capacidad antioxidante
(ERT), siendo el ERR el indice que ha permitido distinguir el nimero de hidroxilos mas

reactivos dentro de cada molécula.

Se ha propuesto un modelo tedrico simple, basado en indices globales y locales
de reactivad complementado con un analisis termodinamico acerca de las estabilidades
relativas de los intermediarios posibles en la deshidrogenaciéon secuencial de estos
sistemas. Los indices locales se relacionan convenientemente con el indice empirico
ERR que caracteriza principalmente los productos de control cinético de las reacciones
de deshidrogenacion. A pesar que no es posible establecer correlaciones cuantitativas
entre las variables teoricas locales y el indice ERR, ambas se complementan
consistentemente con el analisis termodinamico para describir un patron de reactividad

bien caracterizado experimentalmente.
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CAPITULO 111

CINETICA Y MECANISMO DE LA REACCION DE UN RADICAL
NITROXIDO (TEMPOL) CON UN ANTIOXIDANTE FENOLICO

(TROLOX)

3.1 INTRODUCCION

Los radicales nitroxidos constituyen una de las familias de radicales libres mas
extensamente  empleados en quimica y en medios biologicos. Debido a sus
caracteristicas han sido utilizados como pruebas de espin [1], como un producto
altamente estable en experimentos de atrapamiento de espin [2] y en polimerizaciones
como iniciadores o retardadores de este proceso [3]. El conocimiento y comprensién de
la reactividad de estos radicales se hace fundamental para permitir una evaluacion
cuantitativa de la accion de radicales libres en sistemas biolégicos [4,5). De la misma
manera, la adicion de sustancias capaces de reaccionar con radicales nitroxidos podria
cambiar dramaticamente las cinéticas, por ejemplo de polimerizaciones y las

propiedades del polimero producido. A pesar de todo este amplio interés, existen pocos
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estudios cinéticos dedicados a la reactividad de radicales nitroxidos con substratos no
radicalarios y el efecto de trazas de metales sobre estas reacciones. Este tltimo aspecto
podria ser relevante cuando los radicales nitroxidos son producidos en sistemas

biologicos.

Se han obtenido datos cinéticos en la reaccion de radicales nitroxidos con acido
ascorbico [4,6,7] y con hidroxilaminas [8,9]. Ademas, hay reportes de reacciones rapidas
de radicales nitréxidos con ubiquinoi-9 [5]. Un estudio realizado por K. Kikugawa,
demostraron que las sefiales de EPR del aducto DMPO-OH (preparado en presencia de
Fe®" en una reaccion tipo Fenton) y TEMPO decrecian en presencia de antioxidantes
fendlicos como Trolox y con antioxidantes tidlicos como Cisteina, Glutation y 2-
mercaptoetanol descritas como reacciones bastante rapidas [10]. También, hay reportes
parciales que muestran la capacidad de ciertos nitroxidos para participar en procesos

redox con iones metalicos [11, 12].

La estabilidad de los radicales nitroxidos se debe tanto a los desfavorables
procesos redox como a la debilidad del enlace O-H de la hidroxilamina [13]. Entonces,
los substratos que reaccionen con los radicales nitroxidos seran fuertes reductores y/o
compuestos con un hidrégeno 1abil en su estructura. Entre esos compuestos se pueden
incluir los fenoles y los tioles. Al revisar la literatura, las reacciones de esos compuestos
con radicales nitroxidos resulta inconsistente. Lissi ef al, han establecido que, en
solventes organicos los fenoles no reaccionarian con los radicales nitroxidos y que las
cinéticas de la reaccion con tioles resulta compleja, con claras evidencias de catalisis

mediada por metales [9, 14]. Debido a que la reactividad observada podria deberse a la
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catalisis por trazas de metales (i.e., iones Fe o Cu) [14] en esta tesis se ha realizado un
estudio de la cinética y mecanismo de reaccion del nitréxido soluble en agua 4-Hidroxi-
2,2,6,6,-tetra-metilpiperidin-1-oxilo (TEMPOL) con un antioxidante conocido como el
analogo hidrosoluble de la vitamina E (el acido 6-Hidroxi-2,5,7,8-tetrametilcromano-2-

carboxilico), Trolox.
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3.2 MATERIALES Y METODO

Ambos reactivos, TEMPOL y Trolox fueron adquiridos y utilizados tal cual
fueron recibidos de laboratorios Sigma. La hidroxilamina derivada del Tempol, fue
preparada siguiendo un protocolo estindar, empleando la mezcla reductora Cloruro de
Amonio/Zinc. Para ello se pesaron 0.0172 g del Nitroxido, los que fueron disueltos en
10 ml de agua acidulada con 0.0780 g de NH4Cl. La reaccidon se mantiene en agitacion

por 30 minutos una vez que se agrega Zn en polvo (0.18 g) a la mezcla [15].

La solucion stock de TEMPOL fue preparada en una solucién amortiguada a pH
7.0 de sales fosfatadas de Potasio (KH,PO4 y KoHPOQy). Todas las soluciones fueron
preparadas en agua pre-tratada, con Chellex-100 con el objeto de minimizar la
concentracién de trazas de metales. Para estos efectos, las soluciones fueron agitadas
durante toda la noche en presencia de 1g/L de la resina. Ademas, a ciertas soluciones se
les agregd acido di-etilentriaminopentaacético (DTPA) 0.1 mM, para quelar posibles

trazas remanentes de metales.

La concentracion del nitroxido fue evaluada espectrofotométricamente a los 240

nm utilizando un coeficiente de extincién £= 1440 M'cm™ [16).

Una alicuota de la solucion stock de TEMPOL fue mezclada con la solucidn
tampon para lograr la concentracion de trabajo en el rango micro-molar (~10 uM). La

concentracion de Nitroxido inicial fue evaluada midiendo el tamafio de la sefial en un
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espectrometro de Resonancia de Espin Electronico (EPR) Brucker ER 200D-SRC a un
campo magnético fijo, centrado a 3426 Gauss. Las mediciones fueron llevadas a cabo a
temperatura ambiente (23 = 1°C) vy la intensidad de la sefial medida en el EPR fue
directamente relacionada a la concentracion de espin. Para conocer las variaciones de la
concentracion de TEMPOL en el transcurso de la reaccion, se hizo un registro en el
tiempo de la intensidade de la sefial ubicada a los 3426 Gauss. Para expresar la
intensidad de ésta sefial en unidades de concentracion se hizo una relacion lineal entre el
valor de la intensidad registrada en el espectro inicial, cuya concentracion es conocida,
(obtenido previo a la adicion de Trolox) y las intensidades registradas en el tiempo. Asi
mismo, la concentracién asociada al espectro final fue extrapolada a partir del area

calculada para el espectro tnicial.

A fin de conocer los efectos de la concentracion de Oxigeno sobre la reaccion, se
realizaron medidas en presencia y en ausencia de ¢éste. Para esto se burbujeo de N; en las

soluciones previo al proceso de mezclado en la celda de reaccion.

Ferricianuro de Potasio (KFe(CN)s) (MERCK) fue utilizado para oxidar la
Hidroxilamina formada a fin de probar la reversibilidad del proceso. Para esto se
agregaron concentraciones crecientes del oxidante y se evalud la concentracion de

TEMPOL recuperada.
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3.3 RESULTADOS

La adicion de Trolox (10 mM) reduce rapidamente el tamafio de la sefial de EPR
asociada al Tempol (10 uM) sin que se observen cambios significativos en la forma del
espectro (Figura 3.1). Perfiles tipicos para el consumo de Tempol por Trolox, en
ausencia y en presencia de DTPA, se muestran en la Figura 3.2. En esta figura se puede
observar que el agente quelante reduce la velocidad de la reaccién en c.a. 25 %. A partir
de este resultado las medidas cinéticas fueron llevadas a cabo en agua pretratada con
Chellex-100 y en la presencia de 0.1 mM de DTPA. El consumo de Tempol es

independiente de la concentracion de oxigeno (Figura 3.3).

Los datos cinéticos obtenidos en exceso de Trolox fueron ajustados a un
decaimiento mono-exponencial (Figura 3.3). Con el objeto de obtener parametros
cinéticos para la reaccion entre TEMPOL y Trolox, fueron calculadas las pendientes
iniciales a partir de los graficos concentracion vs. tiempo, calculando la primera
derivada del ajuste mono-exponencial realizado (Ecuacion 3.1) y extrapolado a tiempo

cero (Ecuacion 3.2).

[TEMPOL] = [TEMPOL] ¢ + Ae(-(t-ta)/k) 3.1)

d[TEMPOL] _ R, = 2 3.2)
dt k
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Figura 3.1. Espectro de EPR correspondiente a 10 uM de
TEMPOL ( —) (100%). Intensidad de la sefial luego de 30
minutos de agregados 10 mM de Trolox (—— ) (29% de la

sefial inicial)
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Figura 3.2. Efecto de la adicion de DTPA (0.1 mM) en la
velocidad de consumo de TEMPOL (10 uM) inducido por la
adicion del0 mM de Trolox a pH 7.0. Experimentos
realizados en buffer que no ha sido pre-tratado con Chellex-
100. (2) Experimento control sin DTPA. (1) Experimento

realizado en presencia de DTPA.
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Figura 3.3. Efecto de la remocion de oxigeno en la velocidad
de consumo de TEMPOL () Experimento en presencia de
aire. (1) Experimento en soluciéon purgada con nitrégeno. El

ajuste corresponde a un decaimiento mono-exponencial.
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3.4 DISCUSION

A pesar que los datos pudieron ser muy bien ajustados al decaimiento mono-
exponencial, el ajuste arroja una pequefia sefial residual (ca. 10%). De hecho, los datos

mostrados en la Figura 3.2 pueden ser ajustados a la siguiente ecuacion:

[Tempol](UM) = 0.91+9.0 £(0.00140) (3.3)

con t en segundos. El valor de la constante (0.91) indicaria que la reaccién muestra algin
grado de reversibilidad, lo que puede ser atribuido a la oxidacion espontanea de
hidroxilamina, obtenida como producto de la reduccion del nitroxido. Esto ademas es
soportado por el resultado obtenido agregando 20 uM de hidroxilamina al inicio de la
reaccion, lo que reduce la velocidad de la reaccién en un 50 %, aproximadamente
(Figura 3.4). De manera similar, la adicion de una cantidad adicional de Tempol luego
del consumo casi total de los primeros 10 mM, produce una cinética que es levemente
mas lenta, dejando un residuo mas alto como se muestra en la figura 3.5. De hecho,
mientras el consumo inicial ocurre con una constante de velocidad de 1.25 x 102 7,
dejando un residuo de 0.74 uM de Tempol (evaluado en una extrapolacion de la mono-

exponencial a tiempo infinito) el decaimiento después de un segunda adicion de Tempol
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ocurre con una constante de velocidad de 0.96 x 107 s, y deja 1.7 pM de Tempol

cuando se efectia la extrapolacion a tiempo infinito.

Las pendientes iniciales mostraron dependencia con ambas concentraciones,
tanto de Trolox como de TEMPOL. La dependencia de la velocidad inicial a distintas
concentraciones de Trolox a una concentracion fija de TEMPOL 10 pM se muestra en la
Figura 3.5, mientras que la dependencia de la velocidad inicial con TEMPOL a una
concentraciéon fija de Trolox (10 mM), se muestra en la Figura 3.6. Las pendientes
obtenidas fueron 0.90 + 1.2x107 y 0.95 + 4.4 x10” para los ordenes en Trolox y
TEMPOL, respectivamente. Bajo todas las condiciones experimentales empleadas, la

velocidad inicial a pH 7.0 puede ser expresado por:

__@%XLO]: [Trolox ][TEMPOL] ~ 3.4)
con
k=01M's"

Esta ecuacion de velocidad, asi como la falta de efecto de Oxigeno, es

compatible con una reaccidén que toma lugar en un paso bi-molecular simple:
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segui

H.C 0'tu,

CH,

PhO*
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do de la ruptura del radical fenoxilo:

OH H,
0 OH
= HC CH, + o
N ‘ (3 O
H,C (‘)HCH3 Hy CH, cH,
(3.5)
RNOH PhO°
CH,
o OH
H.C ol ©O
&, O
(3.6)
Ph=0



Capitulo I} 128

La formacion de la hidroxilamina (4-Hidroxi-2,2,6,6 -tetra-metilpiperidin-1-
hidroxilo, RNOH) propuesta en este paso, fue confirmada induciendo la oxidacién de
éste producto con Ferricianuro de Potasio (Figura 3.7). La adicion de este oxidante al

final de la reaccion regenera ¢.a. 70 % de la sefial inicial del nitroxido.

La reaccion bimolecular entre el nitroxido vy el fenol puede corresponder a una
abstraccion de hidrogeno (tal como se representa en la ecuacion 3.5) o puede obedecer a

una transferencia electronica como:

RNO- + PO~ — RNO™ + PhO - (ﬂ 7)

seguida por la protonacion del anidn nitréxido a la correspondiente hidroxilamina. Si la

reaccion (3.7) fuera la reaccion dominante, debiera esperarse que a pHs

considerablemente mas bajos que el pK, del Trolox (11.8), la velocidad de la reaccion

deberia ser inversamente proporcional a la concentracion de protones. El efecto de pH
sobre la velocidad inicial se muestra en la Figura 3.8. Estos datos muestran una
dependencia muy pequeiia de la velocidad inicial con el pH, siendo el orden en protones
obtenido a partir de la pendiente del grafico de la Figura 3.8 de aproximadamente —0.05.
Esto esta en contradiccion con el orden esperado (-1.0) para el proceso si queda descrito
por la ecuacion 3.7. Esto implica que la reaccion principal corresponde a una abstraccion

de Hidrogeno, tal como queda representada en la ecuacion 3.5.
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Otra posibilidad es una reaccion entre una pequefia cantidad del Nitroxido

protonado y el fenolato:

RNOH*" + PhO~ ——> RNOH + PhO* (3.8)

La velocidad de este proceso también podria ser independiente del pH. La constante de
velocidad especifica del proceso (3.8) esta relacionada con la constante de velocidad (k)

de velocidad de segundo orden determinada experimentalmente por:

logk7 =logk + |ApK Trolox| + |APK TEMPOL (3.9

donde lApK l corresponde al valor absoluto de la diferencia entre el pK del compuesto

considerado y el pH de trabajo. Tomando 11.8 y 0 como los valores de pKa de Trolox y

el de la Hidroxilamina [16], la relacion (3.8) lleva a:

logk; =logk +11.8 (3.10)

y asi

logks #10.8(M-1s-1) (3.11)



Capitulo IIT 130

Esta estimacion no descarta completamente la factibilidad de la reaccion (3.8).
Sin embargo, este proceso puede explicar los datos obtenidos solo si la reaccion (3.8)

esta en el limite del controt difusional.

La discusién anterior indica que, en ausencia de metales, para esto los solventes
son pre-tratados con Chellex-100 y en presencia de DTPA 0.1 mM, la velocidad inicial
del proceso puede ser explicada en términos de una reacciéon bimolecular lo mas

probablemente involucra al fenol protonado como sustrato.

También se determiné que la presencia de metales puede catalizar este proceso,
como queda evidenciado por la disminucién en la velocidad observada en la presencia

de DTPA. Ademas, la adicion de Fe (II) a través de 20 uM de Ferricianuro de Potasio,

produce un notable aumento en la velocidad de consumo de TEMPOL (Figura 3.7).

La participacion de metales también fue determinada en reacciones de reduccion
de Nitroxidos promovida por tioles, en un estudio realizado por Rosen ef al. [18]. Este
estudio propone la participacion del anion superdxido en el mecanismo de formacion de
la hidroxilamina derivada. En este caso la produccion de superdxido es mediada por una
reaccion tipo Fenton, la cual queda inhibida en presencia de agentes quelantes y/o de la
enzima superoxido dismutasa. Esta explicacion es valida para experimentos realizados
previamente en sistemas acuosos en donde no se observo reduccién de la sefial de

Tempol por tioles, como Cisteina o Glutation.
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Figura 3.4 Efecto de 4-hidroxi-2,2,6,6-tetra-metil-1-
piperinilhidroxilamina (20 pM) en la reaccién de TEMPOL
(10 mM) con Trolox (10 mM). (O) Control, sin
hidroxilamina; () Experimento en presencia de

hidroxilamina.
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3.5 CONCLUSIONES

Los resultados muestran que un antioxidante fendlico como es Trolox, es capaz
de reducir la sefial de Tempol en wuna reacciéon bimolecular caracterizada por un
mecanismo que involucra una transferencia de Hidrogeno. La presencia de metales en el
medio de reaccion posiblemente catalizan la reaccién, aumentando la velocidad de
decrecimiento de la sefial de EPR asociada al nitroxido compuesto. Este resuitado es
relevante al momento de realizar ensayos que utilizan la técnica de atrapamiento de

espin para la deteccion de especies radicalarias inestables en sistemas biologicos.
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APENDICE 1

L1. Relacién entre los niveles moleculares microscopicos y variables

termodinimicas macroscopicas.

Los niveles electronicos de energia en los sistemas moleculares describen uno de
los aspectos mas relevantes de la estructura electronica de un sistema aislado con N
electrones y M nucleos. La obtencion de estos niveles de energia se realiza aproximando
el problema de N cuerpos mediante la teoria Hartree Fock, que deja al problema
transformado en N problemas a una sola particula, en el campo de un potencial efectivo
conocido como potencial de Hartree-Fock . Las ecuaciones de Hartree-Fock se resuelven
en general para sistemas aislados, de modo que el acoplamiento con campos externos o
con un bafio térmico debe ser introducido posteriormente, utilizando los niveles
energéticos para construir funciones de distribucion estadisticas. Uno de los modos
naturales de obtener informacion en la forma de variables microscopicas,
especificamente funciones termodinamicas, lo provee la termodinimica estadistica. En
su formulacion mas general, la mecanica estadistica relaciona variables microscéopicas
con sus contrapartes microscopicas, a partir de las funciones de particion, que contienen
la informacion relevante acerca de las propiedades del sistema microscopico. El mas
simple de los colectivos o ensambles, es el ensamble canonico, para el cual la funcion de

particion adopta la forma siguiente:
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(AD)  Z(N,V,T)=Yexp(-EiN, V)/kT,
i

en que N,V,T es el nimero de moléculas N en un volumen V a una temperatura T. ¢
representa los niveles de energia del sistema microscopico (igual a las energias
monoelectronicas de Hartree-Fock de una sola molécula) y la suma se realiza sobre
todos los estados ocupados del sistema molecular con un nimero de ocupacion n(i) =
0,1,2, si se tienen en cuenta las restricciones de espin. La funcion de particion sirve
como puente natural entre los niveles de energia mecano-cuanticos en el limite de
temperatura cero, y las propiedades termodinamicas del sistema microscOpico que le
corresponde en el ensamble a temperaturas finitas [1]. La funcion de particion es ademas
una herramienta Gtil para obtener valores medios de cualquier propiedad mecanica. Por

ejemplo, la energia total (interna) promedio en este ensamble se obtiene como:
jemp g P

5 Ej(N, V) exp(-BEj(N, V)
(A2) E=E(N,V,p)=-

Sep(PEN,V)
]

en que B = 1/KT donde k es la constante de Boltzmann. Usando la expresion (1) es

posible rescribir la ecuacion (2) como sigue:
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(A3) E=kT? [——GL”QZ )
T Jyy

ok

Del mismo modo, la energia libre de Helmholzt se define como:
(A4) A =—kTLnZ(N,V,T);
y la entropia S como:

olnZ

(AS) S = kT{ } +kLnZ
NV

Se pueden ademas obtener los valores medios de la entalpia y la energia libre de
Gibbs, utilizando las conocidas relaciones termodinamicas clasicas [1]. Es decir, la
obtencion de las funciones termodinamicas microscopicas se pueden obtener a partir de
los niveles de energia del sistema microscopicos a través de la funcion de particiéon Z. El
ensamble candnico es en este caso pertinente, ya que en cada sistema aislado se esta
conservando el nimero de particulas (electrones en la molécula aislada) del sistema. La

comparacidn entre dos sistemas con diferentes nimeros de particulas como es el caso
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presente, en que cada atomo de hidrégeno se rompe homoliticamente, se obtiene
simplemente haciendo la diferencia entre las propiedades referidas al sistema con N y N-
1 electrones en cada caso. Este procedimiento es consistente con el modelo
termodinamico, en el sentido que esas propiedades son tratadas coherentemente como
funciones de estados, cuya variaciéon depende exclusivamente de los estados iniciales y
finales de cada sistema, sin importar la trayectoria que sigue el sistema para evolucionar

entre ambos estados.

Las moléculas estudiadas en esta tesis pueden ser clasificadas como moléculas
poliatomicas no lineales, las que estan sujetas a un numero de grados de libertad
vibracionales de 3N-6, en que N es esta vez el nimero de atomos. Esto implica que los
modos vibracionales asociados a cada uno de ellas, es de 3N-6 modos, asociados con las

seflales que se esperarian de su espectro infrarrojo.

Despreciando los términos translacionales y rotacionales, el hamiltoniano

molecular que da origen a los niveles discretos electronicos y vibracionales se escribe

simplemente como H; = He; + Hyjp. Si se tiene en cuenta la aproximacién de Born-

Oppenheimmer, que permite la separacién de los movimientos electrénicos y nucleares,
en funcion de la diferencia de sus respectivas energias cinéticas, entonces habra un
espectro de energias electronicas y otro asociados a los estados vibracionales de cada
nivel electronico esencialmente desacoplados, es decir, la energia total se expresara
simplemente como la suma de las contribuciones electronicas y vibracionales, de modo
que la funcién de particion canonica descrita en la ecuacion (1) se factoriza naturalmente

como:
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(A6) Z=ZivLle

Debido a la dependencia logaritmica de las funciones termodinamicas con la
funcién de particion total, se sigue inmediatamente que las propiedades electronicas y
vibracionales se obtendran empleando separadamente las densidades de los estados
electrénicos y vibracionales respectivas. Para el caso del calculo de la entalpia media (de
formacién, de acuerdo al protocolo que utiliza AMI1), la entalpia se aproxima
directamente con la energia electronica media, asumiendo que no hay variaciones de
presion y volumen, La estimacion de la funcién de particion vibracional por otro lado
requiere de un modelo. Este modelo es simplemente el modelo de oscilador armonico

clasico, cuya energia es:
.1
(AT) Evib(J):Ekj(Qo -Qj)?,
en que Q y Q; son las coordenadas normales asociadas a cada uno de los 3N-6 modos

normales de vibracion, en la con referencia a una posicion de equilibrio Q. La funcion

de particion vibracional requiere pues de los niveles de enemiga vibracionales Eyjp(j) ¥
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de las constantes de fuerza k.;. Estas se obtienen a partir del calculo de las segundas

derivadas de la energia total con respecto a las 3N-6 coordenadas generales Qj, que
forman la matriz Hessiana del sistema. El calculo se hace en forma autoconsistente ya
que junto a las 3N-6 coordenadas Qj, se deben determinar simultaneamente las energias
ej y las respectivas constantes de fuerza k; . El procedimiento consiste simplemente en

diagonalizar la matriz de segundas derivadas de la energia total del sistema molecular,

llamada matriz hessiana, con respecto a las 3N-6 coordenadas Qj, mediante derivacion
numérica que esta implementada en el codigo AMI.

Con las funciones de particion electronica y vibracional a mano, se obtienen las

propiedades termodinamicas a partir de las expresiones (3)- (5).
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El hecho de tomar las derivadas de E con respecto a N a u(r) fijo, equivale fisicamente a
tomar la derivada de una funcién potencial en valores pequefios de la coordenada de
reaccion. Debido esencialmente a que este proceso de derivacion mo considera los
estados iniciales y finales del proceso descrito a lo largo de la coordenada de reaccion, la
informacion contenida en estas cantidades no se relaciona con los aspectos
termodinamicos del proceso, ya que la susceptibilidad del sistema se esta estimando
dentro de un cuadro estatico, en las vecindades de los reactantes. Sin embargo, por esta
misma caracteristica en la definicion de los indices globales, lo que esta pendiente
contiene como informacion, es la pendiente de la funcidon potencial E hacia valores
mayores de la coordenada de reaccion. Cosiderar por ejemplo la derivada de E con
respecto a la misma coordenada de reaccion: lo que obtenemos en este caso, es que al
comparar dos o mas pendientes correspondientes a dos o mas procesos relacionados
quimicamente, la inclinacion de las respectivas pendientes dan una idea acerca de la
localizacion del estado de transicion de los distintos procesos que se compara. La
localizacion es no exacta pero permite al menos tener una estimacion acerca de como se
ordenan las diferentes energias de activacion de los procesos que se estudian. Dado que
las energias de activacién se relacionan exponencialmente con las constantes de
velocidades de los procesos a partir de la relaciéon de Arrhenius, se puede concluir que
cualitativamente las derivadas de E con respecto a la coordenada de reaccién contiene

informacién acerca de los productos de control cinético (aquellos que se forman
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Fukui, tal como esta definida en (A2), es una funcion normalizada a la unidad, ya que la
densidad electronica integrada en todo el espacio, debe normalizar al numero total de
electrones. Es en este sentido, que las funciones de Fukui regionales, definidas en torno
a centros atomicos, representan una probabilidad de que el sistema despliegue en esa
region, una reactividad especifica. La forma condensada a atomos de este indice local se
obtiene facilmente aproximandola como la densidad electronica del orbital de frontera o

— HOMO, LUMO involucrado en la reaccion. Asi, para el caso de un ataque electrofilico

o nucleofilico; con @ == ( HOMO) o a = + (LUMO) respectivamente, la funcion local

correspondiente se aproxima simplemente como:

\ 12
(A3) %@ = 0%(r)

2
Haciendo una expansion LCAO en la densidad de frontera 0% (r)‘ se puede

construir facilmente la cantidad condensada a atomos en términos de la funcion de

Fukui orbital [3]:
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(Ad) fﬂa(r) = ZEC;JO:%Z + Cua Y CvaSpv .
a v

La cantidad condensada al atomo k en la molécula, se obtiene simplemente sumando

sobre todos los orbitales centrados en ese centro;

(A5) fka = ZCyaz + Cua Y CvaSuv;pek ; v diferente de p.
J7 Vv

La funcion de Fukui radicalaria utilizada en esta tesis, es simplemente el promedio entre

la funcidn electrofilica y la nucleofilica, a saber:

R
(A6) i = __kz_k_
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