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l.- Introduccidén

El estrés oxidativo es el resultado de un desbalance quimico entre la produccion y el consumo
de oxidantes. Se trata de un proceso que puede dafiar todas las estructuras celulares.!
Normalmente, el cuerpo humano esta disefiado para controlar la produccién y remocién de
oxidantes, sin embargo, en altas concentraciones, estos pueden afectar a las biomoléculas.
Ademas, el dafio que pueden provocar se potencia por aspectos ambientales y fisioldgicos.!
* Los padecimientos provocados por el estrés oxidativo son un problema de salud publica a
nivel mundial. El estrés oxidativo esta relacionado con enfermedades cronico degenerativas
como Alzheimer, Parkinson, esclerosis multiple, hipertension, arteriosclerosis, diabetes tipo
2, enfermedades renales, oculares, pulmonares y algunos tipos de cancer; sobre todo los
relacionados con estrogenos como el cancer de seno y de prostata.®® En la Figura 1 se resefian

algunas enfermedades relacionadas con el estrés oxidativo.
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Figura 1. Enfermedades relacionadas con el estrés oxidativo.



En este trabajo, nos centraremos en los radicales libres, que se definen como moléculas o
iones con un nimero impar de electrones y que se caracterizan por ser altamente reactivos.’
En altas concentraciones, los radicales libres son oxidantes especialmente perniciosos y se
han relacionado sistematicamente con la generacion de estrés oxidativo. Sin embargo, en
concentraciones moderadas, participan en numerosos procesos bioldgicos benéficos, como
la estimulacién de la division celular, en el sistema de sefializacion celular, en la apoptosis
celular y en la regulacion de ciertos receptores.® Entre los radicales libres, se encuentran los
que estan centrados en atomos de nitrégeno, azufre, oxigeno y carbono. En la Tabla 1 se
reportan algunos de estos radicales libres.

Tabla 1. Radicales libres centrados en nitrogeno, azufre, oxigeno y carbono.

Radicales libres de Radicales libres de Radicales libres de Radicales libres
nitrégeno azufre oxigeno de carbono
NO- HS- *OH CHae
NOO- HS+> «OOH CH3CHae
Oy

Entre las especies reactivas de nitrégeno se encuentra el 6xido nitrico (NO«), que es un radical
libre producto directo de la actividad fagocitica del cuerpo humano ante infecciones.'® Por
otro lado, los radicales libres centrados en azufre como HSe, HS+>, son menos reactivos que
los centrados en oxigeno.! Con respecto a los radicales libres centrados en oxigeno, el radical
hidroxilo (*OH) es el radical libre mas reactivo y se puede formar a nivel intracelular a partir
de Oz y H20; en presencia de iones metalicos como el cobre o el hierro.2%19 El primer paso
para la produccion del radical *OH es por medio de la reaccion de Haber-Weiss (Ecuacion
1), catalizada por cationes metélicos.> El siguiente paso (Ecuacion 2), consiste en la
reaccion de Fenton, en la cual Fe?* reacciona con H20; Y los productos son Fe**, el radical
*OH, y OH"; ya que el Fe®* es un catalizador (se consume y se regenera) se pueden producir
grandes cantidades del radical OH.2416
Oz + Fe* > O, + Fe?* (1)

Fe?* + H,0, > Fe®" + «OH + OH" (2)
Los radicales *OH reaccionan con lipidos, polipéptidos, proteinas y &cidos nucleicos,
especialmente tiamina y guanosina, y de esta forma pueden provocar mutaciones en el
ADN.



Otros radicales libres centrados en oxigeno son los ROOe, llamados radicales peroxilo, que
se forman por reaccion directa de oxigeno con radicales alquilo, *R;'° como se puede observar
en la Ecuacion 3.2 En el contexto del estrés oxidativo, los radicales alquilo, *R, se forman

por medio de la oxidacion de los acidos grasos insaturados.*

O2 + <R = ROO- 3)
Los radicales *OOH son llamados radicales hidroperoxilo. En la Ecuacion 4 se observa que
es el producto de la protonacion del anion del radical superoxido (Oz¢7).1° EI «OOH/O;" tiene
un pKa=4.8, por lo que la reaccion esta favorecida a pH superior a 4.8, en medio fisioldgico

su concentracion es baja, pero relevante.®

Oze + H" = «OOH 4)

El «OOH también es la molécula méas pequefia de la familia de los radicales hidroperoxilo,
entre los que destacan los radicales lipidicos peroxilo (LOO¢), que se pueden formar por la
interaccion de oxigeno molecular con los &cidos grasos radicalarios durante el proceso de
autoxidacion.'” Se ha propuesto que el radical sOOH tiene un papel esencial en los efectos
toxicos de la respiracion aerobica, debido a que tiene una alta reactividad y, por su naturaleza
no cargada, puede atravesar la membrana celular mas facilmente que otros tipos de radicales,
como el «O,".18° |_os radicales libres centrados en los &tomos de nitrégeno, azufre y oxigeno,
tienen una importante funcién en el mantenimiento del organismo, pero el desequilibrio que
puede haber entre su produccidn y su remocion genera estrés oxidativo.

Debido a que en los ultimos afios ha habido un incremento importante en enfermedades no
contagiosas, como la obesidad, el sobrepeso, la diabetes, la hipertension y los problemas
cardiovasculares, se han buscado alternativas para solucionarlos y prevenirlos. Una de las
alternativas es el consumo de antioxidantes. Los antioxidantes son sustancias que pueden
retrasar o prevenir el dafio provocado por los radicales libres a las moléculas bioldgicas
como: lipidos, proteinas, carbohidratos y acidos nucleicos? y, una forma de clasificarlos es
en enddgenos y exogenos.?’ Por un lado, los antioxidantes enddgenos, que se producen en el
cuerpo humano, se dividen en enzimaticos, y en no enzimaticos. Por otro lado, los
antioxidantes exdgenos se obtienen por medio de la alimentacion. En la Figura 2 se encuentra

esta clasificacion ilustrada a detalle, en la que ademas se incluyen algunos ejemplos.
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Figura 2. Clasificacion de los antioxidantes en enddgenos y exdgenos.

Ademas, los antioxidantes también se pueden clasificar en primarios y secundarios de
acuerdo con su mecanismo de accion. Los antioxidantes primarios se encargan de prevenir
la oxidacién. Pueden reaccionar directamente con los radicales libres y, en consecuencia, se
producen menos especies reactivas o bien, suspender una cascada de radicales libres. Los
antioxidantes secundarios se encargan de retardar la oxidacién por medio de vias indirectas,
tales como la quelacion de metales, la desactivacion del oxigeno singulete o la
descomposicion de hidroperéxido a especies no radicalarias.?? En este trabajo nos
centraremos en la capacidad antioxidante primaria. En general, las caracteristicas de un
antioxidante ideal son que debe estar presente en cantidades adecuadas en el cuerpo, tiene
que ser versatil, es decir, que pueda estabilizar a varios tipos de radicales libres, debe poder
obtenerse por medio de la dieta o bien, debe ser sintetizado por el organismo, debe de ser

capaz de regenerarse y debe tener una baja toxicidad.?®

Una de las familias mas importantes de antioxidantes exdgenos son los flavonoides. Los

flavonoides se encuentran ampliamente presentes en las plantas y actlan como agentes



antimicrobianos, antiinflamatorios, antioxidantes, antivirales, antifangicos, antitumorales,
antitromboticos, antilipémicos, antiaterosclerdticos, antibacteriales y antiapoptoticos.®® Se
ha encontrado que el consumo de flavonoides est4 asociado con una disminucion del estrés
oxidativo, debido sobre todo a su capacidad antioxidante.?* En el Esquema 1 se presenta
numerada la estructura molecular de la flavona, que es el marco estructural de los
flavonoides, compuestos de bajo peso molecular y que comparten un esqueleto comun

compuesto por dos anillos aromaticos, A y B, ligados a través de un anillo C de pirano.®

Esquema 1. Estructura molecular de la flavona, marco estructural de los flavonoides.

Los flavonoides se pueden obtener por medio de los alimentos. Los alimentos no solo
proveen energia y nutrientes, sino también tienen un gran impacto en la salud. Los alimentos
funcionales han tenido un auge importante en la sociedad actual. Los alimentos funcionales
son aquellos productos que, ademas de cubrir el requerimiento nutricional, es decir cumplen
con la cantidad de un determinado nutrimento que necesita un individuo para el
mantenimiento de un buen estado de salud, de forma natural tienen un componente que ofrece
beneficios, fisicos o bioldgicos, para quien lo consume. Por otro lado, también se trata de
alimentos industrializados que son fortificados o enriquecidos con algin componente como
vitaminas, minerales, probioticos y antioxidantes, entre otros.? El reciente interés en estos
productos se ha incrementado por los beneficios que pueden ofrecer, desde ser protectores
cardiovasculares, como la soya; al mantenimiento del sistema digestivo, como los yogurts de

avena y hasta la proteccion del sistema 6seo, como las espinacas y el brocoli.?

Un factor que ha contribuido al interés en los alimentos funcionales es el problema de

sobrepeso y obesidad, ya que no solo afecta a los paises desarrollados, sino que ahora también
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esta en aumento en los paises emergentes, como México. En la Figura 3, estan representados
algunos paises miembros de la Organizacion para la Cooperacion y el Desarrollo Econémicos
(OCDE) y el porcentaje de la poblacion mayor de 15 afios con problemas de sobrepeso. En
ella, se puede observar que México ocupa el primer lugar en obesidad en el afio 2021 y hoy
en dia, mas del 70% de la poblacion adulta en el pais tiene exceso de peso,?® es decir
acumulacion anormal o excesiva de grasa que puede ser perjudicial para la salud. Esta
situacion tiene consecuencias econdmicas Yy sanitarias. EI costo total de los problemas de
sobrepeso y obesidad en México aumentaron de 35,429 millones de pesos mexicanos en 2000
a 67,345 millones en 2008.2” Ademas, se espera que este costo aumente a 272,000 millones
en 2023,28 mas del cuadruple de lo reportado en 2008. Como se puede observar en la gréafica,
en mas de la mitad de los paises presentados, el porcentaje de la poblacion mayor de 15 afios
que padece obesidad supera el 50%. Por este motivo, es prioritario buscar soluciones para
este padecimiento y ejecutarlas a la brevedad.
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Figura 3. Porcentaje de poblacién mayor a 15 afios con obesidad por pais. Fuente OCDE, 2021.
En este mismo contexto, la diabetes es un padecimiento que puede ser una consecuencia de

la obesidad. Con base en los datos reportados por la Federacion Internacional de Diabetes,
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se sabe que hasta el afio 2020, en México la prevalencia de la enfermedad fue del 15.2%, con
12,805,200 casos de diabetes en adultos. Segun datos de la Federacion Mexicana de Diabetes
el nimero de defunciones por diabetes en México anuales, desde 1975 hasta el afio 2016, ha
aumentado considerablemente, como se puede observar en la Figura 4. Con respecto a los
datos del Instituto Nacional de Estadistica, Geografia e Informatica, INEGI, la diabetes es la
tercera causa de muerte en el pais, solamente superada por las enfermedades cardiovasculares

y el Covid-19 en primer y segundo lugar, respectivamente, en el afio 2021.
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Figura 4. Namero de defunciones por diabetes al afio en México. Fuente Federacion Mexicana de Diabetes,
2016.

Una forma de prevencién de la obesidad y de la diabetes es la alimentacion y debido a ello,
los alimentos funcionales pueden ser la clave para prevenir estos problemas. Por esta razon,
en este proyecto se estudié computacionalmente al flavonoide kaempferol (Kmp), contenido
en la chia, producto de la planta Salvia hispanica, un alimento funcional muy conocido en
México. Las razones para estudiar el kaempferol se encuentran en los antecedentes, que a

continuacion se presentan.
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I1.- Antecedentes

En este proyecto computacional se estudio la molécula de kaempferol contenida en la semilla
de chia, componente de la planta Salvia hispanica. A pesar de que hay infinidad de alimentos
funcionales actualmente en el mercado, se decidio analizar este alimento debido a que es de
origen mexicano, con importantes propiedades biologicas y poseedora de una capacidad
antioxidante relevante.! La chia (Salvia hispanica L.) (Figura 1) pertenece a la familia de la
menta (Lamiaceae) y fue cultivada en México y Guatemala por los mayas y aztecas de la
época precolombina. La palabra chia es la adaptacion al espafiol de la palabra chian o chien,
por su forma plural, que significa “aceitoso” y proviene del nahuatl. El nombre de chia fue

adoptado por el botanico sueco Carl Nilsson Linnaus.t

Figura 1. Aspecto general de Salvia hispanica L.?

Las semillas de chia son una fuente concentrada de &cidos grasos omega-3 (principalmente
acido o-linolénico), fibra y compuestos polifendlicos (miricetina, quercetina, &cidos
clorogénico y cafeico asi como kaempferol). Se ha encontrado que la concentracion de estos
compuestos es comparativamente mas alta que en muchos cereales como trigo y arroz. Las
semillas de chia se caracterizan por tener niveles seguros de metales pesados, estan exentas
de micotoxinas y no contienen gluten.* En la Tabla 1 se encuentra la composicion de la
semilla de chia.® Por otro lado, la concentracion de los polifenoles presentes en extractos de

la semilla de chia se presenta en la Tabla 2.
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Tabla 1. Composicién de semillas de chia (100 g de porcién comestible).

Nutriente (Unidad) Valor
Hidratos de carbono (%) 26
Lipido total (grasa) (%) 33

Fibra dietética (%) 18

Proteina (%) 15

Ceniza (%) 5
Fosforo mg 860
Calcio mg 631
Potasio mg 407
Magnesio mg 335
Tiamina mg 0.18
Niacina mg 0.00613

Tabla 2. Concentracion de polifenoles presentes en extractos de semilla de chia.

Compuesto semilla de chia (g/KQ)
Kaempferol 1.1x10°3
Acido cafeico 13.5x10°®
Quercetina 0.2x10°
Miricetina 3.1x10°
Acido clorogénico 7.1x10°®

El kaempferol (Esquema 1) es una molécula polifendlica proveniente de los alimentos. Es un
flavonoide presente en la fresa, el té negro, la calabaza, la zanahoria, el brocoli, la coliflor,
los frijoles y en la semilla de chia.” ElI kaempferol tiene propiedades antioxidantes,
antiinflamatorias, de proteccién cardiovascular y otras, que permiten la reparacion celular
ante el dafio provocado por los radicales libres y el estrés oxidativo.® La molécula consta de
tres anillos, dos anillos aromaticos, A y B, ligados a través de un anillo C de pirano.® Tiene

cuatro grupos hidroxilo en las posiciones 7a, 4a’, 3a y 5a, y un grupo ceto en el carbono 4.
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Esquema 1. Estructura molecular del kaempferol.

En el articulo intitulado “A DFT Study on the Structural and Antioxidant Properties of Three
Flavonols” de los autores Y. Zhi, Z. Wu y B. Zhao y publicado en Food Biophysics en el afio
2013, se evalud la capacidad antioxidante del kaempferol, galangina y morina. La galangina
esta presente en el propdleo y la morina en la manzana, la naranja, la uva, la cebolla, el vino
rojo y el café.*1® Se estudiaron estos tres flavonoides, que se presentan en el Esquema 2, por
medio de la Teoria del Funcional de la Densidad para verificar los resultados obtenidos

experimentalmente.

Kaempferol: Ri=OH, R2=H

Galangina: R1=H, R>=H
Morina: R1=0OH, R2=OH

Esquema 2. Estructura molecular de los flavonoides estudiados.

En este estudio computacional la capacidad antioxidante de esas moléculas se analiza por
medio del analisis de la estructura de los flavonoides, de la entalpia de disociacion del enlace
O-H en la abstraccion de los d&tomos de hidrdgeno y, también por medio del potencial de
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ionizacion para el mecanismo de transferencia SET (Single Electron Transfer, mecanismo
de transferencia de un electron). Con respecto al analisis de la estructura de los flavonoides,
se concluyo que la estructura del compuesto influye en los valores de la entalpia de
disociacion del enlace. Se concluy6 que entre mas pequefio sea el valor de la entalpia de
disociacion del enlace, méas facil es que el enlace O-H de los grupos hidroxilos de los
flavonoides se rompan y, por lo tanto, es mayor la capacidad antioxidante. La entalpia de
disociacion del enlace se evalu6 para los grupos hidroxilo de cada una de las especies neutras
de los flavonoides, encontrandose que la menor entalpia fue en la posicién 3a, para las tres
especies. De igual forma entre mas pequefio sea el potencial de ionizacion mas facil es la

transferencia del electrén.

De los tres flavonoides estudiados, el que tiene mayor capacidad antioxidante es el
kaempferol, seguido por la morina y por dltimo la galangina. Estos resultados concuerdan
con los reportados en el articulo “Structure-Activity Relationships of Flavonoids in the
Cellular Antioxidant Activity Assay” de los autores K. Wolfe y R. Liu y publicado en el
Journal of Agricultural and Food Chemistry en el afio 2008, en el cual se evaluo la eficacia
de captacion de radicales peroxilo por medio de un ensayo ORAC (Oxygen Radical
Absorbance Capacity, capacidad de absorcidn de radicales de oxigeno). Se compararon mas
flavonoides, entre los que destacan la quercetina y la miricetina, presentes en la semilla de
chia junto con el kaempferol. De estos tres, la quercetina tiene mayor capacidad antioxidante,

seguido por el kaempferol y por altimo la miricetina.

Ademas, se ha encontrado evidencia de que la modificacién de las moléculas polifendlicas
puede potenciar su capacidad antioxidante.>*® En el articulo intitulado “Chalcogen Effects
on the Primary Antioxidant Activity of Chrysin and Quercetin” de los autores R. Castafieda,
T. Marino, N. Russo, J. Alvarez-ldaboy y A. Galano, y publicado en New Journal of
Chemistry, en el afio 2020, se estudié la capacidad antioxidante de las moléculas de
quercetina (QR) y crisina (CNA).

En el Esquema 3 se observan las estructuras moleculares de QR y CNA con su respectiva

sustitucion.
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X=0, S, Se
Esquema 3. Estructura molecular de crisina y quercetina, respectivamente, con el sitio de sustitucion.

La capacidad antioxidante de QR y CNA se analiza sustituyendo el atomo de oxigeno en
posicion 4 por atomos de azufre y selenio, con la expectativa de mejorar la capacidad
antioxidante. Los principales resultados indican que la sustitucion con azufre y selenio
mejora la capacidad antioxidante de las moléculas de QR y CNA.

Derivado de estos antecedentes, en este trabajo se estudia la molécula de kaempferol y su
capacidad antioxidante primaria. Igualmente, se modifico su estructura y se sustituyo el
atomo de oxigeno en posicion 4 por atomos de azufre y selenio. Esta modificacion se
discutira ampliamente en el capitulo de Resultados y Discusidn, asi como la comparacion de
los resultados obtenidos para kaempferol y sus analogos sustituidos con los resultados del
articulo en el que se analiza la quercetina y la crisina. La comparacion se realizd con la
intencién de observar en qué medida las sustituciones en kaempferol mejoran su capacidad
antioxidante comparada con quercetina y crisina.

La mejora de la capacidad antioxidante con la sustitucion de los atomos de S y Se de las

moléculas puede ser mas eficaz para combatir el estrés oxidativo.
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I11.- Objetivos generales

Estudiar computacionalmente la capacidad antioxidante primaria de la molécula de

kaempferol.

Objetivos particulares

> Determinar la capacidad antioxidante primaria de la molécula de kaempferol a través
del estudio termodinamico con el radical libre *OOH.

> Establecer tedricamente las especies mas abundantes, a nivel fisioldgico, de la
molécula de kaempferol y su relacion con su capacidad antioxidante, por medio de diagramas
de distribucion de especies.

> Establecer el efecto de la sustitucion del atomo de oxigeno con atomos de otros
elementos, como azufre y selenio, en el incremento en la capacidad antioxidante primaria de
la molécula de kaempferol.

> Comparar la capacidad antioxidante primaria del flavonoide kaempferol con los

flavonoides quercetina y crisina.
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V.- Metodologia

1. Marco teérico

Derivado de los resultados de algunos experimentos como la radiacion del cuerpo negro, el
efecto fotoeléctrico y los espectros de emisidn y absorcion de los atomos, la mecénica clasica
parecid colapsarse a principios del siglo XX. Las ideas vanguardistas de Planck y de De
Broglie, entre otros, permitieron establecer una nueva mecanica: la mecanica cuantica. En la
mecanica cuantica, todas las propiedades de un sistema se pueden expresar en términos de
una funcion de onda. Aunque la funcion de onda no tiene un significado fisico, su cuadrado
indica la probabilidad de encontrar a la particula en una determinada region del espacio, esta

definicion es conocida como la densidad de probabilidad.

La resolucion de la ecuacion de Schrodinger permite obtener toda la informacion contenida
en la funcion de onda. A continuacién, se repasa dicha ecuacion y se mencionan algunas de
sus particularidades. La ecuacion de Schrodinger es una ecuacion diferencial de valores
propios, que involucra a la funcion de onda (y(r)), y su forma independiente del tiempo se

expresa como:

Ay(N=Ey() 1)
H es el operador hamiltoniano, y la funcion de onda sobre la cual aplica el operador y E, la
energia. El operador hamiltoniano para un sistema de M ndcleos y N electrones se expresa
como:

1w 1o 1 Y&z Y 7.7
Hz__zV.Z__z_vz_zz_A Z_ Z AZp 5
2 o2 A iA+ Ti'+ Tap @)

i=1 A=1 i=1 A=1 i=1 j>i Y A=1B>A

Ay B se refieren a los nicleos, mientras que iy j a los electrones. De igual forma, Zay Zg se
refieren a la carga del nicleo. Los dos primeros términos corresponden a la energia cinética
de los electrones y de los nucleos, respectivamente; el tercer término se refiere a la interaccion
atractiva entre nucleos y electrones, y el cuarto y el quinto término, describen la interaccion

repulsiva que hay entre los electrones y entre los nlcleos, respectivamente.
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Dado que la aproximacion de Born-Oppenheimer considera que la masa de los nlcleos es
mucho mayor que la de los electrones, la energia cinética de los ntcleos es mucho menor que
la de los electrones, por lo tanto, los nucleos se pueden considerar estaticos. De esta forma,
los términos de energia cinética e interaccion de los ndcleos pueden omitirse de las
ecuaciones (1) y (2). Consecuentemente, se puede expresar un Hamiltoniano electronico, Hel,

con solo tres términos:

(3)

)
Q
I
|
MZ
""N
MZ
M=
SRS
+
M=
3=

en el que se considera la energia cinética de los electrones, la interaccion atractiva entre
nacleos y electrones y la interaccion repulsiva entre electrones. Asi, la ecuacion de

Schrodinger se puede reescribir como:

Heny (r)=Eeny(r) (4)

Ademas, se debe considerar que la energia total (E) es la suma de la energia electronica (Ee)

y la energia derivada de la repulsion de nucleos (Vnn):
E=Eel + Vm (5)

En lugar de usar la funcion de onda para obtener toda la informacion posible del sistema, se
puede utilizar la densidad electronica, con la ventaja computacional de que esta depende
Gnicamente de las tres coordenadas del espacio (puesto que la densidad electronica es una
funcion tridimensional), mientras que la funcion de onda depende de las coordenadas de cada
una de las N particulas que componen al sistema y de las coordenadas de espin.t

Teoria del Funcional de la Densidad.

Debido a que la ecuacion de Schrodinger solo se puede resolver de forma analitica para
sistemas mono electronicos, como el &tomo de hidrogeno; para sistemas con dos 0 mas
electrones es necesario utilizar métodos aproximados de la funcién de onda y la energia
exacta del estado basal, que se obtiene por medio de un método variacional. Por esta razon
se utiliza la Teoria del Funcional de la Densidad (TFD), que permite hacer célculos de

estructura electrénicay en la cual se emplea a la densidad electrénica como variable. La TFD
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tuvo sus inicios practicos en 1964, cuando Pierre Hohenberg y Walter Kohn establecieron
los dos teoremas que son la base de la teoria.

El primer teorema de Hohenberg y Kohn establece que para un sistema con N particulas
interactuantes, existe una relacion univoca entre el potencial externo hasta una constante
aditiva arbitraria y la densidad electronica del estado basal. Como la densidad electrénica del
estado basal fija el potencial externo y el numero de electrones, también establece el
Hamiltoniano electronico y por ende todas las propiedades electrénicas. La energia se trata

como un funcional de la densidad, que se expresa como:

Eo:Eo[po]ZT[po] + Vee[pO] + Vne[po] (6)

donde T[po] es el funcional de energia cinética, Veepo] €s el funcional de energia
interactuante electron-electron y Vne[po] es el funcional del potencial externo.

El segundo teorema establece que la energia como un funcional de la densidad electronica es
minima cuando la densidad electronica que se evalUa para ese funcional es la del estado basal,

cualquier otra densidad electrénica tendra una energia igual o mayor:?

Eo=Eo/po] < E/p] (7)

Fue en 1965 que Walter Kohn y Lu Jeu Sham propusieron una forma exacta de escribir la
energia cinética,»® utilizando un sistema de electrones no interactuantes con la misma
densidad electronica que un sistema interactuante y, de esta forma, solo se tiene un término

desconocido: la energia de intercambio-correlacion (Exc[po]):

Eo/po/ =T/po] + Vee/po] + Vne/po] + Exc/po] (8)

El funcional Ex[po] se ha aproximado de diferentes formas. Una aproximacion son los
funcionales GGA (Generalized gradient approximations, Aproximaciones de gradiente
generalizadas), como B88 y PBE; los meta-GGA, que dependen de la densidad de energia
cinética local, como B88C, B97 y TPSS vy, los funcionales hibridos, que incluyen el
intercambio de Hartree-Fock, como B3LYP, M05, M05-2X, M06 y M06-2X.*°
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2. Detalles computacionales

Para este trabajo, todos los calculos de estructura electronica se realizaron con el paquete de
programas de Gaussian09 y la interfaz grafica Gaussview5.® Para realizar las optimizaciones
geométricas y los célculos de frecuencia se utilizé el funcional M05-2X y la base 6-
311+G(d,p).”® Se ha descrito al funcional M05-2X como uno de los mejores funcionales para
calculos termodinamicos en disolucion y para calcular las energias de reaccion en reacciones
que involucran radicales libres.2% Igualmente, en este trabajo se utilizo el funcional M05-
2X y la base 6-311+G(d,p), para poder comparar los resultados obtenidos con los del articulo
intitulado “Chalcogen Effects on the Primary Antioxidant Activity of Chrysin and Quercetin”
de los autores R. Castafieda, T. Marino, N. Russo, J. Alvarez-ldaboy y A. Galano, y publicado
en New Journal of Chemistry, en el afio 2020. Para todas las estructuras optimizadas se
analizaron las frecuencias vibracionales verificando que no hubiera ninguna frecuencia
imaginaria.™® Por Gltimo, se empled el modelo de solvatacion continta basado en la densidad
(SMD) que se utilizé en todos los célculos, empleando agua y pentiletaonato como
disolventes.'* Ambos disolventes se utilizaron para imitar entornos acuosos y lipidicos,
respectivamente.® El pentiletanoato se utilizé para las especies neutras de los mecanismos f-
HAT (formal Hydrogen Atom Transfer, transferencia formal de un atomo de hidrégeno) y
RAF (Radical Adduct Formation, formacion de un aducto radical) Gnicamente, para SET
(Single Electron Transfer, mecanismo de transferencia de un electron) vy las especies
anionicas se empled exclusivamente agua debido a que los medios no polares no brindan la

solvatacion necesaria para estabilizar este tipo de especies.*?

El funcional M05-2X fue desarrollado por Zhao, Schultz y Truhlar; es un funcional global-
hibrido meta-GGA. Este funcional considera la densidad de espin, el gradiente de densidad,
la densidad de energia cinética y el intercambio Hartree-Fock (HF) (56%), por lo que se
puede denominar como aproximacion de gradiente metageneralizado hibrido (meta-GGA
hibrido). De acuerdo con Y. Zhao, N. Schultz y D. Truhlar, autores del articulo “Design of
Density Functionals by Combining the Method of Constraint Satisfaction with
Parametrization for Thermochemistry, Thermochemical Kinetics, and Noncovalent
Interaction”, el funcional M05-2X tiene el mejor desempefio para cinética termoquimica,

interacciones no covalentes y energias de disociacion de enlaces alquilo. La nomenclatura de
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MO5 proviene de Minnesota 2005, mientras que 2X significa que es un funcional de alta no
localidad con el doble de la cantidad de intercambio no local, que esta parametrizado solo
para no metales.'®!’ La energia de intercambio y correlacion hibrida se encuentra expresada

en la Ecuaci6n 9.1

Excvb=FxHF + (1— X/100) (ExPFT—ExHF) + EcPFT 9)
donde ExHF es la energia de intercambio Hartree-Fock no local, X es el porcentaje de
intercambio Hartree-Fock en el funcional hibrido, ExPFT es la energia de intercambio DFT

local y EcPFT es la energia de correlacion DFT local.

Para poder realizar el calculo computacional de manera exitosa, se debe tener una base
adecuada. Una base es un conjunto de funciones que se utilizan para expresar los orbitales
moleculares.'® Para realizar los calculos de las geometrias optimizadas en este trabajo, se
utilizo la base 6-311+G(d,p). Esta base es de valencia desdoblada, lo que significa que se
aumenté el nimero de funciones utilizadas para describir la capa de valencia.™® Es una base
de calidad triple zeta. Cabe destacar que en las bases triple zeta se reemplaza cada orbital de
la capa de valencia de una base minima por tres orbitales que difieren en sus exponentes
orbitales.® Es una base polarizada, esto quiere decir que se afiadieron orbitales con mayor
momento angular respecto al requerido para el estado basal de cada atomo.™ Es necesario
mencionar que también es una base con funciones difusas, muy util en el estudio de especies

anionicas.

Para las modificaciones del antioxidante se utilizaron 4&tomos de azufre y selenio. Debido a
que los resultados del 4&tomo de selenio se compararon con los obtenidos en el articulo
mencionado anteriormente,*® fue usado el pseudopotencial SDD (Stuttgart/Dresden
pseudopotentials and basis set, Pseudopotenciales de Stuttgart/Dresden y conjunto de bases).
Un pseudopotencial se utiliza para simplificar los célculos de la estructura electrénica, ya
que se consideran los electrones internos y el nicleo como una unidad con una carga
especifica y los electrones de valencia se tratan por separado.®® Los pseudopotenciales se
utilizan generalmente para la descripcion de atomos pesados, elementos a partir del cuarto
periodo de la Tabla Periddica, como el selenio, y se caracterizan por separar la descripcion
electronica de los &tomos en dos partes. Se consideran los electrones internos y el nucleo

como una unidad con una carga especificay los electrones de valencia se tratan por separado.
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El uso de pseudopotenciales hace mas eficientes los calculos computacionales, ya que se
reduce el tamafio de las funciones base.™®
Para estudiar la capacidad antioxidante de una molécula antioxidante, que se denominara

Antiox en este apartado, y sus derivados sustituidos se utilizaron tres mecanismos de accion:

SET (Single Electron Transfer, mecanismo de transferencia de un electron): las especies mas
abundantes de un antioxidante (Antiox) pueden donar un electron al radical (Re) (en este
trabajo, el radical libre utilizado fue *OOH = Re), formando los productos anion y el
antioxidante radical con su carga correspondiente (Antioxe"). De esta forma, el radical (Re)
queda estabilizado, mientras que el antioxidante debe ser un radical libre mas estable.'® A
continuacién, se presenta el esquema de reaccion para el antioxidante siguiendo el

mecanismo de transferencia de un electrén:

Antiox + R+ > Antiox*"+ R (10)
La determinacion de las Energias libres de Gibbs (kcal/mol) para la reaccion de la molécula
antioxidante con el radical libre se realizo de la siguiente forma:
AG=(((AG Antiox*")+(AG R))-((AG Antiox)+( AG R*)))

f-HAT (formal Hydrogen Atom Transfer, transferencia formal de un &tomo de hidrégeno):
cada una de las especies mas abundantes del antioxidante puede donar un &tomo de hidr6geno
enlazado a un oxigeno saturado. Los productos de la reaccion son peroxido de hidrogeno,
H.02, y un radical antioxidante que debe ser mas estable quimicamente que Re.!>1920 A

continuacién, se presenta el esquema tipo de reaccién estudiado:

Antiox + R« 2> Antioxe + H202 (11)
La determinacion de las Energias libres de Gibbs (kcal/mol) para la reaccion de la molécula
antioxidante con el radical libre se realiz6 de la siguiente forma:
AG=(((AG Antiox*)+(AG H202))-((AG Antiox)+( AG R*)))

RAF (Radical Adduct Formation, formacion de un aducto radical): el radical Re puede unirse
a los sitios reactivos del antioxidante, en los que hay mayor densidad electrénica.? Al cabo

de la reaccion, se forma un aducto radical, es decir que se obtiene el producto de la union
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quimica entre la molécula antioxidante y el radical libre, como se puede observar en la
reaccion tipo estudiada:

Antiox + R+ = [Antiox-R]e (12)
La determinacion de las Energias libres de Gibbs (kcal/mol) para la reaccion de la molécula
antioxidante con el radical libre se realiz6 de la siguiente forma:
AG=((AG Antiox-R)-((AG Antiox)+( AG Re)))
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V.- Resultados y discusion

1. Estudio de la capacidad antioxidante de kaempferol

En este apartado se presenta la optimizaciéon de la molécula de kaempferol, sus constantes

acidas y su capacidad antioxidante primaria.

1.1  Optimizacion de la molécula de kaempferol

En el Esquema 1 se presenta la molécula de kaempferol (Kmp). La molécula consta de tres
anillos, dos anillos arométicos, A y B, ligados a través de un anillo C de pirano.! Tiene cuatro
grupos hidroxilo, por lo que se puede esperar que haya hasta cuatro pKa en disolucién acuosa.
La molécula tiene un grupo ceto en el carbono 4. En este grupo se pueden hacer sustituciones
por a&tomos de otros elementos que podrian ayudar a mejorar la capacidad antioxidante de la

molécula.

Esquema 1. Estructura molecular del kaempferol.

En la Figura 1 se presenta la geometria optimizada de la molécula de kaempferol (Kmp), con
las distancias de los puentes de hidrogeno intramoleculares obtenidos y que tienden a
estabilizar a la molécula.? Se puede observar que coinciden con las distancias esperadas para
interacciones de este tipo (1.5-2.3 A). La molécula tiene tres anillos, de los cuales A y C son
planos, mientras que el anillo B se encuentra fuera del plano (angulo diedro 3-2-1’-6’ en el
Esquema 1 e igual a 32°). El &ngulo diedro 3-2-1’-6’ entre el anillo C y B resulta en que la

molécula sea ligeramente menos estable.’

Pese a que la molécula de kaempferol no es completamente plana, mantiene una

deslocalizacion electronica muy eficiente, ya que sigue siendo un sistema altamente
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deslocalizado, como ocurre con la quercetina, la galangina y otros compuestos fendlicos de
este tipo.*® Debido a los grupos fendlicos presentes en la molécula se favorece la
estabilizacion de los radicales libres, aumentando la capacidad antioxidante de la

molécula.*>®

'S 21
An*" " Yl
9 9o
®, o I

Figura 1. Geometria optimizada de kaempferol (Kmp).

1.2  Constantes acidas de kaempferol

Para conocer la capacidad antioxidante de una molécula, es necesario realizar un estudio de
la abundancia relativa de sus especies a pH fisiologico. Por esta razén se calcularon los pKa
del kaempferol. Los valores de pKa encontrados computacionalmente se encuentran en la
Tabla 1. Estos valores obtenidos tienen similitud con los valores encontrados en la literatura. ’
Ademas, la técnica computacional empleada produjo buenos resultados, porque los
porcentajes de error obtenidos fueron, 4.5 para el pKas, 2.1 para el pKaz, 9.2 para el pKaz y
4.7 para el pKas. Para la determinacion del tercer valor de pKa, el porcentaje de error es
considerablemente mayor que para el resto, sin embargo estéa dentro de los rangos reportados
como adecuados.” Como se puede observar, las especies mas abundantes a pH fisioldgico
(pH=7.4) y que, por lo tanto, son susceptibles de presentar capacidad antioxidante son las
especies neutra (Kmp, 51%), desprotonada (Kmp~, 47.5%) y doblemente desprotonada
(Kmp?, 1.5%).
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Tabla 1. Constantes &cidas (expresadas como valores de pKa) para las especies de kaempferol y las fracciones
molares (Mf) de las especies neutras, monoanidnicas, dianidnicas, trianidénicas y tetraanionicas a pH
= 7.4. Ademas, en la tabla se presentan los porcentajes de error de los resultados obtenidos
computacionalmente comparados con aquellos reportados.

pKai pKa, pKaz pKas M Kmp M Kmp M Kmp* Mf Kmp* Mf Kmp*

Valores 743 890 1029 12.64

computacionales 0.510 0.475 0.015 1.94x10°  1.12x10%°

Valores reportados  7.11  9.09 11.33 13.26 0.334 0.652 0.013 1.57x10°%  2.16x10*?
% Error

4.5 2.1 9.2 4.7

Derivados de los valores de pKa encontrados, se realizaron y estudiaron los diagramas de
distribucion de especies, cuyos resultados se encuentran en la Figura 2. Estos diagramas son
recursos Utiles para conocer visualmente qué especies de la molécula antioxidante estan
presentes a determinado pH. Se seleccioné pH=7.4, pues el interés de este trabajo es observar
cuales son las especies que pueden tener una abundancia significativa y, por lo tanto,

presentar capacidad antioxidante, a pH fisiologico.

1 -
_ a
/
= 0.8 - :
‘_C‘-;’ ] Kmp /
E 06 Kmp () /
c U Kmp (2-) /
2 Kmp (3-) /
§ 0.4 — - — Kmp (4-) /
LL g /'
0.2 - /
. /
0 —_— —_ -
0 2 4 6 8 10 12 14

Figura 2. Diagrama de distribucién de especies de kaempferol, construido a partir de los valores de pKa
reportados en la Tabla 1.

La ruta de desprotonacion del kaempferol se encuentra en la Figura 3. Como se observa, el
proton mas &cido es el de la posicion 7a, después el de la posicion 4a’, seguido del de la
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posicion 3a y por ultimo, el que se encuentra en la posicion 5a. En la Figura 3 también se

indican los valores de los pKa que corresponden a los ya reportados en la Tabla 1.

4 [ ) " 2 ™Y 9 4 [
SR S R T gt el
L H :“o‘a‘h H o 0,9,95°%  H e 8 0,0,% 0,09 %

’ k—F o J“‘.J _F J‘J‘JJ. T ;““J. ’ ? Y “.
pka,=7.43 e, o J pka,=8.90 e, ® °  pka=10.29 °, o pka,=12.64 - :

Kmp Kmp2 Kmp3 Kmp4_

Figura 3. Ruta de desprotonacion de la molécula kaempferol.

1.3 Capacidad antioxidante primaria de kaempferol

El Esquema 1 de este capitulo presenta numerada la molécula de kaempferol y muestra los
sitios de estudio para los mecanismos f-HAT y RAF. Para el mecanismo f-HAT se probaron
las posiciones 7a, 4a’, 3a y 5a. Por otro lado, para el mecanismo RAF se analizaron las
posiciones 2 a 6°, ya que para que este mecanismo ocurra se requiere la presencia de enlaces
multiples.2® Para evaluar la capacidad antioxidante del kaempferol se estudiaron los tres
mecanismos de accién, ya descritos en la metodologia. Por una cuestion de claridad, se
vuelven a mencionar en este apartado. En los esquemas de reaccién se toman en cuenta las
especies de kaempferol que se estudiaron.

SET (Single Electron Transfer, mecanismo de transferencia de un electron): Las especies
mas abundantes del antioxidante kaempferol (Kmp, Kmp™y Kmp?) pueden donar un electron
al radical hidroperoxilo (*OOH), formando los productos anion hidroperoxilo y el
antioxidante radical con su carga correspondiente (Kmp+*, Kmpe y Kmpe’, respectivamente).
De esta forma, el radical hidroperoxilo queda estabilizado, mientras que el antioxidante pasa
a ser un radical libre, pero, por su estructura, el electron desapareado no implica una alta
reactividad, ya que se encuentra deslocalizado en la molécula.’1%* A continuacion, se
presentan los esquemas de reaccion para la molécula de kaempferol siguiendo el mecanismo

de transferencia de un electron:

Kmp + OOH* > Kmp+*+ HOO" (1)
Kmp + OOH+s = Kmpe+ HOO" (2)
Kmp? + OOH* = Kmp* + HOO" 3)
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f-HAT (formal Hydrogen Atom Transfer, transferencia formal de un atomo de hidrégeno):
Cada una de las tres especies mas abundantes de kaempferol puede donar un atomo de
hidrogeno enlazado a un oxigeno saturado, al radical libre *OOH. Estos sitios corresponden
a las posiciones 7a, 4a’, 3a y 5a ilustradas en el Esquema 1. Los productos de la reaccion son
peroxido de hidrogeno, H>O2, y un radical antioxidante que debe ser mas estable

quimicamente que *OOH.%!213 A continuacion, se presentan los esquemas tipo de reaccion

estudiados:
Kmp + OOHe - Kmpe+ H20: 4)
Kmp + OOHe - Kmpe + H.0> 5)
Kmp? + OOHs > Kmp+? + H0, (6)

RAF (Radical Adduct Formation, formacion de un aducto radical): El radical *OOH puede
unirse a los sitios reactivos de la molécula, en los que hay mayor densidad electronica,* que
corresponden a las posiciones 2 a 6° de la molécula de kaempferol, como se puede observar
en el Esquema 1. Al cabo de la reaccion, se forma un aducto radical (Figura 4), es decir que
se obtiene el producto de la union quimica entre la molécula antioxidante y el radical libre,

como se puede observar en las reacciones tipo estudiadas:

Kmp + OOHs -  [Kmp-HOO]* (7)
Kmp+ OOHe - [Kmp-HOQ]* (8)
Kmp? + O0OHs > [Kmp-HOO]+* 9)

. )
l t

i 3 4

Figura 4. Formacion de aducto radical en la posicidn 2 de la especie Kmp', ilustrado con un asterisco.
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Se emple6 el modelo de solvatacién continia basado en la densidad (SMD) que se utilizé en
todos los calculos, empleando agua y pentiletaonato como disolventes.*™® Ambos disolventes
se utilizaron para imitar entornos acuosos Y lipidicos, respectivamente.® El pentiletanoato se
utilizo para las especies neutras de los mecanismos f-HAT y RAF Unicamente, para SET y
las especies anidnicas se excluyé debido a que los medios no polares no brindan la
solvatacion necesaria para estabilizar este tipo de especies.®

Los resultados de la capacidad antioxidante de la molécula de kaempferol se presentan en la
Tabla 2, misma que a continuacion se discute. Las posiciones marcadas con ---- son
posiciones que ya no se estudiaron, debido a que ya no habia atomos de hidrégeno para
emplear el mecanismo HAT y en el caso de SET porque no se empled el medio lipidico para

€se mecanismo.

Tabla 2. Energias libres de Gibbs (kcal/mol) para la reaccién de la molécula de kaempferol con *OOH a

298.15 K.
) ) Km
Kmp Kmp Kmp? Lip. P
SET 25.22 1411 0.48 ----

f-HAT-7a 6.95 ---- -—-- 5.56
f-HAT-4a' 0.09 -2.00 -—-- -1.08
f-HAT-3a -4.49 -7.32 -13.87 -3.82
f-HAT-5a 6.51 5.39 1.58 10.58
RAF- 2 1.16 -0.67 0.46 3.81
RAF-3 8.71 5.99 5.49 10.30
RAF-4 22.35 25.76 12.78 6.23
RAF-5 17.39 18.29 0.03 20.83
RAF-6 20.59 13.95 15.34 2151
RAF-7 6.54 26.86 24.88 6.18
RAF-8 19.48 16.41 1554 21.82
RAF-9 22.54 20.85 21.12 6.24
RAF-10 33.13 7.91 7.94 5.26
RAF-1' 23.27 23.47 20.85 27.56
RAF-2' 18.49 17.81 19.37 23.04
RAF-3' 19.57 19.91 18.82 22.01
RAF-4' 14.65 13.66 15.77 15.59
RAF-5' 20.86 20.78 12.84 21.47
RAF-6' 19.43 17.35 18.92 19.49
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Para el mecanismo de transferencia electrénica, ninguna de las especies de kaempferol
estudiada es capaz de ceder un electron para estabilizar al radical libre *OOH. Como se
observa en la Tabla 2, las tres especies del antioxidante (Kmp, Kmp~y Kmp?) llevan a cabo
reacciones endergonicas, y por lo tanto la formacién de productos no estd favorecida
termodinamicamente.*”*® Por esta razon, el mecanismo de transferencia electrénica no se
considera viable para la estabilizacion del *OOH.

Dado que el mecanismo de transferencia electronica no es viable, el estudio de la capacidad
para ceder un atomo de hidrégeno de la molécula de kaempferol es clave para analizar la
capacidad antioxidante y la estabilizacion de radicales libres. Por este motivo, se estudio la
labilidad de los &tomos de hidrogeno de kaempferol, mas precisamente aquellos localizados
en las posiciones 7a, 4a’, 3a 'y 5a, que se pueden observar en el Esquema 1. En la Figura 5,
se presenta la geometria optimizada de la molécula de kaempferol, sin el &omo de hidrégeno
en posicion 4a’. Como se observa en la Tabla 2, las tres especies mas abundantes de
kaempferol a pH=7.4 pueden ceder algunos de sus atomos de hidrogeno y estabilizar al
*OOH, formando H-O,. La via f-HAT-3a para todas las especies, la f-HAT-4a’ para la especie
Kmp™ (-2.00 kcal/mol) y la especie Kmp (-1.08 kcal/mol) en medio lipidico son reacciones
exergonicas. Esto indica que los productos de la reaccibn son mas estables
termodinamicamente que los reactivos, y por lo tanto son vias posibles para la estabilizacién
del *OOH.

Figura 5. Geometria optimizada de Kmp obtenida después de la pérdida del &tomo de hidrégeno de la
posicion 4a’, indicado con un asterisco (*).

Por otro lado, para el mecanismo de formacion del aducto radical, el radical *OOH se enlaza
a uno de los sitios reactivos del kaempferol formando un aducto. Se consideraron a los
carbonos insaturados del kaempferol (posiciones 2 a la 6°, Esquema 1) como los sitios mas

viables para estudiar este mecanismo, ya que son las posiciones en las que se encuentran los
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dobles enlaces de los anillos aromaticos.®® Se puede observar en la Tabla 2 que solo un
aducto esta favorecido termodinamicamente, pues corresponde a una reaccion exergonica;
mas precisamente a la que se lleva a cabo entre el carbono en posicion 2 (RAF-2) de la especie
Kmp™y el radical libre (-0.67 kcal/mol). Para este mecanismo, las reacciones de los demas
sitios de las tres especies en medio acuoso Y las reacciones de la especie neutra en medio
lipidico no se encuentran favorecidas termodinamicamente, ya que corresponden a
reacciones endergonicas y, por lo tanto, inviables.

Cabe mencionar que para el mecanismo RAF, se hizo un andlisis de la estructura del
antioxidante para favorecer la formacion de puentes de hidrégeno entre el atomo de H del
*OOH vy los atomos de O de la molécula de kaempferol. El objetivo de este estudio fue
encontrar sistemas mas estables y, analizar la importancia de la formacion de puentes de

hidrégeno para este mecanismo. En la Tabla 3 se presentan los resultados obtenidos.

Tabla 3. Comparacion de las energias libres de Gibbs (kcal/mol) del kaempferol con *OOH a 298.15 K para la
formacion de puentes de hidrégeno.

Sin puentes de hidrégeno  Con puentes de hidrégeno

Kmp(-) Kmp lip. Kmp(-) Kmp lip.
RAF-6 13.95 21.51 15.90 22.96
RAF-8 16.41 21.82 16.41 21.90
RAF-4’ 13.66 15.59 13.66 18.47
RAF-6 17.35 19.49 19.23 19.49

Los analisis estructurales se realizaron para las posiciones donde se considerd que se podian
formar puentes de hidrégeno. Se modificaron las posiciones de los atomos de hidrdgeno del
radical *OOH para llevar a cabo la optimizacion del aducto radical. Como se puede observar
en la Tabla 3, solo hubo diferencias en las energias libres de Gibbs obtenidas para las
reacciones en la posicién 6 para la especie Kmp~(15.90 kcal/mol) y Kmp (22.96 kcal/mol)
en medio lipidico, en las posiciones 8 y 4’ para la especie neutra en medio lipidico (21.90

kcal/mol y 18.47 kcal/mol, respectivamente) y, en la posicion 6” para Kmp~(19.23 kcal/mol).

Para ninguna de las posiciones ilustradas en la Tabla 3 se formo el aducto radical, ya que

todas las reacciones resultaron ser mas endergonicas que las analizadas originalmente, a pesar
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de que si hubo formacion de puentes de hidrogeno para las posiciones 6 y 6” de la especie

desprotonada, como se puede observar en la Figura 6.

Figura 6. Formacion de puente de hidrogeno entre *OOH y Kmp', sin formacion de aducto estable en los sitios
RAF-6 y RAF-6’, respectivamente.

Esto quiere decir que a pesar de tomar en cuenta los puentes de hidrégeno, para el caso del
estudio de la molécula de kaempferol, estos no favorecen la formacion de aductos radicales
maés estables.

En la Figura 7, se pueden analizar los tres mecanismos estudiados y las posiciones mas
favorecidas termodinamicamente para cada caso. Con base en esta gréafica, se puede analizar
facilmente que el mecanismo mas eficiente para la estabilizacion del radical libre *OOH es
el mecanismo de transferencia formal de un atomo de hidrégeno (f-HAT) en la posicion 3a,
para todas las especies en ambos medios, seguido por el de la formacion del aducto radical
(RAF) para la especie Kmp™ en la posicion 2. EI mecanismo SET no es viable para ninguna
de las especies de kaempferol estudiadas. De igual forma, se puede observar que el empleo
del agua y el pentiletanoato no ofrece diferencias significativas en los resultados encontrados,
ya que el pentiletaonato solo favorece una reaccion exergonica mas; en la via f-HAT-4a’ (-
1.08 kcal/mol). Los resultados de las demas reacciones modeladas en este medio son

similares a las producidas en el medio acuoso.
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Figura 7. Energias libres de Gibbs (kcal/mol) del kaempferol con *OOH a 298,15 K (Lip= pentiletanoato).

2. Efecto calcdgeno en la posicion 4 de la molécula de kaempferol

En este apartado se presentan los resultados de la optimizacion de la geometria de la molécula
de kaempferol con la sustitucion de un dtomo de azufre y de selenio en la posicion 4, las
constantes &cidas de las moléculas sustituidas y la capacidad antioxidante primaria resultante.

2.1  Optimizacion de las moléculas sustituidas con un atomo de S y Se en la posicién 4
Se ha encontrado evidencia de que la modificacién de las moléculas polifendlicas puede
potenciar su capacidad antioxidante.'®!° Para el caso de la molécula de kaempferol, esta

modificacién se llevd a cabo sustituyendo el oxigeno de la posicion 4 con atomos de otros

elementos, como azufre y selenio.'®*° La estructura molecular se presenta en el Esquema 2.
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X=S, Se

Esquema 2. Estructura molecular del kaempferol mostrando el sitio de sustitucion (X).

De la misma forma que se realiz6 la optimizacion de la molécula de kaempferol, se llevo a
cabo la optimizacién de las moléculas con su correspondiente sustitucién. En la Figura 8, se
presentan las geometrias optimizadas de las moléculas analogas al kaempferol con la
sustitucion de oxigeno por azufre y selenio en la posicion 4. Ademas, se muestran las
interacciones estabilizantes formadas entre los atomos de azufre y selenio, segin convenga

y, los atomos de hidrégeno de las posiciones 3a y 5a.

] o \. )
- 2.23 JJ 2.31
2.04 : 2.15 :

Figura 8. Geometria optimizada de kaempferol con sus andlogos de S y Se, respectivamente, con los puentes
de hidrogeno que corresponden a 2.04y 2.23 Ay 2.15 y 2.31 A para los 4&tomos de Sy Se, segun

corresponda.
2.2 Constantes acidas de las moléculas sustituidas

Se calcularon los pKa de las moléculas sustituidas, estos valores, asi como las fracciones
molares de las especies a pH fisiologico de estas moléculas se presentan en la Tabla 4. Debido

a que no se han reportado valores en la literatura para estas especies, se consideran
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Gnicamente los valores obtenidos computacionalmente. Como se puede observar, las especies

mas abundantes y que, por lo tanto, son susceptibles de presentar capacidad antioxidante son

las especies neutras (KmpS y KmpSe), desprotonadas (KmpS™ y KmpSe’) y doblemente

desprotonadas (KmpS?' y KmpSe?).

Tabla 4. Constantes acidas (expresadas como valores de pKa) para las especies de las moléculas sustituidas con
atomos de azufre y selenio calculadas en este trabajo y las fracciones molares (Mf) de las especies a pH = 7.4.

pKai pKaz pKas pKasz Mf Kmp Mf Kmp Mf Kmp> Mf Kmp*> Mf Kmp*
Kmp 7.43 890 10.29 12.64 0.510 0.475 0.015 1.94x10°  1.12x10%0
KmpS 7.11 8.65 10.84 14.76 0.327 0.637 0.036 1.30x10° 5.68x107'®
KmpSe 6.54 8.47 1040 12.73 0.113 0.817 0.069 6.95x10°  3.25x100

Ademas, se realizaron y estudiaron los diagramas de distribucién de especies para las

moléculas sustituidas con atomos de azufre (tiocarbonilo) y selenio (selenocarbonilo), cuyos

resultados se encuentran ilustrados en la Figura 9 y 10, respectivamente.

1 -
_ 0.8 -
S KmpS
g KmpS (-)
s 0.6 - KmpS (2-)
'S 1 KmpS (3-)
8 04 - — - — KmpS (4-)
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0 ———— T
0 2 4 6 8 10

pH

Figura 9. Diagrama de distribucién de especies de kaempferol con un grupo tiocarbonilo, construido a partir

de los valores de pKa reportados en la Tabla 4.
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Figura 10. Diagrama de distribucion de especies de kaempferol con un grupo selenocarbonilo, construido a
partir de los valores de pKa reportados en la Tabla 4.

De la misma manera que ocurrio con el kaempferol, a pH=7.4 se encontrd que las especies
més abundantes, tanto para la molécula sustituida con un atomo de azufre como para la
molécula sustituida con un atomo de selenio, son la neutra (KmpS y KmpSe), la desprotonada
(KmpS™y KmpSe?) y la doblemente desprotonada (KmpS? y KmpSe?). Por lo tanto, estas
especies se seleccionaron para llevar a cabo el estudio de su capacidad antioxidante primaria.
La ruta de desprotonacién del kaempferol sustituido con un 4&tomo de azufre y de selenio se
observa en las Figuras 11 y 12. Como se puede observar el proton mas acido es el de la

posicion 7a, después el de la posicion 4a’, seguido por la posicion 3a y por tltimo la posicion

5a.
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Figura 11. Ruta de desprotonacién de la molécula kaempferol sustituida con un grupo tiocarbonilo.
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Figura 12. Ruta de desprotonacion de la molécula kaempferol sustituida con un grupo selenocarbonilo.

Cabe destacar que el orden de desprotonacion es el mismo para las tres moléculas (Kmp,
KmpS y KmpSe) vy, de igual forma, los pKa de las tres moléculas son muy similares. Esto se
debe a que la sustitucion con atomos de oxigeno, azufre y selenio no afecta la acidez de los

protones fendlicos.?°

Sin embargo, es llamativa la diferencia de dos unidades de pKa para el pKas, la Gltima
desprotonacion de la molécula con un grupo tiocarbonilo. Esta diferencia se debe a la
geometria de las moléculas. Como se puede observar en la Tabla 5, el anillo C de las tres
moléculas se encuentra fuera del plano, lo que ocasiona una mayor distorsion y, por lo tanto,
que la deslocalizacion electronica sea menos eficiente.?! Debido a que la geometria mas
distorsionada es la de la base conjugada con tiocarbonilo, la capacidad que tiene el sistema
para estabilizar la carga extra es menor? y, consecuentemente, el sistema es menos estable.
Por este motivo, el tltimo pKa de la molécula que contiene el &tomo de azufre, tiene un valor
mayor comparado con el kaempferol y su analogo con selenio, como se presenta en la Tabla
5. Esta distorsion también ocasiona el aumento del ultimo pKa para la molécula de quercetina

con sustitucion de azufre en la posicion 5a, por ejemplo.®

Tabla 5. Comparacion del &ngulo diedro (3-2-1’-6") para la molécula desprotonada de kaempferol y sus
analogos sustituidos.

pKay Angulo diedro (3-2-1’-6")
Kmp* 12.64 25°
KmpS* 14.76 33°
KmpSe* 12.73 30°
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2.3 Capacidad antioxidante de kaempferol con grupos tio y selenocarbonilo en la posicién 4

Los resultados de la sustitucion con atomos de azufre y de selenio en la molécula de

kaempferol se encuentran en la Tabla 6. Como se puede observar, el mecanismo SET no es

viable para la estabilizacion de los radicales, debido a que las tres especies de las dos

moléculas analogas producen reacciones endergonicas.

Tabla 6. Energias libres de Gibbs (kcal/mol) del kaempferol sustituidas con atomos de azufre y de selenio y
*OOH a 298.15 K.

KmpS  KmpS(-) KmpS(2-) KmpSlip. | KmpSe  KmpSe(-) KmpSe (2-) KmpSe lip.
SET 25.59 14.6 1.20 22.95 14.78 1.84
f-HAT-7a 6.46 --- --- 5.19 6.24 ---- --- 4.93
f-HAT-4a’' 1.11 -3.31 --- -1.13 1.17 -2.01 --- -0.51
f-HAT-3a -4.11 -6.93 -11.78 -3.19 -3.15 -6.53 -12.32 -2.32
f-HAT-5a 6.73 7.51 7.21 8.5 -1.69 0.78 0.92 2.20
RAF- 2 -3.02 -4.09 -2.75 -0.19 -4.58 -5.66 -2.76 -1.99
RAF-3 10.08 7.08 7.32 13.21 12.44 9.33 9.32 14.11
RAF-4 19.69 14.09 11.61 23.81 8.80 10.51 13.20 12.29
RAF-5 15.15 16.31 16.76 21.21 15.01 15.14 16.06 18.39
RAF-6 17.18 9.24 13.91 20.75 17.63 7.16 10.77 20.88
RAF-7 20.16 26.22 22.37 23.73 19.56 26.47 22.53 23.34
RAF-8 16.56 15.58 16.27 21.92 18.21 14.00 16.48 22.11
RAF-9 22.99 20.76 21.35 4.69 23.04 17.41 18.44 24.99
RAF-10 6.56 21.26 5.56 6.39 31.68 19.12 18.08 5.98
RAF-1' 23.95 23.79 5.14 28.17 6.87 24.52 7.03 27.98
RAF-2' 18.52 17.89 18.72 20.15 19.20 18.53 19.60 20.08
RAF-3' 18.15 18.19 13.86 22.04 19.13 19.86 14.61 22.56
RAF-4' 13.49 11.82 15.63 15.72 13.44 13.52 16.13 15.58
RAF-5' 18.88 18.20 14.19 21.43 18.40 19.87 13.07 22.29
RAF-6' 16.43 17.77 18.34 18.72 17.64 16.32 20.07 18.95
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En lo que respecta al mecanismo f-HAT, y en particular la molécula con un grupo
tiocarbonilo, se observd un comportamiento similar a la molécula de kaempferol, ya que
solamente la via f-HAT-3a para todas las especies y la via f-HAT-4a’ para la especie KmpS
(-3.31 kcal/mol) y la KmpS (-1.13 kcal/mol) en medio lipidico, produjeron reacciones
exergoénicas. Con base en lo anterior, solo las vias f-HAT-3a y f-HAT-4a’, son viables para
la estabilizacion del radical libre *OOH. Para el caso del andlogo con selenio se observan
diferencias considerables en todas las especies, ya que como se puede ver en la Tabla 6, las
tres especies mas abundantes de kaempferol sustituido con selenocarbonilo pueden transferir
algunos de los atomos de hidrogeno y, estabilizar al *OOH. Las vias f-HAT-3a para todas las
especies, la f-HAT-4a’ para la especie KmpSe™ (-2.01 kcal/mol) y la KmpSe (-0.51 kcal/mol)
en medio lipidico y la f-HAT-5a para la KmpSe (-1.69 kcal/mol) son reacciones exergénicas
y, por lo tanto, vias posibles para la estabilizacion del *OOH. Hay una diferencia con la
molécula de kaempferol y la molécula analoga con azufre con respecto a la sustituida con
selenio, debido a que se produjo una reaccién exergénica en la via f-HAT-5a para la especie
KmpSe (-1.69 kcal/mol). De esta forma, esta via también es plausible para la estabilizacion
del radical libre *OOH. Es decir, el hecho de sustituir con un atomo de selenio parece mejorar
la capacidad antioxidante de la molécula.

Para el mecanismo RAF, se observo que en ambos casos (sustitucion con azufre y selenio),
se produjo la formacién de los aductos de todas las especies en una sola posicion, el carbono
2 (RAF-2). Esta posicion es la unica favorecida termodinamicamente, pues corresponde a
reacciones exergonicas. De la misma forma que sucedié con la molécula de kaempferol, las
reacciones de los demaés sitios de las tres especies de los andlogos con azufre y selenio en
medio acuoso y las reacciones de la especie neutra en medio lipidico no se encuentran
favorecidas termodinamicamente.

Las Figuras 13 y 14 presentan de forma grafica los resultados obtenidos para la molécula
sustituida con los grupos tiocarbonilo y selenocarbonilo, respectivamente. Con base en estas
graficas, se considera gque el mecanismo mas eficiente para la estabilizacion del radical libre
*OOH es el mecanismo de transferencia formal de atomo de hidrogeno (f-HAT), seguido por
el de la formacion del aducto radical (RAF). Por otro lado, el mecanismo SET no es viable
para ninguna de las especies estudiadas. La molécula analoga con azufre, proveyo resultados

similares a los de la molécula de kaempferol para los mecanismos SET y f-HAT, con la
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diferencia de la produccion de tres reacciones exergonicas para el sitio RAF-2. Lo anterior,
hace viable la captacion del radical libre «OOH para tres especies mas, KmpS, KmpS? en
medio acuoso y KmpS en medio lipidico, por este mecanismo.

Cabe destacar que el mecanismo f-HAT es mas eficiente para la molécula analoga con
selenio, debido a que hay una reaccion exergénica en la via f-HAT-5a en la especie neutra en
medio acuoso, ademas de las reacciones exergonicas de las vias f-HAT-4a’ y f-HAT-3a. A
diferencia de la molécula de kaempferol y la molécula analoga con azufre, ya que en ambas
solo hubo reacciones exergonicas para las vias f-HAT-4a’ y f-HAT-3a.

40.00 KmpS m KmpS(-)

30.00 - B KmpS(2-) mKmpS lip.

20.00 -
10,00

(kcal/mol)

0.00 -
-10.00 -

Energias libres de Gibbs
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f-HAT-7a
f-HAT-4a
f-HAT-3a
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RAF- 2
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RAF-10
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Figura 13. Energias libres de Gibbs (kcal/mol) del kaempferol con un grupo tiocarbonilo y *OOH a 298,15 K
(Lip= pentiletanoato).
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Figura 14. Energias libres de Gibbs (kcal/mol) del kaempferol con un grupo selenocarbonilo y «OOH a 298,15
K (Lip= pentiletanoato).
La finalidad de sustituir el atomo de oxigeno con atomos de otros elementos es observar si
hay un incremento en la capacidad antioxidante de la molécula de kaempferol. En la Tabla 7
se hace un resumen de los resultados obtenidos de la molécula de kaempferol y las
sustituciones con azufre y selenio. Dicha tabla reporta el nmero de reacciones exergonicas
producidas para cada uno de los mecanismos examinados. Con base en los resultados
obtenidos, la molécula de kaempferol tiene siete reacciones exergonicas. Tres de ellas
provenientes de Kmp~, que es la especie con mayor capacidad antioxidante, seguida de la
neutra en medio lipidico con dos reacciones. La especie neutra en medio acuoso produjo solo
una reaccion exergonica, lo mismo que la especie doblemente desprotonada (Kmp?). Para
el caso de la molécula de kaempferol sustituida con un grupo tiocarbonilo se observa que
tiene diez reacciones exergonicas. Tres provienen de KmpS™y otras tres de la especie neutra
en medio lipidico (KmpS) , que son las especies con mayor capacidad antioxidante. Las
especies neutra y doblemente desprotonada (KmpS?) también tuvieron la misma cantidad de
reacciones exergonicas, con dos cada una. Con respecto a la molécula de kaempferol con la
sustitucion con un atomo de selenio tiene once reacciones exergonicas. Las especies KmpSe,
KmpSe™ y KmpSe en medio lipidico produjeron tres reacciones exergonicas cada una, la
especie KmpSe? solo produjo dos reacciones exergonicas. Con base en la cantidad de

reacciones exergonicas obtenidas se puede concluir que la molécula sustituida con un atomo
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de selenio es la que tiene mayor capacidad antioxidante, debido a que presenta once
reacciones exergonicas. La molécula sustituida con un atomo de azufre produjo diez
reacciones favorecidas termodindmicamente y finalmente, kaempferol con siete reacciones
favorecidas, por lo que se puede establecer el siguiente orden antioxidante KmpSe > KmpS
> Kmp. Por otro lado, y analizando los mecanismos estudiados, se puede aseverar que el
orden de la eficiencia de los mecanismos para el antioxidante kaempferol y sus analogos
sustituidos en la posicion 4 con atomos de azufre y de selenio es el siguiente:

f-HAT > RAF y SET que no fue viable para ninguno.

Tabla 7. Numero de reacciones exergénicas de los mecanismos SET, f-HAT y RAF de la molécula de
kaempferol y sus moléculas analogas con azufre y selenio.

SET f-HAT RAF Total
Kmp 0 1 0 1
Kmp” 0 2 1 3
Kmp? 0 1 0 1
Kmp Lip. 2 0 2
Total 0 6 1 7
KmpS 0 1 1 2
Kmp$S” 0 2 1 3
KmpS? 0 1 1 2
KmpS Lip. 2 1 3
Total 0 6 4 10
KmpSe 0 2 1 3
KmpSe~ 0 2 1 3
KmpSe* 0 1 1 2
KmpSe Lip. 2 1 3
Total 0 7 4 11

3. Comparacion con otros flavonoides

La capacidad antioxidante de las moléculas de quercetina (QR) y crisina (CNA) se ha
estudiado en el articulo intitulado “Chalcogen Effects on the Primary Antioxidant Activity
of Chrysin and Quercetin” de los autores R. Castafieda, T. Marino, N. Russo, J. Alvarez-
Idaboy y A. Galano, y publicado en New Journal of Chemistry, en el afio 2020. En este
estudio computacional, la capacidad antioxidante de esas moléculas se analiza sustituyendo
el atomo de oxigeno en posicion 4 por atomos de azufre y selenio, con la expectativa de

mejorar la capacidad antioxidante. Los principales resultados indican que la sustitucion con
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esos atomos mejora la capacidad antioxidante de las moléculas de quercetina y crisina. En
este trabajo se comparan esos resultados con los obtenidos para kaempferol y sus analogos
sustituidos con la intencion de observar en qué medida las sustituciones en kaempferol

mejoran su capacidad antioxidante comparada con QR y CNA.

En el Esquema 3 se observan las estructuras moleculares de quercetina y crisina; polifenoles
pertenecientes a la misma familia de la que proviene el kaempferol. Ambas moléculas son
flavonoides con caracteristicas similares: antivirales, anticancerigenas, antibacteriales,

antiinflamatorias, antimutagénicas, ansioliticas y antioxidantes.®

Ta HO - wd 8]
A | C|
o }T"/"’Tn Fi

saOH O

Esquema 3. Estructura molecular de crisina y quercetina, respectivamente.

Los estudios para determinar los valores de pKa de las especies: quercetina (QR) y crisina
(CNA), revelaron los siguientes valores.’®* En la Tabla 8 se presentan los valores de
kaempferol (Kmp) para poder compararlos.

Tabla 8. Constantes &cidas computacionales (expresadas como valores de pKa) para las especies de flavonoides

QR, CNA 'y Kmp v las fracciones molares (Mf) de las especies neutras, monoanidnicas y dianidnicas a pH = 7.4,
tomadas de la literatura.'6

pKai pKa, pKas pKas pKas Mf HXA M HepgXA Mf Hinp XA
Crisina 750 11.25 0.557 0.443 0.00006
Quercetina  7.42 7.84 10.27 12.64 13.18 0.432 0.415 0.152
Kaempferol 7.11 9.09 11.33 13.26 0.334 0.652 0.013

Los valores de pKa de estas dos moléculas y el kaempferol son diferentes debido a la posicion
y cantidad de grupos hidroxilo. La molécula de quercetina cuenta con cinco grupos hidroxilo,
a diferencia de la molécula de kaempferol, que solo tiene cuatro y la molécula de crisina con
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dos grupos. Debido a esto, el orden de desprotonacion de las moléculas es diferente: en el
caso de la molécula de kaempferol y la molécula de crisina, el proton mas acido corresponde
al anillo A posicién 7a, a diferencia de la molécula de quercetina, en la cual el proton mas
acido es del anillo B posicion 4a’.

En las Figuras 15 y 16, se observan los resultados de la capacidad antioxidante primaria
obtenidos para las moléculas de quercetina y crisina. Se presentan de forma gréafica, ya que
es mas facil estudiar los resultados de los mecanismos estudiados. Con base en ambas
Figuras, se puede aseverar que el mecanismo SET presenta un comportamiento similar al de
la molécula de kaempferol, ya que las especies mas abundantes de la quercetina y la crisina
producen reacciones endergonicas, por lo que son inviables para la estabilizacion del radical
libre -OOH.
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Figura 15. Energias libres de Gibbs (kcal/mol) de quercetina con *OOH a 298.15 K. (Lip= pentiletanoato).
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Figura 16. Energias libres de Gibbs (kcal/mol) de crisina con *OOH a 298.15 K. (Lip= pentiletanoato).

En cuanto al analisis del mecanismo f-HAT, para la molécula de quercetina, se produjeron
reacciones exergonicas en las vias f-HAT-3a, para todas las especies, en la via f-HAT-3a’
con excepcion de la especie neutra en medio lipidico; la via f-HAT-4a’ para la especie neutra
en medio acuoso Yy lipidico y las vias f-HAT-5a y f-HAT-7a para la especie desprotonada.
Por su parte, la molécula de crisina solo tiene dos grupos hidroxilos y, por lo tanto, solo dos
vias para el mecanismo f-HAT: f-HAT-5a y 7a. Con base en la Figura 16, ninguna de las dos
vias es factible para la estabilizacion del radical libre *OOH, ya que se produjeron reacciones

endergodnicas.

Respecto al mecanismo RAF, para la molécula de quercetina se observa un comportamiento
similar al de la molécula de kaempferol, ya que solo en la via RAF-2 para las especies mas
abundantes del antioxidante se formé un aducto radical. Las reacciones de las otras
posiciones son endergénicas, por lo tanto, no son favorables para formar un aducto estable y
debido a esto, la molécula de quercetina no tiene la posibilidad de estabilizar al radical libre
*OOH, de acuerdo con el mecanismo RAF. En el caso de la molécula de crisina, no hay
reacciones exergonicas, para el mecanismo RAF. En la Figura 16, se observa que ninguno de
los sitios reactivos de la crisina es viable para la estabilizacion del radical libre. Por lo tanto,
el empleo de este antioxidante para la estabilizacién y captacion del «OOH no se considera

factible, ya que todas las reacciones estudiadas son endergonicas.
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En la Tabla 9 se hace un resumen del nimero de reacciones exergénicas producidas en cada
uno de los mecanismos, para las moléculas de quercetina y crisina. Por una cuestion de

claridad, se vuelven a ilustrar los resultados de kaempferol y sus especies.

Tabla 9. Numero de reacciones exergoénicas de los mecanismos SET, f-HAT y RAF de las moléculas de
kaempferol, quercetina y crisina.

SET f-HAT RAF Total
Kmp 0 1 0 1
Kaempferol Kmp’ 0 2 1 3
Kmp? 0 1 0 1
Kmp Lip. 2 0 2
Total 0 6 1 7
QR 0 3 1 4
QR 0 4 1 5
Quercetina QR?* 0 2 1 3
QR Lip. 2 1 3
Total 0 11 4 15
CNA 0 0 0 0
CNA 0 0 0 0
Crisina CNAZ 0 0 0 0
CNA Lip. 0 0 0
Total 0 0 0 0

Con respecto a los resultados de la molécula de quercetina, se observa que tiene quince
reacciones exergonicas, de las cuales cuatro de ellas provienen de QR y tres de QR?. De la
especie QR™ provienen cinco reacciones mas y es la especie con mayor capacidad
antioxidante. La especie neutra en medio lipidico produjo tres reacciones. Con base en el
analisis de los resultados de la molécula de crisina, se observa que no tiene reacciones
exergonicas para ninguna de sus especies. Con estos resultados se puede concluir que la

molécula con mayor capacidad antioxidante ante el radical *OOH es QR > Kmp > CNA.

4. Efecto calcdgeno en kaempferol, quercetina y crisina

A continuacion, se describe el efecto de la sustitucion del atomo de oxigeno de la posicion 4
con los atomos de azufre y selenio (efecto calcdégeno) para ambas moléculas (QR y CNA),
para evaluar si existe una mejoria en la capacidad antioxidante. Ambas estructuras

moleculares se encuentran ilustradas en el Esquema 4.
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Esquema 4. Estructura molecular de crisina y quercetina, respectivamente, con el sitio de sustitucion.

Se recabaron los valores de pKa de las moléculas sustituidas, asi como las fracciones molares
de sus distintas especies a pH fisioldgico, mismas que se presentan en la Tabla 10.° Se puede
observar que las especies mas abundantes son las especies neutras (QRS, QRSe, CNAS y
CNASe), desprotonadas (QRS’, QRSe, CNAS y CNASe") y doblemente desprotonadas
(QRS%, QRSe?, CNAS* y CNASe?), al igual que las moléculas sin sustituir y que el
kaempferol y sus analogos de azufre y selenio.

Tabla 10. Constantes &cidas computacionales (expresadas como valores de pKa) para las especies de
flavonoides QR, CNA, sus especies sustituidas y las fracciones molares (Mf) de las especies neutras,
monoanidnicas y dianidnicas a pH = 7.4, tomadas de la literatura.'®

pKa; pKa; pKas pKas pKas M H XA  MiHEppXA Mf HppXAZ

QR 742 7.84 10.27 12.64 13.18 0.43289 0.41477 0.15213
QRS 703 7.88 11.12 12.72 1517 0.24246 0.56926 0.18824
QRSe 6.83 7.49 1051 1250 1294 0.12854 0.47994 0.39121
CNA 7.50 11.25 0.55728 0.44266 0.00006
CNAS 7.11 1230 0.33900 0.66099 0.00001
CNASe 6.82 10.54 0.20813 0.79129 0.00057

Los resultados de la capacidad antioxidante primaria para las moléculas de quercetina y
crisina sustituidas con un grupo tiocarbonilo se presentan en las Figuras 17 y 18,
respectivamente. Como se puede observar, el mecanismo SET no es viable para la molécula
de quercetina, pero si lo es para la molécula de crisina, ya que se produjo una reaccion

exergonica en la especie doblemente desprotonada (CNAS?) (-3.24kcal/mol).
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Figura 17. Energias libres de Gibbs (kcal/mol) de quercetina sustituida con un grupo tiocarbonilo y «OOH a
298.15 K (Lip= pentiletanoato).
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Figura 18. Energias libres de Gibbs (kcal/mol) de crisina sustituida con un grupo tiocarbonilo y *OOH a
298.15 K (Lip= pentiletanoato).

Respecto al mecanismo f-HAT, para la molécula de quercetina se produjeron reacciones
exergoénicas en las vias f-HAT-3a para todas las especies en los dos disolventes, en f-HAT-
3a’ para todas las especies en medio acuoso, en f-HAT-4a’ para las especies neutras en medio
acuoso (-5.02 kcal/mol) y lipidico (-5.14 kcal/mol) y, en f-HAT-7a para la especie
desprotonada (-6.13 kcal/mol). Para la molécula de crisina, la sustitucion con un atomo de
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azufre no produjo reacciones estables en la transferencia de un atomo de hidrégeno, ya que,
en las vias f-HAT-5a y 7a se produjeron reacciones endergonicas y, por lo tanto, no es viable

para la estabilizacion del radical libre «OOH.

Para el mecanismo RAF en la molécula de quercetina sustituida con un &tomo de azufre, solo
hubo una posicion favorecida para la formacion de un aducto: la via 2 (RAF-2). Las demas
reacciones son endergoénicas, por lo que no son favorables para formar un aducto estable vy,
por lo tanto, no pueden estabilizar al radical libre «OOH. En el caso de la molécula anéloga
de crisina con azufre, el mecanismo RAF presenta resultados similares a los de la molécula
de crisina, ya que no hay reacciones exergonicas y en la Figura 18, se observa que no son
viables ninguno de los sitios reactivos de la crisina para la estabilizacion del radical libre
*OOH.

En las Figuras 19 y 20, se presenta de forma gréfica los resultados obtenidos para las
moléculas de quercetina y crisina sustituidas con un grupo selenocarbonilo en la posicién 4.
Para la molécula analoga de quercetina, el mecanismo SET es inviable para la estabilizacion
del radical libre «OOH, debido a que se producen reacciones endergdnicas. Por otro lado,
para la molécula anéloga de crisina, se observa una reaccion exergonica para la especie
doblemente desprotonada (-4.18 kcal/mol), de modo que el mecanismo SET es viable para

la estabilizacion del radical libre «OOH.
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Figura 19. Energias libres de Gibbs (kcal/mol) de quercetina sustituida con un selenocarbonilo y *OOH a
298.15 K (Lip= pentiletanoato).
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Figura 20. Energias libres de Gibbs (kcal/mol) de crisina sustituida un selenocarbonilo y «OOH a 298.15 K
(Lip= pentiletanoato).

Con respecto al mecanismo f-HAT, la sustitucion con un selenocarbonilo para la molécula
de quercetina, favorecio la estabilizacion del radical libre «<OOH por la via f-HAT-5a, para la
especie neutra en medio acuoso, ademas de las vias restantes ilustradas en la Figura 19. Para
la molécula de crisina sustituida con un selenocarbonilo se obtuvo una via posible para la
estabilizacion del radical libre «OOH, que corresponde a la via f-HAT-5a para las especies

neutras y desprotonadas en medio acuoso y lipidico.
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Para el mecanismo RAF, en el caso de la molécula de quercetina con un selenocarbonilo, se
observa que se produjeron reacciones exergonicas en la via RAF-2 para las especies mas
abundantes y en posicion del carbono 4 (RAF-4) para la formacidn de un aducto en la especie
desprotonada (-1.35 kcal/mol). Para la molécula de crisina sustituida con un &tomo de
selenio, se observan reacciones exergonicas en las vias 2 (RAF-2) para la especie doblemente
desprotonada (-2.06 kcal/mol), 4 (RAF-4) para las especies neutras (-0.85 kcal/mol) y
doblemente desprotonada (-1.40 kcal/mol) y, 6 (RAF-6) para la especie doblemente
desprotonada (-1.73 kcal/mol). Por lo tanto, tiene mas vias posibles para la formacion de un
aducto radical y asi, estabilizar al radical libre *OOH. Las demas reacciones fueron
endergonicas, por lo que no son favorables para formar un aducto estable y, debido a esto,

no hay posibilidad de estabilizar al radical libre «<OOH.

Ademas, se analizaron los tres flavonoides (kaempferol, quercetina y crisina) con sus
sustituciones, para cada uno de los mecanismos estudiados. En la Tabla 11 se presenta el
namero de reacciones exergénicas producidas por los tres flavonoides, considerando las
distintas especies a pH fisioldgico y sus analogos sustituidos. Por una cuestion de claridad,

se vuelven a ilustrar los resultados de kaempferol y sus especies en esta tabla.

De acuerdo con los resultados de la molécula de quercetina sustituida con un atomo de azufre
se observa que tiene catorce reacciones exergonicas. Cuatro provienen de QRS y otras cuatro
de la especie QRS™, que son las especies con mayor capacidad antioxidante. Las especies
neutra en medio lipidico y doblemente desprotonada (QRS?) también tuvieron la misma
cantidad de reacciones exergoénicas, con tres cada una. Con respecto a la molécula de
quercetina con la sustitucion con un &tomo de selenio tiene diecisiete reacciones exergonicas.
La especie QRSe produjo cinco reacciones exergonicas, QRSe  produjo seis reacciones
exergonicas y las especies QRSe? y QRSe en medio lipidico produjeron la misma cantidad

de reacciones exergonicas, con tres reacciones cada una.

Con base en el andlisis de los resultados de la molécula de crisina sustituida con un atomo de
azufre se observa que tiene una reaccion exergdnica, proveniente de la especie CNAS?. Con
respecto a la molécula de crisina con la sustitucion con un grupo selenocarbonilo tiene ocho
reacciones exergonicas. Cuatro de esas reacciones provienen de la especie CNASe?, que es

la especie con mayor capacidad antioxidante. La especie CNASe produjo dos reacciones
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exergonicas y las especies CNASe y CNASe en medio lipidico produjeron una reaccion cada

una.

Tabla 11. Numero de reacciones exergonicas para los mecanismos SET, f-HAT y RAF de las
moléculas de kaempferol, quercetina y crisina.
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Con base en la cantidad de reacciones exergonicas obtenidas por cada flavonoide se puede
concluir que las moléculas con un atomo de selenio son las que tienen mayor capacidad
antioxidante. La molécula de quercetina sustituida presenta diecisiete reacciones
exergonicas, la molécula de kaempferol sustituida presenta once y ocho para la molécula de
crisina sustituida. Las moléculas sustituidas con un atomo de azufre produjeron catorce
reacciones favorecidas termodinamicamente para quercetina, diez reacciones para
kaempferol y una para crisina. Finalmente, la molécula de quercetina sin sustitucion produjo

quince reacciones exergénicas, la de kaempferol siete reacciones y la de crisina ninguna.
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El efecto calcogeno de los tres flavonoides por mecanismo, se encuentra ilustrado

graficamente en la Figura 21.

Se considera que el mecanismo mas eficiente para la estabilizacion del radical libre *OOH
para los flavonoides quercetina, kaempferol y sus especies sustituidas con Sy Se es el
mecanismo de transferencia formal de atomo de hidrégeno (f-HAT), seguido por el de la
formacién del aducto radical (RAF). Finalmente, el de la transferencia electronica (SET) se
considera inviable. Para la molécula de crisina y sus especies sustituidas, el orden de
eficiencia de los mecanismos es diferente, ya que el mecanismo RAF se considera el mas
eficiente para la captacion y estabilizacion del radical libre *OOH. Lo anterior se debe a que
se produjeron cuatro reacciones exergonicas, seguido de f-HAT con tres reacciones y por

ultimo SET, con dos reacciones favorecidas termodinamicamente.
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Figura 21. NUmero de reacciones exergénicas de los mecanismos SET, f-HAT y RAF de las moléculas de
kaempferol, quercetina y crisina y sus analogos sustituidos.
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V.- Conclusiones

El kaempferol posee tres especies abundantes a pH fisiolégico que tienen capacidad
antioxidante: la especie neutra, la desprotonada y la doblemente desprotonada.

De los tres mecanismos estudiados, f-HAT es el mas eficiente para estabilizar al radical libre
*OOH, seguido por RAF y SET se considera inviable.

La sustitucién en la molécula de kaempferol con &tomos de azufre y selenio puede incrementar
la capacidad antioxidante primaria.

Al comparar los tres flavonoides, se encontrd que es posible que la quercetina tenga una mayor
capacidad antioxidante que el kaempferol y la crisina.

Con respecto a la molécula de quercetina, el mecanismo f-HAT se puede considerar el méas
eficiente para la estabilizacion del radical libre *OOH, seguido por RAF y SET, que se
considera inviable. Para la molécula de crisina, el mecanismo RAF se puede considerar el mas
eficiente para la estabilizacion del radical libre *OOH, seguido de f-HAT y por ultimo SET.
Para la quercetina, su andlogo con selenio podria mejorar la capacidad antioxidante en el
mecanismo f-HAT. En el caso de crisina, la sustitucion con un atomo de azufre y selenio,
respectivamente, puede mejorar la capacidad antioxidante para los tres mecanismos
estudiados, ya que, con un atomo de oxigeno, los resultados aqui reportados para el empleo de

este antioxidante en la estabilizacion del radical libre «OOH indican que no es viable.
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