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RESUMEN:

Se determinaron los valores de E™, Ex y Ei2 del primer pico de reduccion de
6 quinonas de origen natural (I, III-V, VHL IX) y de 5 derivados metilados (11, VI, VIL,
X, XI) en medio acuoso por medio de vollamperometria de barrido triangular y
polarografia clisica. Asi mismo, se determiné ¢l niimero de electrones involucrados en los
procesos de electrorreduccién por medio de cronoamperometria de pulso directo; también
se hace mencitn del coeficiente de difusidn de los compuestos estudiados.

Posteriormente, se evalué la actividad antioxidante de los 11 compuestos mediante
la prucba con DPPH, de 1a cual se observa que los compuestos 1, VI, VII y VIII son jos
mds activos, mientras que Jos compuestos IH, V, IX, X y XI son los menos activos.

Finalmente, se pudicron obtener cuatro modelos matemsiticos que podrian predecir

la actividad antioxidante de quinonas naturales con la ayuda de sus propicdades
electroquimicas y rea superficial o volumen molecular.
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Lrs7A DE ABREVIATURAS

Amperes

Acido desoxiribonucleico

Coulombs

1, 4-Benzoquinona

Concentracién de una especie en solucién (mol/L)
Cronoamperometria de pulso directo
Cronocoulombimetria de pulso directo
Concentracién inhibitoria cincuenta

Cocficiente de difusién de une especie en solucién (cn’/s)
Electrodo goteante de mercurio (Dropping Mercury Electrode)
2, 2-difenil-1-picrilhidracilo

Potencial de media onda polarogréfico (V)
Potencial (V)

Electrodo auxiliar

Electrodo de Calomel Saturado

Potencial normal de hidrégeno (V)

Potencial esténdar referido al ENH (V)

Potencial formal condicional (V)

Potencial de pico anédico (V)

Potencial de pico catédico (V)

Electrodo de referencia
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Er

Ea

GSH

Electrodo de trabajo
Potencial de inversién (V)

Faradio (96458 C/mol)

Ghutation

Electrodo de gota suspendida de mercurio (Hanging Mercury Drop Electrode)
Corricnte (A)

Corriente regida por la difusién en la ecuacién de Cottrell (A)
Malondialdehido

Nimero de electrones intercambiados en una reaccién electroquimica
Amortiguador salino de fosfatos (Phosphate Buffer Saline)

Cantidad de carga eléctrica (C)

Quinona

Especies reactivas de oxigeno (Reactive Oxygen Species)

Segundos

Superficie (frea) del electrodo de trabajo (cm?)

Tiempo (s)

Tiempo de muestreo en CA (8)

Volts

Voltametria ciclica

Velocidad de barrido (mV/s)




I INTRODUCCION

La funcién quinona es un grupo bien conocido y de importancia funcional en varios
sistemas biolégicos, por ejemplo, es un acarreador de electrones en la cadena respiratoria y
en los sistemas de flujo de clectrones de Ia fotosintesis [1]. Existen numerosos articulos
que hablan acerca de los mecanismos de transferencia de clectrones y sus correspondientes
equilibrios con protones en medios apréticos [2-5]. Como resultado de esto, los conceptos
bésicos y los mecanismos han sido establecidos, sin embargo estudios con respecto a su
pepel en los sistemas bioldgicos y sus aplicaciones ain se encuentran en desarrollo.

En medios apréticos, derivados simples de quinonas muestran dos procesos de
reduccién/oxidacion sucesivos y distintos. En el caso de la reduccién electroquimica de la
1,4-benzoquinona (BQ), Ias parcjas redox BQ/BQ" "y BQ™/BQ”~ sc observan claramente
en acetonitrilo, dimetilformamids o dimetilsuiféxido [2] (figura 1).

BQ + ¢ == BQ— E?
BQ— +e === pQ@— E:

Figura 1. Reduccion de la 1.4-benzoquinona (BQ) en medio apritico
Y en ausencia de donadores de protones.

En lo que respecta a los procesos de reduccién/oxidacién en medios préticos, como
es ¢l caso del agua, se observa solamente una sefial que involucra 1a transferencia de dos
clectrones y dos protones para formar la hidroquinona correspondiente. Esta sefial es
dependiente del pH del medio [6] (figura 2).




BQ + 2 + 2H' =/ H;BQ E°

Figura 2. Reduccion de 1a 1. 4-benzoquinona (BQ) en medio prético.

El sistema quinona/hidroquinona esté presente en una gran cantidad de productos
naturales, por ejemplo, diterpenoides aislados del género Salvia [7-10), el cual les confiere
a éstos caracteristicas antioxidantes [11). Se ha reportado también, que algunas de estas
quinonas tienen actividad antibacteriana [12], antituberculosa [13] y antiviral [14).

La actividad antioxidante que el sistema quinona/hidroquinona le confiere a los
productos naturales se debe principalmente a su bajo potencial redox. Esta propiedad podria
jugar un papel importanic absorbiendo o necutralizando radicales libres, secuestrando al
oxigeno singulete y triplete 0 descomponiendo peréxidos.

Existen numerosos estudios que han correlacionado las propiedades redox de
quinonas con su potencial anticarcinogénico {15-20] y se ha reportado también un estudio
en el cual se correlacionan las propiedades redox de nitréxidos estables con su actividad
antioxidante [21]. Sin embargo, hasta donde sabemos, no se han reportado trabajos que
corrclacionen las propiedades redox de quinonas de origen natural con su actividad
antioxidante. Recientemente, ha surgido un gran interés en encontrar antioxidantes de
procedencia natural pars su uso en alimentos y medicinas para reemplazar antioxidantes
sintéticos, Jos cuales se han ido restringiendo debido a su toxicidad [22).

En el presente trabajo se evaliian las propiedades redox de quinonas de origen
natural (1, III-V, VIII-IX) y de cinco derivados metilados (IX, VI-VII, X-XI), para
posteriormente correlacionar su actividad antioxidante con estos valores,




(I) R=H; Ry=H
(1) R=R,=Me

Figura 3. Quinonas de origen natural y derivados metilados.

Perezona (I): 6-metil. 3-O-metilperezona (II): Horminona (II1): Anastomosina (IV).
Desmetilfruticulina (V): Fruticulina A (VI): 12-O-metil-desmetilfruticulina (VII):
Taxodiona (VIII). 7a-O-metilconacytona (IX): 7a. 20-O-dimetilconacytona (X):

Ta.12.20-O-trimetilconacytoma (XT).




1I. OBJETIVOS

> Determinar el primer potencial de media onda polarogrifico (Ein), el primer
potencial de pico catédico (Exc) y su correspondicnte potencial de pico anédico (Eya)
por medio de voltamperometria ciclica y calcular el potencial formal condicional
(E°") de quinonas de origen natural y sus derivados metilados.

> Determinar ¢l nimero de electrones intercambiados en la primera electrorreduccion
y ¢l coeficiente de difusién (D) de las quinonas naturales y sus derivados metilados
por medio de cronoamperometria de pulso directo.

> Evaluar la actividad antioxidante de estas mismas quinonas y sus derivados
metilados mediante la prucba con DPPH.

» Correlacionar ¢l potencial de media onda (Eiz) y el potencial formal condicional
(E°") de las quinonas de origen natural con su actividad antioxidante.

» Comparar la actividad antioxidante de las quinonas naturales y los derivados
metilados.




1. ANTECEDENTES
IIl.1 FUNDAMENTOS DE ELECTROQUIMICA ANALITICA

La clectroquimica analftica es la parte del andlisis quimico que emplea métodos
clectroquimicos para obtener informacion relacionada con la cantidad, propiedades y
ambientes de especies quimicas, particularmente de aquellas que presentan intercambio de
electrones.

La eclectroquimica anslitica esté relacionada con la teoria de los procesos al
electrodo, donde éste es usado como una sonda de cuantificacién. Fundamentalmente, un
electrodo es una unién entre un conductor ¥Snico y un conductor electrénico. En la
superficie del electrodo es donde se da la transferencia electrénica entre la fase electronica
y la iénica; por lo tanto, las técnicas clectroanaliticas sdlo pucden aplicarse a moléculas en
solucién que puedan alcanzar la superficic del electrodo y que sean clectroactivas. La
necesidad de contar con un conductor ibnico implica que los estudios de electroquimica
analitica deben realizarse en algin medio, o solucibn de electrolitos, en el cual la
conduccién iénica pueda existir y no limite la corriente eléctrica que circula por Ia celda.

En la prictica, como se necesita cerrar el circuito para que se dé un flujo de
corriente eléctrica continua (acarreada por iones o por electrones), este debe contar con al
menos dos clectrodos; estas regiones son necesariamente heterogéncas y cada una muestra
una interfase.

La investigacién del comportamiento electroquimico de un sistema usualmente
consiste en observar la respuesta de la corriente, el potencial o la concentracién al perturbar
el sistema. Los parimetros que hay que tomar en cucnta en una celda electroquimica se
muestran en la figura 4.




Fuente de poder Variahies externas

Temperstura (T)
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Tiempo )
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transferencia ds masa

oo {Othuite. : LLL

rmigracidn Concertraciin de

Adsarcién ‘siectronctives (Cs)

Figura 4. Varisables que afectan una reaccion al electrodo.
E;: Electrodo 1, E;: Electrado 2.

Las celdas electroquimicas més usadas en electroquimica analitica son de dos y de
tres electrodos (ver figura 5). En el primer arreglo (figura 5a), se tiene un clectrodo de
trabajo junto con un electrodo de referencia, cuyo comportamicnto se sproxima al de un
electrodo ideal no polarizable (electrodo en el cual no existe transferencia de carga a través
de la interfase metal-solucién a pesar de un potencial externo impuesto). Este tipo de
sistema sélo es (til a valores de corricnte bajos, puesto que valores altos afectan la
composicién quimica del electrodo de referencia.

En la celda de tres electrodos (figura 5b), Is corriente circula entre el electrodo de
trabajo y un electrodo auxiliar (o contra-electrodo). El electrodo auxiliar idealmente es de
un material inerte que no produce sustancias por electrélisis que alcancen la superficie del
electrodo de trabajo y causen reacciones interferentes. El drea del electrodo auxiliar debe
ser mucho mayor que la del electrodo de trabejo para cvitar que se limite el paso de
corriente por este electrodo. El valor de potencial requerido es impuesto por la fuente




externa en el electrodo de trabajo, éste se impone con respecto a un electrodo de referencia,
que debe estar posicionado cerca del electrodo de trabajo.

o [ Feameds |
JP | | | B | +
§
S
Elecrodo de Eleovodo de !
webaio relerencie \Ti__' -
® ©
(a) (b)

Figura 5 (a) Celda de dos clectrodos: (b) Celda de tres efectrodos.

El electrodo de referencia tiene alta impedancia, asf que 1a corriente que circula por
este clectrodo s minima y es empleado para determinar ¢l potencial del electrodo de
trabajo. Esto evita cambios en su composicién y su potencial permanece constante. Este
arrcglo de tres electrodos disminuye Ia contribucién a la caida 6hmica por 1a resistencia de
la solucién. Por estas cualidades el arreglo de celda de tres electrodos es el més usado en
experimentos clectroanalfticos.




IIL 1.1 TECNICAS ELECTROQUIMICAS EMPLEADAS
Yoltamperometria Ciclica (VC)

La técnica consiste en la imposicién de un potencial variable con ¢l tiempo en forma
lineal, de acuerdo a la siguiente ecuacién:

Eiap = Eo +0(t) (ecuaciéa 1);
donde v representa la velocidad de barrido de potencial en mV/s.

Los patrones de respuesta para una especic redox en esta técnica son curvas de
intensidad-potencial, donde la corricnte de respuesta aumenta progresivamente conforme se
incrementa el potencial. Esto se debe a un aumento en la velocidad de transferencia de
carga, respecto a la velocidad de transporte de masa al electrodo. Se licga entonces a un
méximo correspondiente al limite de competencia entre ambos procesos (“pico
vohamperométrico™), seguido de una disminucién en Ia corriente debido a la disminucién
de 1a concentracién de la especie electroactiva en ia interfase del electrodo. Para poder
evidenciar las reacciones quimicas acopladas a la transferencia de electrones, se invierte la
direccion del barrido en un valor de potencial determinado, llamado potencial de inversién
(E»), apareciendo, si los hay, los picos de corriente asocisdos a la transferencia de
clectrones de la especie formada al electrodo. Esto se representa en la figura 6 [23a].

El valor de corricnte registrado en ¢l méximo (corriente de pico, I,), es regido por la

ecuacion 2, conocida como ecuacion de Randles y Sévick y es vilida en sisteras que
presentan un comportamiento reversible:

I, = (2.69 x 10n*?SD'%u'2C, (ecuacidn 2)




E (mV)

1(A)

Egad ~p»
Eaicic a—

F (E)

/' t(s)

tiempo de
acoadicionamicalo

Perturbacion ————& Sistema ————— Respuesta

Figura 6. Programa de perturbacion empleado en 1a voltamperometria ciclica y respucsta tipo.

Con esta técnica entonces es posible determinar el potencial de pico catddico (Ey) y
¢l potencial de pico anédico (E;), y con estos datos se puede calcular el potencial formal
condicional (E®°), para sistemas reversibles, de acuerdo a la siguiente ecuacién:

_ E, +E,

| A ) (ecuacién 3)




Cronoamperometria de Pulso Directo (CA)

Esta técnica consiste en la imposicién de un pulso de potencial constante durante
cierto tiempo y el registro de la corriente que circula por la celda (figura 7) [23b].

E (mV) 1(A)
Eo
—_—_—
E,
t(s) t(s)
tempo de Gempo de
Perturbacion —————» Sistema ———— Respuesta
Figura 7. Programa de perturbacion empleado en la cronoamperometria de pulso directo v
respuesta tipo.

La ecuacién que rige la corriente generada en este experimento se conoce como
ecuacion de Cottrell (ecuacién 4) y describe una funcidn lineal de la corriente controlada
por la difusién (I5) con respecto a t'2. La ecuacién es sélo vilida en regiones de potencial
donde la transferencia de eclectrones esté controlada por la difusién de la especie
electroactiva.

Ly=nFSD'2Cq(nt)? (ecuacién 4)

Existe la posibilidad de generar curvas intensidad-potencial a partir de datos de
cronoamperometria de pulso directo [23b), 1as cuales permiten la evaluacién del nimero de
electrones intercambiados en la reaccidn electroquimica mediante e! andlisis de curvas
E = fllog (I1+-1)/T), como en polarografia [23c).

— 10—




De acuerdo a la ecuacién de Cottrell, si se grafica la funcién 14 = At"'?), Ia pendiente
de esta curva serh igual a mFSD'?Con'2. Si se conoce ¢l nimero de clectrones
intercambiados (n), el drea del electrodo (S) y la concentracién del analito (Co), entonces es
posible determinar el coeficiente de difusién de la especie en solucién (D).

Baranski ¢t al. [24] proponen la determinacibn del nimero de electrones
intercambiados (n) en la clectromeduccidn de especics clectroactivas en las que existen
reacciones acopladas. Su ecuacién relaciona la pendiente de Ia funcién Jy = At'?)
(pendiente de Cottrell, s), 1a comricnte de difusion (fiwm), ¢l nimero de clectrones
intercambiados (n) y la concentracién (C) del compuesto en estudio con 1a Jiuumt)y, Pud Y Coud
de un estindar (ecuacién 5):

2
n S DyoatyC ot
o (ecmacién S)
Ny Sead I hC

Cronecoulombimetria de Pulso Directo (CC)

Esta técnica analitica permite la evaluacién directa del niumero de clectrones
intercambiados en una reaccion electroquimica, mediante la imposicién de un potencial
constante a la celda electroquimica, de acuerdo al esquema de perturbacién presentado en Ia
figura 8 [23d].

La carga total esté relacionada con la corriente de acuerdo a la ecuacién 6. Por lo
tanto, si se conoce ¢l mimero de clectrones intercambiados, la concentracion y el
cocficiente de difusién de la especie electioactiva, es posible determinar el drea del
electrodo (S) graficando Q = £ (t'?).

s :
Qo= j'ldz = nFSD"C,x~"'? j'r'”d: = 2nFSD"?Cyx ™12 (ecmacién 6)
10 =0




E (mV) Q©)

t T @ 1o
ﬁ.p& tiempo de
acondicicanmicato pulso

Perturbacion ————p Sistema ————» Respuesta

Figura & Programa de perturbacion empleado en ta cromocoulombimetria de pulso directo ¥
respuesta tipo.

Polarografi;

La polarografia es una técnica voltamétrica cuya cormriente de respuesta csé
determinada por el transporte de masa combinado de difusién/conveccién. La polarografia
es un tipo especial de medicién que cae en la categoria de vokamperometria de barrido
lineal, donde el potencial varfa de una forma lineal de un potencial inicial a uno final. La
diferencia entre la polarografia y otras técnicas de voltamperometria de barrido lineal, es
que la polarografia hace uso del electrodo goteante de mercurio (dropping mercury
clectrode, DME). El DME consta de un capilar de un diémetro interno de ~S x 10 cm que
es alimentado por un depésito de mercurio a una altura de 20 a 100 cm.  El mercurio liega
al capilar a través de una manguera y forma una gota casi esférica a la salida de éste, Ia cual
crece hasta que su peso no puede ser soportado por la tensién superficial. Una gota de
mercurio tipicamente tiene un dikmetro del orden de 0.1 cm. Cuando cae la gota, agita la
solucién y elimina (no completamente) el efecto de agotamiento de Ia especie electroactiva
en las cercanias del electrodo, asi que cada gota es un experimento con un nuevo electrodo.

—_12 -




El DME posee muchas caracteristicas que dan a la polarografis una posicién
favorable entre los métodos electroanaliticos: ¢l goteo es muy reproducible y la superficie
es constantemente renovada. Estos factores hacen posibles mediciones de alta precisién y
esto tiene la ventaja adicional de que el electrodo no se modifica permanentemente por
reacciones del electrodo (e.g., reducciones o adsorciones de muchos iones metdlicos).

La corriente que fluye a través de una gota del DME, cuando se impone un
potencial en la regién de transferencia de masa controlada por electrélisis, o ses, la
comriente de difusion limite, estd relacionada con la concentracién del smalito por la
ecuacitn de Ikovic (ecuacién 7):

1a = 708nD'2Co m*> 1'% (ecuacién 7);

donde Iy es la corriente de difusién limite en amperes; n, ¢l niimero de electrones
intercambiados; D, el coeficiente de difusién del analito en cm?/s; Co, a concentracién del
analito en molem?®; m, 1a velocidad de flujo de mercurio en mg/s, y t, el tiempo de goteo en
segundos. Del polarograma obtenido se puede obtener el potencial de media onda (E12), el
cual esti relacionado con el potencial estdndar (E”) de la reaccién redox en estudio
(figura 9).

EMV) 1(A)
Emicio
Emeo [ EW A
Eﬁd\
E 2
| S
I
thempo de t(s)
e

Perturbacion ————p Sistema —————» Respuesta

Figura 9. Programa de perturbacion empleado en ia polarografia v respuesta tipo.
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1.2 QUINONAS DE ORIGEN NATURAL

Las plantas han sido usadas para un gran rango de propédsitos, incluyendo la
medicina, nutricion, saborizantes, bebidas, repelentes, fragancias, cosméticos, como drogas
y para propdésitos industriales.

Desde tiempos remotos, las plantas fueron la base de toda la terapia médica hasta el
desarrollo de los firmacos sintéticos en el siglo XIX. Hoy en dia, las plantas siguen
encontrindose en ¢l 40 % de las prescripciones médicas [25].

Los estudios fitoquimicos de raices, tallos, hojas, flores y frutos de plantas han
lievado al aislamiento de un gran nimero de productos naturales bioactivos. Una
caracteristica distintiva de estos productos maturales es ¢l hecho de que poseen una gran
cantidad y variedad de grupos funcionales en su estructura, lo que les permite actuar de
diversas maneras sobre los organismos vivos.

La funcién quinona, por ejemplo, se encuentra en un gran mimero de productos
aislados de plantas y les confiere a éstos diferentes actividades biologicas. Algunas de estas
incluyen actividades antioxidantes [11], antibacteriana [12], antituberculosa [13] y
antiviral [14].

De especies del género Salvia de la familia Labiatac (Lamiaceae) se han aislado un
gran nimero de compuestos diterpénicos en cuya estructura se puede encontrar la funcién
quinona. Los compuestos III-V y VIII-X son un ejemplo de éstos. Algunos de estos
iltimos compuestos tienen un esqueleto abictano (compuestos III, VIII-X), aunque
también se pueden encontrar ejemplos con esqueleto icetexano (compuestos IV-V). Por
otro lado, también encontramos que de las raices del género Perezia es posible aislar
quinonas sesquiterpénicas (como la perezona, I) (figura 10).
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Figura 10. (s) Esqgueleto abictano: (b) Esqueleto icetexano: (¢) Esqueleto sesquiterpeno.

Algunas especies de Salvia sc usan desde tiempos remotos en ¢l tratamiento de
enfermedades, por lo cual sc ha despertado un reciente interés en el estudio de sus
metabolitos secundarios [7). Ademds, se han reportado actividades antitumorales de
algunos compuestos aislados de este género, como la taxodiona (VIII) y la taxodona (XII)
(figura 11) [26]. También se ha reportado el uso de Ia perezona (I) en el tratamiento de Ia
reperfusién inducida por arritmias (figura 11) [27].

() (VIIl) (Xi)

Figura 11. Algunas quinonas de origen natural con actividad biologica.
(1) Perezona: ( VIIT ) Taxodiona: ( X1II ) Taxodona.
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IIl.3 ESPECIES REACTIVAS DE OXIGENO (ROS)

Los radicales libres gencralmente son moléculas muy reactivas que poseen
electrones no apareados. Estos radicales libres s¢ producen continuamente en las células
como derivados del metabolismo y se ha demostrado que varios quimicos (e.g., etanol,
tetracloruro de carbono, nitriloacetato de hierro) y varios firmacos (e.g., acetaminofén,
tamoxifén) inducen dafio por radicales [28].

Las reacciones miés importantes de radicales libres en células serébicas involucran
al oxigeno molecular y sus radicales derivados (ani6én superdxido y radicales hidroxilo),
perbxidos y metales de transicién. Las células han desarrollado una gran variedad de
mecanismos de defensa antioxidante para prevenir la formacién de radicales libres y limitar
sus efectos daflinos. Estos mecanismos incluyen enzimas que inactivan a los peréxidos
(catalasa y superdxido dismutasas, entre otras), proteinas para secuestrar metales de
transicién y una diversidad de compuestos que secuestran a los radicales libres [28].

En afios recicntes sc ha acumulado una creciente evidencia que sugicre que el dafio
oxidativo a los componentes celulares, debido a las especics reactivas de oxigeno (ROS),
podria tencr un papel patofisiolégico importante en varios tipos de enfermedades
humanas [29].

Las membranas biolégicas son altamente susceptibles al dafio oxidativo como
resultado de su alto contenido de #cidos grasos poli-insaturados (PUFAs) [30, 31]. La
peroxidacién de lipidos es una de las consecuencias del dafio oxidativo a membranas y ha
sido sugerida como un mecanismo general de dafio y muerte celular [32). El
malondialdehido (MDA), uno de los productos finales de la peroxidacién de lipidos, es una
molécula altamente reactiva (figura 12). Se ha demostrado que se une con Jos fosfolipidos y
proteinas de membranas y altera una variedad de funciones, lo cual lleva a sobrevivencia
disminuida de las células [33-35]. Los radicales libres también pueden oxidar biomoléculas
(carbohidratos, proteinas y ADN) (figura 12) llevando a la muerte de In célula y lesién del
tejido [28].
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Figura 12. Productos del dalo por radicales libres. Los radicales libres pueden reaccionar con
macromoléculas celulares. como ¢l ADN. proteinas v membranas formando diferentes productos.
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III.4 TECNICAS PARA CUANTIFICAR LA ACTIVIDAD ANTIOXIDANTE

Actualmente existen varias técnicas para cuantificar la actividad antioxidante de
compuestos, las cuales involucran la deteccién de una gran variedad de productos finales
del dafio oxidativo por radicales libres (tabla 1).

Tabla 1. Métodos de cuantificacion de la actividad antioxidante.

Método Técnica analitica _|_Referencia
ACTIVIDAD ATRAPADORA DE RADICALES LIBRES ‘
DPPH UVv-vis [ ™[44, 45)
PEROXIDACION DE LiPIDOS

TBARS UV-VIS {28)
MDA-TBA HPLC/fluorescencia

HPLC/UV-VIS 28]
MDA-PFPH GC/ECD

GC/MS 1281
MDA-NMH GC/NPD 28
MDA-PBH HPLC/fluorescencia [28
HNE-PFB GC/MS 28
Peréxidos de lipidos UV/VIS 38}
Dienos conjugados UV-VIS 38}
Etano y pentano GC 28]
Isoprostanos GC-MS

EIA 28]

DARO OXIDATIVO AL ADN
8-OH-dG, 8-OH-G, Extraccién en fase soélida/HPLC y (28]
TG ydTG deteccitn clectroquimica
DANO OXIDATIVO A PROTEINAS

o-tirosina y ditirosina | HPLC/MS | [28]

DPPH: a, a-difenil-B-picrithidracilo; TBARS: sustancias reactivas al écido tiobarbitarico;
MDA: malondialdehido; TBA: #cido  tiobarbitGrico; PFPH:  pentafluorofenithidrazina;
NMH: N-metilhidrazina; PBH: 4-(2-falimidil)benzohidrazida; PFB: 0-(2,3,4,5,6-pentafiuorcbencil)-
hidroxilamina; 8-OH-dG: $-hidroxi-2'-desoxiguanosing; 8-OH-G: S8-hidroxigusnine; TG: timina glicol;
dTG; timidina glicol.

UV/VIS: ultravioleta/visible; HPLC: cromatografis de liquidos de alta resolucnén GC: cromatografis de
gases; ECD: deteccidn electroquimica; MS: esp etric de NPD: ién de nitrégeno-fésforo;
EIA: Enssyo inmunoenzimético.
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El monitoreo de la actividsd atrapadora de radicales libres es un primer
acercamiento importante en el estudio de la actividad antioxidante de compuestos y Ia
pruecba de DPPH es un sistema modelo ampliamente aceptado.

El DPPH es un radical libre estable. Este compuesto presenta en su estructura un
clectrén desapareado, por lo que puede aceptar o donar un clectrén de otros compuestos
para convertirse en una molécula estable. Debido a este electrén desapareado, ¢l DPPH
presenta una fuerte absorcién a uma longitud de onda de 517 nm (en etanol) y sus
soluciones son de un color violeta fucrte. Si este electrén reacciona, entonces se produce
un decremento en su absorcitn a esta longitud de onda, con la consecutiva desaparicién del
color violeta [44, 45].

El indice de peroxidacién de lipidos més usado es la formacién de malondialdehido
(MDA), frecuentemente ensayado con écido tiobarbitirico (TBA). Sin embargo, en este
método existen varias interferencias por la reaccién de otros productos con el TBA, por lo
cual el nivel de peroxidacién de lipidos con esta prucba es reportado como TBARS
(sustancias reactivas hacia el dcido tiobarbitirico). Ademds, dadas las condiciones &cidas y
la alta temperatura para llevar a cabo la reaccién entre el MDA y el TBA, cxiste la
posibilidad de que ¢l MDA sec forme como un artefacto {36]. En combinacién con Ia
cromatografia de liquidos de alta resolucién (HPLC), la selectividad del ensayo del MDA
se ha mejorado grandemente y el limite de deteccién es cerca de 3 pmol [37). El uso de
otros agentes derivatizantes aparte del TBA ha sido empleado en varias metodologias,
reportandose resultados similares [28].

Las mediciones de hidrocarburos volitiles, principalmente ctano y pertano, han sido
usadas y validadas como una cuantificacién de la peroxidaciéon de lpidos en estudios in
vivo e in vitro, pero las mediciones de éstos estan limitadas por la complejidad de Ia
técnicas relacionadas y debido a que se requicre mucho tiempo para realizarlas. Esto hace
dificil su aplicacién rutinaria y la comparacién de los resultados obtenidos en diferentes
laboratorios. Otro problema importante es la contaminacién de las muestras con el aire del
ambiente [28).
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Un grupo de compuestos conocidos como Fr-isoprostanos son producidos en los
humanos in vivo por un mecanismo de radicales libres no catalizado por ciclooxigenasas, el
cual involucra la peroxidacién del dcido araquidénico. Los métodos analfticos disponibles
principalmente se basan en cromatografia de gases-espectrometria de masas (GC-MS). Esto
reduce la aplicabilidad general de este método anmalitico. Sin embargo, varios ensayos
inmunoenziméticos se han desarrollado. Recientemente, un kit de inmunoensayo
enzimético se ha introducido para mediciones de un isoprostano en particular, el 8-
isoprostano, ¢l cual es uno de los isoprostanos cuya formacion se ve favorecida [28]).

La cuantificacién de dicnos conjugados es otra metodologia disponible para
determinar el dafio oxidativo a lipidos. La peroxidacién de lipidos se ve acompafiada por un
rearreglo de los dobles enlaces de los écidos grasos poli-insaturados (PUFAs), llevando a la
formacién de dienos conjugados, los cuales absorben a 233 nm. Por lo tanto, Ia
peroxidacién de lipidos puede ser cuantificada registrando ¢l incremento en la absorbancia
de membranas extraidas. Esta metodologia es una prucba sensible de Ia peroxidacién de
lipidos in vivo e in vitro [38].

La reduccién de los perdxidos por el yoduro es un método conveniente para
determinar la cantidad de hidroperSxidos de lipidos presentes en una membrana. Bajo las
condiciones del ensayo, sélo los hidroperéxidos de lipidos reaccionan con el yoduro. Esta
técnica tiene la ventaja sobre ¢l ensayo del MDA-TBA de permitir una comparacién més
exacta de los niveles de perdxidos de lipidos en lipidos de membranas dafiados {38].

Por otra parte, se sabe que ¢l ADN es otro blanco de las especies reactivas de
oxigeno. Estas especies causan entrecruzamientos del ADN-proteinas, dafio al esqueleto
desoxiribosa-fosfato, asi como modificaciones quimicas especificas de las bases piricas y
pirimidinicas. /n vivo, el ADN es reparado por endonucleasas y glicosilasas liberando bases
y desoxinucleétidos, respectivamente. Las bases se excretan directamente ¢n la orina y,
posteriormente, los desoxirribonucle6tidos se metabolizan & mono-nucleésidos antes de ser
excretados en la orina. Por lo tanto, Ia cuantificacién de los niveles de mcledtidos oxidados
en la orina ticne una relacién directa con la magnitud del dafio oxidativo al ADN [28].
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La timina glicol (TG) y la timidina glicol (dTG) son dos de los productos de
hidroxilacion del ADN que se encucntran més frecuentemente en la orina. Una vez que se
liberan del ADN en los tejidos, ambos son eliminados en un curso de 24 horas de la sangre
a la orina sin metabolismo posterior. Aunque el dTG podria servir como un marcador del
dafio oxidativo por radicales libres in vivo, el procedimiento amalftico involucrado es muy
laborioso y consume mucho tiempo [28].

Se ha puesto un mayor interés en la cuantificacion de la 8-hidroxi-2’-
desoxiguanosina (8-OH-dG) y la 8-hidroxiguanina (8-OH-G) como un método indirecto
para determinar el dafio oxidativo por radicales libres in vivo. El método analftico de ambos
aductos involucra una extraccién en fase sélida y HPLC con deteccitn electroquimica. Esta
metodologia ha demostrado ser 3 6rdenes de magnitud mejor que el ultravioleta, en
sensibilidad y selectividad [28].

Los productos de oxidacién de proteinas y derivados carbonilos de protefnas pueden
resultar de modificaciones oxidativas de las cadenas laterales de aminoécidos, rompimiento
de péptidos mediado por especies reactivas de oxigeno y de reacciones con productos de
oxidacion de lipidos y carbohidratos [28].

La oxidacién de la fenilalanina resulta en la formacién de la orfo-tirosina (0-Tyr).
La oxidacién de la L-tirosina por donacién de un electrén genera radicales tirosile que
pueden polimerizarse para formar ditirosina (DT). La deteccién de estos productos se
realiza por medio de HPLC y MS [28].
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ITL.S ANTIOGXIDANTES DE ORIGEN NATURAL

Los antioxidantes son compuestos que pueden demorar o inhibir Ia oxidacién de
otras moléculas inhibiendo la iniciacién o propagacion de las reacciones de oxidacién [39].

Podemos encontrar varios antioxidantes en muchas frutas y vegetales que incluyen
al glutation (GSH), #cido ascérbico, a-tocoferol, B-caroteno, #écido clorogénico y
quercetina [40). Muchas de estas frutas y vegetales contienen una gran cantidad de
antioxidantes diferentes a los mencionados anteriormente. El efecto antioxidante se debe
principaimente a los compuestos con nitrégeno [39, 40] y a componentes fenblicos, como
los flavonoides, &cidos fenblicos y diterpenos fendlicos [41]. Muchos de estos compuestos
poseen capacidades antioxidantes significativas que estdn asociadas con una menor
incidencia y proporciones de mortalidad menores por céncer en varias poblaciones
humanas [39].




IV, RESULTADOS Y DISCUSION
IV.1 PROPIEDADES REDOX DE LAS QUINONAS NATURALES

Como primera parte de este estudio se evaluaron las propiedades redox de los
compucstos 1-XI (véase VI. Parte Experimental para descripcién de la metodologis).

Para la discusién de los resultados obtenidos, las propiedades redox de los
compuestos se van a agruper de acuerdo a la técnica utilizads.

JV.1.1 POLAROGRAFIA

En la figura 13 se muestra un polarograma del medio de trabajo. En éste se observa
un medio de trabajo limpio en ¢l rango de 0.15 V a -1.70 V vs ECS, el cual es apropiado
para el estudio de las quinonas de origen natural.

H

0.1 pA
e ey g
-18 -8 -4 -12 -10 08 08 0.8 02 o0

Potencisl vs ECS (V)

Figure 13. Polarograma del medio de trabajo (amortiguador de fosfatos 0.1 M pH 7.0 + 100 pL de
solucion acuosa de tritén X 1:1000). Et: DME; Equ: Pt; Eeet ECS; N3, 15 minutos.
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Todos los polarogramas obtenidos sc realizaron a uns velocidad de barrido (v) de
5 mV/s y a tres diferentes concentraciones, tal como se menciona en Ia parte experimental.
Los potenciales de media onda (E ;) reportados son ¢l promedio de los obtenidos a las tres
diferentes concentraciones.

En la figura 14 sc muestran los polarogramas de una quinona sesquiterpénica
(perezona), una quinona diterpénica con eaqueleto abictano (horminona) y de una quinona
diterpénica con esqueleto icetexano (desmetilfruticulina).

Los potenciales de media onda (E2) del primer pico de reduccién de las quinonas
naturales se muestran en la tabla 2. En este estudio estamos particularmente intercsados en
el valor del potencial de la primera transferencia electrénica, dado que esta transferencia
corresponde, en medios préticos, a la reduccidn del sistema quinona [6].

Tabla 2. Potenciales de media onda (Ei2) de las quinonas de origen natural.

Compuesto Epz (Vvs ECS)

Perezona (8)) -0.195
6-metil, 3-O-metilperezonn (m -0.207
Horminona () -0.215
Anastomosina (IV) -0.209
Desmetilfruticulina (V) -0.221
Fruticulina A (VI) -0.072
12-O-metil-desmetilfruticulina (vla) -0.216
Taxodiona (Vill) —

Ta-O-metilconacytona (IX) -0.260
7Ta, 20-0O-dimetilconacytona (X) -0.223
7Ta, 12, 20-O-trimetilconacytona (XI) -0.202

Como se puede observar en la tabla 2, no se reporta el Ey» de la taxodiona (VIII).
Esto se debe a la presencia de una fuerte preonda de adsorcién al electrodo.
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Figura 14. Polarogramas de quinonas naturales. (A) Perezona (I) ! mM; (B) Horminona (1II)
0.25 mM; (C) Desmetilfruticulina (V) 0.25 mM (amortiguador de fosfatos 0.1 M pH 7.0 + 100 L
de solucion acuosa de triton X 1:1000). Ex: DME; Eon: Pt; Eo ECS; N3, 15 minutos.
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Tanto la perezona (I) como la 6-metil, 3-O-metilperezona (II) son quinonas
sesquiterpénicas y ademis son los compuestos con estructura molecular mas sencilla de los
once evaluados. La 2-metil, 5-O-metilperezona (II) se obticne al metilar a la perezona (I)
con diazometano en éter.

Para (I) y (II) se obtuvieron potenciales de media onda de -0.195 V y -0.207 V
vs ECS, respectivamente. Es posible que la disminucién del potencial redox de (TI) con
respecto a (I), sea debida a la influencia de los metilos en Ia posicién 3 y 6 (que sdlo se
presentan en ¢l compuesto II). Ademds, se observa una sola transferencia electrénica, que
corresponde 8 la reduccién del sistema quinona.

En el caso de la desmetilfruticulina (V) y sus dos derivados metilados (V1 y VII),
asf como para la 7a-O-metilconacytona (IX) y sus dos derivados metilados (X y XI), se
observa una variacion del E;, con Ia metilacién de las moléculas.

La desmetilfruticulina (V) tiene un E;, de -0.221 V vs ECS, mientras que para la
fruticulina A es de -0.072 V vs ECS y para la 12-O-metil-desmetilfruticulina es de -0.216 V
vs ECS. Se deduce entonces que la metilacion del hidroxilo en ls posicién 2 (obteniéndose
VI) y del hidroxilo en la posicién 12 (obteniéndose VII) favorece la reduccion de la
quinona a su hidroquinona respectiva (particularmente cuando se encuentra metilado el
hidroxilo de la posicién 12).

De 12 7a-O-metilconacytona (IX) se obtiene un E;» de -0.260 V vs ECS, mientras
que para ¢l derivado dimetilado (X) sc observa un E;; de -0.223 V vs ECS y pama el
derivado trimetilado (XI) un Ei2 de -0.202 V vs ECS. En este caso, la metilacién sucesiva
de los hidroxilos presentes en la molécula disminuye el potencial de reduccidon del
compuesto.

Se tiene entonces que el E|» de las quinonas estudiadas tiene la siguiente tendencia:

Ein: VI<I<XI<H<IV<IM<VII<V<X<IX
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IV.1.2 VOLTAMPEROMETRIA CICLICA

A continuacidén se muestran los resultados obtenidos por medio de la técnica de
voltamperometria ciclica para las quinonas naturales.

En la figura 15 se muestra un votamperograma del medio de trabsjo. En éste, se
observa un dominio de electroactividad limpio de 0.15 V a -1.40 V vs ECS. La sefial que
sc observa a un Epc de -1.5 V puede ser asociada a la reduccién del tritén X (ya que aparece
al momento de agregarlo), la cual no sec encucntra en la zona de potencial donde las
quinonas se reducen, por lo que no se afecta nuestro estudio.

0.1 4
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Figura 15. Voltamperometria ciclica del medio de trabajo
(amortiguador de fosfatos 0.1 M pH 7.0 + 100 puL de solucién acuosa de tritén X 1:1000).
Er: HMDE; Eum: Pt; Ene ECS; v =200 mV/s; N> = 15 min.

En la figura siguiente se muestran las voltamperometrias ciclicas de algunos
compuestos analizados (figura 16). En esta figura se muestra la voltamperometria ciclica
de In perczona (I). En ésta se observa un solo sistema redox, atribuible al par
quinona/hidroquinona (tal como se discutird més adelante). También podemos observar un
voltamperograma més complejo, perteneciente a la desmetilfruticulina (V).
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En el voltamperograma de (V) se puede ver que en la misma zona donde se reduce
la perezona (I) (més o menos -0.2 V), aparece una sefial de reduccién clara, lo cual nos
permite proponer que corresponde al sistema quinona/hidroquinona.

(A) 3-

(B) 01

v T Ty
20 A8 A8 14 12 40 08 08 04 02 00 02
Potenciel (V) vs BCS

Figura 16. (A) Voltamperograma tipico de la perezona () 0.10 mM y (B) Voltamperograma tipico
de la desmetilfruticulina (V) 0.10 mM (amortiguador de fosfatos 0.1 M pH 7.0 + 100 uL de
solucién acuosa de tritén X 1:1000). Er: HMDE; Eu.: Pt; Egr: ECS; v = 200 mV/s; N3, 15 minutos.

En las figuras 17 y 18 se muestra Ia dependencia del potencial de pico catédico (Epc)
y del potencial formal condicional (E**) de los compuestos analizados a las diferentes
velocidades de barrido estudiadas.
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Figura 17. Potencial de pico catédico (Ey) del primer pico de reduccién de las quinonas estudiadas
(amortiguador de fosfatos 0.1 M pH 7.0 + 100 pL de solucitn acuosa de
tritén X 1:1000). Ex: HMDE; Eu.: Pt; Enrt ECS; N, 15 minutos.
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Figura 18 Potencial formal condicional (E**= KEy+ 4E,.) de las quinonas estudiadas
(amortiguador de fosfatos 0.1 M pH 7.0 + 100 pL de solucién acuosa de tritén X 1:1000).
Er: HMDE; Eou: Pt; Enst ECS; N, 15 minutos.
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De las grificas de las figuras 17 y 18, podemos observar que, tanto ¢l potencial de
pico catédico (Ex) como el potencial formal condicional (E°’), son pricticamente
independicntes de 1a velocidad de barrido; este comportamiento se puede observar mejor a
altas velocidades de barrido. En la figura 18 también se puede ver que para el compuesto
(XI) no se muestra su E”, esto se debe a que presenta un comportamiento electrénico
irreversible (figura 19). En la tabla 3, se reportan los valores de E,. y de E*” que se van a
utilizar més adclante para la comrelaciéon del potencial redox de las quinonas de origen
natural con su actividad antioxidante.

3 ..

v v T v v J
1.0 08 8 04 202 00
Potencial (V) vs ECS

Figura 19. Voltamperometria tipica de la 7a, 12, 20-trimetilconacytons (XI) 0.10 mM
(amortiguador de fosfatos 0.1 M pH 7.0 + 100 pL de soluciéon acuosa de tritén X 1:1000).
Er: HMDE; Epu: Pt; Eo¢ ECS; 15 minutos.

Al igual que en la polarografia, se puede observar que la metilacién de la
perezona (I) para formar Ia 6-metil, 3-O-metilperezona (II), disminuye el E,. y €l E*’. Asf
mismo, se observa también que ¢l Epc y el E” de la desmetilfruticulina (V), Ia
fruticulina A (V1) y Ia 12-O-metil-desmetilfruticulina (VII) siguen ls misma tendencia que
la observada en la polarografia, ie., la metilacion de la desmetilfruticulina favorece la
reduccion de las quinonas formadas a sus hidroquinonas respectivas.
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En lo que respecta a la 7a-O-metilconacytona (IX) y sus derivados metilados, se
observa que la metilacién de (IX) en ¢l hidroxilo en la posicién 20 para formar (X),
favorece su reduccién, mientras que en ¢l caso del compuesto trimetilado (XI), se observa
una disminucién dréstica del Ep, observindose también que el sistema se vuclve
irreversible.

Tabla 3. Potenciales de pico catédico (Ey) y potencial formal condicional (E*)

de las quinonas de origen natural.

Compuesto _Epe (V) E’ (V)"
Perezona (1) -0.179 -0.190
6-metil, 3-O-metilperezona (m 0.214 -0.200
Horminona (1) -0.251 -0.248
Anastomosina (Iv) -0.195 -0.197
Desmetilfruticulina v) -0.236 -0.244
Fruticulina A (V1) -0.140 -0.101
12-0-metil-desmetilfruticulina (VH) -0.158 -0.175
Taxodiona (vin) -0.354 -0.198
Ta-O-metilconacytona (IX) -0.366 -0.294
7a, 20-O-dimetilconacytona (X) -0.273 -0.258
7a, 12, 20-O-trimetilconacytona _ (XI) -0.574 —
fvs ECS.

De los experimemtos de voltamperometria ciclica sc observan entonces las
siguientes tendencias:

Ex: VISVIA<I<IV<H<V<HI<X<VHI<IX<XI

E”: VI<VI<I<IV<VII<H<V<MI<X<IX
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1V.1.3 CRONOAMPEROMETRIA DE PULSO DIRECTO

Para el estudio cronoamperométrico se empleé la propuesta por Bard [23b, 23c],
que consiste en imponer pulsos de potencial de duracién fija y evaluar la corriente de
muestreo a un tiempo determinado (t). De esta manera se construyeron las curvas I/E para
todos los compuestos analizados, tomando una t = 15 segundos, que es donde se observan
valores de corriente que son independicntes de la corriente de carga de la doble capa
eléctrica y dependen tinicamente de la difusién de las especies en solucién.

El nimero de electrones intercambiados (1) en la electromreduccion de los
compuestos se determiné de acuerdo a Baranski et al. [24) (ecuacién 5). La lyun, 5, ny C
del estandar (1,4-benzoquinona) se reportan en el Anexo 1.

La funciéon I3 = f{it*2) se construy6 a partir de los datos de corriente del
cronoamperograma de pulso directo obtenidos a un tiempo y potencial en el que se asegura
un régimen de difusién (para que se cumpla la ecuacién de Cottrell, ecuacién 4). El
coeficiente de difusién (D) también se calculé a partir de la funcién anterior.

A continuacién se explica de forma breve cémo se determinaron n'y D para la
anastomosina (IV); el mismo procedimicmto se empled para las otras quinonas.

En la figura 20A se muestra la curva I/E de la anastomosina (IV). De esta figura sc
puede observar que a un potencial mayor de -0.22 V vs ECS (Ine = 0.38 pA), la
electrorreduccion de (IV) obedece a un régimen de difusién pura (se cumple la ecuacién de
Cottrell).
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Figura 20. (A) Curva I/E de la anastomosina (IV) 0.10 mM; t= 15 s. (B) Curva I;=£t %) para la
anastomosina (IV) 0.10 mM; E; = 0.09 V, E\=-0.30 V. (amortiguador de fosfatos 0.1 M pH 7.0 +
100 pL de solucién acuosa de tritén X 1:1000). Ey: HMDE; Eg.: Pt; Enrt ECS; N3, 15 minutos.

Para determinar n en la electrorreduccion de (IV), se realizé una cronoamperometria
a un pulso de potencial que nos asegurara que trabajamos en un régimen de difusién pura
(Eo = 0.09 V, E; = -0.30 V). Posteriormente, se construy6 la funcién Is = ft '2) del
cronoamperograma obtenido. De ésta se obticne uma pendiente de Cottrell (s) de
0.3142 pA s'2 (© = 0.99) (figura 20B)

Tomando los valores de s,,,, Jimu) Cuds 7ua (Véase el Anexo 1) y 1a s, Iym y C del
compuesto evaluado (tabla 4) y sustituyéndolos en la ecuacién 5, se obtiene una » para
AV)de0.78e =1e¢.

La determinacién del coeficiente de difusion se realizé a partir del mismo valor de
s obtenido anteriormente, pero tomando en cuenta que el electrodo utilizado no es plano,
utilizamos la ecuacion de Cotirell que involucra el factor de correccion esférico propio para
un electrodo de gota suspendida de mercurio (ecuaci6n 8).

_ 1 1 .
14 = nFSDCo [——(ﬂ D" + r] (ecuacién 8)
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De la ecuaci6n anterior, se tiene que la pendiente de Ia funcion I,=ft '?) (pendiente
de Cottrell, s) es igual a nFSD'2Cor *'2. Siguiendo con el ejempio de la anastomosina, si se
tiene una 5 = 0.3142 pA s'2, una érea del electrodo (S) de 1.72 x 10° cm® (gota grande)
(véasc Anexo 2), una n = 1 ¢ y una concentraciéon (Co) de la anestomosina (IV) de 0.10
mM, se obtiene que el coeficiente de difusién de (IV) es 1.13 x 107 cm?/s.

El nimero de clectrones (n) y el coeficiente de difusién (D) de todos los compuestos
evaluados se muestran en la tabla 4.

Tabls 4. NGmero de electrones intercambiados en Ia electrorreduccién () y coeficionte de difusion
(D) de las quinonas de origen natural.

Compuesto |E;(WM*[E (W°* | Igq(ud) | C(mM) | s%(ust ¢3) | »*(e) | D (cni'/n)?
[09) 0.05 | 030 | -0.35 0.25 0.7642 2 1 267x10°
(1ID) -0.06 -0.26 -0.37 0.25 0.5542 1 .18 x 10*

(1) 0.00 -0.40 -0.46 0.25 0.9080 2 3.76 x 10°
(IV)_ 0.09 -0.30 -0.38 0.10 0.3142 1 13 x107
(V) 0.00 -0.30 -0.01 0.25 0.0772 1 1.09 x 107
(V1) 0.00 -0.27 -0.02 0.25 0.1054 1 2.03 x10”
] (Vi) 0.00 -0.30 -0.30 0.25 0.6991 2 2.23 x10°
(Vi) -0.20 -0.44 -0.23 0.50 —_ — —
(IX) -0.10 -0.42 -0.80 0.25 1.5034 3 4.58x10°
(X) -0.10 -0.40 -0.75 0.25 1.6815 4 3.23x10°
(XI) -0.15 -0.66 -0.78 0.25 1.8068 5 2.38x 10°

$ Con respecto al electrodo de calomel saturado; ‘pend|medeCcmell * De acuerdo a
Baranski etal. [24]; 'DdeclaBQ= 9osno‘cm’/s[421ys=135x104cm (ver Amexo 2)

De los datos del no. de clectrones intercambiados (tabla 4) observamos que los

compuestos (I), (II) y (VII) sc reducen en un solo peso hasta su hidroquinona
correspondiente (2 electrones).

En lo que respecta a los compuestos (I1), (IV), (V) y (VI), sc observa que s6lo estd
involucrado un clectrén; este comportamiento podria deberse a que en las condiciones de
trabajo la reaccién de protonacion es lenta y se observa en un segundo paso 1a reduccién de

Q" a H;Q (ver figura 16B).



En lo que respecta a la taxodiona (VII), Ia pendiente de Cottrell, el mimero de
electrones intercambiados y el coeficiente de difusién no se determinaron debido a que este
compuesto presentd una fuerte adsorcién al electrodo.

Por otro lado, observamos que para los compuestos (IX), (X) y (XI) se relacionan
3, 4 y S clectrones, respectivamente. Frontana et al. [43] reportaron que durante Ia reaccién
de electrorreduccion de (IX) se presenta una hidrogenélisis (véase figura 21). Para (X) y
(XI) podrian proponerse rutas mecanisticas parecidas que expliquen los resultados
obtenidos y el excedente de electrones involucrados en el proceso.

HO
S
e

(VD) (IX)

Figura 21. Reaccién de hidrogenélisis de IX observada [43].

Con relacion al coeficiente de difusion (D), sc puede observar que la metilacién de
(@) para formar (II), disminuye su coeficiente de difusién, hecho que sc puede atribuir al
efecto estérico proporcionado por los dos metilos adicionales.

Por otro lado, se puede observar que la metilacion de (V), formando (VI) y (VID),
aumenta el valor de su coeficiente de difusién 2 y 10 veces, respectivamente. Esto podria
deberse a que el compuesto (V) presenta en su estructura dos hidroxilos que podrian
interaccionar con el disolvente (agua), formando puentes de hidrégeno, provocando la
difusién mis lenta de esta serie de compuestos en este medio. En lo que respecta a (VI) y
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(VII), el primero se encuentra metilado en la posiciébn 2 y conserva el hidroxilo de la
posicién 12 (que se encuentra vecino a un carbonilo de Ia quinona), ¢l cual tiene favorecida
su habilidad de formar puentes de hidrégeno con el disolvente. Por otro lado, el compuesto
(VII) se encuentra metilado en la posicién 12 y sblo cuenta con el hidroxilo del C-2,
disminuyendo su interaccién con el disolvente y, por lo tanto, aumentando su coeficiente de
difusién.

Mientras tanto, para los compuestos (IX), (X) y (XI) se observa que la metilacién
sucesiva de (IX) disminuye el valor de su coeficiente de difusién, comportamiento que es
contrario al descrito para (V), (VI) y (VII). Con respecto a (IX), (X) y (XI), esta tendencia
podria explicarse tomando en cucenta que su estructura es la més complicada de todos y que
los efectos estéricos que aporta cada metilacién es por lo tanto més importante.
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V.2 ACTIVIDAD ANTIOXIDANTE DE LAS QUINONAS NATURALES

La evaluacién de la actividad antioxidante de las quinonas de origen natural se
realiz6 mediante la prucba con DPPH. A continuacién se presentan los resultados
obtenidos.

IV.2.1 PRUEBA CON DPPH
Debido a que las quinonas evaluadas en este trabajo presentan una cinética lenta en
este sistema modelo, lo primero que se hizo fue determinar el tiempo de término de I

reaccion. En la figura 22 se muestra la cinética de algunas quinonas (I, I, VIL, VIII) y de
un control positivo (a-tocoferol) a lo largo de 37 horas.
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Figura 22. Cindtica de la reaccion de algunas quinonas naturales con DPPH durante 37 horas;
se utiliz6 el a-tocoferol como control positivo. Todos los compuestos se evaluaron a una
concentraciéon de 100 uM; la concontracién del DPPH fue 50 uM. Las lecturas se
realizaron & uns Aes;zem

Se puede observar en la figura 22 que después de 33 horas, la reaccién llega a su fin.
Por lo tanto, las lecturas de los experimentos siguientes se realizaron a las 36 horas de
reaccion.

En las figuras 23A y 23B se muestran las curvas concentracién-actividad atrapadora
de radicales DPPH de las quinonas estudiadas y del control positivo (a-tocoferol). Asf
mismo, en la tabla 5 se presentan las concentraciones inhibitorias 50 (Cls) de las quinonas
naturales.
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Figura 23. Curvas concentracién-actividad atrapadora de radicales DPPH de Iss quinonas naturales.
Tiempo de reaccién: 36 horas; concentracion del DPPH: 50 uM. Lecturas a As;7 am
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Tabla 5. Cly, de las quinonas maturales en la prucba de DPPH.

Compuesto Clse (uM)
Perezona (1) 14.51
Fruticulina A (VI) 28.96
Taxodiona (VID) 44.64
12-O-metil-desmetilfruticulina (V1) 63.03
Anastomosina (Iv) 137.70
6-metil, 3-O-metilperezona (I 140.66
Horminona (m) 402.63
7a-O-metilconacytona (IX) 513.04
7, 20-O-dimetilconacytona (X) 690.08
Desmetilfruticulina (V) 699.13
Ja, 12, 20-O-trimetilconacytona (X1) >1000
Control positivo (a-tocoferol) 23.37

Tomando como premisa que a menor Clso se tiene una actividad antioxidante
mayor, en la tabla 5 se observa que la perezona (I) es el compuesto més activo en la prucba
con DPPH, en cambio, la 6-metil, 3-O-metilperezona (H), el derivado dimetilado de (1),
presenta una actividad 10 veces menor.

Por el otro lado, se puede observar que mientras que la Clyp de Ia
desmetilfruticulina (V) es de 699.13, las Cly de la fruticulina A (VI) y la
12-O-metil-desmetilfruticulina (VII) son 24 y 11 veces menores, respectivamente, lo que
nos indica que la metilacién de la desmetilfruticulina (V) para obtener la fruticulina A (VI)
y la 12-O-metil-desmetilfruticulina (VII) favorece la actividad atrapadora de radicales
DPPH drésticamente

En lo que respecta a la 7a-O-metilconacytona (IX) y sus dos derivados metilados,
se puedc observar que son los menos activos de todos los compuestos evaluados. La
metilaciéon sucesiva de la 7a-O-metilconacytona (IX) para obtener (X) y (XI) disminuye la
actividad atrapadora de radicales DPPH a tal punto que es imposible determinar una Clsp
para la 7a, 12, 20-O-trimetilconacytona (XI). Para esta seric de compuestos, la
disminucién de la actividad antioxidante podria ser ocasionada por un impedimento cada
vez més fuerte del centro redox ocasionado por la entrada sucesiva de los grupos metilo, y




por lo tanto, los efectos estéricos que aporta cada metilacién es mis importante, tal como se
observa con la nemorosona [46].

De los experimentos anteriores podemos resaltar que los compuestos més activos de

las quinonas evaluadas son: la perezona (I), la fruticulina A (VI), la 12-O-metil-
desmetilfruticulina (VIT) y Ia taxodiona (VIII).
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IV.3 CORRELACION DE LAS PROPIEDADES REDOX CON IA
ACTIVIDAD ANTIOXIDANTE DE LAS QUINONAS NATURALES

En un primer intento para correlacionar la actividad antioxidante (Clso) de las
quinonas naturales con sus propiedades redox, se evalud la dependencia de la Clso con
respecto al Eiz, Epc y E*'.

En la tabla 6 y la figura 24 se muestran las correlaciones analizadas.

Tabla 6. Matriz de correlaciéon de la actividad antioxidante de las quinonas naturales con sus
propiedades redox.

Variable Clse (1M) Jog Clss (UM) V/Clse (uM™)
Eun (V/ECS) (24.a) r=0.5273 | (24.b) r=06155 | (24.c) r = 0.4743
Epe (V/ECS) (24.d) r=0.4425 | (24.¢) r = 0.4691 (24) r= 04074
E® (V/ECS) (24.g) r=07833_| (24.h) r= 08019 | (24.) r= 05637

De las correlaciones mostradas en la tabla 6, se observa que los mejores coeficientes
de correlaciéon (r) se obtiencn para el E” en funcién de la Clso y log Clso (24.2 y 24.h,
respectivamente). Por otro lado, en la figura 24 se puede ver que en las gréficas 24.5, 24.c,
24.f, 24.h y 24.i existe un compuesto (perezona) que se aleja bastante de la tendencia
mostrada por los demis (se indica con un circulo).

Debido a lo anterior, se procedié a evaluar otra vez la dependencia de la Clso con
respecto a sus propiedades redox sin incluir ahora a la perezona (I). Los resultados se
muestran en la tabla 7 y en la figura 25.

Tabla 7. Matriz de correlacion de la actividad antioxidante de las quinonas naturales con sus
propiedades redox excluyendo a la perezona (1).

Variable Clse (uM) log Clse (UM) 1/Clse (uMY)
| Eyn (V/ECS) (25.a) r=0.5499 | (25.6) r=0.7495 | (23.c) r = 0.9125
[ Epe (V/ECS) (25.d) r=0.3906 | (25.¢) r=0.4024_| _(25.f) r = 0.3682
E* (V/ECS) (25.g) r—0.7897 | (25.k) r— 08881 | (25.i) r— 0.8892
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Figura 24. Actividad antioxidante de las quinonas naturales en funcion de sus propiedades redox.
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De la tabla 7 y la figura 25, se puede ver que las grificas 25.c, 25.g, 25.k y 25.i
mejoraron su coeficiente de correlacién al excluir del célculo a la perezona (I), esto podria
deberse a que la actividad antioxidante de este compuesto en particular depende de otros
pardmetros aparte de los electrénicos.

Como se puede observar en la grifica 24.g, los compuestos miés activos (con menor
Clso) son los que tienen menor potencial redox y también se puede ver c6mo alrededor de
los -0.20 V vs ECS existe una gran diferencia entre las actividades antioxidantes; i.c., 8 un
potencial redox menor de -0.20 V, se ticne una mayor actividad antioxidante y a un
potencial redox mayor de -0.20 V, se tienen compuestos con pocs o nula actividad
antioxidante.

A partir de este momemnto s6lo se analizaran las grificas 25.c, 25.g, 25.h y 25.i.

Hasta estc punto sélo se ha evaluado la Clso de las quinonas en funcién de sus
propicdades electrénicas (potenciales redox), sin embargo, hay que tomar en cuenta que los
compuestos estudiados presentan estructuras bastante diferentes, por Io que ¢s importante
también considerar la aportacién de los efectos estéricos en su actividad antioxidante.

Los efectos estéricos a considerar son cl érea superficial y el volumen molecular de
las quinonas nsaturales. Estos efectos se determinaron con la ayuda del programa de
cémputo HyperChem © (wase VI4 Determinacién del Ares Superficial [AS] y el
Volumen Molecular [VM] de las Quinonas de Origen Natural).

En la tabla 8 sc muestra el frea superficial (AS) y el volumen molecular (VM)
determinados.

— 45




Tabla 8. Arca superficial (AS) y volumen molecular (VM) de las quinonas naturales.

Compuesto AS (4"7 (2.1 (Z’)
Perezona (43 495.74 808.23
6-metil, 3-O-metilperezona (m 535.11 902.94
Horminona () 525.91 939.69
Anastomosina () 528.99 915.61
Desmetilfruticulina v) 519.98 879.59
Fruticulina A (VI) 549.76 934.76
12-0O-metil-desmetilfruticulina (Vi) 541.74 927.74
Taxodiona (Vi) 516.84 907.62
7a-O-metilconacytona (IX) 559.07 999,37
7a, 20-O-dimetilconacytona (X) 586.36 1054.57
7a, 12, 20-O-trimetilconncytona (XI) 605.47 1102.68

Posteriormente, sc procedi6 a realizar correlaciones multiparamétricas entre la Clso
de las quinonas naturales, sus propiedades redox y su dres superficial (AS) o volumen
molecular (VM). La correlaciones multiparamétricas se realizaron con el programa de
computo NLREG © versién 5.3 [47]).

En la tabla 9 se muestran los coeficientes de correlacién obtenidos. Todas las
correlaciones se ajustaron al modelo ‘y = a + bx; + cx;’, donde y se refiere a la actividad
antioxidante de las quinonas naturales, x; es ¢l potencial redox y x; es el érea superficial
(AS) o volumen molecular (VM).

Tabia 9. Coeficientes de correlacion multiparamétricos entre la activided antioxidante de las
quinonas naturales, su potencial redox y el drea superficial (AS) o volumen molecular (VM).

Cocficiente de a & c
correlacién (u’) ') M4 |
1/Clso = f(E1n, AS) (26.8) 0.9136 0.03460 0.1880 2317 x 10
1/Clso = f(Eiz, VM) (26:3) 0.9125 0.04820 0.1880 -1.138x10°
Clso = f(E”, AS) 260) 0.8200 -2005 -3666 2.825
Clso = f(E*, VM) (26.4) 0.8017 -1187 -3560 0.7786
log Cls; = f(E™, AS) (26.¢) 0.8949 -0.9468 -8.141 2.699 x 10
| Tog Clso = f(E”, VM) (26./) 0.8887 0.1671 -8.202 3.528 x 10™
1/Clso = f(E™, AS) (268) 0.8903 0.03707 0.1844 2.342x 107
1/Clso = f(E”, VM) (26.h) 0.8974 0.02493 0.1944 2.865 x 10”




En la figura 26 se muestran las gréificas obtenidas de las regresiones
multiparamétricas.
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Figura 26. Actividad antioxidante de las quinonas naturales en funcién de sus propiedades
redox y su #rea superficial 0 volumen molecular excluyendo a la perezona (J). (continiia en la
siguiente pégina).
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Figura 26 (continnacién). Actividad antioxidante de las quinonas naturales en funcién de sus
propiedades redox y su drea superficial o volumen molecular excluyendo a Ia perezona (T).
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Como se puede observar en la tabla 9, los mejores coeficientes de cormrelacidn se
obtienen para el inverso de la actividad antioxidante (1/ICs) en funcién del potencial de
media onda (E;) y ¢l &rea superficial o volumen molecular (26.¢ [r = 09136} y
26.b [r = 0.9125], respectivamente). Sin ecmbargo, hay que tomar en cuenta que estas
correlaciones multiparamétricas no consideran a la perezona (1), a la taxodiona (VIII) ni a
la 7a, 12, 20-O-trimetilconacytona (XI); en el caso de la taxodiona (VIII) se observa um
fuerte pre-onda de adsorcitn al electrodo que no permite la determinacién de su Ey», con
respecto a la 7a, 12, 20-O-trimetilconacytona (XI), este compuesto resulté no tener
actividad antioxidante y como se comenté anteriormente, la perczona se excluy6é del
cdiculo debido a que se alejaba demasiado de Ia tendencia.

De la tabla 9 también puede observarse que las correlaciones que involucran a la
Clso, ¢l E® y el drea superficial o ¢l volumen molecular no se ajustan al modelo descrito

(26.c {r=0.8200] y 26.4d [r= 0.8017), respectivamentec).

En las grificas 26.e, 26.f, 26.g y 26.k sc correlacionan la Cls, €l E” y el &rea
superficial o volumen molecular y se obtienen coeficientes de correlacidon alrededor de
0.89. En estas grificas, al contrario de las 26.¢ y 26.5, si se toma en cuenta a la
taxodiona (VIII) (aunque también se observa la pre-onda de adsorcién al electrodo, In
determinacién del E* por medio de voltamperometria ciclica en este caso si es posible).

Como se hizo notar en la pégina 43, Ia perezona (I) sec aleja de Ia tendencia de los
demés compuestos, razdén por la cual se excluyé de las regresiones posteriores. Este
comportamiento podria deberse a otros fiactores diferentes a los electrénicos y estéricos.

Hasta este punto observamos que las correlaciones 26e (r = 0.8949),
264 (r = 0.8887), 26.g (r = 0.8903) y 26.5 (r = 0.8974) nos predicen précticamente la
misma respuesta y se puede concluir también que para poder discernir entre éstas existe la
necesidad de realizar méis experimentos.
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a)
b)
©)
d)

Las ecuaciones correspondientes a las comelaciones 26.¢, 26,1, 26.g y 26.h son:

log Clso = —0.9468 — 8.141 E> + 2.699x 10” AS
log Clso=

1/ICso
1/ICso

0.1671 — 8201 E> + 3.528x10* VM
0.03707 +0.1844 E> +2.342x 10° AS
0.02493 + 0.1944 E* +2.865 x 10° VM
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V. CONCLUSIONES:

=  La perczona (I), horminona (III) y 12-O-metil-desmetilfruticulina (VII) presentan
una primera electrorreduccién biclectrénica.

® La 6-metil, 3-O-metilperezona (II), anastomosina (IV), desmetilfruticulina (V) y
fruticulina A (VI) presentan una transferencia de un electrén en su primera sefial de
reduccién.

® La 7a-O-metilconacytona (IX) presenta reacciones de hidrogendlisis, propuesta
mecanistica que también podria aplicarse a la 7a, 20-O-dimetilconacytona (X) y a
la 7a, 12, 20-O-trimetilconacytona (XI).

= La taxodiona (VIII) presenta una fuerte pre-onda de adsorcién al electrodo que no
permite determinar su E;», ¢l nimero de electrones intercambiados en su
electromreduccion ni su coeficiente de difusién.

® El coeficiente de difusién (D) de las quinonas naturales y sus derivados metilados
depende tanto de su estructura como de Ias interacciones de éstas con el disolvente.

= De la prucba con DPPH se observa que los compuestos més activos de las quinonas
cvaluadas son la perezona (M), la fruticulina A (VI), la 12-O-metil-
desmetilfruticulina (VII) y la taxodiona (VIII); también se observa que la
6-metil, 3-O-metilperezona (II) y Ia anastomosina (IV) presentan una actividad
intermedia. Estos compuestos son los de menor potencial redox de los estudiados.
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Se obtuvicron cuatro modelos matemdticos que podrian predecir la actividad
antioxidante de las quinonas naturales y sus derivados metilados, en los cuales se
observa que esta actividad est4 relacionada con su potencial redox y sus propiedades
estéricas:

log Clso = —0.9468 — 8.141 E” + 2.699 x 107 AS (r = 0.8949)
logClso = 0.1671 — 8201 E” + 3.528 x 10* VM (r=0.8887)
1/Clsos, = 0.03707 +0.1844 E> + 2.342 x 10° AS (r=0.8903)
1/Clsos = 0.02493 +0.1944 E> +2.865 x 10° VM (r=0.8974)

Se observa también que es necesaria la realizacién de nuevos experimentos con
otras quinonas naturales para poder discernir entre Jos modelos propuestos.
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VI. PARTE EXPERIMENTAL
VZ.1 SINTESIS DE LOS DERIVADOS METILADOS

Las quinonas naturales (I, III-V, VIII-X) fucron aisladas en ¢l Laboratorio 2-8,
Instituto de Quimica, UNAM por el M. en C. Jorge Cérdena Pérez. El tratamiento de (1),
(V) y (X) con diazometano en éter genera a (IK), (VI), (VII) y (XI) (ver tabla A).

Tabla A. Metilacion de las quinonas naturales

Resctive Producto Rendimiento (%,
Perezona (I) 6-metil, 3-O-metilperczona (II) 65.63
. N Fruticulina A (VD) 10.67
Desmetilfruticulina (V) 12-O-metil-desmetilfnmiculina (Vi) 3333
7a, 20-O-dimetilconacytona (X) | 7a,12,20-O-trimetilconacytona (XI) 73.25

Los productos de reaccion (I, VI, VII, X, XI) fueron purificados mediante
cromatografia en capa fina preparativa y se caracterizaron por RMN 'H y/o “C
(ver Anexo 3).

V1.2 DETERMINACION DEL POTENCIAL DE MEDIA ONDA (E,), DEL
POTENCIAL DE PICcO CATODICO (E,,) Y DEL POTENCIAL FORMAL
CONDICIONAL (E°’) DE LAS QUINONAS DE ORIGEN NATURAL

La determinacién de los potenciales de media onda (E;») de las quinonas naturales
se realizé6 por medio de polarografia clisica en un potenciostato-galvanostato Vimar
PG-3EV, acoplado a un graficador x-y Perkin Elmer, usando una columna de mercurio de
120 cm de altura y un capilar Radiometer. Los polarogramas fueron trazados a una
velocidad de barrido de 5 mV/s, utilizando como electrodo de referencia el electrodo de
calomel saturado (ECS) y un electrodo auxiliar de platino (Pt).

Los experimentos de voltamperometria de barrido triangular, para la determinacién
de los potenciales de pico catédico (Ex), los potenciales de pico anédico (Ep) y los
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potenciales formales condicionales (E®’) de las quinonas naturaks, al igual que los de
cronoamperometria de pulso directo y cronocoulombimetria de pulso directo, sc realizaron
con un potenciostato-galvanostato EG&G PARC modelo 273A acoplado a una
computadora mediante una interfase GPIIB. Las voltamperometria ciclicas se realizaron a
velocidades de barrido de 50, 75, 100, 150, 200, 300, 500, 750 y 1000 mV/s. Se utiliz6 un
clectrodo de trabajo de mercurio de gota suspendida (Hanging Dropping Mercury
Electrode, HMDE) EG&G PARC modelo 303A, como referencia se utilizé el ECS y un
electrodo auxiliar de Pt.

Todos los experimentos se realizaron en una celda de volumen total de 6 mL,
emplcando una solucién amortiguadora de fosfatos 0.1 M pH = 7. La solucién de fosfatos
se burbujed con N: durante 15 minutos para climinar el oxigeno disuclto y posteriormente
se agregaron 100 uL de sohcidn acuosa de Tritén X 1:1000 para eliminar méximos

polarogréficos.

El dia de la determinacion del Ein, del Epo, del Ep y del E* se prepararon
soluciones stock de las quinonas en acetonitrilo de marca Aldrich de 99.8% de pureza
{d, 60.73 mM; 11, 10.91 mM; 1, 15.06 mM; IV, 3.68 mM; V, 9.67 mM; VI, 9.26 mM;
VIO, 9.26 mM; VIII, 47.82 mM; IX, 1330 mM; X, 12.82 mM; XI, 1238 mM;
1, 4-benzoquinona, 27.78 mM). De la solucién stock se tomaron las alicuotas
correspondicntes para preparar soluciones 0.10, 0.25 y 0.50 mM de la quinona a ecnsayar
(excepto para el compuesto IV, para el cual se trabajaron concentraciones de 0.10, 0.20 y
0.30 mM y para la 1, 4-benzoquinona, para la cual sc trabajaron concentraciones de
0.11 mM, 0.58 mM, 1.15 mM y 2.27 mM).

Como referencia interna se utilizé a la 1,4-benzoquinona (BQ). Los valores de
potencial obtenidos de las quinonas naturales fueron corregidos para la caida éhmica con
respecto a la 1,4-benzoquinona (ver Anexo 1).

Todos los valores de potencial se reportan con respecto al electrodo de referencia de
calomel saturado. Todos los experimentos se realizaron por triplicado con cada una de las
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tres concentraciones evaluadas. Los datos presentados son ¢l promedio de las tres réplicas
a cada concentracién, los cuales a su vez fueron promediados.

VL3 [ESTUDIO DE LA ACTIVIDAD ANTIOXIDANTE DE LAS
QUINONAS NATURALES

thm%nkhmmmahquimmm&nsu
evaluaron en un sistema de estudio ampliamente usado: la prucba con DPPH.

La prucba sc¢ adapté de Chen et al. [45] y se realiz6 tal como se describe a
continuaciéon. El dia de las prucbas se prepararon soluciones stock 20 mM de las quinonas
en ctanol absoluto y se realizaron las diluciones necesarias para obtener las concentraciones
finales a probar (10-1000 uM).

A partir de una solucién stock 1 mM de DPPH preparada recientemente, se
prepara una solucién 66.66 puM. Se toman 1.5 mL de ésta, se agregan enun vialde S mL y
a continuacién se le agregan 0.5 mL de la solucién de la quinona a probar (Muestra). En
otro vial, sc agregan otros 1.5 mL de solucién 66.66 ptM de DPPH y 0.5 mL de etanol
absoluto. Todos los viales se protegen de la luz con papel aluminio y se agitan durante 30
minutos a temperatura ambiente.

Scpctmiten36homdemoci6nyseleeaSl7nmeomn|nibhnoodeetml
absoluto. Se hicieron lecturas de soluciones puras de las quinonas y Ia absorbancia de éstas
fue restada de la absorbancia de la muestra. El por ciento de actividad atrapadora de
radicales DPPH se calcula con la formula: (Absorbancia de la Muestra/Absorbancia del
DPPH) x 100.

Para la determinacién de la Clso se construye la gréifica log concentracién vs %

actividad atrapadora de radicales DPPH, se realiza una regresion lineal de la parte lincal de
1a gréfica y por interpolacién se determina la Clso.
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VI.4 DETERMINACION DEL AREA SUPERFICIAL ¥ VOLUMEN
MOLECULAR DE LAS QUINONAS NATURALES

El é&rea superficial y ¢l volumen molecular de las quinonas naturales se
determinaron con la ayuda del programa de cémputo HyperChem for Windows ©
(Molecular Modelling System) version 6.03 de Hypercube, Inc.

La optimizacién de la geometria de las moléculas se realiz6 con un método
semi-empirico AM1 utilizando el algoritmo Eigenvector following.

Los métodos scmi-empiricos resuelven la ecuacién de Schrodinger, con ciertas
aproximaciones, para describir las propiedades de itomos y moléculas. Para simplificar y
acortar estos cdlculos, los métodos semi-empiricos hacen varias simplificaciones,
incluyendo: cdlculos sélo para clectrones de valencia; ignorar las integrales de ciertas
interacciones; usar funciones bésicas estindares, no optimizadas de 6rbitas de electrones, y
usar pardmetros derivados de experimentos. Los pardmetros de experimentos climinan la
necesidad de calcular ciertas cantidades y corregir los errores resultantes de las

aproximaciones.

El método semi-empfirico AM1 es uno de los més exactos para moléculas orghnicas
que proporciona HyperChem © v. 6.03.
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VII. ANEXOS

Anexo 1. Compensacién por cafda oJ6hmica y estudios
cronoamperométricos de la 1, 4-benzoquinona

Para observar ¢l efecto de Ia calda shmica en el medio de trabajo utilizado se utiliza
un estindar cuyo comportamiento electroquimico en medio acuoso sea conocido. Para este
fin se utiliz6 a la 1, 4-benzoquinona (BQ), de 1a cual sc sabe que en su electrorreduccién en
medio acuoso se intercambian 2 electrones y que presenta un comportamiento reversible
[48].

Las voltamperometrias ciclicas se realizaron a velocidades de barrido de 20, 50, 75,
100, 150, 200, 300, 500, 750, 1000, 1500 y 2000 mV/s a cuatro diferentes concentraciones
(0.11 mM, 0.58 mM, 1.15 mM y 2.27 mM) tal como se describe en la parte experimental.

En las figuras I, 1I y III se muestra la dependencia del potencial de pico catédico
(Epc), del potencial de pico andico (Ep) y del potencial formal condicional (E*) con
respecto a la velocidad de barrido (v), respectivamente.

Si tomamos en cuenta que para un mecanismo clectrénico reversible la diferencia
entre el potencial de pico catédico y el potencial de pico anddico es igual a 0.057 V/n,
entonces la diferencia entre los potenciales de pico para este estindar debe ser de 0.0285 V.
Tal como se obscrva en las figuras I y I1, se observa un desplazamiento del Epc y del Epe 8
medida que aumenta la velocidad de barrido y/o aumenta la concentracién de Ia
1, 4-benzoquinona, aumentado por lo tanto la diferencia entre los potenciales de pico.

Para compensar este efecto de resistencia a la conduccién electrénica debida al

medio de trabejo se construy6 una gréfica donde se representa la compensacién por caida
6hmica a cada concentracion y velocidad de barrido estudiada (figura IV).
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Figure I. Potencial de pico catédico (Exc) para la reduccion de la 1, 4-benzoquinona (amortiguador
de fosfatos 0.1 M pH 7.0 + 100 pL de solucién acuosa de tritén X 1:1000).
Er: HMDE; Egu: Pt; Enrt ECS; N3, 15 minutos,
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Figura I1. Potencial de pico anédico (E,,) para la reduccién de Ia 1, 4-benzoquinona (amortiguador
de fosfatos 0.1 M pH 7.0 + 100 uL de solucién acuosa de tritén X 1:1000).
Er: HMDE; Egm: Pt; Eyor: ECS; N3, 15 minutos.
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Figura Ill. Potencial formal condicional (E*) de la 1, 4-benzoquinona (amortiguador
de fosfatos 0.1 M pH 7.0 + 100 uL de solucién acuosa de triton X 1:1000).
Er: HMDE; Eg: Pt; Ert ECS; Na, 15 minutos.
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Figura 1V. Efecto de la caida Shmica en funcion de la velocidad de barrido para la
electrorreduccion de la 1, 4-benzoquinona (amortiguador de fosfatos 0.1 M pH 7.0 + 100 pL de
solucién acuosa de tritén X 1:1000). Ey: HMDE; E..: Pt; Eu: ECS; N3, 15 minutos.
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Tabla I. Ecuaciones splicadss para la compensacion por caida 6hmica.

Ecuacién
v (mV/s) (y: compensaciéa por caida 6hmicaen V; '
x: concentracién del compuesto en mmolVL)
20 y =—0.0087 —0.0260 x 0.9882
50 =-0.0025 —-0.0426 x 0.9702
75 y =—0.0008 —0.0488 x 0.9622
100 y=-0.0013 —0.0512x 0.9586
150 y =-0.0024 —0.0540 x 0.9673
200 y =-—0.0029 —0.0574 x 0.9722
300 y =-0.0046 —0.0642 x 0.9849
500 y =—0.0076 —0.0707 x 0.9910
750 y =—0.0070 —0.0801 x 0.9924
1000 =—0.0066 — 0.0871 x 0.9948
1500 y=—0.00108 —0.0944 x 0.9956
2000 y=-0.00173 —0.0997 x 0.9882

Posterior a la determinacién del potencial de pico catédico (Ex) y del potencial de
pico anédico (Epe) de las quinonas naturales (I-XI), se compensé la caida 6hmica de cada
una de éstas a cada velocidad de barrido y a cada concentracién estudiada utilizando las
ecuaciones mostradas en la tabla I.

A continuacién se procedié a la evaluaciéon del mimero de clectrones intercambiados
en la electromreduccion de la 1, 4-benzoquinona. En la figura V se muestra la curva VE
obtenida; con los datos de esta curva I/E es entonces posible evaluar ¢l nimero de
electrones intercambiados mediante 1a construccién de la curva E = fllog (I+~1)/N).

De la pendiente de la curva E = fllog (I1+I)/I) obtenemos un valor de 0.031 V y
como la pendiente de esta curva es igual a 0.057 V/n, entonces se obtiene que en la
electromeduccion de la 1, 4-benzoquinona se intercambian 1.84 e =2 ¢".

Posteriormente se evalué la funcién s = £ (t ") para este mismo compuesto. La
funcién anterior se construy6 a partir de un cronoamperogama con un programa de pulsos
Eo =0.005 V, E; =-0.120 V (figura VI).
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Figura V. (A) Curva VE de la 1, 4-benzoquinona 1.15 mM; T = 15 s. (B) Curva E = flog (I+-1)/1)
para la 1, 4-benzoquinona 1.15 mM. E, = 0.005 V, E,= -0.120 V (amortiguador de fosfatos 0.1 M
pH 7.0 + 100 puL de solucién acuosa de tritén X 1:1000). Er: HMDE; Egn: Pt; Exet ECS; N, 15

minutos.
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Figura VI. Curva I; = fit ‘) de la 1, 4-benzoquinona 1.15 mM; E; = 0.005 V, E/= -0.120 V.
(amortiguador de fosfatos 0.1 M pH 7.0 + 100 pL de solucién acuosa de tritén X 1:1000). Er:
HMDE; Eux: Pt; Ewer ECS; N3, 15 minutos.
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De 1a figura VI se determina una pendiente de Cottrell (s) para la 1, 4-benzoquinona
de 3.25 pA s'? (* =0.99). En la tabla I se reportan los valores de Jiuud)y Cud, Sud Y ug d€
la 1, 4-benzoquinona que se utilizaron para las determinaciones del niimero de electrones
involucrados en la electrorreduccion de las quinonas naturales evaluadas (I-XI).

Tabla II. Iumudy, Cots Sua Y "ua del esténdar interno (1, 4-benzoquinona).

Jii(ma) -1.3pA
Caa 1.15 mM
Swd 3.25 pAs'?
Nud 2¢
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Anexo 2. Determinacién del érea del electrodo

El érea del electrodo de trabajo que se determiné fue la del electrodo de mercurio de
gota suspendida (Hanging Drop Mercury Electrode, HMDE). Este electrodo cuenta con
gotas de tres diferentes tamafios: gota pequefia, gota mediana y gota grande.

El érca del electrodo (en sus tres tamafios) se determind por medio de
cronocoulombimetria de pulso directo (CC) utilizando 1a 1, 4-benzoquinona (BQ) a cuatro
diferentes concentraciones (0.23, 0.46, 0.69, 0.92 mM). El equipo y ¢l procedimiento se
describen en Ia parte experimental; se reportia ¢l promedio de los experimentos a las cuatro
diferentes concentraciones para cada tamafio de gota.

Después de la imposicién de un programa de pulsos tal que se asegurara un régimen
de difusién pura (Eo = 0.14 V, E; = -0.15 V) se construycron las curvas O = £ (t'?)
(figura VII) para cada tamafio de gota y se determiné el drea del electrodo en sus tres
tamafios de acucrdo a la ecuacién 8. En la tabla II1 se reportan las éreas del electrodo en sus
tres tamafios con su intervalo de confianza correspondiente.

Con las dreas obtenidas, entonces es posible determinar el radio de cada una de las
gotas de acuerdo con la formula del &rea de una esfera: A = 4xr”.

Tabla I1I. Arca y radio del electrodo de trabajo (HMDE) y su intervalo de confianza

comespondiente.
Coeficiente de
Tamaho de gota Area (cm’) variacidn (%) Radio (cm)
Chica 8.26 x 10° £ 1.06 x 10° 3.48 8.11x10”
Mediana 1.21 x 107 + 224 x 10° 6.11 9.81 x10”
Grande 1.72 x 10™ + 1.68 x 10° 3.20 1.17x10°
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Figura VII. Curvas @ = £ (1'?) para la determinacion del drea del clectrodo de trabajo (HMDE).

(A) Gota chica; (B) Gota mediana; (C) Gota grande. Eo = 0.14 V, E;= -0.15 V. (amortiguador de
fosfatos 0.1 M pH 7.0 + 100 uL de solucién acucsa de triton X 1:1000). Er: HMDE; Eux: Pt;

Ent: ECS; N, 15 minutos.




Anexo 3. Resonancia Magnética '‘Hy *C

6-metil, 3-O-metilperezona (IT):

‘Tabia i. Datos espectrales de RMN 'H (300 MHz) y '°C (75 MH2)
del compuesto (IT) (CDC1s, 8 en ppm, valores de J en Hz).

IH IIC
Me-2 1.99(s)
Me-3 1.99(s)
OMe-5 3.93(s)
H-7 3.10 (sxt, J= 16.0)
Me-7 1.18(d J=17.0)
H-10 5.06 (1, J=11.7,2.1)
H-12 1.53 (o)}
H-13 1.64 (s)*
C-1 183.94(s) ¥
Cc-2 138.58 (s)
Cc3 141.02 (s)
Cc4 187.92(s) ¢
C-5 155.80 (s)
c-6 136.50 (s)
C-7 29.99 (d)
C-8 34.81 ()
o) 26.83 (1)
C-10 131.39(d)
C-11 124.55 (s)
C-12 18.99 (9)
Cc-13 25.63 (g)
C-14 17.61 (g)
C-15 11.81 (g)
C-16 12.54 (¢)
C-17 60.84 (9)

¥ Los valores pueden ser intercambiables en cada columna.
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Fruticulina A (VI):

Tabla ii. Datos espectrales de RMN 'H (300 MHz) del
compuesto (VI) (CDCl, valores de J en Hz).

protén 5 (ppm)

H-1 6.63(d J=53)
OMe-2 3.95(s)
H-3 6.58(d, J =5.3)
Me—4 2.38(s)
H-6 338(d J =53)
H-7 6.67(t J=5.3)
OH-12 7.54 (s)
H-15 3.28 (spt, J=14.5)
Me-16 1.25(d J=5.3)'
Me-17 1.25(d J=5.3)"
H-20 7.58 (s)

1 Sefiales sobrelapadas.




12-O-metil-desmetilfruticulina (VII):

Tabls #i. Datos espectrales de RMN 'H (300 MHz) y °C
(75 MHz) del compuesto (VII) (CDCl;, J en Hz).

protén 8 (ppm)

H-1 6.66 (d J=6.8)
OH-2
H-3 6.56 (d, J =5.8)
Me4 2.38 (s)
H-6 336(d J =4.7)
H-7 7.53 (1, J=4.9)
OMe-12 3.95 (s)
H-15 3.24 (spt, J=14.1)
Me-16 1.25(d J=5.8)"
Me-17 1.25 (d J=5.8)"
H-20 7.69 (s)

¥ Sefiales sobrelapadas.
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