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AE = Afinidad electrénica.
AH = Antioxidante.
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AG°* = Energia libre de Gibbs de activacion.

e~ = Electron.
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H* = Proton.

HO* = Radical hidroxilo.

IRC = Coordenada intrinseca de reaccion (por sus siglas en inglés).

k.., = Constante aparente.
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kgi0pa1 = Constante de velocidad global.
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PCET = Transferencia acoplada de proton—electron (por sus siglas en inglés).
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QM — ORSA = Quantum mechanics—based test for overall free radical scavenging

activity.
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Resumen

Se ha demostrado que los tiofenoles son especies quimicas con mdultiples
propiedades bioldgicas deseables entre las que figura su capacidad antioxidante?,
antiviral?3, antibacteriana® y antifingica®, sin embargo, poco se sabe de los
mecanismos por los cuales actian. Adicionalmente se ha encontrado que bajo
condiciones fisiolégicas, varias especies que han sido catalogadas como buenos
antioxidantes (p. e. fenoles) pueden oxidarse provocando la reduccién del Cu(II),
favoreciendo asi la produccion del radical hidroxilo (HO®) a través de la reaccion

Fenton, es decir, se comportan como pro—oxidantes*®.

Con el fin de evaluar la actividad antioxidante secundaria de tiofenoles, en el
presente trabajo se llevo a cabo la determinacion de la capacidad reparadora de
doce diferentes tiofenoles mediante un analisis termodinamico y cinético simulando
las condiciones biologicas a pH fisiolégico y medio acuoso y lipidico. Se implementé
el protocolo QM — ORSA (Quantum Mechanics—based test for Overall free Radical
Scavenging Activity)’ para realizar los céalculos termodindamicos y cinéticos. Los
mecanismos estudiados fueron transferencia de un electron (SET, por sus siglas en
inglés), transferencia de un atomo de hidrégeno (HAT, por sus siglas en inglés) y
transferencia acoplada de protén—electréon (PCET, por sus siglas en inglés). El
comportamiento pro—oxidante se probo a través de la reduccion de Cu(Il)
analizando el mecanismo SET ya que al tratarse de una reaccion tipo
oxido—reduccidn, es el Unico posible. Los analisis de cargas atdmicas de Mulliken y
de densidades de espin de Hirshfeld en cada uno de los puntos sobre la superficie
de energia potencial, fueron la herramienta que permitié la dilucidacion de dichos

mecanismos.
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Capitulo |

Introduccion

El oxigeno es un elemento quimico que se encuentra ampliamente distribuido
sobre la tierra. Aproximadamente se encuentra en un 53.8% de la corteza terrestre
y en su forma gaseosa (0,), contribuye con el 21% de la composicién del aire®®, por

lo que sin duda, es imprescindible para la vida.

Este elemento presenta un doble efecto a nivel fisiologico. Por un lado, es
esencial para el desarrollo de la vida de sistemas aerobios ya que se encuentra
implicado en la obtencion de energia mediante la produccion de ATP acoplada a la
oxidacién de nutrimentos'®. Por otro lado, es el responsable de una serie de efectos
toxicos inherentes a su estructura ya que al reducirse parcialmente, se da origen a
una serie de especies conocidas como especies reactivas de oxigeno (ROS, por sus
siglas en inglés), las cuales, pueden llegar a ser peligrosos productos del

metabolismo celular si se producen en altas concentraciones.

El estrés oxidativo (EOQ) es un fendmeno que ocurre naturalmente en el
cuerpo. En condiciones normales, los niveles fisioldgicos intracelulares de especies
reactivas de oxigeno y radicales libres (R*), se mantienen bajos debido a la
participacion de varios sistemas enzimaticos en la homeostasis redox in vivo*'?, A
concentraciones que van de bajas a moderadas, estas especies son esenciales
para un estado 6ptimo de salud ya que se encuentran implicadas en un serie de
procesos biolégicos como son respuestas mitogénicas®'®, maduracién de
estructuras celulares'’, defensa'®'® y sefializacion'4162° celular, apoptosis de

células defectuosas?-2? y la actividad de la tirosina cinasa del receptor de insulina®®.
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A pesar de que el organismo puede generar enzimas (antioxidantes, AH) que
ayudan a reparar los dafos ocasionados por el EO, existe una gran cantidad de
factores externos que generan una alta produccion de ROS y radicales libres, de tal
modo que esta via puede ser insuficiente para proteger de dafios permanentes??.
Las ROS y los R* se generan de manera enddégena como consecuencia de los
procesos de inflamacion, respuestas inmunes, isquemia, infecciones, estrés fisico
o mental y el envejecimiento?*34. Exégenamente, son consecuencia del humo (de
cigarro o cualquier otro origen), la contaminacion, el consumo de drogas o alcohol

y la radiacion>48,

Existe gran cantidad de evidencias que asocian al estrés oxidativo con el
desarrollo de multiples enfermedades. Algunos ejemplos son afecciones
pulmonares, renales y oculares*®%4, artritis reumatoide®>¢, preclamsia y restriccion
del crecimiento fetal®”%8, cancer?5%63, desdérdenes neurodegenerativos como
Alzheimer, Parkinson, pérdida de memoria, esclerosis multiple y depresion®467,
desodrdenes cardiovasculares como isquemia, hipertension, insuficiencia cardiaca

congestiva, cardiomiopatia, hipertrofia cardiaca, aterosclerosis®"2, etc.

Pareciera logico que la mejor manera de prevenir el estrés oxidativo y los
problemas de salud asociados a éste seria evitar la exposicion a los radicales libres
y otros oxidantes, sin embargo, considerando la gran cantidad de fuentes de dichas
especies a las que los sistemas vivos estamos expuestos, €sta ho es una opcion
viable. Afortunadamente, existen vias alternativas para tratar de disminuir las
concentraciones de estas especies en el organismo y reparar su dafio, como son
una alta ingesta de alimentos ricos en antioxidantes’®. En la Tabla 1 se encuentra

una lista de algunos de los AH tanto endégenos como exdégenos mas conocidos.

Los polifenoles constituyen uno de los grupos mas amplios de compuestos
guimicos presentes en la naturaleza. Algunos de los ejemplos mas comunes de
estos compuestos son los flavonoides como la quercetina’’® (presente en la cebolla
roja, manzana, uvas y brécoli) o las antocianinas’®’® (presentes en el betabel, col

morada, uvas, frambuesas y arandanos), el acido galico”™ (presente en nueces,
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uvas, cerezas, chicozapote, granada, miel y té verde), el resveratrol® y el
piceatanol® (presentes en la uvas, moras, ardndanos y vino tinto). Los
carotenoides® como el B —caroteno®384, el licopeno®8 o la luteina® pueden
encontrarse en la zanahoria, yema de huevo, jitomate, sandia, toronja, guayaba, col
de Bruselas, espinaca, kiwi, lechuga romana y aceite de oliva. La vitamina E®-8 se
encuentra en aceites de origen vegetal, soya, avellanas, nueces, almendras, yema
de huevo, brécoli y espinacas. El acido ascérbico o vitamina C8° se encuentra
presente en frutas y verduras como son kiwi, guayaba, grosella, fresa, naranja,
limén, espinaca, pimiento rojo o perejil y, dada su importancia en el tratamiento de
enfermedades como el escorbuto y su actividad antioxidante, puede encontrarse

también como medicamento o suplemento alimenticio en diversas presentaciones.

Tabla 1. Antioxidantes clasificados con base a su origen’.

Endogenos Exdgenos
Enziméticos No enzimaticos Naturales Sintéticos
Superéxido dismutasa Melatonina Polifenoles Edaravona
(SoD) Glutation Carotenoides Etoxiquina
Catalasa Coenzima Q10 Vitamina E Hidroxibutilanisol
Glutation peroxidasa Acidos lipoicos Acido ascérbico (BHA)
(GPX) Butilhidroxitolueno

(BHT)

En los ultimos afios, se le ha dado importancia al estudio de especies que
contienen azufre como especies antioxidantes ya que al encontrarse incorporado
en aminoacidos, proteinas, enzimas, vitaminas y otras biomoléculas®!, éste es un
elemento de gran importancia para el correcto desarrollo de diferentes funciones

bioldgicas.

Dentro de las principales funciones que desemperia el azufre en el organismo
se encuentran: mantener el aporte necesario de oxigeno al cerebro, la construccion
de tejidos en el cuerpo humano ya que es un constituyente esencial de los
aminodcidos cisteina y metionina, los cuales son necesarios para la sintesis de las

proteinas en los seres vivos®+°3, permite el correcto funcionamiento de la insulina,
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la conversién de carbohidratos en energia®, la estructuracién adecuada y la
actividad biolégica de las enzimas, el sistema de transporte de electrones, la
conversion de la biotina (vitamina H), la sintesis de intermediarios metabodlicos
importantes como el glutation, la desintoxicacion®39>%7 etc. La deficiencia de azufre
o los defectos genéticos en las enzimas que regulan las reservas de este elemento
producen una variedad de patologias humanas que incluyen la homocistinuria y la
homocisteinemia. Ademas, el desequilibrio en la regulacion del azufre se ha
asociado con multiples trastornos y enfermedades como son el Alzheimer, VIH,

aterosclerosis, cancer y problemas vasculares®2%.

Se ha descrito que varios compuestos que contienen azufre presentan
propiedades antioxidantes®. Algunos de los mas conocidos son los aminoacidos
metionina y cisteina, el glutation®8°°, la tiopronina'® y el acido lipbico, particular-
mente su forma reducida (acido dihidrolip6ico)°1%2, etc., sin embargo, poco se ha
estudiado la capacidad antioxidante de especies quimicas que dentro de su

estructura contengan un grupo funcional tiofenol %2,

Estudios biolégicos prueban que algunas de las especies tiofendlicas que se
muestran en el presente trabajo, exhiben un conjunto de propiedades biologicas
deseables. De acuerdo con Santangelo!®, la capacidad que tienen este tipo de
compuestos para regular la respuesta inflamatoria causada por el estrés oxidativo
se le atribuye al grupo tiol presente. La especie (I) presenta actividad antiviral
selectiva con indices terapéuticos contra el VIH en linfocitos H9 infectados de forma
aguda?. La especie (J) es una base de Schiff. Se ha demostrado que esta clase de
compuestos tienen amplias aplicaciones como antibacterianos, antivirales,
antifangicos, en catalisis homogénea o heterogénea y magnetismo. También se ha
demostrado que la actividad biolégica de estas especies mejora si son
administradas como complejos metalicos®. En particular, esta especie regula el
estado redox y la expresion de quimiocinas inducidas por el hidroperéxido de
terc—butilo (t — BHP)'%. Se ha demostrado que la especie (K) es un inhibidor de

estronal®®,
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En algunos casos, una especie antioxidante puede también actuar como
pro—oxidante dependiendo de la concentracion y el ambiente celular por lo que, el
estrés oxidativo puede verse como un desbalance entre especies AH y especies
pro—oxidantes en el cuerpo. En los ultimos afios, se ha demostrado que algunas
especies quimicas catalogadas como buenos antioxidantes también presentan
actividad pro—oxidante, por ejemplo los polifenoles® como son el catecol?, el

pirogalol?, el resveratrol® y, particularmente, los flavonoides®” como la quercetina®.

En las Udltimas décadas, el andlisis tedrico y experimental de especies
guimicas que pueden fungir como antioxidantes se ha incrementado, sin embargo,
los mecanismos quimicos de reaccion a través de los cuales las especies AH
realizan sus funciones como reparadores de biomoléculas no estan dilucidados en
su totalidad. Lo anterior se debe principalmente a la gran complejidad asociada a la

determinacion de dichos mecanismos de manera experimental.

El desarrollo de la quimica computacional ha permitido encontrar solucion a
multiples problemas quimicos y ha encontrado una gran gama de aplicaciones que
van desde la dilucidacion detallada de mecanismos de reaccion y la cinética de las
reacciones hasta el disefio de nuevos farmacos y materiales. Dentro de las
metodologias computacionales que se encuentran disponibles, la DFT ha destacado
ya que permite obtener informacion sobre los sistemas quimicos de manera
eficiente y a un costo mucho menor que técnicas ab initio basadas en la funcién de

onda, w108,

Una de las aplicaciones de interés para el desarrollo del presente trabajo es
el conocido protocolo QM — ORSA, el cual, proporciona una forma universal y
cuantitativa de evaluar la actividad antioxidante de especies quimicas ademas,
puede ser aplicado en la obtencion de informacion cinética precisa de otras
reacciones quimicas en solucién. Este protocolo se ha validado por comparacion
con valores experimentales y se ha demostrado que es capaz de reproducir los

datos cinéticos con un error inferior a 1 kcal/mol’.
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Capitulo I

Marco Teorico

Desde finales de los afios setenta se ha venido desarrollando una rama de
la quimica enfocado en el disefio de sistemas quimicos y la prediccién de
propiedades fisicas y quimicas de interés a través del empleo de computadoras
conocida como Quimica Computacional. Esta disciplina se desprende de la Quimica
Teodrica 0 Cuantica, la cual, se encarga en el planteamiento matematico de los
sistemas quimicos basandose en leyes fundamentales de la fisica, los cuales, dados

su complejidad resultan imposibles de resolver sin la asistencia de computadoras*®®.

Hoy en dia gracias a los grandes avances que ha tenido la computacion asi
como la creacion y el constante mejoramiento de multiples softwares que permiten
la resolucioén de sistemas quimicos, la Quimica Computacional ha logrado asentarse
como una de las ramas mas importantes de la quimica ya que casi cualquier
problema quimico puede ser descrito con un alto nivel de confiabilidad a tal punto
gue las predicciones computacionales de propiedades quimicas han llegado a

competir con las determinaciones experimentales®®,

2.1 Mecanismos de reaccién

Los mecanismos quimicos de reaccion a través de los cuales las especies
guimicas ejercen sus efectos como antioxidantes son una respuesta inherente de
los sistemas biolégicos para tratar de prevenir, retardar o reparar el dafio causado
por los radicales libres. Considerando que en el medio biolégico existen una gran

cantidad de factores que pueden modificar la reactividad de las especies
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involucradas, es que el estudio de los mecanismos de reaccion puede tornarse

sumamente complejo.

En condiciones fisioldgicas, una gran cantidad de especies que pueden estar
involucradas en reacciones simultdneas o de competencia. La importancia relativa
de estos equilibrios dependera de la concentracion y la reactividad intrinseca de
cada especie. Igualmente la polaridad y el pH del medio pueden modificar

drasticamente el mecanismo de reaccion’3.

Existen al menos dos principales vias de reaccion a traves de los cuales los
antioxidantes pueden actuar. Estos mecanismos hacen referencia a las diferentes
capacidades que tienen los antioxidantes de actuar como estabilizadores o
apagadores de diversas especies reactivas: a) mecanismos concertados, los cuales
ocurren en una sola etapa de reaccion y b) mecanismos secuenciales, que se dan
en multiples etapas. En la Tabla 2 se puede encontrar un compendio de los
mecanismos mas importantes involucrados en la actividad antioxidante asi como
algunas caracteristicas importantes que deben presentarse para favorecer a cada

uno de ellos.

Tabla 2. Mecanismos de reaccién y sus principales caracteristicas®'°.

Elementales

Mecanismos Caracteristicas
RAF — AH con multiples enlaces.
— Gran exposicién del sitio de reaccion en el AH y tamafio pequefio
de R".
— R° debe ser electrofilico.
SET — AH buen electrodonador y R* buen electroaceptor.
— Solvatacion de especies idnicas.
Concertados
Mecanismos Caracteristicas
HAT — Polaridad del medio: favorecido en solventes no polares.
PCET — Electronegatividad del donador del protén y del aceptor:

favorecido a mayores valores de electronegatividad.
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Secuenciales
Mecanismos Caracteristicas
SPLET — Medio: favorecido en solventes préticos polares.
— pK, del AH: a menor valor se favorece la primera etapa.
— pH: si es mayor que el pK, del AH se favorece la primer etapa.
— AH desprotonado (A™) es un buen electrodonador.

SPGET — Medio: favorecido en solventes préticos polares.
— R* al protonarse (R**) debe ser un electroaceptor.
EPST — Favorecido cuando AH y R*® tienen potenciales REDOX similares.
PEST — Medio: favorecido en solventes no polares.
— Acidez: favorecido cuando AH y R* tienen pK,'s similares.
SPLHAT — Medio: solventes préticos polares para que ocurra la primera
etapa.

— pK, del AH: a menor valor se favorece la primera etapa.

— pH: favorecido cuando es mayor que el pK, del AH.

— AH desprotonado (A~) debe ser un buen donador de atomo de
hidrégeno.

Antioxidante (AH), radical libre (R*), formacion de aducto radical (RAF, por sus siglas en
inglés), transferencia de un electron (SET, por sus siglas en inglés), transferencia de un
atomo de hidrégeno (HAT, por sus siglas en inglés), transferencia acoplada proton—electrén
(PCET, por sus siglas en inglés), transferencia secuencial de pérdida de proton—electrén
(SPLET, por sus siglas en inglés), transferencia secuencial de ganancia de protén—electrén
(SPGET, por sus siglas en inglés), transferencia secuencial de electron—protén (EPST, por
sus siglas en inglés), transferencia secuencial de protbn—electréon (PEST, por sus siglas en
inglés) y transferencia secuencial de pérdida de protén—atomo de hidrégeno (SPLHAT, por

sus siglas en inglés). La Tabla 2 fue adaptada de la Referencia 110.

El mecanismo de formacion de aducto radical (RAF, por sus siglas en inglés)
es de tipo elemental. Depende principalmente de la estructura del AH y el tamafio
del R* con el fin de evitar efectos estéricos importantes. En este mecanismo se
genera una especie (aducto entre el AH y el R*) radicalaria mas estable y, por lo
tanto, de menor reactividad. Este mecanismo puede representarse a través de la

Reaccion 1:

HA+ R — [HA-R]" (D
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El mecanismo SET es de tipo elemental y depende principalmente de la
capacidad electroaceptora y electrodonadora del R* y del AH, respectivamente, por
lo que una condicién necesaria para que este proceso sea viable es que el energia
de ionizacion (EI) del electrodonador sea menor que la afinidad electrénica (AE) del
electroaceptor’®*'1, Con base en esta condicion, se ha propuesto un mapa conocido
como mapa completo de donador—aceptor de electrones (FEDAM, por sus siglas
en inglés), el cual, permite un andlisis rapido y cualitativo del flujo de electrones en
reacciones de transferencia electrénica (Figura 1)">*'. De acuerdo a este mapa,
las especies que se ubican en el cuadrante inferior izquierdo se consideran como
malos aceptores de electrones pero buenos donadores, mientras que lo contrario
ocurre con las que se encuentran en la parte superior derecha, es decir, son buenos
aceptores de electrones pero malos donadores. Por lo tanto, en funcion de su
ubicacion en el FEDAM es posible predecir qué especies serian buenos
antioxidantes via SET"3.

Mal aceptor
Mal donador

Buen aceptor
Mal donador

Mal acepftor
Buen donador
Buen antioxidante

Buen aceptor
Buen donador

Energia de ionizacién

Afinidad electronica

L J

Figura 1. Mapa completo de donador — aceptor de electrones (FEDAM, por sus siglas en

inglés)’3111,
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La manera mas comin en que se presenta este mecanismo esta descrita por

la Reaccion 2:
HA+ R* > HA™ + R~ (2)

Sin embargo, en algunos casos poco comunes, el proceso contrario puede

ocurrir (Reaccién 3):
HA+R' > HA™* +R* 3)

En este punto es importante recordar que la especie HA en su forma neutra
(protonada) tiene una menor capacidad para donar electrones que la especie
anionica (A7), por lo que por lo que SET como una via de reaccion, generalmente,
no ocurre de manera aislada. Generalmente viene acompafado de otros procesos
como son la transferencia de proton (PT, por sus siglas en inglés) anterior y/o

posterior a la transferencia del electron.

2.1.1 Mecanismos de Transferencia Formal de Hidrogeno

Los mecanismos de transferencia formal de hidrégeno (FHT, por sus siglas
en inglés) son aquellos en los cuales se transfiere un &tomo de hidrégeno (H*®) entre
dos especies quimicas, en este caso, entre el AH y el R*. Un atomo de hidrégeno
se encuentra compuesto por dos particulas, un proton (H*) y un electrén (e~), por
lo que pueden existir varias vias de transferencia de tipo concertado o secuencial.
En la seccién anterior se definié que los mecanismos FHT de tipo concertado son
HAT y PCET, mientras que los de tipo secuencial son PEST y EPST12113,

A través de los mecanismos HAT y PCET se producen los mismos productos
(Ver Esquema 1), por lo que identificar cual de ellos esta involucrado en cada
reaccion en particular no es una tarea sencilla. La diferencia entre estos dos
mecanismos es la manera en la que se mueven las particulas: en el mecanismo
HAT el H* y el e~ se mueven como una sola especie, es decir, como un atomo de

hidrogeno (H*) mientras que en el mecanismo PCET se mueven como particulas
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independientes (Ver Figura 3)">114. Otra diferencia importante es que en el
mecanismo HAT el H* y el e~ provienen de un mismo sitio dentro de la molécula
donadora (AH) y llegan a un mismo sitio en la molécula aceptora (R*) mientras que

en PCET provienen de diferentes orbitales’311,

H4r
H A"+ RH
AH + R’ pCET

Esquema 1. Mecanismos FHT de tipo concertado: transferencia de atomo de hidrégeno
(HAT, por sus siglas en inglés) y transferencia acoplada de proton — electrén

(PCET, por sus siglas en inglés)'“.

El mecanismo HAT corresponde a la transferencia de un atomo de hidrégeno
en una sola etapa de reaccion del AH al R*. Puede ser representado como la

Reaccion 4 expresa:
HA+R* - A"+ HR (4)

Este mecanismo esta influenciado por la polaridad del medio; se ve mas
favorecido en solventes no polares o medio lipidico, donde el proceso de
desprotonacién es poco probable ya que el medio no provee la solvatacion
necesaria para estabilizar especies idnicas. Sin embargo, si el proceso ocurre en
medio acuoso, el pH es el factor determinante: si el pH es menor que el pK,, el AH
permanece es su forma protonada por lo que el proceso se favorece, por el
contrario, si el pH es mayor que el pK,, la desprotonacion ocurrira y la importancia

de este proceso disminuirad’311,

Existen dos herramientas computacionales que permiten la diferenciaciéon

entre los mecanismos HAT y PCET. La primera consiste en el analisis de las
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superficies de densidad de los orbitales moleculares individualmente ocupados
(SoMo, por sus siglas en inglés) en los estados de transicion (TS, por sus siglas en
inglés). Para las reacciones que proceden via el mecanismo HAT se espera que la
densidad se encuentre significativamente localizada sobre los orbitales orientados
a lo largo del canal de transferencia donador — H — aceptor (A — H — R*). Por otro
lado, en el mecanismo PCET generalmente en los TS pueden estar implicados
orbitales p ortogonales al canal de transicion, por lo que el H* es transferido entre
orbitales o mientras que el e~ es transferido entre orbitales 77311415 En la Figura 2
se puede ver la distribucion de la densidad de los orbitales SOMO en los TS del
sistema PhO°/PhOH que permiten diferenciar graficamente entre ambos

mecanismos!4,

Figura 2. Orbitales SOMO de los TS para el sistema modelo PhO* / PhOH: (a) con
interacciones de apilamiento m (mecanismo HAT) y (b) sin apilamiento

(mecanismo PCET)4.

Por otro lado, el analisis de poblaciones de carga y densidad de espin sobre
el donador (AH), el aceptor (R*) y el nucleo en transferencia (H) en funcion de la
coordenada intrinseca de reaccidén (IRC, por sus siglas en inglés), permite una

diferenciacién mas confiable entre los mecanismos HAT y PCET 3113115,

En la Figura3 se presentan los graficos de evolucion de cargas y de
densidades de espin de Hirshfeld con respecto al IRC de los sistemas PhCH; /PhCH;
y PhO*/PhOH, los cuéles, son los modelos que se emplean para representar el
comportamiento de los mecanismos HAT y PCET, respectivamente®:114115 | as

cargas se calcularon mediante un andlisis de poblaciones naturales (NPA, por sus

29



siglas en inglés). Como se puede observar, en HAT hay una menor redistribucion

de carga y espin para el donador (AH) y el aceptor (R*) en comparacién con PCET'5,

Por otro lado, para el nucleo en transferencia (H) se espera que la densidad de

espin en HAT (~5%) sea mayor en comparacion con PCET, donde se espera que

sea despreciable (~0%) y para la carga se espera lo contrario, es decir, una mayor

carga en PCET que en HAT'', El andlisis de la evolucion de la densidad de espin

en funcion de la IRC es la principal herramienta utilizada para la dilucidacion de
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Figura 3. Evolucion de cargas NPA y densidad de Hirshfeld con respecto a la IRC para los

mecanismos HAT y PCET, respectivamente: (a) cargay (b) espin para el sistema

modelo PhCH; / PhCH;, (c) cargas y (d) espin para el sistema modelo

PhO®/PhOH.

Por otro lado, los mecanismos de tipo FHT secuenciales son PEST y EPST,

sin embargo, existen otros mecanismos de tipo secuencial importantes en el estudio

de la capacidad antioxidante como son el mecanismo SPLET y el SPLHAT.
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El mecanismo de transferencia secuencial de proton—electron (PEST, por sus
siglas en inglés) ocurre en tres etapas de reaccion en las cuales primero se genera
un aducto entre el antioxidante y el radical dentro del cual se transfiere un proton
(PT) y posteriormente ocurre una transferencia de electron (SET) para que

finalmente el aducto se disocie (Esquema 2)%.

. o .
AH+ R == [AH-R]=="[A-—RH ] —> A" + RH

Esquema 2. Mecanismo de transferencia secuencial de proton—electrén (PEST, por sus

siglas en inglés).

El mecanismo de transferencia secuencial de electron—protén (EPST, por sus
siglas en inglés) ocurre en dos etapas de reaccion dentro de las cuales primero se
transfiere un electron (SET) y posteriormente ocurre una transferencia de proton
(PT) (Esquema 3)73133,

. -+ - .
AH +R — AH *R —» A *+ RH
Esquema 3. Mecanismo de transferencia secuencial de electrén—protén (EPST, por sus

siglas en inglés).

El mecanismo de transferencia secuencial de pérdida de proton—electron
(SPLET, por sus siglas en inglés)!!¢-119 ocurre en tres etapas de reaccién dentro de
las cuales primero hay una pérdida de proton asistida por el solvente (SAPL, por sus
siglas en inglés), posteriormente ocurre una transferencia de electron (SET) y
finalmente ocurre una ganancia de protén asistida por el solvente (SAPG, por sus

siglas en inglés) (Esquema 4).

El mecanismo de transferencia secuencial de ganancia de proton—electron
(SPGET, por sus siglas en inglés)?? ocurre en tres etapas de reaccién en la cuales
primero ocurre un proceso SAPG entre el radical y el solvente, lo que da origen a

una especie radicalaria cationica, la cual, en una segunda etapa de reaccion genera
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un aducto con el antioxidante (desprotonado por efecto del solvente, SAPL) y
finalmente en una tercera etapa de reaccion dentro de dicho aducto ocurre una

transferencia de electron (SET) (Esquema 5).

SAPL

AH==A +H'
+

R— A +R~ SAPG
TN
H === RH
Esquema 4. Mecanismo de transferencia secuencial de pérdida de protdén — electrén
(SPLET, por sus siglas en inglés). Pérdida de proton asistida por solvente
(SAPL, por sus siglas en inglés) y ganancia de proton asistida por solvente

(SAPG, por sus siglas en inglés).

Considerando la variedad de vias de reaccion que se conocen, a través de
las cuales, las especies quimicas pueden ejercer su actividad antioxidante y que el
medio juega un papel crucial para que varios de estos procesos puedan ocurrir, la
determinacién de los mecanismos de reaccion es una tarea en verdad compleja, la

cual, sin la ayuda de calculos computacionales seria casi imposible.

SAPG

R +Hs0 ===RH™" + H,0
+

- - o+ .
A —[A-RH ]—™ A +RH
Esquema 5. Mecanismo de transferencia secuencial de ganancia de protén — electrén

(SPGET, por sus siglas en inglés).

El presente trabajo se centra en el analisis de tres diferentes mecanismos de
reaccion de tipo concertado: SET, HAT y PCET. En los casos analizados se encontrd
gue para el mecanismo PCET, la inversion de la densidad de espin ocurre después
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de alcanzar la geometria del TS, es decir, en la region de productos. Este fenbmeno
se relaciona con la asincronia que existe entre la transferencia del H* y el e™.
Cuando la inversion ocurre en la region de productos (después del TS), significa que
el e~ comienza a transferirse después de que el H* lo hace, por lo que el mecanismo
se desvia en la direccion PEST. Por el contrario, si la inversion de espin ocurre en
la regién de reactivos (antes del TS), significa que el e~ comienza a transferirse
antes que el H*, por lo que el mecanismo se desvia en la direccion EPST. En el
Esquema 6 se puede apreciar de manera grafica el andlisis de mecanismos de

reaccion que se realizo.

R +AH ———> R +AH

e
T A PT

RH™+ A" ————> RH + A
SET

Esquema 6. Mecanismos bajo analisis. Antioxidante (AH), radical libre (R*), transferencia
de un electrén (SET, por sus siglas en inglés), transferencia de un atomo de
hidrogeno (HAT, por sus siglas en inglés), transferencia acoplada de proton —
electrén (PCET, por sus siglas en inglés), transferencia de protén (PT, por sus
siglas en inglés). Desviacion a la derecha (azul) transferencia secuencial de
electrén — protdn (EPST, por sus siglas en inglés) y desviacion a la izquierda
(morado) transferencia secuencial de proton — electron (PEST, por sus siglas

en inglés).

2.2 Métodos de solvatacion

Si bien la fase gaseosa puede llegar a ser muy socorrida por su simplicidad
—de baja a moderada presion, las moléculas pueden tratarse como especies
aisladas que no interacttan lo que facilita enormemente el modelado tedrico—

resulta insuficiente para representar la realidad quimica.
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Aunque de manera cualitativa se pueden obtener resultados partiendo de
calculos precisos en fase gaseosa para luego hacer amplias generalizaciones
—siempre que se pueda confiar razonablemente en que los efectos de la fase
condensada son pequefios para las propiedades particulares que se estudian—
acerca de como se puede esperar que sea el comportamiento en fase condensada.
Sin embargo, el desarrollo significativo de la teoria combinado con el crecimiento en
el poder computacional requerido para implementarlos, ha resultado en la
disponibilidad de modelos disefiados para describir con mayor precision la

naturaleza fisica de los sistemas en fase condensadal?l.

La cantidad fundamental mas importante que describe la interaccion de un
soluto con un disolvente circundante es la energia libre de solvatacion, AGgvatacion -
Esta cantidad se refiere al cambio en la energia libre para una molécula de soluto
que sale de la fase gaseosa y entra en una fase condensada'?. Esta energia puede

obtenerse como muestra la Ecuaciéon 1:

AGsolvatacién = AGcavidad + AGdispersién/repulsién + AGelectrosl:é\tica (1)

donde AG.4iqqa €S la energia libre asociada a la creacion de la cavidad en el medio,
AG gispersion/repuision €S la energia libre debida a las interacciones dipolo—dipolo
entre el soluto y el solvente y AG,.ccrostatica €S 1@ €nergia libre asociada a la

polarizacién del medio inducida por la distribucién de carga del soluto?2,

Los métodos para evaluar el efecto del solvente se pueden dividir en dos
tipos: explicitos o implicitos. Los modelos explicitos describen las moléculas
individuales del solvente, lo cual, brinda una mejor descripcién de interacciones
especificas, sin embargo, esto puede convertirse en un trabajo dificil considerando
las multiples configuraciones que pueden existir y que no hay manera de predecir
el nimero exacto de moléculas de disolvente que deben usarse, por lo tanto, estos
modelos comunmente resultan considerablemente costosos. Por otro lado, los
modelos implicitos tratan al solvente como un medio polarizable uniforme con una
constante dieléctrica, &, y con el soluto M colocado en una cavidad de forma

adecuada en el medio!??. Estos modelos resuelven el problema del tamafio del
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sistema, por lo que son computacionalmente accesibles pero a veces el costo a
pagar es la pérdida de interacciones importantes. Por fortuna, algunos modelos
implicitos permiten la inclusion de moléculas explicitas de disolvente para evitar la

pérdida de informacion.

Los célculos realizados para el desarrollo del presente trabajo, se llevaron a
cabo empleando el modelo de solvatacién continuo basado en la densidad (SMD,
por sus siglas en inglés), el cual, se basa en la densidad de carga mecano—cuantica
de una molécula de soluto interactuando con un solvente descrito como un continuo
polarizable. Este modelo es considerado como universal ya que puede ser usado
con solutos neutros o cargados en cualquier solvente del que se conozcan su
constante dieléctrica, indice de refraccion, tension superficial y parametros de
acidez—basicidad. SMD ha sido parametrizado para solutos que contengan H, C, N,
0,F,Si,P,S,ClyBri#,

2.3 Teoria del estado de transicion

La teoria del estado de transicion (TST, por sus siglas en inglés) o del
complejo activado, es una teoria relativamente sencilla (en comparacion a otras
teorias p.e. la Teoria de la colision de esferas duras) para calcular las constantes
de velocidad teéricas. Fue desarrollada en 1932 por H. Pelzer y E. Wigner*?4, sin
embargo, fue hasta 1935 que esta teoria fue aplicada casi simultaneamente por H.
Eyring'®® y por M. G. Evans y M. Polanyi'?%, y es a quienes se les da el crédito por

dicha teoria.

La TST se puede considerar como una extension légica del argumento de
van’'t Hoff con respecto a la energia de activacion'?’. La Ecuacién (2) es conocida

como la Ecuacidn de van't Hoff128 o la Ecuacion de Arrhenius?®:

k = AeEa/RT ()
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donde R es la constante de los gases y E, es la energia de activacion. Van't Hoff
consideraba que existe una relacion entre la constante de equilibrio, K., y la

constante de velocidad de una reaccion, k.

En esta teoria se asume que A y B colisionan y empiezan a reaccionar
formando una especie conocida como estado de transicion (TS, por sus siglas en
inglés), el cual, corresponde al aducto A — B en el punto de mayor energia sobre la
coordenada de reaccion de reactivos a productos. Este TS puede regresar y formar
los reactivos nuevamente, o bien, seguir y formar los productos (Figura 4). Asi, la

reaccion puede representarse como indica la Ecuacion (3):
ky
A + B 2 AB* - productos (3)
ky

donde AB* es el TS. Asumiendo que este TS esta en equlibrio con los reactivos, se

puede definir la constante de equilibrio K* como indica la Ecuacién (4):

kt=-1L— 4)

[AB]*
&«— Estado de transicion

(Complejo activado)

B
>

Energia de Gibbs

Productos

»
L

Coordenada de reaccién

Figura 4. Representacion grafica de la TST. Diagrama de energia potencial como funcion

de la coordenada de reaccion.
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K* esta relacionada con el cambio en la energia libre estandar que va de
reactivos al estado de transicion, AG°*, por la relacién termodinamica expresada por

la Ecuacion (5):

K:‘: — e—AG"*/RT (5)

Recordando que los cambios de energia de Gibbs se pueden expresar en
términos de cambios de entropia, S, y entalpia, H, de acuerdo a la relacion de Gibbs

descrita por la Ecuacién (6):
AG° = AH® — TAS® (6)

la Ecuacion (5) puede reescribirse como se describe en la Ecuacién (7):
— Ag°¥ of
K#¥ = (e o /RT) (eAS /R) 7

La velocidad de la reaccion se determina por la velocidad con la cual AB*

forma los productos y puede expresarse como en la Ecuacion (8):
velocidad = v[ AB¥] (8)

siendo v la frecuencia con la que AB* se divide en productos. Sustituyendo

[ AB*] de la Ecuacién (4), se obtiene la Ecuacién (9):
velocidad = v K*[A][B] (9)

y K* de la Ecuacién (7), se obtiene la Ecuaciéon (10):
velocidad = v (e_AH°¢/RT) (eAS°¢/R) [A][B] (10)

Si se compara la Ecuacién (10) con la ecuacién de rapidez expresada por la

Ecuacion (11):
velocidad = k[A]*[B]? (11)
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se llega a la Ecuacién (12):
— AH°F of
k=v (e A /RT) (eAS /R) (12)

La frecuencia v es comunmente aproximada como indica la Ecuacién (13):
VR — (13)

donde kg y h son las constantes de Boltzmann y Planck, respectivamente. La
Ecuacion (12) puede reescribirse como muestra la Ecuaciéon (14), la cual, es

conocida cominmente como la ecuacion de Eyring*?’:

k = kB;T (e_AHO*/RT) (eASO*/R) = kBTTe_AGO*/RT (14)

2.3.1 Correcciones a la TST

Considerando que la TST fue derivada en el marco de la mecanica clasica,
ésta teoria no incluye efectos cuanticos como son el efecto tunel. Tampoco
considera otros efectos importantes como son la degeneracion de caminos de
reaccion, la caja de solvente, el cambio de estado estandar 1 atm a 1 M o el control
por difusién’. Por lo anterior, con el fin de obtener valores de k mucho mas realistas,
es necesario introducir algunos términos adicionales a la Ecuacion (14) y hacer
correcciones directas a la constante de velocidad —o a la energia libre de Gibbs de

activacion, AG°* — para compensar las deficiencias de la TST.

La primer mejora a la TST es considerar la degeneraciéon de caminos de
reaccion, o, la cual, es una consecuencia de la simetria rotacional. Este factor toma
en cuenta el niumero de rutas de reaccion equivalentes, es decir, considera que un
proceso puede ocurrir de maneras diferentes pero equivalentes. Por lo general, este
término se obtiene al etiquetar todos los atomos idénticos y contar el nimero de
disposiciones diferentes pero equivalentes que se pueden tener girando (pero no

reflejando) la molécula’.
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La siguiente mejora es incluir las correcciones por efecto de tinel cuantico.
En general, esta correccion no es importante para reacciones que no involucran
particulas ligeras pero, considerando que los mecanismos de reaccion relevantes
en la actividad antioxidante —especialmente los estudiados en el presente trabajo—
involucran la transferencia de atomos de hidrogeno, electrones y/o protones,
introducir esta correccion es de suma importancia. El coeficiente de transmision, «,
permite considerar el fenémeno mecano—cuantico de tunelaje’, el cual, se presenta
cuando ciertas especies quimicas no tienen la energia suficiente para pasar sobre
la barrera impuesta por el TS, por lo tanto, tunelean a través de la barrera y aparecen
en la regiéon de productost??.

Aunque existen varias aproximaciones para calcular las correcciones
mecano—cuanticas por el efecto tunel, en el presente trabajo se emplea el método
de Eckart'® ya que es un enfoque simple para calcular k. Esta aproximacion utiliza
la funcion de Eckart para generar la curva de energia potencial del estado basal.
Una de las principales ventajas de este método es que solo requiere informacién
sobre los puntos estacionarios (reactivos, TS y productos), que es la misma
informacion necesaria para los calculos de TST. Aunque los valores de k obtenidos
por este método generalmente estan sobreestimados a temperaturas bajas, a
temperatura ambiente o corporal son similares a los obtenidos con aproximaciones
mas precisas como la de curvatura pequefia (SCT, por sus siglas en inglés).
Ademas, este método se ha empleado exitosamente en combinacion con la
metodologia QM — ORSA cuando las constantes de velocidad se calculan utilizando

la TST convencional’.

Incluyendo las correcciones por efecto tliinel y por degeneracién de caminos

de reaccion, la constante de velocidad se calcula como indica la Ecuacién (15):

kgT _ pget
kzcnc%e A6 rr (15)

Por otro lado, para el desarrollo de estudios tedricos es necesario recurrir al

uso de cbdigos computacionales, sin embargo, los que se encuentran disponibles
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—como el paquete de programas Gaussian®3!— proporcionan resultados en fase
gas, es decir, se encuentran en el estado estandar 1 atm. Considerando que las
constantes de velocidad de reacciones bimoleculares —las reacciones planteadas
en este estudio son de este tipo— tienen unidades de M~1s~1, es necesario hacer
un cambio a estado estandar 1 M’. Para hacer esta conversion, hay que recordar
las constantes de equilibrio en unidades de concentracion, K., y en unidades de

presion, K, asi como la relacion que guardan entre si:
Kp = KC(VM)An (16)

donde An representa el cambio total en el nUmero de moles a través de la reaccién
(An = —1 para reacciones bimoleculares donde se forma un TS) y V,, es el volumen
molar. Si se expresa a las constantes de equilibrio K, y K. en funcion de las

exponenciales como en la Ecuacion (5), se obtiene:
latm iM
e = (e R ) () (17)

donde R es la constante de los gases y T es la temperatura (298.15 K). Aplicando

logaritmo natural y despejando AG'™, se obtiene finalmente:
AG™M = AG@™ — RT In(V},) (18)

De la Ecuaciéon (18) se puede ver que la conversion de estado estandar
1 atm a 1 M disminuye la energia libre de Gibbs en 1.89 kcal/mol para reacciones
biomoleculares a 298.15 K que conectan reactivos con productos a través de un TS,
por lo tanto, una constante de velocidad calculada con los valores obtenidos
directamente de los calculos computacionales, se encuentra subestimada 24.3

veces con respecto al estado estandar 1 M’.

Siguiendo la idea del paso de fase gas a solucion, es de esperarse que
existan otros efectos a considerar. Uno de éstos es el efecto de la caja de solvente.
Recordando que en fase gas las moléculas no se encuentran restringidas por el

volumen, cuando éstas pasan a solucion, existe una disminucion de entropia
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asociada a la pérdida de grados de libertad”1'3. Una de las maneras para tomar en
cuenta este efecto es adicionar la correccion de volumen libre a fase liquida de
Benson'®?. De acuerdo a esta aproximacion, la relacién entre las reacciones en

solucion y en fase gas, r, esta determinado como indica la Ecuacion (19):

k, n10@n2)
_E e (n-1)

IR

T (19)
donde k; y k, son las constantes de velocidad de reaccion en solucion y en fase

gas, respectivamente, y n representa el nimero total de moles de reactivos (n = 2
para reacciones bimoleculares). Recordando de las Ecuaciones (15), (16) y (23), la

constante de velocidad de una reaccion puede expresar como la Ecuaciéon (20):
k = vK* (20)

donde v es la frecuencia de vibracional de AB* que lleva a la formacion de los
productos y K* es la constante de equilibrio entre AB* y los reactivos. De esta forma,

la Ecuacion (19) puede reescribirse como:

v K¥ n10@n-2
.= -

B ng; T e

(21)

De acuerdo a la Ecuacion (21), vs y v, son las frecuencias vibracionales del
estado de transicidon en solucion y fase gas, respectivamente y, dado que no se
espera que el solvente modifique significativamente dicha frecuencia, se asume que
vs = v,. Por lo tanto, la Ecuaciéon (21) se puede expresar como una razon entre las

constantes de equilibrio como se presenta en la Ecuacion (22):

k¥ n10@n2

K= e (22)

Considerando que la constante de equilibrio es funcién de la energia libre de

activacion:
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Gl

A
e~ /RT n10@n-2)

AGH/ T e(mmD
e RT

(23)

donde AGS* y AG; corresponden a las energias libres de Gibbs de activacion en
solucién y en fase gas, respectivamente. Aplicando logaritmo natural y despejando
AGE:

AGF = AGF — RT{In[n10@"~2)] — (n — 1)} (24)

De acuerdo a la Ecuacion (24), se puede ver que la AGS* disminuye
2.55 kcal/mol para reacciones bimoleculares a 298.15 K, con respecto a la fase
gas. Por lo tanto, si las correcciones por efecto de la caja de solvente no se
consideran, la constante de velocidad quedaria subestimada aproximadamente 74

veces’.

Finalmente, es importante no olvidar que algunas reacciones pueden estar
controladas por difusién. Dado que no todas las reacciones se encuentran en esta
situacion, esta correccion no es necesaria en todos los casos. Este fenomeno es
frecuente en reacciones que involucran especies muy reactivas, p.e. HO°.
Recordando que el encuentro entre dos moléculas esta limitado por la velocidad a
la que pueden difundirse en el solvente, cualquier constante de velocidad mayor a
la velocidad de difusion (k = 10°M~1s~1), carece de sentido fisico’. Por lo tanto,
aquellas reacciones cuyas constantes de velocidad se encuentren cercanas al limite
de difusion deben corregirse. En estos casos, se obtiene una constante de velocidad
aparente, k,,,, no puede obtenerse directamente de calculos de TST ya que ésta
no considera los efectos de la difusion de los reactivos a través del solvente. Con el

fin de incluir este efecto, se recurre a la teoria de Collins—Kimball**3, Ecuacién (25):

kD kTST

Kapp = kp + kTST

(25)
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donde k75T es la constante de velocidad obtenida a través de la TST —corregida por
todos los efectos antes mencionados: tinel cuantico, degeneracion de caminos de
reaccién, conversion a estado estandar 1 M y caja de solvente—y kj, es la constante
de rapidez de Smoluchowski'®** para una reaccion bimolecular irreversible

controlada por difusion, la cual, se calcula como se presenta en la Ecuacion (26):
kD - 4‘T[RDABNA (26)

donde R es la distancia de reaccion, N, es el numero de Avogadro y D, es el

coeficiente de difusion mutua'®® de los reactivos, Ecuacién (27):
DAB = DA + DB (27)
donde D, y Dy se calculan a partir de la aproximacion de Stokes—Einstein'36:137;

_ kgT
~ 6mna

D (28)

donde kg es la constante de Boltzmann, T es la temperatura, n es la viscosidad del

disolvente y a es el radio del soluto.

2.4 Teoria de Marcus

Para el calculo de AG°*, Ecuacion (15), es necesario un TS. Para las
reacciones tipo FHT este término se obtiene facilmente aplicando la ley de Hess,
Ecuacion (29):

AG* = AGrs — Z AG;eactivos (29)

donde AG;¢ es la energia libre de Gibbs involucrada en la formacion del TS y
Y AG, . .ctivos €S 1@ sumatoria de las energias libres de Gibbs involucradas en la
formacion de todos los reactivos implicados en la reaccion. Sin embrago, para las

reacciones tipo SET —o de transferencia electronica— el calculo de AG°* no es tan
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trivial ya que estas reacciones ocurren sin la participacién de un TS"'13, Para estos

casos, AG°¥ se calcula con base en la teoria de Marcus38-140,

Para que el proceso de transferencia electronica ocurra, se requiere de la
existencia de dos especies quimicas —un donador y un aceptor—, las cuales, se
encuentran en contacto o separadas por una distancia pequefia —en comparacion
con el diametro de las moléculas del disolvente— y ademas deben tener la misma
energia. Para que estas condiciones se den, las especies involucradas deben sufrir
un cambio estructural y de disposicion —sin romper enlaces— al igual que el medio
a su alrededor, por lo tanto, debe existir un aumento de energia. La energia que se
requiere para que dichos cambios ocurran es conocida como energia de

reorganizacion nuclear, 1138140,

Las energias potenciales de los estados electronicos iniciales (reactivos) y
de los estados electronicos finales (productos), se representan con dos parabolas
gue son funcion de las coordenadas de reaccion (Figura 5)*3138-140 Enla Figura 5,
A corresponde a la separacion vertical, en equilibrio geométrico, entre las parabolas

de reactivos y productos.

En el punto de interseccion, x*, entre las pardbolas ocurre la transferencia
del electrén, por lo que este punto corresponde también al AG°* del proceso. De
acuerdo con Marcus, para una reaccion general de transferencia electronica, dicha

energia se puede calcular como indica la Ecuacion (30):

A AGS, \>
o 7 rxn
AG 7 (1 +— ) (30)

donde A corresponde a la variacion de energia asociada a la relajacion vibracional
de los reactivos después de que ocurre la transferencia electronica vertical y puede

calcularse como indica la Ecuacién (31):

A= AE — AGy (31)

44



donde AE es la diferencia de energia electronica vertical entre reactivos y productos.
El valor de AE se calcula aplicando la ley de Hess con respecto a la energia
electrénica en x = 0 entre la superficie de productos y reactivos —los productos

conservan la geometria de los reactivos en ese punto—.

Energia libre

AE
A
LY
iac;*' i
AGin | i
¥ ____> ¥/

] ] [ -
) ) 1 =
=0 x=1

Coordenada de reaccion

Figura 5. Diagramas de energia potencial como funcion de las coordenadas de reaccion
en un proceso de transferencia electronica. La superficie de reactivos (R) y

productos (P) corresponden a las pardbolas azul y anaranjada, respectivamente.

2.5 Constantes de acidez y fracciones molares

El comportamiento acido—base es inherente a la gran mayoria de especies
guimicas en solucién. Considerando que dicho comportamiento ejerce una gran
influencia sobre otras propiedades quimicas como son la solubilidad y la reactividad,
es de crucial importancia tenerlo presente en estudios de interés quimico, biolégico,
medicina, farmacia, etc., para poder comprender el comportamiento de las

diferentes especies bajo diferentes condiciones.
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La acidez de los compuestos quimicos se expresa cuantitativamente a través
del pK, y permite determinar la proporcion protonada o desprotonada de cada
especie a un determinado valor de pH!#!, sin embargo, la estimacién experimental
de este valor puede ser una tarea complicada cuando las especies de interés son
acidos o muy fuertes o muy débiles, cuando son intermediarios de vida media corta
o cuando son altamente téxicos#?. Por lo tanto, la determinacion teérica de pK, es
una tarea que es foco de atencion. A pesar de los esfuerzos y variedad de métodos
gue existen para aproximar este valor teéricamente, en la actualidad los valores de
pK, son calculados con poca precision'4!, sin embargo, se ha establecido que una
diferencia de hasta 2 unidades de pK, con respecto al valor experimental, es una

aproximacion aceptable#?,

Una de las mejores aproximaciones disponibles para calcular teGricamente
los pK,'s es la de parametros ajustados (FPA, por sus siglas en inglés), la cual
consiste en obtener una regresion lineal entre algun valor calculado —generalmente
el AG,,, entre el acido y su base conjugada— para el par acido—base y los pK,'s
experimentales de un conjunto de moléculas de entrenamiento. Los parametros
empiricamente ajustados —ordenada al origen, C,, y pendiente, m — obtenidos de
esta manera pueden usarse para estimar los valores de pK, de cualquier especie
gue sea estructuralmente parecida al conjunto de entrenamiento'4:'44, Se ha
encontrado que los valores de MUE para esta aproximacion son sistematicamente
inferiores a 0.5 unidades pK, para especies tiofendlicas'#. De acuerdo a esta

aproximacion, los valores de pK, se obtienen como indica la Ecuaciéon (32):
PKEUC = mAG .5 + Cy (32)

donde m es la pendiente, AG,; es la diferencia en energia libre de Gibbs entre el
acido y su base conjugada y C, es la ordenada al origen. Los valores de m y C,

varian de acuerdo al nivel de teoria al que se trabaje#.

Una vez conocidos los valores de pK,, se puede conocer las proporciones

de la especie neutra y aniénica al valor de pH de interés. Dichas proporciones son
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conocidas comUnmente como fracciones molares, a. Para obtenerlas es necesario

recordar la relacion entre pK, y la constante de acidez, K,, Ecuaciéon (33):
K, = 107PXa (33)

Para el proceso de desprotonacion expresado por la Ecuacion (34):
AH + H,0 = A~ + H;0% (34)
La constante de equilibrio se puede expresar como muestra la Ecuaciéon (35):

- +

e (35)
donde [AH] es la concentracion del acido o especie neutra/protonada, [A7] la
concentracion de la base conjugada o especie anionica/desprotonada y [H;07"] la
concentracion de ion hidronio, la cual, puede ser reemplazada de manera general
como la concentracion de protones, [H*]. De acuerdo con la ecuaciéon de
Henderson—Hasselbach, la fraccion molar de la especie neutra y la anidnica que
existe a un determinado valor de pH se puede obtener como indican las

Ecuaciones (36) y (37), respectivamente:

[H*]
Aneutro = K +H7 (36)
a
K
Aanion = — (37)
K, + [H*]

donde [H*] = 107PH

2.6 Constantes totales y constantes globales

En medio acuoso es posible encontrar mas de una forma acido—base de una
misma especie quimica en diferentes proporciones —dependiendo de su pK, — a un

valor determinado de pH. Las diferentes proporciones pueden llegar a afectar
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significativamente la representacion del proceso real. Con el fin de lograr una mejor
aproximacion a las constantes experimentales, es necesario corregir las constantes
calculadas por la fraccion molar de los reactivos presentes al pH de interés’. Por
ejemplo, para las reacciones bajo estudio, entre un AH y un R°, la constante de

velocidad total, k;,;, @ un pH dado se calcula como indica la Ecuacién (38):
Kot = Qamy@rykapy (38)

donde ayy Y ar+y corresponden a las fracciones molares de los reactivos —el

antioxidante y el radical, respectivamente— al pH de interés y k37 es la constante
de velocidad calculada utilizando la Ecuacion (15) y corregida por efecto de la

difusion de ser necesario.

Finalmente, una vez que se ha calculado la constante de velocidad para cada
una las vias de reaccion posibles, se realiza el calculo de la constante de velocidad
global, kg;0pq:, la cual se obtiene al sumar todos los valores de k;,, corregidos para
las fracciones molares de los reactivos al pH de interés’. Por ejemplo, para una
reaccion modelo entre un AH y un R* donde el antioxidante presenta un equilibrio
acido—base y las posibles vias de reaccion son HAT, PCET y SET, la constante
global se obtiene como la suma de las k., por cada una de las vias ya

mencionadas, Ecuacién (39):

kglobal = kgftlfT + ktIfJOCtET + kiggtT (39)
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Capitulo Il

Hipotesis y objetivos

3.1 Hipotesis

Con base en las propiedades biologicas conocidas de especies tiofendlicas,
se espera que éstas sean buenos antioxidantes secundarios con la capacidad de

reparar el dafo oxidativo sufrido por especies de interés bioldgico.

3.2 Objetivo general

Evaluar la capacidad reparadora (actividad antioxidante secundaria) de

especies tiofendlicas.

3.3 Objetivos particulares

= Determinar la viabilidad termodinamica de todas las posibles vias de
reaccion entre los antioxidantes (tiofenoles) y los modelos de dafio
oxidativo (residuos de los aminoécidos triptéfano y leucina) en medio

acuoso Y lipidico.

= Calcular las constantes de acidez tedricas de las especies tiofendlicas y

determinar sus correspondientes fracciones molares.

= Calcular los estados de transicion asociados a las reacciones, viables

termodinamicamente, de transferencia formal de hidrégeno en medio
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acuoso Y lipidico, asi como las superficies de energia potencial para
comprobar que los reactivos conectan con los productos.

Realizar un andlisis poblacional de cargas de Mulliken y de densidad de
espin de Hirshfeld sobre cada uno de los puntos de la superficie de
energia potencial con el fin de identificar si se trata de un mecanismo

concertado o secuencial.

Una vez determinada la viabilidad termodinamica y los mecanismos de

reaccion, calcular las constantes de velocidad.
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Capitulo IV

Metodologia

En la actualidad existe una amplia variedad de estrategias o protocolos
computacionales que pueden ser empleados para estudiar la actividad antioxidante
de compuestos quimicos. La mayoria de estas estrategias pueden catalogarse
dentro de tres grupos principales: 1) reactividad intrinseca, 2) termodinamicas y 3)
cinéticas. Si bien las dos primeras estrategias pueden brindar informacion
fisicoquimica util, existen varios aspectos relacionados con la cuantificacion de la
capacidad antioxidante que no se pueden tener en cuenta al usarlas’. Las
estrategias cinéticas, aunque mas laboriosas y complejas, son particularmente
importantes en estudios de dilucidacion de actividad antioxidante ya que son
capaces de dar cuenta de aspectos fundamentales siempre que se lleven a cabo

adecuadamente.

En el presente trabajo se emplea el protocolo QM — ORSA. Aunque en
principio esta diseflado para evaluar cuantitativamente la actividad antioxidante
primaria de compuestos quimicos, puede aplicarse para obtener informacion
cinética —constantes de velocidad— de otras reacciones en solucion con un alto
nivel de precision. Este protocolo ha sido validado por comparacion con resultados
experimentales y se ha demostrado que brinda resultados con incertidumbres no

mayores a las que surgen del experimento’.

A continuacién se detalla la metodologia seguida, con base en el protocolo
QM — ORSA, para la dilucidacion de la actividad antioxidante secundaria
—reparacion de moléculas de interés biologico— de tiofenoles y la capacidad

pro—oxidante de los mismos.

51



4.1 Actividad antioxidante secundaria

Como primer paso, se establecieron los sistemas de estudio. Las especies
de interés bioldgico elegidas para modelar el dafio causado por 0S fueron los
aminoacidos leucina y triptéfano. Se sabe que la leucina, al ser atacada por R* 0
ROS, genera mayoritariamente un radical centrado en carbono en la posicion y14>
147 de su cadena lateral (Figura 6a). Por otro lado, en el tripté6fano se genera un
radical centrado en nitrégeno'*® (Figura 6b). De igual manera, se consideraron los

modelos peptidicos de cada uno de los aminoacidos (Figuras 6¢ 'y 6d).

/ NH,

OH
o)
(@) (b)
N 0
/ HN%
H
NH,
o)

(d)

Figura 6. (a) Radical leucina centrado en carbono, en la posicion y, (b) radical triptofanil
centrado en nitrogeno, (c) modelo peptidico para la leucina y (d) modelo

peptidico para el triptéfano.

Como posibles especies reparadoras (especies antioxidantes), se probaron
un total de doce tiofenoles (Figuras 7A — 7L). Estas especies se eligieron con base

en sus propiedades bioldgicas?31951% g |os grupos sustituyentes presentes.
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OH

(0]
AN O o
HS HS
(K) (L)
(13S)—3—mercapto—13—metil-7,8,9, (E)—5—(4—mercaptoestirilbencen
11,12,13,15,16—octahidro—6H—ciclo —1,3—diol

pentalajfenantren—17(14H)—ona%®

Figura 7. Especies tiofénolicas que fungen como antioxidantes (nombres IUPAC).

Una vez elegidos los sistemas de estudio, se modelaron computacionalmente
para cada via de reaccion, SET y FHT, los principales puntos estacionarios que
intervienen, es decir, los reactivos, el estado de transicion y los productos,
simulando las condiciones fisiologicas a pH = 7.4 en los medios acuoso Yy lipidico
(Esquema 7). El Esquema 7 se propone con base en el mapa completo de donador—
aceptor de electrones (FEDAM, por sus siglas en inglés)’1! (Ver Figura1). Es
importante recordar que en medio acuoso a dicho valor de pH los aminoacidos se

encuentran en su forma zwitterionica (Figura 8a y 8b).

(b)

Figura 8. Aminoacidos a pH = 7.4 en medio acuoso: (a) leucina zwitterionica y (b)

triptofano zwitteridnico.
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Via SET en medio acuoso:
lew +R—S" - leu” +R-S5
TropN°" +R—-S" > TrpN™ +R-§
leuyeptiago + R — S~ = leuyepriago + R — S

TrpNz',éptido +R-S5" - Trpr_éptido +R-5

Via SET en medio lipidico:
lew + R —SH - leu” + R —SH*
TrpN° + R —SH - TrpN~ + R — SH*
leu,eptiao + R — SH = leu,eprigo + R — SHY

TTPNpsptiao + R — SH = TrpNpepriao + R — SH™

Via FHT en medio acuoso y lipidico:
lew +R—SH - [lew--H--SR]¥ > leuH +R -5
TrpN" + R — SH - [TrpN ---H ---SR]* > TrpNH + R— S’
. . ¥ .
leupéptido +R—-SH - [leupéptido - H '“SR] - lequéptidoH +R-S

. . S .
TrpNpeptido + R — SH = [TrDNpspriao =+ H = SR|” > TrpNHpeptizo + R — S

Esquema 7. Modelado de los mecanismos SET y FHT a pH = 7.4 en medio acuoso

y lipidico.

Todos los célculos se realizaron con el programa Gaussian 093!, mediante
la Teoria de los Funcionales de la Densidad, haciendo uso del funcional M06—2X14°
y la base 6—31++G(d,p).

A cada una de las estructuras modeladas se les realizaron calculos de
optimizacion de geometria y de frecuencias. Por medio de los calculos de
frecuencias, se identificaron los minimos locales y los estados de transicion
mediante el nimero de frecuencias imaginarias —cero para un minimo local y uno
para un estado de transicion—. En el caso de los estados de transicion, se confirmo
gue la frecuencia imaginaria correspondiera al movimiento esperado a lo largo de la
coordenada de reaccion. Para las reacciones de tipo FHT, se calcularon las IRC

para confirmar que los TS conectan con los respectivos reactivos y productos.
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Los efectos del disolvente fueron introducidos en todos los calculos mediante
el uso del método de disolvente continuo SMD23, Los disolventes usados fueron

agua y metilbutanoato para simular el medio acuoso y lipidico, respectivamente.

Las correcciones termodinamicas a 298.15 K se incluyeron en el calculo de

energias relativas siguiendo el protocolo QM — ORSA’.

Las constantes de velocidad se calcularon haciendo uso de la Teoria del
Estado de Transicion convencional?®'?6, Ecuacion (15). Para los mecanismos que
involucran transferencia electréonica —via SET —, las AG ¥ se estimaron haciendo uso
de la Teoria de Marcus!®-140, Las correcciones por efecto del tinel cuantico, para

reacciones FHT, se calcularon usando la aproximacion de Eckart!,

Para todas las reacciones que involucran la formacion de un TS, los valores
de AG™* se corrigieron para el estado estandar 1 M’ y los efectos de la caja de

solvente?:132,

En el caso de las reacciones con constantes de velocidad cercanas al limite

de difusion, se hizo uso de la Teoria de Collins—Kimball*®3, Ecuacion (25).

Posteriormente, las constantes de velocidad se corrigieron considerando los
equilibrios acido—base a pH fisiol6gico’ (~7.4) como muestra la Ecuacién (38). Con
ese proposito, se tomo en cuenta la abundancia de las especies involucradas en la
reaccion al pH de interés. Las correspondientes fracciones molares se calcularon a
partir de los valores de pK, de los reactivos como indican las Ecuaciones (36) y
(37). El método de parametros ajustados!4' se empled con el fin de obtener los
valores tedricos de pK,, Ecuacion (32). Finalmente se calcularon las constantes

globales, kg4, COMO se indica en la Ecuacion (39).

Para la determinacién de los mecanismos de reaccion se realizd un analisis
poblacional de las cargas atbmicas y de las densidades de espin del H —donador
(AH), el H —aceptor (R*) y el nucleo transferido. Con este fin, a partir del TS se

calculd la coordenada intrinseca de reaccién (IRC) que conecta a los reactivos con
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los respectivos productos. Una vez que se obtiene la IRC, se realizd un andlisis de
cargas de Mulliken'>® y de densidades de espin de Hirshfeld**! sobre cada uno de
los puntos de la superficie de energia potencial. Estos andlisis permiten determinar
la naturaleza del nacleo transferido, es decir, si el ndcleo se transfiere como H*® o
H*113. Como referencia para esta determinacion, se recurri6 a los modelos de
transferencia de hidrogeno entre el radical bencilo y tolueno (HAT) y el radical

fenoxilo y fenol (PCET), como se observa en la Figura 3.

El comportamiento de cargas y densidad de espin del donador y el aceptor
permite caracterizar una reaccién como concertada o secuencial®®'*3: para las
reacciones de tipo concertado —mecanismo HAT o PCET — se aprecia una inversion
de cargas y de densidad de espin entre el donador y el aceptor (Figura 3) mientras

que para las reacciones de tipo secuencial dicha inversién no ocurre!®3.

4.2 Capacidad pro—oxidante

Como ya se mencion0, se ha demostrado que las especies tiofendlicas
estudiadas en el presente trabajo son buenos antioxidantes primarios ya que tienen
la capacidad de atrapar radicales libres (CH;00° y HO0O®)!, sin embargo, en
condiciones fisiolégicas pueden llegar a presentar un comportamiento pro—
oxidante, es decir, pueden auto—oxidarse provocando la reduccion de Cu(ll), lo
cual, favorece la produccion de HO® a través de la reaccion Fenton!®?153
(Esquema 8). Por lo tanto, el comportamiento pro—oxidante de las especies

tiofendlicas se demostrara a través de la reduccion de Cu(I1).

2H* + 20, — H,0, cu* 0,

HO + HO' cu? 0,

Esquema 8. Reaccion de Fenton.
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A pH fisiolégico y en medio acuoso, los tiofenoles se desprotonan generando
aniones, los cuales, son mejores reductores en comparacion con las especies
neutras. Esto significa que bajo las condiciones de reaccion propuestas, las
especies tiofendlicas pueden actuar como reductores de Cu(II), lo cual, implica un

comportamiento pro—oxidante.

Para el estudio de la capacidad pro—oxidante de tiofenoles, se implementé
la metodologia propuesta en el protocolo QM — ORSA’, siguiendo los pasos

anteriormente mencionados en la Seccion 4.1.

Considerando que se trata de una reaccion tipo 6xido—reduccioén en la cual,
el antioxidante se oxida y el Cu(II) se reduce —transferencia de electréon— el Unico

mecanismo posible es SET, Esquema 9.

SET
Cu**+ R-S — Cut +R-5"

Esquema 9. Modelo de la reacciéon general oxido — reduccion via SET a pH =7.4 en

medio acuoso.

Adicionalmente, en medio acuoso, el Cu(II) se encuentra hidratado. En
estudios previos, se ha demostrado que el Cu(II) se coordina con cuatro moléculas
de agua y adquiere una geometria cuadrada plana. Una vez que se reduce, el Cu(I)

adquiere una geometria lineal (Figura 9)1°0:1%4,

Una vez elegidos los sistemas de estudio, se modelaron computacionalmente
para la via SET los principales puntos estacionarios que intervienen, es decir, los
reactivos y los productos, simulando las condiciones fisiolégicas a pH = 7.4 en
medio acuoso. Todos los célculos se realizaron con el programa Gaussian 093!,
mediante DFT, haciendo uso del funcional LC—wPBE?'® y la base 6—31++G(d,p).
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(a) (b)

Figura 9. Configuraciones hidratadas mas estables de (a) Cu(II) y (b) Cu (I) usando un

modelo mixto de solvatacion.
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Capitulo V

Resultados

En la actualidad existe una amplia variedad de estudios centrados en la
diucidacion de las propiedades antioxidantes de especies quimicas de interés
biol6égico. Aunque en la mayoria de los casos, la actividad antioxidante se ha
sumado a una lista de propiedades deseables, recientemente se ha encontrado que
muchas de estas especies pueden ejercer un efecto dual, comportandose también
como pro—oxidantes. El presente trabajo se centra en el estudio de la capacidad
reparadora de tiofenoles (actividad antioxidante secundaria), asi como su
comportamiento pro—oxidante a través del estudio de la reduccion de Cu(II). Para
dicho fin, se realizé un analisis de la viabilidad termodinamica y cinética, asi como

de los posibles mecanismos de reaccion de estas especies.

En la Figura 10, se encuentra el mapa completo de donador—aceptor de
electrones (FEDAM, por sus siglas en inglés)’®!! de las especies tiofendlicas
(donadores) con respecto al radical leucina y el radical triptofanil (aceptores). Los
puntos azules representan a los tiofenoles en su forma protonada mientras que los
puntos en anarajando representan a estas mismas especies pero en su forma
desprotonada. El punto verde representa al radical leucina y el morado al radical

triptofanil.

Con base en lo propuesto en la Figural, se puede observar que los
tiofenoles protonados no son buenos donadores de electrones ya que tienen los
mayores valores de energia de ionizacion (EI), es decir, dificilmente perderan un
electron, mientras que los bajos valores de afinidad electrénica (AE) sugieren que

tampoco son buenos aceptores de electrones. Por otro lado, los tiofenoles en su
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forma desprotonada son mejores donadores de electrones (bajas EI y AE). Con
respecto al radical leucina, los valores de EI y AE, sugieren que esta especie no es
buena aceptora de electrones, lo cual, es de esperarse considerando que el radical
se encuentra centrado en un atomo de carbono. Lo contrario ocurre con el radical
triptofanil, ya que éste es mejor aceptor de electrones. Con base en lo anterior, se
puede dar soporte a lo planteado en el Esquema 7, es decir, la reparacion via SET
en medio acuoso se da a partir de los tiofenoles desprotonados (en su mayoria,
buenos donadores de electrones). El analisis termodinamico y cinético comprobara
gue el radical de leucina no se repara a través de la donacion de electrones (via

SET) ya que tiene una baja AE, mientras que el radical triptofanil si lo hace.

7
D
6.5
A E ] F
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> 6 K
@ B L I
S 55 i
e Radical Fe Radical
o . triptofanil
S s leucina
'g B ‘:b E
© 45 ot e %
° D °x
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o 4
o ® Desprotonados
c
w 35 He
3 le
2.5
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Afinidad electrénica (eV)

Figura 10. Mapa completo de donador—aceptor de electrones (FEDAM, por sus siglas en
inglés)>1! de las especies tiofendlicas (donadores) con respecto al radical
leucina y el radical triptofanil (aceptores) en medio acuoso. Nivel de calculo
M06—2X/6—31++G(d,p).
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Recordando que el medio de reaccion juega un papel muy importante en la
reactividad quimica, previo al andlisis termodinamico se hacen un par de

consideraciones para tener en cuenta el efecto del disolvente.

5.1 Equilibrios acidos—basey pK,'s

En medio acuoso, la mayoria de las especies quimicas bajo estudio
presentan equilibrios acido—base, razén por la cual, las fracciones molares

correspondientes a cada una de ellas afecta las constantes de velocidad.

Cuando el triptéfano es blanco del estrés oxidativo, se oxida generando al
cation radical triptofanilo (TrpN°**), el cual, en medio acuso rapidamente se
desprotona dando paso al radical neutro (centrado en nitrégeno) triptofanilo (TrpN*).
El pK, del TrpN** es 4.7, por lo que a pH fisiologico las fracciones molares de
TrpN°t y TrpN* son 0.002 y 0.998, respectivamente (Esquema 10)°%148, Por otro
lado, el dafo oxidativo que sufre la leucina ocurre exclusivamente a través de
reacciones HAT dando origen a radicales centrados en carbono'4>147  |os cuales,
son neutros y no se afectan por el medio ni el pH. Para el presente estudio, se tomo

como referencia al radical de carbono centrado en la posicion y.

>
>

Esquema 10. Equilibrio &cido—base del triptéfano.

En medio acuoso y a pH fisioldgico, las especies tiofendlicas que fungen

como antioxidantes se encuentran desprotonadas en diferentes proporciones. Los
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valores de pK, para las especies A y F (Ver Figura7) son 6.615 y 4.715,
respectivamente'#!, sin embargo, para el resto de las especies no existe informacion
experimental de dichos valores, por lo que se calcularon teéricamente empleando
el método de parametros ajustados como indica la Ecuacion (32)**!. Los valores de
los pardmetros m y C, varian de acuerdo al nivel de teoria, no obstante, para
MO06—2X/6—31++G(d,p) que es el nivel empleado en el presente estudio dichos
valores no se encuentran parametrizados, por tal motivo, los valores de pK,
presentados se obtuvieron como un promedio de los valores calculados empleando
el mismo funcional y una base mas grande 6—311++G(d,p) y una base mas
pequefia 6—-31+G(d). En la Tabla 3 se presentan los valores de pK, calculados para

las especies tiofendlicas.

En la Tabla3 se encuentran los valores de pK, obtenidos usando los
parametros para los niveles de teoria M06—2X/6—311++G(d,p) y M06—2X/
6—31+G(d). El promedio de dichos valores se tomé como el pK, de las especies
tiofendlicas y con base a éstos se calcularon las fracciones molares y se corrigieron

las constantes de velocidad.

Tabla 3. Energia libre de Gibbs de reaccién a 298.15 K y pK,'s con M06—2X.

Especie AG, 4y PK,
kcal /mol 6—311++G(d,p)@ 6—31+G(d)™ 6—31++G(d,p)
A 283.769 6.644 7.387 7.015
B 278.628 4.813 5.572 5.192
c 278.716 4.845 5.603 5.224
D 283.773 6.645 7.388 7.017
E 282.364 6.144 6.890 6.517
F 277.465 4.399 5.161 4.780
G 292.624 9.796 10.512 10.154
H 283.054 6.389 7.134 6.762
1 287.696 8.042 8.773 8.407
J 283.097 6.405 7.149 6.777
K 284.535 6.916 7.657 7.287
L 283.588 6.579 7.323 6.951
@m=0356yC,=-94.378,P"m = 0.353 y C, = —92.784'* y [9 promedio de valores de pK, entre
fal y (b]
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Comparando los valores de pK, experimentales de las especies Ay F con
los valores obtenidos en la Tabla 3, se puede observar que la aproximacion hecha
para obtener dichos valores brinda resultados confiables ya que la diferencia entre
el valor experimental y el valor calculado es de 0.4 y 0.065 unidades de pK,,
respectivamente, de tal forma que los valores calculados estdn muy por debajo del
error maximo aceptado (2 unidades de pK,) y cercanos a errores experimentales en

ciertos casos.

Con base a los valores de pK, obtenidos en la Tabla 3, se calcularon las
constantes de acidez y las respectivas fracciones molares para cada especie a
condiciones fisiol6gicas. En la Tabla 4 se pueden encontrar dichos valores. Para las
especies cuyos valores de pK, se conocen experimentalmente (4, Fy TrpN*), se

tomaron dichos valores y no los calculados.

Tabla 4. Constantes de acidez y fracciones molares a pH = 7.4 y 298.15 K en medio
acuoso. Nivel de calculo M06—2X/6—31++G(d,p).

Especie pKa Ka Aneutro Aanionico
A 6.615 2.43E-07 0.141 0.859
B 5.192 6.42E-06 0.006 0.994
C 5.224 5.97E-06 0.007 0.993
D 7.017 9.62E-08 0.293 0.707
E 6.517 3.04E-07 0.116 0.884
F 4.715 1.93E-05 0.002 0.998
G 10.154 7.01E-11 0.999 0.001
H 6.762 1.73E-07 0.187 0.813
I 8.407 3.91E-09 0.944 0.056
] 6.777 1.67E-07 0.193 0.807
K 7.287 5.17E-08 0.435 0.565
L 6.951 1.12E-07 0.262 0.738

TrpN® 4.700 2.00E-05 0.998 0.002

Las constantes de acidez permiten conocer de forma preliminar la reactividad
de las especies bajo estudio ya que a mayor valor, la especie quimica en cuestion

sera mas acida, por lo tanto, a pH fisiolégico la forma anionica o desprotonda
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predominara. Por el contario, a menor valor de la constante, se espera que la forma

neutra o protonada tenga un papel predominante al pH de interés.

Las fracciones molares de los reactivos a un determinado valor de pH
permiten predecir qué especie puede ser importante para explicar las constantes de
velocidad ya que, si se asume que todas las reacciones ocurren a velocidades
cercanas al limite de difusién, seran éstas las que determinen el limite superior de

las velocidades de reaccion!1s.

5.2 Reparacion de leucina

Con base en los equilibrios acido—base y las fracciones molares al pH de
interés, se identificaron las especies que pueden ser relevantes en los procesos de
reparacion en medio acuoso. Posteriormente se procedio a identificar aquellas
reacciones que son viables termodinamicamente. Con este fin, se calcularon los
valores de energia libre de Gibbs de reaccién, AG,,,, para todas las posibles
reacciones entre el radical leucina centrado en el carbono y y los doce diferentes
tiofenoles que fungen como antioxidantes por ambos mecanismos (SET y FHT)
(Esquema 7). Los valores de AG,,, se obtienen aplicando la ley de Hess como se

plantea en la Ecuacion (40):

AGroxn = Z AG;roductos - z AG;eactivos (40)

Considerando ademas que a condiciones fisiolégicas el medio acuoso no es
el Unico presente, también se realizaron los pertinentes analisis en un medio lipidico
(no polar). Lo anterior se realiza con el fin de predecir si las reacciones de reparacion
podrian ocurrir en la membrana celular o en cavidades hidrofébicas dentro de las
proteinas!!3. Con este fin, se considera un disolvente con una constante dieléctrica

considerablemente menor a la del agua (g44,, = 78.3553). Para simular el medio

lipidico se emple6 como disolvente el metilbutanoato, el cual, se caracteriza por
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tener una constante dieléctrica mucho menor que la del agua (&mnetitbutancato =
5.5607).

Todas aquellas reacciones que tengan un valor negativo de energia libre de
Gibbs de reaccion (AG,,, < 0) son exergoénicas, lo cual significa que se encuentran
termodinamicamente favorecidas. En la Tabla 5 se encuentran los valores de AG,,

obtenidos por ambas vias de reaccion tanto en medio acuoso como lipidico.

Tabla 5. Energia libre de Gibbs de reaccion AG,,,, kcal/mol) a 298.15 K para las
reacciones de reparacion de leucina en medio acuoso Y lipidico. Nivel de célculo
M06—2X/6—31++G(d,p).

Acuoso Lipidico
Especie SET FHT SET FHT
A 49.65 -15.62 104.98 -15.94
B 51.51 -18.90 100.54 -20.38
c 52.59 -17.73 103.03 -17.94
D 52.22 -13.05 110.30 -13.28
E 51.49 -15.18 107.02 -15.70
F 65.06 -6.51 118.87 -12.30
G 43.06 -13.35 108.35 -12.78
H 48.40 -17.58 95.97 -17.74
I 47.05 -14.29 97.79 -14.60
] 50.39 -15.55 100.00 -14.92
K 47.40 -17.10 99.34 -17.22
L 46.65 -18.80 91.86 -18.21

Como era de esperarse, la reparacion del radical de leucina a través de la via
SET en medio acuoso no ocurre. Los valores de AG,,,, revelan que estas reacciones
se encuentran sumamente desfavorecidas. Lo anterior se debe principalmente a la
baja afinidad electrénica!!! de los radicales centrados en carbono. Aunque la leucina
dafiada es un radical terciario (el mas estable), el cual, al recibir un electrén
proveniente del AH, genera un carbanion terciario (el menos estable), el medio
acuoso estabiliza dicho carboaniéon dando como resultado a una especie mas

estable que el radical del que proviene, sin embargo, la ganancia de estabilidad por
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parte de la leucina no compensa la pérdida que sufren los AH, de tal forma que el
proceso neto es endergoénico en todos los casos. Considerando que las reacciones
que proceden por la via SET implican la formacién de especies idnicas, es logico
esperar que las reacciones en medio lipidico tampoco procedan ya que el medio no
permite la estabilizacién de dichas especies. Por lo tanto, la reparacion de la leucina

no ocurre a través del mecanismo SET en ningln medio de reaccion.

Por otro lado, todas las reacciones por la via FHT son termodinamicamente
viables en ambos medios ya que cuando el radical de leucina gana un atomo de
hidrogeno, genera una especie neutra considerablemente méas estable. Para estos
casos, la ganancia de estabilidad por parte de la leucina compensa la pérdida de

aromaticidad de los AH de tal forma que los procesos netos son exergonicos.

De acuerdo con el principio de Bell-Evans—Polanyi'5, las reacciones mas
exergonicas corresponden a las reacciones con energias de activacion menores,
por lo tanto, deberian ser las reacciones cinéticamente mas favorecidas. Es decir,
se esperaria que la reaccion entre el radical leucina y el tiofenol B tuviera la mayor
constante de velocidad via FHT, sin embargo, es importante recordar el efecto del
pH. Como se vera mas adelante, los equilibrios acido—base y las fracciones molares
a las condiciones de interés pueden modificar drasticamente la reactividad de las
especies involucradas. Una vez que se establecen cuales son las reacciones
termodindmicamente viables, se procede a realizar un analisis cinético con el fin
dilucidar la actividad antioxidante. Todas aquellas reacciones endergonicas no se

consideran para el analisis cinético.

El analisis cinético se realiz6 siguiendo la metodologia propuesta por el
protocolo QM — ORSA. Enlas Tablas 6 y 7 se encuentran los valores de las energias
libres de activacion, AG™*, asi como de las constantes de velocidad obtenidas a
través de la TST convencional, k™57, las aparentes, k,,,, la totales, k.., y las
globales, kg;0,q;, €N Medio acuso Y lipidico, respectivamente. Los valores de AG*#
se calcularon como indica la Ecuacién (29). Las k™ST se calcularon a través de la

TST convencional y se encuentran corregidas por efecto tunel y los caminos de
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degeneracion como indica la Ecuacion (15). Aquellas constantes cercanas al limite
de difusién (k75T > 10° M~1s~1), se corrigieron por efecto de la difusién como indica
la Ecuacién (25) obteniéndose las k,,,,. Las k,,, se corrigieron por la fraccion molar
de los reactivos presentes a pH = 7.4 como indica la Ecuacién (38) dando paso a
las k... Finalmente, las kg,pq S€ Obtuvieron como la suma de las k., por las

diferentes vias de reaccion como indica la Ecuaciéon (39).

Tabla 6. Energia libre de activacion y constantes de velocidad en medio acuoso a 298.15 K
para la reparacion de leucina. Nivel de calculo M06—2X/6—31++G(d,p).

Especie AGL)*[a] kTST[b] kapp[b] ktot[b] kglobal[b]
A 5.68 1.08E+10 1.26E+09 1.77E+08 1.77E+08
B 4.84 4.30E+10 1.29E+09 7.98E+06 7.98E+06
c 4.20 1.26E+11 1.31E+09 8.69E+06 8.69E+06
D 6.35 3.34E+09 9.78E+08 2.86E+08 2.86E+08
E 6.51 2.58E+09 8.67E+08 1.00E+08 1.00E+08
F 8.02 2.00E+08 2.00E+08 4.13E+05 4.13E+05
G 9.97 7.44E+06 7.44E+06 7.43E+06 7.43E+06
H 7.93 2.32E+08 2.32E+08 4.34E+07 4.34E+07
I 11.27 1.22E+06 1.22E+06 1.15E+06 1.15E+06
J 5.43 1.59E+10 1.12E+09 2.15E+08 2.15E+08
K 7.31 6.69E+08 6.69E+08 2.91E+08 2.91E+08
L 8.16 1.59E+08 1.59E+08 4.16E+07 4.16E+07

[ en unidades de kcal /mol y ' en unidades de M~ts71,

Como puede observarse enla Tabla 6, todas las reacciones planteadas para
la reparacion del radical leucina en medio acuoso ocurren a altas velocidades, lo
cual, es un indicativo de que las especies tiofendlicas estan actuando como buenos
antioxidantes secundarios. De acuerdo al principio de Bell-Evans—Polanyi'®®, las
reacciones con las barreras de energia mas bajas son también las reacciones mas
favorecidas cinéticamente, estando incluso controladas por difusion (kgpy).
Recordando que en medio acuoso las fracciones molares pueden jugar un papel
muy importante en la reactividad de las especies involucradas, podemos observar
gue en algunos casos, este factor modifica las constantes de velocidad hasta tres

ordenes de magnitud (k.,.). Por ejemplo, la reaccion de reparacion entre el radical
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de leucina y la especie C es la que ocurre a mayor velocidad, sin embargo, dado
que la fraccién molar del tiofenol a las condiciones de reaccion es de apenas 0.007,
la constante total decrece 151 veces. A pesar de la baja proporcién a la que se
encuentra la especie reparadora, ésta es un buen antioxidante. Finalmente, las
kgiopates Y 1as ko resultan ser numéricamente iguales para este caso ya que la
reparacion por la via SET no ocurre. Lo anterior indica que la reparacién del radical
de leucina por antioxidantes de tipo tiofendlico en medio acuoso ocurre por la
donacién de un a&tomo de hidrégeno, sin embargo, un analisis mecanistico es

requerido para determinar si la donacion de H* se da por la via HAT o PCET.

Tabla 7. Energia libre de activacion y constantes de velocidad en medio lipidico a 298.15 K

para la reparacion de leucina. Nivel de calculo M06—2X/6—31++G(d,p).

Especie AG HA PEELT K app'” keoi® Kgiobar™
A 6.80 1.57E+09 9.44E+08 9.44E+08 9.44E+08
B 5.19 2.37E+10 2.22E+09 2.22E+09 2.22E+09
Cc 5.86 7.66E+09 1.68E+09 1.68E+09 1.68E+09
D 4.86 4,18E+10 1.98E+09 1.98E+09 1.98E+09
E 5.64 1.11E+10 1.68E+09 1.68E+09 1.68E+09
F 7.37 6.03E+08 6.03E+08 6.03E+08 6.03E+08
G 11.23 8.77E+05 8.77E+05 8.77E+05 8.77E+05
H 4.42 8.73E+10 1.96E+09 1.96E+09 1.96E+09
| 8.49 9.04E+07 9.04E+07 9.04E+07 9.04E+07
J 6.06 5.48E+09 1.36E+09 1.36E+09 1.36E+09
K 5.83 8.08E+09 1.41E+09 1.41E+09 1.41E+09
L 6.49 2.64E+09 1.05E+09 1.05E+09 1.05E+09

[ en unidades de kcal /mol y ' en unidades de M~ts71,

Por otro lado, los resultados presentados en la Tabla 7 permiten comprobar
gue la reparacion del radical de leucina por tiofenoles se encuentra favorecida en
medio lipidico. Puede observarse que la mayoria de las reacciones estan
controladas por difusién y dado que en este medio el pH no ejerce ninguna influencia
sobre la reactividad de las especies involucradas, las kg,, Y ki Son iguales
numéricamente. Considerando que en medio lipidico las especies i6nicas no

pueden existir, la reparacion por la via SET esta descartada, razén por la cual las
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kgi0ba1 SON NUMEricamente iguales a las k;,, —solo tienen la contribucion por la via
FHT —. Al igual que en medio acuoso, la reparacion ocurre a través de la
transferencia de un &tomo de hidrégeno y por la misma razon que el mecanismo
SET no se da en medio lipidico, es logico pensar que el mecanismo PCET tampoco
ocurrira en dichas condiciones, de tal forma que el mecanismo HAT parece ser la
Unica via probable de reaccion. Con el fin de corroborar, el andlisis mecanistico

puede encontrarse a continuacion.

El andlisis mecanistico de las reacciones FHT tiene como objetivo determinar
si el H* y el e~ que conforman al H* son transferidos de forma concertada o
secuencial y si son transferidos como una sola entidad o independientemente. En
la Seccion 2.1.1 se discutieron las diferencias entre los diferentes mecanismos. El
presente trabajo se centra en la diferenciacion entre mecanismos FHT de tipo
concertado: HAT cuando el H* se transfiere como una sola entidad y PCET cuando
el H* y el e~ se transfieren de forma independiente. Los graficos de evolucion de
cargas de Mulliken y de densidades de espin de Hirshfeld con respecto a la IRC

fueron la herramienta que permitio la diucidacion de los mecanismos de reaccion.

En las Figuras 12 a 23 se encuentran los graficos de evolucion de carga y
espin sobre el aceptor (R*), el donador (AH) y el nacleo en transferencia (H*) con
respecto a la IRC de las reacciones de reparacion entre el radical de leucina
(aceptor) y cada una de las 12 especies tiofendlicas (donador). En la Figura 11 se
encuentra el patron de colores que representa a cada especie involucrada en ambos
medios de reaccién. Dicho patrén es el mismo para todos los gréaficos de evolucion

de cargas y espin que se presentan a lo largo del presente escrito.

Aceptor (R") (acuoso)

=== Donador (AH) (acuoso)
Nucleo en transferencia (H*) (acuoso)
Aceptor (R") (lipidico)

== Donador (AH) (lipidico)

== == == N(cleo en transferencia (H") (lipidico)
Figura 11. Patrén de colores usado en los graficos de evolucion de cargas y espin.
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En la Figura 12 se puede observar el comportamiento esperado para un
mecanismo HAT. Anteriormente se menciond que ésta era la via mas probable de
reaccion para la reparacion del radical de leucina, lo cual, se comprueba
inequivocamente. Como se espera para un mecanismo HAT, la carga sobre el
nacleo en transferencia es pequefia (< 0.05 e) y decae a lo largo de la IRC, lo que
es consistente con un H*. La inversién en la carga entre el donador y aceptor es el
esperado considerando que se trata de un sistema con carga neta neutra. Por otro
lado, la densidad de espin sobre el nucleo en transferencia es relativamente grande
(~5%) y decae a los largo de la IRC, lo que corresponde a un H*. La inversion de
densidad de espin entre el donador y el aceptor indica que el H* y el e~ se
transfieren de manera simultanea y para este caso, como una so6lo especie (H*). El
decaimiento tanto de la carga como del espin sobre el nucleo en transferencia en la
zona de productos es consistente con la formacion de un enlace covalente C — H

en la leucina.
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Figura 12. Gréafico de evolucion de cargas atémicas de Mulliken y de densidad de espin
de Hirshfeld para la reacciéon de reparacion entre el radical de leucinay la

especie tiofendlica A en medio acuoso (verde) y lipidico (azul).

En este punto es importante aclarar que si la inversion de densidad de espin
entre el donador y el aceptor para un mecanismo HAT no ocurre en la geometria de
TS, no significa que exista alguna asincronia en la transferencia del H* y el e~ que
conforman a la especie H* —como ocurre en el mecanismo PCET —. En tales casos,
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el cruce debe entenderse como el punto donde ocurre la ruptura del enlace S —H 'y

formacién del enlace ¢ — H.

Es importante también hacer notar que el medio de reaccién no juega un
papel importante sobre el mecanismo de reaccién a través del cual ocurre la
reparacion de la leucina ya que éste no modifica el comportamiento de las cargas o
de la densidad de espin. La diferencia mas notable es que en medio lipidico la
inversion de carga entre el donador y el aceptor ocurre ligeramente antes que en

medio acuoso, sin embargo, la via de reaccién sigue siendo la misma.

En las Figuras 13 a 23 se puede observar el mismo comportamiento tanto
para las cargas como para las densidades de espin. El Unico caso que salta a la
vista por tener un comportamiento ligeramente diferente al resto se puede encontrar
en la Figura 18, la cual corresponde a la reaccion de reparacion entre el radical de
leucina y la especie G. En medio acuoso, el grupo carboxilo de la especie G se
encuentra desprotonado a pH fisiologico, por lo que la carga neta del sistema es
—1. En sistemas con carga neta diferente de cero, no se espera ver una inversion
de carga entre el donador y el aceptor. En medio lipidico al encontrarse en su forma
neutra, la carga neta del sistema también lo es, por lo tanto, se observa la inversion
de carga al igual que en el resto de los sistemas. Sin embargo, la carga neta del
sistema no modifica el comportamiento de las densidades de espin, por lo que no

se observa una diferencia para este caso.

En todos los casos es independientemente del medio de reaccién, puede
observarse que tanto la carga (< 0.05e) y la densidad de espin (~5%) sobre el
nucleo en transferencia, corresponden a un H*. Igualmente, para todos los sistemas

el cruce no se da en la geometria del TS sino en la zona de productos.

En todos los casos es independientemente del medio de reaccién, puede
observarse que tanto la carga (< 0.05¢e) y la densidad de espin (~5%) sobre el
nacleo en transferencia, corresponden a un H*. Igualmente, para todos los sistemas

el cruce no se da en la geometria del TS sino en la zona de productos.
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Con base en el andlisis de cargas y de densidades de espin, se determiné
que todas las reacciones de reparacion entre el radical de leucina y las especies
tiofendlicas, tanto en medio acuoso como lipidico, se dan exclusivamente por la via
HAT. EIl andlisis termodinamico y cinético demostr6 que los tiofenoles son
excelentes antioxidantes secundarios, ya que reparan el dafio oxidativo sufrido por
la leucina a altas velocidades, a pesar de que a pH fisiolégico y en medio acuoso

puedan llegar a encontrarse en bajas proporciones, p.e. la especie C.
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Figura 13. Grafico de evolucion de cargas atomicas de Mulliken y de densidad de espin
de Hirshfeld para la reaccién de reparacion entre el radical de leucinay la

especie tiofendlica B en medio acuoso (verde) y lipidico (azul).
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Figura 14. Gréafico de evolucion de cargas atdmicas de Mullikeny de densidad de espin
de Hirshfeld para la reaccion de reparacién entre el radical de leucina y la

especie tiofendlica C en medio acuoso (verde) y lipidico (azul).
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Figura 15. Grafico de evolucién de cargas atémicas de Mulliken y de densidad de espin
de Hirshfeld para la reaccion de reparacion entre el radical de leucina y la
especie tiofendlica D en medio acuoso (verde) y lipidico (azul).
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Figura 16. Gréfico de evolucion de cargas atomicas de Mulliken y de densidad de espin
de Hirshfeld para la reaccién de reparacion entre el radical de leucina y la

especie tiofendlica E en medio acuoso (verde) y lipidico (azul).
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Figura 17. Gréfico de evolucion de cargas atdmicas de Mulliken y de densidad de espin
de Hirshfeld para la reaccién de reparacion entre el radical de leucina y la

especie tiofendlica F en medio acuoso (verde) y lipidico (azul).
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Figura 18. Grafico de evolucién de cargas atémicas de Mulliken y de densidad de espin
de Hirshfeld para la reaccion de reparacion entre el radical de leucina y la
especie tiofendlica G en medio acuoso (verde) y lipidico (azul).
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Figura 19. Gréfico de evolucion de cargas atomicas de Mulliken y de densidad de espin
de Hirshfeld para la reaccién de reparacion entre el radical de leucinay la

especie tiofendlica H en medio acuoso (verde) y lipidico (azul).
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Figura 20. Gréfico de evolucion de cargas atdbmicas de Mulliken y de densidad de espin
de Hirshfeld para la reaccién de reparacion entre el radical de leucinay la

especie tiofendlica I en medio acuoso (verde) y lipidico (azul).
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Figura 21. Grafico de evolucién de cargas atdbmicas de Mulliken y de densidad de espin
de Hirshfeld para la reaccion de reparacion entre el radical de leucina y la
especie tiofendlica /] en medio acuoso (verde) y lipidico (azul).
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Figura 22. Gréfico de evolucion de cargas atomicas de Mulliken y de densidad de espin
de Hirshfeld para la reaccién de reparacion entre el radical de leucina y la

especie tiofendlica K en medio acuoso (verde) y lipidico (azul).
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Figura 23. Gréfico de evolucion de cargas atomicas de Mulliken y de densidad de espin
de Hirshfeld para la reaccién de reparacion entre el radical de leucina y la

especie tiofendlica L en medio acuoso (verde) y lipidico (azul).
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5.3 Reparacion de triptéfano

En la Tabla 8 se presentan los valores de energia libre de Gibbs de reaccion
correspondientes a las reacciones de reparacion entre el radical triptofanil y los doce
diferentes tiofenoles por ambas vias de reaccion tanto en medio acuoso como
lipidico. Los datos de viabilidad termodinamica indican cuéles son las reacciones
qgue pueden llegar a ser importantes bajo las condiciones de reaccion.

Tabla 8. Energia libore de Gibbs de reaccion AG,,,, kcal/mol) a 298.15 K para las
reacciones de reparacion de tript6fano en medio acuoso y lipidico. Nivel de calculo
M06—2X/6—31++G(d,p).

Acuoso Lipidico
Especie SET FHT SET FHT
A 0.51 -12.68 55.16 -14.93
B 2.37 -15.96 50.72 -19.36
c 3.45 -14.79 53.22 -16.92
D 3.07 -10.11 60.48 -12.26
E 2.35 -12.24 57.20 -14.68
F 15.92 -3.57 69.05 -11.28
G -6.08 -10.41 58.53 -11.76
H -0.74 -14.64 46.15 -16.73
I -2.09 -11.35 47.97 -13.58
J 1.25 -12.61 50.19 -13.90
K -1.74 -14.16 49.52 -16.21
L -2.49 -15.86 42.04 -17.19

Como puede observarse, la via SET se encuentra termodinamicamente
desfavorecida en ambos medios de reaccion. En medio lipidico es de esperarse que
las reacciones por dicha via no se den ya que, como se menciond anteriormente,
las especies idnicas no se estabilizan en medios no polares. Por otro lado, en medio
acuoso solamente cinco de las reacciones de reparacidon resultan ser viables
(AG,,, < 0) por dicho mecanismo. Si bien existe una ganancia energética por la
estabilizacidon del radical triptofanil, en la mayoria de los casos, ésta ho compensa

la pérdida de estabilidad que sufren las especies reparadoras al donar un electron.
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Salvo para las reacciones entre el radical triptofanil y las especies G, H, I, Ky L en

medio acuoso, la reparacién via SET no se da.

La reparacion del radical triptofanil por la via FHT, por otro lado, ocurre en
ambos medios, sin embargo, es necesario mencionar que para las especies G, [ y
K no ha sido posible localizar el TS en ningiin medio de reaccion, por lo que, no se
presentan resultados sobre la cinética de dichas reacciones. El analisis
termodinamico sugiere que la reparacion con estas especies ocurre a velocidades
altas -tentativamente, controladas por difusion— pero sin el TS no se puede
confirmar. El resto de las reacciones son exergoénicas (AG,,, < 0) en ambos medios

de reaccion, lo cual significa que se encuentran termodinamicamente favorecidas.

Una vez que se conoce la viabilidad termodinamica, se procede al analisis
cinético. Dicho andlisis permite saber cuales de las especies tiofendlicas bajo
estudio son buenas para reparar el dafio causado por estrés oxidativo al triptofano.
En la Tabla 9 se encuentran los valores de energia libre de Gibbs de activacion y
las constantes de velocidad k75T correspondientes a las reacciones de reparacion

entre el radical TrpN* y las doce diferentes especies antioxidantes en medio acuoso.

Tabla 9. Energia libre de activacion y constantes de velocidad en medio acuoso a 298.15 K

para la reparacion de tript6fano. Nivel de calculo M06—2X/6—31++G(d,p).

SET FHT
Especie AGo#[a] kTST[b] AGo#[a] kTST[b]

A - --- 7.80 2.92E+08
B --- - 6.32 3.51E+09
Cc --- - 6.42 2.99E+09
D --- - 3.59 3.56E+11
E --- - 4.07 1.57E+11
F --- - 8.71 6.31E+07
G 1.04 5.36E+08 --- ---

H 2.06 6.02E+07 4.72 5.24E+10
I 2.19 6.81E+07 --- ---

] 5.57 1.26E+10
K 1.23 3.73E+08 --- ---

L 1.34 3.30E+08 8.73 6.07E+07

[@ en unidades de kcal/mol y™® en unidades de M~1s~1,
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Como puede observarse en la Tabla 9, las reacciones de reparacion en
medio acuoso del TrpN*® ocurren Unicamente por la via FHT con las especies A — F
y J, se dan a altas velocidades, siendo la mayoria controladas por difusién. Por otro
lado, las reacciones con las especies G, I y K ocurren a menores velocidades y, al
no encontrarse el TS para éstas, los valores de las constantes de velocidad son una
contribucion exclusiva de via SET. Sin embargo, todas las especies resultan ser
buenas para reparar el dafio sufrido por el triptéfano, siendo la via FHT la mas

favorecida a las condiciones de reaccion.

Considerando los efectos de la difusion, las k75T fueron corregidas dando

paso a las k,,,. Dado que las reacciones que ocurren via SET no se encuentran

contraladas por difusion las k75T son numéricamente iguales a las k,,,,. Lo mismo

app*
ocurre por la via FHT para las reacciones con las especies A, Fy J. En la Tabla 10

pueden encontrarse los valores de las k.

Tabla 10. Constantes de velocidad (M~1's™1) en medio acuoso a 298.15 K para la

reparacion de triptéfano. Nivel de calculo M06—-2X/6—31++G(d,p).

SET FHT
ESpeCie kapp kot kapp kot kglobal
A - - 2.92E+08 4.11E+07 4.11E+07
B - - 9.08E+08 5.59E+06 5.59E+06
c - - 8.80E+08 5.81E+06 5.81E+06
D - - 1.30E+09 3.80E+08 3.80E+08
E - - 1.20E+09 1.39E+08 1.39E+08
F --- --- 6.31E+07 1.30E+05 1.30E+05
G 5.36E+08 4.97E+05 --- --- 4.97E+05
H 6.02E+07 4.89E+07 1.09E+09 2.04E+08 2.52E+08
I 6.81E+07 3.77E+06 --- --- 3.77E+06
] --- --- 1.02E+09 1.96E+08 1.96E+08
K 3.73E+08 2.10E+08 --- --- 2.10E+08
L 3.30E+08 2.43E+08 6.07E+07 1.59E+07 2.59E+08

Recordando que al pH de trabajo y en medio acuoso los reactivos se

encuentran en diferentes proporciones, las kg, fueron corregidas por las
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correspondientes fracciones molares dado lugar a las k;,;. Posteriormente, las

kgioba1 S€ calcularon como la suma de las k., por ambas vias de reaccion. En la

Tabla 10 se encuentran los valores correspondientes.

Como puede observarse, el no considerar los equilibrios acido—base
existentes a las condiciones de reaccion puede provocar una sobreestimacion de
las constantes de velocidad, lo cual, puede modificar por completo la interpretacion
del comportamiento de las especies implicadas. Por ejemplo, para la reaccién entre
el TrpN* y la especie G por la via SET, la k;,; se sobreestimaria tres 6rdenes de
magnitud de no considerarse las fracciones molares de ambas especies. En el resto
de los casos, el efecto de los equilibrios acido—base es menor y, para algunas
reacciones puede llegar a ser minima la diferencia entre considerar o no considerar
las fracciones molares, sin embargo, en ningun caso ocurre que dichos equilibrios
no modifiquen las k., en alguna medida, por lo tanto, es importante siempre

tenerlos presentes.

Los valores de k.54, indican que todas las especies tiofendlicas son buenos
antioxidantes secundarios ya que tienen la capacidad de reparar el dafio oxidativo
sufrido por el triptéfano a altas velocidades de reacciéon en medio acuoso, siendo

las especies D, E, Hy ] — L las mejores y las especies F y G las peores.

La reparacion de TrpN°* en medio acuoso por las especies A — F y J ocurren
exclusivamente por la via FHT, sin embargo, las constantes de velocidad no brindan
informacion sobre si el mecanismo de reaccion es HAT o PCET, por lo que se
requiere un analisis de evolucion de cargas y de densidad de espin para poder
dilucidarlo. Dicho analisis se encuentra mas adelante. Considerando que para las
especies G, I y K no fue posible encontrar los TS, éstas reacciones ocurren
Unicamente por la via SET a velocidades de reaccion altas, por lo que esta situacion
no resta importancia como antioxidantes a dichas especies. Por otro lado, para los
casos con las especies H y L, 1as kg4, SON Una contribucion de ambas vias de
reaccion, siendo la via FHT la mas favorecida para la reaccion con la especie H

mientras que para la especie L es la via SET.
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En medio lipidico, las reacciones de reparacién no se dan via SET por lo que
soOlo se analizala via FHT. Enla Tabla 11 se encuentran los valores de energia libre
de Gibbs de activacion y las constantes de velocidad para las reacciones de
reparacion entre el TrpN*® y nueve de los doce diferentes tiofenoles. En este medio
tampoco fue posible encontrar los TS correspondientes a las reacciones con las
especies G, I y K, sin embargo, el andlisis termodindmico sugiere que la reparacion
podria llevarse eficientemente a cabo a velocidades cercanas a la difusion. Dado
qgue el TS es necesario para realizar el analisis cinético, no se presentan resultados

relacionados a la cinéticas de dichas reacciones.

Tabla 11. Energia libre de activacion y constantes de velocidad en medio lipidico a
298.15 K para la reparacién de triptéfano. Nivel de calculo M06 — 2X/
6—31++G(d,p).

A 10.12 5.76E+06 5.76E+06 5.76E+06 5.76E+06
B 4.75 5.02E+10 2.18E+09 2.18E+09 2.18E+09
Cc 6.99 1.13E+09 7.27E+08 7.27E+08 7.27E+08
D 3.61 3.45E+11 1.96E+09 1.96E+09 1.96E+09
E 4.73 5.17E+10 1.77E+09 1.77E+09 1.77E+09
F 8.55 8.19E+07 8.19E+07 8.19E+07 8.19E+07
G _— _— _— _— _—

H 7.73 3.26E+08 3.26E+08 3.26E+08 3.26E+08
I _— _— _— _— _—

J 10.71 2.15E+06 2.15E+06 2.15E+06 2.15E+06
K _— _— _— _— _—

L 8.24 1.38E+08 1.38E+08 1.38E+08 1.38E+08

[@ en unidades de kcal/mol y™® en unidades de M~1s~1,

Para el resto de las reacciones, las constantes de velocidad son altas e
incluso, algunas se encuentran controladas por difusion, por tal motivo, las k75T se
corrigen y dan paso a las k,,,. Considerando que en este medio no polar los
reactivos no presentan equilibrios acido—base, 1as kgpp, kiot Y Kgiobar SON

numéricamente iguales. En la Tabla 11 se puede observar que las nueve especies

tiofendlicas son excelentes antioxidantes secundarios en medio lipidico ya que
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tienen la capacidad de reparar el dafio que sufre el triptéfano como consecuencia
del estrés oxidativo a altas velocidades, siendo las especies B, D y E los mejores

antioxidantes.

A diferencia que en el caso de la reparacién de leucina, en el que la
naturaleza de los reactivos y de los productos generados condicionaba que la
reparacién ocurriera exclusivamente por el mecanismo HAT, la reparacién de
tript6fano no presenta dichas limitaciones ya que cuando la especie TrpN°* recibe
un electrén, genera al anion TrpN ~, el cual, puede estabilizarse por resonancia. Lo
anterior abre la posibilidad de que la reparacion de triptéfano ocurra por mas de una
via de reaccion. El andlisis termodinamico y cinético permiti6 demostrar que la
reparacion de esta especie ocurre tanto por la via SET como por la FHT en medio
acuoso y en medio lipidico la Unica posibilidad es la via FHT. Sin embargo, aun falta
determinar si se trata de un mecanismo HAT o PCET, por lo que se recurre a un
analisis de cargas y de densidad de espin. Para este caso, el mecanismo PCET es
una opcidon muy probable ya que existen evidencias de que la reparacion de TrpN*®

con &cido Urico, acido ascérbico y trolox ocurre por esta vial®s.

En las Figuras 24 a 32 se encuentran los graficos de evolucion de carga y
espin sobre el aceptor (R*), el donador (AH) y el nacleo en transferencia (H*) con
respecto ala IRC de las reacciones de reparacion entre el radical TrpN°* (aceptor) y
cada una de las nueve especies tiofendlicas (donador). Anteriormente se mencioné
que en la Figura 11 se encuentra el patron de colores que representa a cada

especie involucrada en ambos medios de reaccion.

En la Figura 24 se puede observar el comportamiento esperado para un
mecanismo PCET. Como se espera para un mecanismo de este tipo, la carga sobre
el nucleo en transferencia es mayor —en comparacién como la que se observo para
el mecanismo HAT — ya que en este caso se trata de un H* y crece a lo largo de la
IRC. La inversion en la carga entre el donador y aceptor es el esperado
considerando que se trata de un sistema con carga neta neutra. Por otro lado, la

densidad de espin sobre el nucleo en transferencia es pequefa (~0.5%) y crece a
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los largo de la IRC, lo que corresponde a un H*. La inversién de densidad de espin
entre el donador y el aceptor indica que el H* y el e~ se transfieren en una sola
etapa de reaccion pero como especies separadas. Ademas es interesante notar que
la inversion de la densidad de espin entre el donador y el aceptor ocurre después
de la geometria del TS, es decir, en la zona de productos. Dicha caracteristica se
encuentra asociada con la asincronia entre la transferencia del H* y el e~, lo cual

implica que la transferencia se desvia en la direccion PEST (Esquema 6).
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Figura 24. Gréfico de evolucion de cargas atdbmicas de Mulliken y de densidad de espin
de Hirshfeld para la reaccion de reparacion entre el radical triptofanil y la

especie tiofendlica A en medio acuoso (verde) y lipidico (azul).
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Figura 25. Gréafico de evolucion de cargas atémicas de Mulliken y de densidad de espin
de Hirshfeld para la reaccién de reparacion entre el radical triptofanil y la

especie tiofendlica B en medio acuoso (verde) y lipidico (azul).
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Figura 26. Gréfico de evolucion de cargas atomicas de Mulliken y de densidad de espin
de Hirshfeld para la reaccion de reparacion entre el radical triptofanil y la

especie tiofendlica € en medio acuoso (verde) y lipidico (azul).
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Figura 27.Gréfico de evolucion de cargas atomicas de Mulliken y de densidad de espin
de Hirshfeld para la reaccién de reparaciéon entre el radical triptofanil y la

especie tiofendlica D en medio acuoso (verde) y lipidico (azul).
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Figura 28. Gréfico de evolucion de cargas atomicas de Mulliken y de densidad de espin
de Hirshfeld para la reaccién de reparacion entre el radical triptofanil y la

especie tiofendlica E en medio acuoso (verde) y lipidico (azul).
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Figura 29. Grafico de evolucion de cargas atdmicas de Mulliken y de densidad de espin
de Hirshfeld para la reaccion de reparacion entre el radical triptofanil y la
especie tiofendlica F en medio acuoso (verde) y lipidico (azul).
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Figura 30. Gréfico de evolucion de cargas atomicas de Mulliken y de densidad de espin
de Hirshfeld para la reaccién de reparacion entre el radical triptofanil y la

especie tiofendlica H en medio acuoso (verde) y lipidico (azul).
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Figura 31. Gréfico de evolucion de cargas atomicas de Mulliken y de densidad de espin
de Hirshfeld para la reaccién de reparacion entre el radical triptofanil y la

especie tiofendlica J en medio acuoso (verde) y lipidico (azul).
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Figura 32. Grafico de evolucion de cargas atdbmicas de Mulliken y de densidad de espin
de Hirshfeld para la reaccion de reparacion entre el radical triptofanil y la
especie tiofendlica L en medio acuoso (verde) y lipidico (azul).

Es importante también hacer notar que, al igual que en el caso de la leucina,
el medio de reaccion no juega un papel importante sobre el mecanismo de reaccion
a traves del cual ocurre la reparacion del triptéfano ya que éste no modifica el
comportamiento de las cargas o de la densidad de espin. La diferencia mas notable
es que en medio lipidico la inversion de carga y de densidad de espin entre el
donador y el aceptor ocurre ligeramente después que en medio acuoso, sin

embargo, la via de reaccién sigue siendo la misma.

En las Figuras 25 a 32 se puede observar el mismo comportamiento tanto
para las cargas como para las densidades de espin. En todos los casos es
independientemente del medio de reaccion, puede observarse que tanto la carga
(>0.05¢) y la densidad de espin (~0.5%) sobre el nucleo en transferencia,
corresponden a un H*. Igualmente, para todos los sistemas el cruce no se da en la

geometria del TS sino en la zona de productos.

Con base el andlisis termodinamico y cinético se demostré que los tiofenoles
son excelentes antioxidantes secundarios ya que reparan el dafio oxidativo sufrido
por el triptéfano a altas velocidades mientras que el analisis de cargas y de
densidades de espin permiti6 determinar los mecanismos que siguen estas

reacciones. En medio acuoso, las reacciones de reparaciéon del radical TrpN* con
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las especies G, I y K se dan exclusivamente por la via SET y con las especies A — F
y ] se dan Unicamente por la via PCET. Con las especies H y L, la reparacion se da
como una combinacion de ambas vias. Por otro lado, en medio lipidico las especies
G, I y K no son capaces de reparar el dafio causado al triptéfano. El resto de las

especies lo hacen solo por la via PCET en dicho medio.

5.4 Reparacion de sistemas peptidicos

En esta seccion se analiza la capacidad para reparar péptidos de las
especies tiofendlicas. Como modelos peptidicos, se emplean como base alaleucina
y al triptéfano. Considerando que el sitio de reacciébn permanece invariante con
respecto a los aminoacidos, no se espera que los mecanismos de reaccion sean
diferentes a los de éstos, por lo tanto, solo se realiza en analisis termodinamico y
cinético con el fin de comprobar que las especies antioxidantes no pierden

funcionalidad frente a sistemas mas complejos.

Enla Tabla 12 se presentan los valores de energia libre de Gibbs de reaccion
correspondientes a las reacciones de reparacion entre el radical peptidico de la
leucina y los doce diferentes tiofenoles por ambas vias de reaccién tanto en medio
acuoso como lipidico. Los datos de viabilidad termodinamica indican cuales son las

reacciones que pueden llegar a ser importantes bajo las condiciones de reaccion.

Como era de esperarse, la reparacion del péptido de leucina no se da por la
via SET en ninguno de los dos medios de reaccion. En la Tabla 12 puede verse que
las reacciones de reparacion por esta via en ambos medios se encuentran
sumamente desfavorecidas termodinamicamente, lo cual, sugiere que los productos
generados de dichas reacciones son considerablemente mas inestables que los
reactivos de los cuales partieron, i. e. se genera un radical que resulta ser menos
estable que el radical que se pretendia reparar. Por el contrario, las reacciones de
reparacion por la via FHT se encuentran favorecidas termodinamicamente. Existen

evidencias de que la reparacién de leucina y sus derivados, se da selectivamente
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por esta via, en especifico, siguiendo el mecanismo HAT':, lo que ha quedado
demostrado.

Tabla 12. Energia libre de Gibbs de reaccion (AG,.,, kcal/mol) a 298.15 K para las
reacciones de reparacion del péptido de leucina en medio acuoso y lipidico. Nivel
de célculo M06—2X/6—31++G(d,p).

Acuoso Lipidico
Especie SET FHT SET FHT
A 48.73 -15.51 51.98 -15.65
B 50.59 -18.79 51.10 -20.08
(A 51.67 -17.62 54.48 -17.65
D 51.29 -12.93 61.74 -12.99
E 50.57 -15.07 58.46 -15.40
F 64.14 -6.39 70.31 -12.00
G 42.14 -13.24 59.79 -12.48
H 47.48 -17.47 47.41 -17.45
1 46.13 -14.17 49.23 -14.30
J 49.47 -15.44 51.44 -14.62
K 46.48 -16.99 50.78 -16.93
L 45.73 -18.69 43.30 -17.92

Para el andlisis cinético solo se tomaron en consideracion las reacciones
exergonicas (AG,,, < 0). Enla Tablas 13 y 14 se encuentran los valores de energias
libres de Gibbs de activacion y las constantes de velocidad en medio acuoso y
lipidico, respectivamente, para las reacciones de reparacion entre el péptido de

leucina y los tiofenoles.

En la Tabla 13 puede observarse que la reaccion con el mayor valor de AG ™
corresponde a la que ocurre con la especie I, la cual, también corresponde a la
reaccion que se da a menor velocidad, siendo esta especie la menos eficiente para
reparar el dafio oxidativo causado al péptido de leucina en medio acuoso. Sin
embargo, ésta y el resto de las especies tiofendlicas resultan ser buenos
antioxidantes secundarios ya que tienen la capacidad de reparar a altas velocidades

(kgiopar > 105 M~1s™1). Considerando que algunas de las reacciones resultaron

estar controladas por difusion, las kTST fueron corregidas. Posteriormente,
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recordando el efecto del pH en medio acuoso, las constantes se corrigieron
Unicamente por las fracciones molares de las especies tiofendlicas ya que son las
gue presentan equilibrios acido—base a las condiciones de reaccién. Finalmente,

las keor Y kgiona r€SUItan ser numéricamente iguales ya que la Gnica via de reaccion

es la FHT.

Tabla 13. Energia libre de activacién y constantes de velocidad en medio acuoso a
298.15 K para la reparacion del péptido de leucina. Nivel de calculo M06—2X/
6—31++G(d,p).

Especie AG°H& kTSTI) ka,,p“’] ko™ kg,,,ba,[bl
A 6.21 4.26E+09 1.07E+09 1.51E+08 1.51E+08
B 5.09 2.80E+10 1.27E+09 7.83E+06 7.83E+06
c 5.42 1.61E+10 1.23E+09 8.16E+06 8.16E+06
D 5.89 7.33E+09 1.16E+09 3.41E+08 3.41E+08
E 4.95 3.55E+10 1.27E+09 1.47E+08 1.47E+08
F 8.20 1.49E+08 1.49E+08 3.07E+05 3.07E+05
G 7.27 7.17E+08 7.17E+08 7.16E+08 7.16E+08
H 5.86 7.71E+09 1.05E+09 1.96E+08 1.96E+08
I 12.19 2.61E+05 2.61E+05 2.46E+05 2.46E+05
J 6.63 2.09E+09 7.61E+08 1.47E+08 1.47E+08
K 6.42 3.00E+09 8.04E+08 3.50E+08 3.50E+08
L 7.23 7.65E+08 7.65E+08 2.01E+08 2.01E+08

[ en unidades de kcal /mol y® en unidades de M~ts71,

En la Tabla 14 se puede ver que las AG* correspondientes a las reacciones
de reparacion del péptido de leucina en medio lipidico son mayores en comparacion
al medio acuoso, sin embargo, todas las reacciones se dan a altas velocidades,
siendo la que ocurre con la especie G la menos favorecida. Considerando que
ninguna de las reacciones se encuentra controlada por difusién, que en el medio de
reacciones todos los reactivos se encuentran en su forma neutra y que todas las

reacciones ocurren Unicamente por la via FHT, es que las k™7, kg, keor Y

kgi0pa1 SON NUMEricamente iguales.
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Tabla 14. Energia libre de activacion y constantes de velocidad en medio lipidico a
298.15 K para la reparacion del péptido de leucina. Nivel de calculo M06—2X/
6—31++G(d,p).

Especie AGo:l:[a] kTST[b] kapp[b] ktot[b] kglobal[b]
A 9.58 1.45E+07 1.45E+07 1.45E+07 1.45E+07
B 11.11 1.10E+06 1.10E+06 1.10E+06 1.10E+06
A 7.39 5.83E+08 5.83E+08 5.83E+08 5.83E+08
D 7.85 2.66E+08 2.66E+08 2.66E+08 2.66E+08
E 7.82 2.81E+08 2.81E+08 2.81E+08 2.81E+08
F 10.45 3.31E+06 3.31E+06 3.31E+06 3.31E+06
G 12.95 8.60E+04 8.60E+04 8.60E+04 8.60E+04
H 11.94 2.67E+05 2.67E+05 2.67E+05 2.67E+05
I 11.85 4.98E+05 4.98E+05 4.98E+05 4.98E+05
J 12.46 9.40E+04 9.40E+04 9.40E+04 9.40E+04
K 12.16 2.31E+05 2.31E+05 2.31E+05 2.31E+05
L 11.56 5.13E+05 5.13E+05 5.13E+05 5.13E+05

[ en unidades de kcal/mol y® en unidades de M~ts71,

Por otro lado, la reparacion del péptido de triptéfano sigue un comportamiento
similar al del aminoacido libre. En la Tabla 15 se encuentran los valores de energia
libre de Gibbs de reaccion en medio acuoso y lipidico correspondientes a las

reacciones de reparacion entre el péptido de triptéfano y los tiofenoles.

Como puede observarse, la via SET se encuentra termodinamicamente
desfavorecida. En medio acuoso las Unicas reacciones de reparacion viables son
las que ocurren con las especies A, G — 1, K y L, mientras que en medio lipidico
ninguna reaccion es viable. La via FHT, por otro lado, se encuentra favorecida
termodindmicamente en ambos medios, sin embargo, para las reacciones con las
especies G, I y K, los TS no fueron encontrados en ninguno de los medios de
reaccion, por lo que no se incluyen datos cinéticos referentes a dichas reacciones.
Si bien el andlisis termodindmico sugiere que estas reacciones podrian ocurrir, no

es posible corroborarlo.

Una vez identificadas las reacciones exergonicas, el analisis cinético permitio
demostrar que las especies tiofendlicas son buenos antioxidantes secundarios en
ambos medios de reaccién. En las Tablas 16 — 18 se pueden encontrar los valores
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de energias libres de Gibbs de activacion y las correspondientes constantes de
velocidad.

Tabla 15. Energia libre de Gibbs de reaccion (AG,.,, kcal/mol) a 298.15 K para las
reacciones de reparacion del péptido de triptéfano en medio acuoso vy lipidico.
Nivel de calculo M06—2X/6—31++G(d,p).

Acuoso Lipidico
Especie SET FHT SET FHT
A -0.54 -13.89 52.09 -14.52
B 1.32 -17.17 47.65 -18.95
c 2.40 -16.00 50.15 -16.52
D 2.03 -11.32 57.42 -11.86
E 1.30 -13.45 54.13 -14.27
F 14.88 -4.78 65.99 -10.87
G -7.13 -11.63 55.47 -11.35
H -1.79 -15.86 43.08 -16.32
I -3.14 -12.56 44.90 -13.17
J 0.20 -13.83 47.12 -13.49
K -2.79 -15.38 46.45 -15.80
L -3.54 -17.07 38.97 -16.79

En la Tabla 16 se puede ver que aquellas reacciones que no ocurren en
medio acuoso por lavia SET, lo hacen por lavia FHT y viceversa. Solo la reparacion
del péptido de triptéfano por las especies A, H y L, ocurre por una combinacion de
mecanismos. Considerando que la mayoria de las reacciones se encuentran

controladas por difusion, las k™5T fueron corregidas.

Una vez corregidas las constantes de velocidad por efectos de la difusion
kqpp. €Stas fueron corregidas por las fracciones molares de los reactivos presentes
a las condiciones de reaccion. Para este caso, tanto el péptido de tript6fano como
los tiofenoles presentan equilibrios acido—base en medio acuoso por lo que es
necesario considerar dicho comportamiento dentro del calculo de las constantes ya
gue de no hacerlo, los resultados obtenidos no estarian representando de manera
adecuada a los sistemas en cuestion. Una vez que se obtienen por ambas vias de

reaccion en medio acuoso las k..., se pueden calcular las k., cOMo la suma de
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éstas. Sin embargo, como para las especies B — F y ] la reparacion no se da por la
via SET, entonces las k., (por la via FHT) y las kg, SON NnumMeéricamente iguales
ya que para estos casos, esta via es la Unica posible. Para las especies G, I y K no
es posible calcular las constantes de velocidad por la via FHT ya que no se
encuentra el TS, por lo que las kg ;,p,, SON una contribucion exclusiva de la via SET.
Para las especies A, H y L, 1as kg;,,q; S€ Obtienen como la suma de ambas vias,

siendo la SET la que mas contribuye. Todas las especies tiofendlicas resultan ser
buenos antioxidantes secundarios en medio acuoso ya que reparan el péptido de
triptéfano a altas velocidades, siendo la especie F la que reparara a menor
velocidad. En la Tabla 17 se encuentran todos los valores de las constantes en

medio acuoso para las reacciones de reparacion del péptido de triptéfano.

Tabla 16. Energia libre de activacién y constantes de velocidad en medio acuoso a
298.15 K para la reparacion del péptido de triptéfano. Nivel de calculo M06—2X/
6—31++G(d,p).

SET FHT
Especie AGCFE K TSTIb] AGoHE KTSTIb]
A 1.17 8.56E+11 7.03 1.07E+09
B 5.41 1.64E+10
c 4.83 4.41E+10
D 3.37 5.10E+11
E 3.38 5.04E+11
F 7.64 3.82E+08
G 0.45 2.91E+12
H 1.16 8.81E+11 4.91 3.85E+10
I 1.34 6.49E+11
] 3.03 9.16E+11
K 0.46 2.85E+12
L 0.59 2.29E+12 7.91 2.40E+08

[@ en unidades de kcal/mol y™® en unidades de M~1s~1,

En medio lipidico la reparaciéon del péptido de triptofano por la via SET se
encuentra desfavorecida termodinamicamente por lo que la via FHT resulta ser la

Unica posible. En la Tabla 18 se encuentran los valores de las energias libres de
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Gibbs de activacion y las contantes de velocidad para las reacciones de reparacion
del péptido de triptéfano en medio lipidico. Como puede observarse, con excepcion
de las reacciones con las especies G, I y K, cuyos TS no han sido localizados, todas
las reacciones se encuentran cinéticamente favorecidas. Para las reacciones que
se encuentran controladas por difusién las k75T fueron corregidas. Considerando
qgue en este medio de reaccion los reactivos se encuentran en su forma neutra y
que la Unica via de reaccion es la FHT, es que las kqpp, Keor Y Kgiopar SON
numéricamente iguales. Las especies tiofendlicas son buenos antioxidantes
secundarios en medio lipidico ya que tienen la capacidad de reparar el dafio
oxidativo causado al peéptido de triptéfano a altas velocidades (kgiopa >

106 M~1s™1).

Tabla 17. Constantes de velocidad (M~!s~1) en medio acuoso a 298.15 K para la

reparacion del péptido de triptéfano. Nivel de calculo M06—2X/6—31++G(d,p).

SET FHT
ESpeCie kapp ktot kapp ktot kglobal

A 3.98E+09 3.41E+09 5.92E+08 8.32E+07 3.49E+09
B 1.14E+09 7.02E+06 7.02E+06
c 1.21E+09 8.02E+06 8.02E+06
D 1.30E+09 3.80E+08 3.80E+08
E 1.21E+09 1.40E+08 1.40E+08
F 3.82E+08 7.86E+05 7.86E+05
G 3.91E+09 3.63E+06 3.63E+06
H 3.81E+09 3.09E+09 1.08E+09 2.02E+08 3.29E+09
I 3.68E+09 2.04E+08 2.04E+08
J 1.13E+09 2.17E+08 2.17E+08
K 3.66E+09 2.06E+09 2.06E+09
L 3.66E+09 2.69E+09 2.40E+08 6.28E+07 2.76E+09

Con base en el analisis termodinamico y cinético, no se espera que las
reacciones de reparacion del péptido de triptéfano sigan un mecanismo diferente al
presentado por el aminoacido libre, razén por la cual, el analisis de cargas y de

densidad de espin no se llevo a cabo. Por lo tanto, para las reacciones en las que
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la reparacion se da por la donacion de un a&tomo de hidrégeno, esta especie se
transfiere del donador al aceptor a través del mecanismo PCET.

Tabla 18. Energia libre de activacion y constantes de velocidad en medio lipidico a
298.15 K para la reparacion del péptido de triptéfano. Nivel de calculo M06—2X/
6—31++G(d,p).

Especie AGOF@ kTSTib) ka,,p[b] ko™ kg,,,ba,[bl
A 10.01 6.94E+06 6.94E+06 6.94E+06 6.94E+06
B 8.55 8.19E+07 8.19E+07 8.19E+07 8.19E+07
c 497 3.44E+10 1.91E+09 1.91E+09 1.91E+09
D 2.42 2.55E+12 1.96E+09 1.96E+09 1.96E+09
E 8.29 1.27E+08 1.27E+08 1.27E+08 1.27E+08
F 9.03 3.65E+07 3.65E+07 3.65E+07 3.65E+07
H 7.46 5.14E+08 5.14E+08 5.14E+08 5.14E+08
] 12.34 1.01E+07 1.01E+07 1.01E+07 1.01E+07
L 9.61 1.37E+07 1.37E+07 1.37E+07 1.37E+07

[ en unidades de kcal /mol y ' en unidades de M~ts71,

El analisis termodinamico, cinético y mecanistico de las reacciones de
reparacion tanto de los aminoacidos libres como de los péptidos correspondientes
por las especies tiofendlicas ha demostrado en general que dichas especies son

excelentes antioxidantes secundarios en ambos medios de reaccion.

5.5 Actividad pro—oxidante

Recordando que en medio acuoso y a pH fisiolégico los tiofenoles se
encuentran desprotonados en diferentes proporciones y que solo se conocen los
valores experimentales de pK, para las especies A y F, es necesario volver a
calcular estos valores ya que el nivel de teoria para llevar a cabo el estudio de la
actividad pro—oxidante, es diferente al empleado para estudiar la actividad

antioxidante. Los valores de pK, se calculaon te6ricamente empleando el método
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de parametros ajustados como indica la Ecuacién (32)*!. Dichos valores se
obtuvieron como un promedio de los valores calculados empleando los parametros
m y C, para los niveles de teoria LC—wPBE/6—311++G(d,p) y LC—wPBE/
6—31+G(d) ya que para el nivel de teoria LC—wPBE/6—31++G(d,p) —que es el nivel

empleado en el presente estudio— no se encuentran parametrizados.

En la Tabla 19 se encuentran los valores de pK, calculados usando los
parametros para los niveles de teoria LC—wPBE/6—311++G(d,p) y LC—wPBE/
6—31+G(d). El promedio de dichos valores se tom6 como el pK, de las especies
tiofendlicas y con base a éstos se calcularon las fracciones molares y se corrigieron

las constantes de velocidad.

Tabla 19. Energia libre de Gibbs de reaccién a 298.15 K y pK,'s. Nivel de calculo
LC-wPBE/6-31++G(d,p).

Especie AGyyn rK,
kcal /mol 6—311++G(d,p)™ 6—31+G(d)™ 6—31++G(d,p)™
A 289.066 6.714 7.442 7.078
B 282.920 4.372 5.119 4.746
C 284.787 5.084 5.824 5.454
D 288.236 6.398 7.128 6.763
E 287.553 6.138 6.870 6.504
F 283.283 4511 5.256 4.883
G 297.428 9.900 10.603 10.252
H 287.905 6.272 7.003 6.638
I 294.157 8.654 9.366 9.010
J 288.665 6.561 7.290 6.926
K 290.349 7.203 7.927 7.565
L 288.282 6.416 7.146 6.781
@m=0381yC, =-103.420, P m = 0.378 y C, = —101.825%** y [4 promedio de valores de pK,
entre @y [],

Comparando los valores de pK, experimentales de las especies Ay F (6.615
y 4.715, respectivamente!*!) con los valores obtenidos en la Tabla 19, se puede
observar que de nueva cuenta, la aproximacion hecha para obtener dichos valores
brinda resultados confiables ya que la diferencia entre el valor experimental y el

valor calculado es de 0.463 y 0.168 unidades de pK,, respectivamente, de tal forma
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que los valores calculados siguen estando por debajo del error maximo aceptable
(2 unidades de pK,).

En la Tabla 20 se pueden encontrar los valores de las constantes de acidez
y las respectivas fracciones molares calculadas a condiciones fisiologicas a partir
de los valores de pK, obtenidos en la Tabla 19. Para las especies cuyos valores de
pK, se conocen experimentalmente (A4, F), se tomaron dichos valores y no los
calculados. Una vez conocidos los valores de pK, y de las fracciones molares, se
procedié a realizar el analisis de viabilidad termodinamica y de cinética. En las
Tablas 21 y 22 se encuentran los valores de energia libres de Gibbs de reaccion,

de activacion y las constantes de velocidad.

Tabla 20. Constantes de acidez y fracciones molares a pH = 7.4 y 298.15 K en medio
acuoso. Nivel de célculo LC-wPBE/6-31++G(d,p).

ESpeCie pKa Ka Aneutro Aaniénico
A 6.615 2.43E-07 0.141 0.859
B 4.746 1.80E-05 0.002 0.998
¢ 5.454 3.52E-06 0.011 0.989
D 6.763 1.73E-07 0.187 0.813
E 6.504 3.14E-07 0.113 0.887
F 4.715 1.93E-05 0.002 0.998
G 10.252 5.60E-11 0.999 0.001
H 6.638 2.30E-07 0.147 0.853
I 9.010 9.77E-10 0.976 0.024
J 6.926 1.19E-07 0.251 0.749
K 7.565 2.72E-08 0.594 0.406
L 6.781 1.66E-07 0.194 0.806

Es necesario recordar que la actividad pro—oxidante se estudi6 a través de
la reaccion de reduccion de Cu(Il) a Cu(I). Considerando que este proceso implica
una transferencia electronica (reaccion tipo 6éxido—reduccion) entre el aceptor
—Cu(ll), el oxidante—y el donador —tiofenoles, los reductores—, la Unica via posible
de reaccion es SET. Las reacciones se llevan a cabo exclusivamente en medio
acuoso ya que, como ha quedado demostrado, la transferencia electrénica no es

viable en medios no polares.
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Los valores de AG,,,, que se encuentran en la Tabla 21 indican que todas las
reacciones de reduccién de Cu(II) son exergonicas y con base en los valores de

AG™*, cinéticamente también se encuentran favorecidas.

Tabla 21. Energia libre de Gibbs de reaccion (AG,,,) y de activacion (AG°¥) en kcal /mol
a 298.15 K para las reacciones de reduccion de Cu(II) en medio acuoso. Nivel
de calculo LC-wPBE/6-31++G(d,p).

Especie AG, AG°*
A -13.26 2.80
B -10.14 4.50
c -9.39 4.59
D -5.23 4.58
E -11.36 3.63
F -4.85 7.46
G -19.26 2.47
H -12.40 2.85
I -16.41 3.20
J -12.53 2.95
K -15.50 2.20
L -13.91 2.86

En la Tabla 22 se puede corroborar que en efecto todas las reacciones se
encuentran cinéticamente favorecidas. De hecho, con excepcidon de la reaccion
entre Cu(ll) y la especie 10F, todas las reacciones estan controladas por difusion,
por lo que es necesario corregir las constantes. Posteriormente, recordando que los
tiofenoles presentan equilibrios acido—base en medio acuoso, las constantes
también fueron corregidas por las correspondientes fracciones molares a pH
fisiolégico. Finalmente, considerando que las reacciones ocurren exclusivamente

por la via SET, las k¢ Y 1S kgiopq; SON NUMEricamente iguales.

Como se ha podido demostrar, las especies tiofendlicas son muy buenos
reductores, siendo la especie G el peor reductor. Esto implica que los tiofenoles
presentan una actividad dual, es decir, pueden actuar tanto como antioxidantes o

como pro—oxidantes. Anteriormente se demostré6 que son buenos antioxidantes
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primarios® y a lo largo del presente trabajo, se ha demostrado que también son
excelentes antioxidantes secundarios, sin embargo, a condiciones fisiolégicas y en
presencia de metales — Cu(II) en este caso— pueden oxidarse a altas velocidades,

induciendo asi la produccién de HO* a través de la reaccion de Fenton.

Tabla 22. Constantes de velocidad (M~!s™1) en medio acuoso a 298.15 K para las
reacciones de reduccién de Cu(II). Nivel de célculo LC-wPBE/6-31++G(d,p).

Especie kTST kapp ktot kglobal
A 5.53E+10 3.08E+09 2.64E+09 2.64E+09
B 3.14E+09 1.59E+09 1.58E+09 1.58E+09
(A 2.67E+09 1.46E+09 1.44E+09 1.44E+09
D 2.75E+09 1.49E+09 1.21E+09 1.21E+09
E 1.36E+10 2.59E+09 2.29E+09 2.29E+09
F 2.11E+07 2.11E+07 2.10E+07 2.10E+07
G 9.56E+10 3.17E+09 4.46E+06 4.46E+06
H 5.04E+10 2.98E+09 2.54E+09 2.54E+09
I 2.79E+10 2.72E+09 6.52E+07 6.52E+07
J 4.28E+10 2.91E+09 2.18E+09 2.18E+09
K 1.52E+11 2.95E+09 1.20E+09 1.20E+09
L 4.98E+10 2.88E+09 2.33E+09 2.33E+09

Si bien no se puede hacer una comparacion directa entre la actividad anti y
pro—oxidante de las especies tiofendlicas ya que los estudios se llevaron a cabo a
diferentes niveles de teoria, los resultados aqui mostrados permiten demostrar la
actividad dual de estas especies. Podria estudiarse la capacidad como quelantes
de los tiofenoles para saber si éstos pueden inhibir la reduccion del Cu(II) y, por lo

tanto, también la produccion de radicales libres.
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Capitulo VI

Conclusiones

Se demostré que las especies tiofendlicas son antioxidantes secundarios,
tanto en medio acuoso como lipidico, ya que tienen la capacidad de reparar el dafo
causado por estrés oxidativo a los aminoéacidos leucina y tript6fano asi como sus

correspondientes péptidos.

El analisis termodinamico y cinético, en conjunto con en el analisis de cargas
de Mulliken y de densidades de espin de Hirshfeld, permitio la determinacion de los
mecanismos de reaccion a través de los cuales, los tiofenoles actuan como

antioxidantes secundarios.

Los valores de pK, calculados tedricamente son confiables ya que las
diferencias entre los valores experimentales y los calculados fueron menores a 0.5

unidades de pK, sin importar el nivel de teoria empleado.

La reparacion del radical de leucina se lleva a cabo eficientemente en ambos
medios de reaccion, sin embargo, se encuentra mas favorecida en medio lipidico.
El analisis termodinamico permitio demostrar que este proceso no se lleva a cabo
mediante la donacion de electrones del tiofenol al radical, es decir, la via SET no es
una opcion, por lo que la Unica posibilidad de reparacién es a través de la donacién
de atomos de hidrégeno (via FHT). El andlisis mecanistico demostré que la
reparacion se lleva a cabo exclusivamente por la via HAT y que el medio de reaccién
no ejerce un efecto significativo en el proceso ya que no modifica el mecanismo de

reaccion. La especie K resulto ser el mejor tiofenol reparador del radical de leucina
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en medio acuoso mientras que la especie F resulto ser la menos eficiente. En medio

lipidico, la especie B es la més eficiente mientras que la G resulta ser la peor.

Para el radical de tript6éfano, la reparacion se lleva a cabo de manera eficiente
en ambos medios de reaccién, sin embargo, los mecanismos de reaccién varian
dependiendo de la especie tiofendlica y el medio. En medio acuoso, el analisis
termodinamico demostré que las especies A — F y J no son buenas donadoras de
electrones, por lo tanto, la reparacion con estas especies ocurre Unicamente por la
donacion de un &tomo de hidrégeno. Con base en el andlisis de cargas y de espin
se determindé que el mecanismo que siguen es PCET. Por otro lado, para las
especies G, I y K no se ha podido demostrar si son buenas donadoras de atomos
de hidrégeno ya que no ha sido posible localizar los TS, en ninguno de los dos
medios de reaccion, sin embargo, se ha demostrado que pueden ejercer su
actividad reparadora a travées del mecanismo SET ya que son buenas donadoras de
electrones. El efecto reparador de las especies H y L se da como una contribucion
de los mecanismos SET y PCET. En medio acuoso, la especie D es la mas eficiente
para reparar el dafo oxidativo causado al radical triptofanil mientras que la especie
F es la menos eficiente. Por otro lado, en medio lipidico, el analisis termodinamico
comprob6 que la reparacion de este radical no ocurre por la donacién de electrones
y con base en el analisis de cargas y espin se demostré que ocurre a través del
mecanismo PCET. La especie B es el antioxidante mas eficiente mientras que la

especie ] es el menos eficiente.

Para el péptido de leucina, se comprobd por analisis termodinamico que la
reparacion no se lleva via SET en ningan medio de reaccion, sin embargo, todos los
tiofenoles son capaces de reparar a través de la donacion de un atomo de
hidrogeno. En medio acuoso el tiofenol mas eficiente para reparar el dafio oxidativo
sufrido por el radical de leucina es el G mientras que el I es el peor. Por otro lado,
en medio lipidico la especie C y la especie F son la mejor y la peor, respectivamente.

El mecanismo de reaccidn que siguen para ejercer su efecto antioxidante es HAT.
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Con base en el andlisis termodinamico, la reparacion del péptido de triptofano
ocurre como una combinacion de los mecanismos SET y PCET para las especies A4,
H y L en medio acuoso. Por otro lado, no se sabe si las especies G, I y K actian
por la via FHT, en ninguno de los medios de reaccion, pero por la via SET se ha
demostrado que son buenas reparadoras. Las que las especies B — F y | actdan
Unicamente por la via PCET. En medio lipidico, la Gnica via posible es PCET. Con
base en el analisis cinético, las especies A y D son las méas eficientes, en medio
acuoso Y lipidico, respectivamente, para reparar el dafio sufrido por el péptido de

tript6fano mientras que las especies F y A son las que actian a menor velocidad.

Con respecto a la capacidad pro—oxidante de las especies tiofendlicas, se
demostro que estas especies son reductores de Cu(II), siendo la especie A la mejor

reductora mientras que la especie G es la peor.
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Anexos

Al. Teoriade los Funcionales de la Densidad

Dentro de los métodos computacionales disponibles en la actualidad, la
teoria de los funcionales de la densidad (DTF, por sus siglas en inglés) se destaca
como uno de los mas empleados ya que permite el calculo de las propiedades

moleculares con un alto nivel de precision y un bajo costo computacional.

En esta teoria, la energia total del sistema puede ser expresada en términos
de la densidad electrénica p(r), la cual, depende solamente de tres coordenadas,
en lugar de usar la funcion de onda ¥, la cual, depende de las 3N coordenadas de
las N particulas que conforman el sistema. La DFT se encuentra basada en los

teoremas de Hohenberg—Kohn! y las ecuaciones de Kohn—Sham?.

Los teoremas de Hohenberg y Kohn demuestran que la densidad electrénica
del sistema en estado basal, p,(r), determina el potencial externo, V.., y el nimero
de electrones, por tanto, es posible determinar el Hamiltoniano electrénico3.
Ademas, establecen que existe un principio variacional analogo al de la Mecéanica
Cuantica, lo cual, asegura que la energia dada por una densidad electronica

aproximada p'(r) seré siempre superior a la energia exacta del estado basal.

Con base en lo anterior, se prueba que la energia de un sistema de
N electrones es un funcional de su densidad, E = E[p(r)], y puede expresarse como

indica la Ecuacion (1):

1 P. Hohenberg, W. Kohn, Phys Rev., 1964, 136 (3B), B864.
2 W. Kohn, L. J. Sham, Phys. Rev., 1965, 140 (4A), A1133.
3 F. Jensen, Introduction to Computational Chemistry. 2007, Wiley, England.
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Elo(] = [ pryvar + Flp()] ©

donde v(r) es el potencial externo y F[p(r)] es el funcional universal de Hohenberg

y Kohn y esté definido como la Ecuacién (2) expresa:

Flp()] = Tlp(r)] + Vee [p(r)] (2)

donde T[p(r)] es la energia cinética 'y V,.[p(r)] es la energia clasica de repulsion
electrén—electrén. Este funcional es independiente del sistema en cuestién (no

dependiente de v(r)) por lo que es universal, sin embargo, es desconocido.

Por su parte, Kohn y Sham desarrollaron una metodologia a travées de la cual,
la densidad electronica puede ser expresada en términos de los orbitales de
Kohn—Sham, los cuales, minimizan la energia a través de un método iterativo

analogo al campo auto—consistente de Hartree—Fock*®, Ecuacién (3):

N

p() =D Y 19:r, ) )

i

De esta manera, la energia cinética se puede aproximar a la de un sistema

de particulas no interactuantes, Ecuacion (4):

N

Tl = ) (#i]-7 72

l

) &

Por lo que el funcional universal de Hohenberg y Kohn puede aproximarse

como la Ecuacion (5) expresa:

Flp(M] = Ts[p(M] + Jlp(r)] + Exc[p(r)] (5)

4 C. J. Cramer, Essentials of Computational Chemistry. Theories and Models. 2004, Wiley, England.
5 E. Lewars, Computational Chemistry. Introduction to the Theory and Applications of Molecular and
Quantum Mechanics. 2003, Kluwer Academic Publishers, New York.
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donde J[p(r)] es la energia clasica de interaccion couldombica y Ey. es el funcional
de la energia de intercambio y correlacion. Este Ultimo término contiene a la energia
de intercambio que resulta de la antisimetria de la funcion de onda y a la correlacion

dinamica entre los movimientos individuales de los electrones.

En la practica, Exc[p(r)] se puede separar en dos partes: una que contiene
el intercambio de electrones, Ex[p(r)], y otra que contiene la correlacion entre

electrones, E.[p(r)]3, Ecuacion (6):

Exclp()] = Ex[p(M)] + Ec[p(r)] (6)

El grado de exactitud del funcional de intercambio y correlacion esta
determinado por los funcionales Ex[p(r)] y Ec[p(r)], los cuales, pueden depender
de diferentes variables como son la densidad electronica, p(r), el gradiente de la
densidad electrénica, Vp(r), el laplaciano de la densidad electrénica, V?p(r), el
intercambio exacto Hartree—Fock, EFF, entre otras®®, por lo que en la actualidad
existe una amplia gama de funcionales que pueden ser empleados en el estudio de

sistemas quimicos.

John Perdew propuso una clasificacion de funcionales, la cual, se basa en
las diferentes variables que pueden emplearse para el disefio de los funcionales de
intercambio y correlaciéon conocida coloquialmente como la escalera de Jacob’.
Todo el esfuerzo en DFT se encuentra centrado en desarrollar nuevos funcionales
de intercambio y correlacion que alcancen la exactitud quimica, la cual, se ha fijado
en ser menor a 1 kcal/mol con respecto al valor experimental®. Aunque en principio
el grado de exactitud de los célculos DFT depende de la aproximacion —nivel o
escalon en la escalera— hecha para construir el Ex.-, no existe en realidad ninguna

seguridad de que asi ocurra en la practica.

6 1. N. Levine, Quimica Cuantica. 2001, Pearson, Madrid.
7 J. P. Perdew, K. Schmidt, AIP Conf. Proc., 2001, 577 (1), 1.
8 A. Vela, Educacion Quimica, 2016, 27, 278.

118



En la Figura A1 se encuentra una representacion de la escalera de Jacob;
cada escalon representa una diferente aproximacion: del lado izquierdo se
encuentran las diferentes variables y del lado derecho algunos ejemplos de
funcionales.

Exactitud quimica — Cielo —

2, Vp, V?por,

RPA Generalizado OEP2, mPW2—-PLYP
EfF: qbi

p, Vp, V?p o1, EFF

Hiper—GGA M06—-2X, LC—wPBE, B3LYP
p,Vp,V?pot Meta—GGA B95, TPSS
P, Vp GGA PBE, BLYP
p Densidad Local LDA, LSDA

Hartree—Fock

Figura A1. Clasificacion de los funcionales de intercambio y correlacion. Aproximacion
de fase aleatoria (RPA, por sus silgas en inglés), aproximacién de gradiente
generalizado (GGA, por sus silgas eninglés), aproximaciéon de densidad local
(LDA, por sus silgas en inglés), aproximacion de densidad de espin local
(LSDA, por sus silgas en inglés), densidad electrénica (p), gradiente de la
densidad electronica (Vp), laplaciano de la densidad electronica (V2p),
densidad de energia cinética del orbital (t), intercambio exacto Hartree —
Fock (EXF)y orbitales virtuales Kohn—Sham (¢;).

Para el desarrollo del presente trabajo se emplearon los funcionales hibridos
hiper—GGA M06—2X° y LC—wPBE para realizar el estudio de la actividad

%Y. Zhao, D. G. Truhlar, Theor. Chem. Acc., 2008, 120, 215.
10 0. A. Vydrov, G. E. Scuseria, J. Chem. Phys., 2006, 125, 234109.
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antioxidante secundaria y la actividad pro—oxidante de tiofenoles, respectivamente.
El funcional M06—2X tiene en cuenta el 54% de EIF, depende de las variables p,
Vp y 1, Yy se encuentra parametrizado Unicamente para no metales (33 parametros
optimizados)®. Sus creadores lo recomiendan para calculos de termoquimica,
cinética, interacciones no covalentes y estados excitados de especies del grupo
principal®. Por otro lado, el funcional LC—wPBE hace una separacion de rango en
el componente de intercambio. Esta corregido para interacciones de largo alcance
y toma en consideraciéon un solo parametro empirico, w = 0.04 bohr~!. Se
encuentra combinado con el funcional PBE para considerar el corto alcance. Sus
creadores han encontrado que para calculos de termoquimica, energias de
activacion, longitudes de enlace y transferencia de carga, brinda buenos

resultados?o.

A2. Funciones de base

Las funciones de base son un conjunto de funciones matematicas cuyas
combinaciones lineales dan como resultado una representacion de los orbitales

moleculares de un sistema quimico®!!.

En un sentido matematico, se podrian emplear varios tipos de funciones de
base, por lo que se han sugerido muchas opciones, sin embargo, solo dos tipos de
éstas son las que se usan comunmente: los orbitales tipo Slater (STO, por sus siglas
en inglés) y los orbitales tipo gaussiano (GTO, por sus siglas en inglés)!?. Estos
orbitales moleculares o funciones de base generalmente estan centrados sobre un
nacleo atébmico y se encuentran normalizados. Los STO 1s normalizados y

centrados en R, tienen la forma (Ecuacion 7).

11 G. Cuevas, F. Cortés, Introduccién a la Quimica Computacional. 2003, Fondo de Cultura
Econdmica, México.

12 A, Szabo, N. S. Ostlund, Modern Quantum Chemistry. Introduction to Advanced Electronic
Structure Theory. 1996, Dover Publications Inc., New York.
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3\ '/
O3F(,r—Ry) = (%) : e~SIr—Ral (7)

donde ¢ es el exponente orbital de Slater. Por otro lado, los GTO 1s normalizados y

centrados en R, tienen la forma (Ecuacion 8):

3
2a\ /4 )
¢SF(a,r —R,) = (—;) g~alr=FRal (8)

donde «a es el exponente orbital gaussiano. Estos exponentes orbitales son nimeros
positivos mayores a cero y determinan la difusividad o tamafio de la funcion de base:
a mayor valor, menos difusa sera la funcién mientras que a menor valor, la funcién

sera mas difusal?.

Entre las diferencias mas importantes entre este tipo de orbitales se
encuentran en la parte exponencial, e~$" y e=®”: 1) cuando r — 0 la funcién de
Slater tiene una pendiente finita mientras que la funcion gaussiana tiene una
pendiente igual a cero y 2) a valores grandes de r, la funcion gaussiana decae

mucho mas rapido que la funcion de Slater? (Figura A2).

I T T

Radio (u.a.)

Figura A2. Comportamiento de las funciones STO y GTO®,

13 A. L. Magalh&es, J. Chem. Educ., 2014, 91, 2124.
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Si bien para el desarrollo de calculos que emplean la funcién de onda el uso
de funciones tipo Slater serian mas adecuado ya que describen mejor las
propiedades de los orbitales moleculares y se necesitan menos de éstas para
alcanzar el mismo nivel de aproximacién, en la practica mayoritariamente se
emplean las tipo gaussianas ya que la evaluacion analitica de las integrales
bielectrénicas es menos complicada y por tanto, consumen menos tiempo y

recursos computacionales®12,

Aunque las funciones gaussianas no son las 6ptimas desde el punto de vista
de la representacion fisica, la solucion al problema se tiene al obtener orbitales tipo
Slater utilizando combinaciones lineales de funciones gaussianas preestablecidas,
conocidas como funciones primitivas. Esta combinacion lineal permite obtener
funciones denominadas gaussianas contraidas. A este procedimiento se le
denomina STO - NG, donde N indica el nimero de funciones gaussianas necesarias

para aproximarse a una funcion tipo Slater*?.

Con base en lo anterior, el factor mas importante que se debe considerar en
la eleccion de un conjunto de base es el numero de funciones y la precision
deseada. La base mas pequefia disponible se denomina base minima. Los
conjuntos de base minima contienen el menor nimero de funciones necesarias para
representar todos los electrones de un atomo y mantener la simetria esférica3. El
STO — 3G es un conjunto de base minima que usa tres funciones gaussianas

primitivas para representar cada orbital atobmico de tipo Slater.

Una base minima permite hacer célculos rapidos de atomos y moléculas pero
la precision no es buena, por lo tanto, el doblar o triplicar el nUmero de funciones
base de una funcién minima, introduce una mejora3. Estas funciones son conocidas

como doble zeta (DZ), triple zeta (TZ), cuadruple zeta (QZ) y quintuple zeta (52).

Considerando que los electrones internos no participan en el enlace quimico,
es gue las funciones asociadas a dicho electrones no se aumentan pero para

describir los electrones de valencia es muy comun que las funciones se aumenten.
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Con base en lo anterior es que Pople y colaboradores'# desarrollaron los conjuntos
de valencia dividida, los cuales, tienen dos o0 mas funciones de base por cada orbital
de valencia. Estas funciones se describen de la manera k — nlmG donde k indica el
namero de funciones gaussianas primitivas que se usan para representar a los
orbitales internos y los nimeros nlm representan tanto el nimero de funciones en
gue se dividen los orbitales de valencia como la cantidad de funciones gaussianas
gue son empleadas para su representacion. A pesar de que la divisién de valencia
permite cambiar el tamafio de los orbitales, no puede cambiar su forma por lo que

es necesario introducir otros conjuntos de base.

Las funciones base generalmente se encuentran centradas en los nucleos,
lo cual, limita su flexibilidad para describir las distribuciones electronicas
internucleares. Esta limitacion es eliminada usando conjuntos de bases polarizadas,
es decir, para cada atomo se afladen funciones con momentos angulares mayores
al requerido por el estado basal. Estos conjuntos de bases adicionan funciones tipo
d a las bases de los atomos de la segunda fila de la tabla periddica, de tipo f a los

metales de transicion y de tipo p a los &tomos de hidrégeno??.

Por otro lado, la incorporacion de funciones difusas permite a los orbitales
decaer mas lentamente lo que brinda una mejor descripcion de la parte final de la
funcidén de onda, por lo cual, los electrones que se encuentran distantes del nucleo
son mejor descritos. Estas funciones son basicas para representar apropiadamente
aniones, moléculas con pares electronicos no compartidos, estados excitados,
moléculas con elevada carga negativa, sistemas con potenciales de ionizacion

bajos, etct.

Para el desarrollo del presente trabajo, todos los calculos se realizaron
usando la base 6—31++G(d,p), la cual, es una base DZ de valencia dividida donde
los electrones internos se representan como el producto de la contraccion de seis
gaussianas primitivas, seguidas de dos funciones de base de tamafios diferentes

para representar cada orbital de valencia. La primera parte de los orbitales de

14 ], S. Binkley, J. A. Pople, W. J. Hehre, J. Am. Chem. Soc., 1980, 102 (3), 939.
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valencia es el producto de la contraccion de tres gaussianas primitivas, mientras
qgue la segunda se representa mediante la contraccibn de una. Ademas, tiene
funciones difusas en atomos pesados y ligeros (++) y funciones polarizadas (un

orbital d para describir a los a&tomos pesados y un orbital p para los hidrégenos).

A3. Andlisis poblacional

La asignacion de cargas atémicas o de érdenes de enlace implica el calculo
del nimero de electrones que pertenecen a cada a&tomo 0 que se encuentran

compartidos entre ellos. Dichos céalculos son conocidos como analisis de poblacion®.

Cuando un electron pasa a formar parte de un orbital molecular (OM),
producto de la combinacion lineal de orbitales atdmicos (0A), determinar qué tanto
de él pertenece a un atomo o a otro resulta arbitrario, sin embargo, los analisis de
poblacién han resultado ser herramientas Utiles para el estudio de mecanismos de
reaccion. En el presente trabajo se recurre al analisis poblacional de Mulliken para
determinar las cargas atdbmicas y al de Hirshfeld para determinar las densidades de

espin.

Uno de los esquemas de particion mas utilizando en los calculos de cargas
atémicas es el de Mulliken®®. De acuerdo a este esquema, la carga atémica neta,

q4, Se puede calcular como lo indica la Ecuacién (9):

qa =Zs— Ny ©)

donde Z, es el numero atomico del atomo A y N, es el nimero de electrones
asociado al &tomo A. Para asignar el nimero de electrones, se consideran todas las
contribuciones de las funciones base (0A) centradas en el 4&omo A mas las
contribuciones debidas al traslape —repartidas equitativamente entre los dos

atomos—3°. Si bien este esquema es sencillo, presenta algunos inconvenientes

15 R. S. Mulliken, J. Chem. Phys., 1955, 23 (10), 1833.
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como asignar mas de dos electrones o0 un nimero negativo de electrones por orbital,

ademas de que suele ser sensible a los conjuntos de base®.

Por otra parte, el esquema de Hirshfeld se basa en utilizar las densidades
electronicas atdmicas para particionar la densidad electrénica molécular®6. Para
realizar la particion, primero se define a la densidad promolecular, pp;omotecuiq» COMO
la sumatoria de las densidades electronicas de los atomos libres, pgensidad atomica
en estado basal promediadas esféricamente, Ecuacion (10), y posteriormente, la
densidad electrénica molecular, sobre cada uno de los puntos entre los &tomos que
conforman la molécula, se particiona con base a factores de ponderacion, w,, de

acuerdo a las contribuciones promoleculares®*®, Ecuaciéon (11).

M—-atomos

Ppromolecula (r) = Z pzensidad atomica (r) (10)
A

densidad atémica
Pa ° (r)

Ppromolecula(T)

wa(r) =

(11)

Finalmente, la densidad electrénica correspondiente a un atomo enlazado
dentro de la molécula, p§™@z¢do  queda definida como se presenta en la
Ecuacion (12):

enlazado

Pa =Wy (r)pmolécula (r) (12)

donde pmoiscuia COrresponde a la densidad electronica molecular definida
anteriormente en la Ecuacion (3). Al igual que el esquema de Mulliken, el de

Hirshfeld es sensible al nivel de teoria (método y base)3.

16 E. L. Hirschfeld, Theor. Chim. Acta, 1977, 44 (2), 129.
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