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Resumen de esta Tesis de Doctorado

La presente Tesis de Doctorado constituye una contribucién significativa al
entendimiento de las antocianinas, compuestos fendlicos de gran relevancia biolégica e
industrial, abordando sus caracteristicas estructurales, propiedades fisicoquimicas,
estabilidad, bioactividad y aplicaciones potenciales (introducciéon a la tematica, Capitulos
1,2y3).

La investigacion avanzo hacia la elucidacién estructural y evaluaciéon experimental
de antocianinas aciladas presentes en flores del género Ipomoea cairica, abordando los
desafios asociados a su extraccion, purificacion, andlisis e identificaciéon inequivoca. Estos
estudios abordados en el Capitulo 4 demostraron que las modificaciones estructurales,
como la acilacion, no sélo mejoran la estabilidad quimica de las antocianinas, sino que
también potencian sus propiedades funcionales, como la resistencia a condiciones
ambientales adversas y su capacidad antioxidante.

Por otro lado, a través de un enfoque integral, en el Capitulo 5 se exploraron tanto
aspectos fundamentales como aplicados de estos metabolitos secundarios, comenzando
con una caracterizacion tedrica detallada de las antocianidinas mas representativas en la
naturaleza. Este estudio permiti6 identificar las relaciones entre la estructura molecular y
la estabilidad conformacional, destacando la coexistencia de estructuras quinoidales
cargadas positivamente con sales de flavilio en equilibrio dentro del espacio
conformacional. Mediante herramientas computacionales avanzadas, como DFT y teorias
NBO y AIM, se revelaron en el Capitulo 6 los mecanismos electronicos y topoldgicos que
modulan la reactividad quimica de estos compuestos, estableciendo vinculos entre sus
caracteristicas estructurales y su capacidad antioxidante y antimutagénica. Estos hallazgos
proporcionaron una base soélida para interpretar y predecir sus comportamientos
biolégicos y funcionales en diversos entornos.

La integracion de modelos QSAR permiti6 predecir con precision las actividades
antioxidante, antimutagénica y anticarcinogénica de estos compuestos, subrayando el
valor de herramientas computacionales para optimizar su aprovechamiento en la
industria farmacéutica y nutracéutica (Capitulo 7).

Finalmente, los ensayos in vitro, in vivo y clinicos descritos en el Capitulo 8 validaron
los resultados tedricos y computacionales, estableciendo una conexidon logica y coherente
entre los fundamentos moleculares y su aplicacion bioldgica.

Este enfoque multidisciplinario no sélo amplia el conocimiento sobre las
antocianinas, sino que también sienta las bases para futuras investigaciones orientadas a
su estabilizacion, biodisponibilidad y potencial terapéutico, posicionandolas como agentes
clave en la prevencion y tratamiento de enfermedades crénicas.






Objetivo general

Llevar a cabo un estudio integral de antocianidinas y antocianinas con potencial
actividad biolégica, mediante su aislamiento, caracterizacion estructural, analisis tedrico-
computacional y evaluacion biofarmacoldgica, con el fin de comprender su comportamiento
molecular y su relaciéon con propiedades bioactivas de interés terapéutico.

Objetivos especificos

Aislary caracterizar estructuralmente antocianinas aciladas complejas a
partir de fuentes naturales, empleando técnicas quimicas y espectroscépicas que
permitan su identificacidon precisa, considerando las limitaciones asociadas a su
estabilidad y sensibilidad ambiental.

Realizar estudios tedricos computacionales de antocianidinas
seleccionadas, enfocados en el analisis conformacional, electrénico y topoldgico,
con el fin de establecer relaciones entre sus propiedades estructurales y su actividad
bioldgica, especialmente su potencial antioxidante.

Desarrollar y validar modelos QSAR (Quantitative Structure-Activity
Relationship) que permitan predecir y racionalizar la actividad antioxidante,
antimutagénica y anticancerigena de antocianinas y flavonoides estructuralmente
relacionados, utilizando descriptores moleculares relevantes dentro de marcos
estadisticos y quimicos confiables.

Evaluar ensayos clinicos en humanos relacionados con la administracion
de antocianinas y sus efectos bioldgicos, integrando la evidencia teorica y
experimental con resultados in vivo, in vitro y ensayos clinicos, para contribuir al
entendimiento de su biodisponibilidad, eficacia terapéutica y aplicaciones
potenciales en salud humana.
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Capitulo 1. Introduccion



2 Capitulo 1

1.1. ;Que son las antocianinas?

Las antocianas o antocianinas (del griego anthos = flor y kianos = azul) son
metabolitos secundarios y pigmentos fenolicos inocuos hidrosolubles que forman parte de
la familia de los flavonoides. Estan ampliamente distribuidos en la naturaleza (Harborne,
1967, 1988; Harborne & Williams, 2000; Hemingway & Laks, 2012; Sakuta, 2014), donde
ejercen importantes funciones como la dispersion de semillas, la polinizacion y el
desarrollo de los organos de las plantas (Saito & Harborne, 1992), pero tambien en su
adaptacion a diversos cambios de factores bioticos (ataques patogenicos) y abioticos
(sequ a, falta de nutrientes, luz de alta intensidad) (Gould et al, 2002afec et al., 202 1).
Es decir que, las antocianinas y otros flavonoides pueden ser importantes como elementos
disuasorios de la alimentacion para insectos, animales herb voros y parasitos (feeding
deterrents) (Johnson et al., 2008), y en la proteccion contra los danos causados por la
radiacion UV y otros factores de estres (Holton & Cornish, 1995; Passeri et al., 2016; Kaur
etal,2023;]Jan et al., 2024).

Las mejores fuentes nutricionales de antocianinas son las bayas como las frutillas, los
arandanos, las moras, las grosellas negras, las grosellas rojas y las frambuesas. El mayor
contenido de antocianinas se encuentra en las bayas de saudco y las aronias. Otras buenas
fuentes de antocianinas son: el maiz purpura, las cerezas, las ciruelas, las granadas, las
manzanas, las berenjenas, el vino, las uvas y las verduras de color rojo o pturpura, como los
rabanos, las zanahorias negras, el repollo colorado, la coliflor purpura, el maqui, el mirto y
el acai. Son responsables de los colores anaranjado brillante, rosa, rojo, violeta y azul en los
pétalos de las flores como tulipanes, rosas y orquideas, frutos y también en las raices, tallos,
tubérculos, hojas, bracteas, frutos y semillas, especialmente de las plantas vasculares (Dey
& Harborne, 1993; Williams & Grayer, 2004; Wu et al,, 2006; de Pascual-Teresa et al., 2008;
He & Giusti, 2010; Neveu et al.,, 2010; Wallace & Giusti, 2015; Du et al., 2018; Fujiwara et al.,
2018; Aliafio-Gonzalez et al., 2020; Liu et al., 2020). Las antocianinas y sus derivados son los
pigmentos responsables del color del vino tinto (He et al, 2012; Cheng et al, 2023).
Presentan fuerte absorcidn en la regién UV-visible del espectro electromagnético. Todas
estas caracteristicas colocan a las antocianinas en segundo lugar en importancia,
inmediatamente después de los pigmentos clorofilicos (Sinopoli et al., 2019).

Se utilizan como colorantes alimentarios seguros, sin efectos adversos para los
consumidores, a diferencia de muchos pigmentos sintéticos (Torskangerpoll & Andersen,
2005; Chou et al,, 2007; Gebhardt et al.,, 2020; Pino & Vergara, 2022; Nabi et al., 2023). Los
carotenoides y las antocianinas se encuentran entre los colorantes vegetales mas utilizados
en la industria alimentaria (International Food Information Council and Foundation US
Food & Drug Administration, 2004). Los carotenoides son liposolubles, estables y capaces
de colorear los productos alimenticios de amarillo a rojo (Potter & Hotchkiss, 1995;
Buchanan et al., 2002); se obtienen principalmente de zanahorias, tomates y pimientos
(Branen, 2001). Las antocianinas son menos estables que los carotenoides (Pazmino-Duran
etal,2001).

En los ultimos afios, la mayoria de las investigaciones sobre antocianinas se han
centrado en resolver este problema, asi como en su purificacién, identificacidn, analisis
cuantitativo y distribucion en plantas (Robards & Antolovich, 1997; Harborne & Williams,
1998, 2000; Antolovich et al,, 2000; da Costa et al., 2000; Cooper-Driver, 2001; Liu et al,
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2020), efecto sobre el estrés de las plantas (Simmonds, 2003), seguimiento de cambios de
color (Brouillard et al, 2003; Wrolstad et al., 2005), biosintesis (Martens et al, 2003;
Springob et al., 2003) y aplicaciones en alimentacion (Giusti & Wrolstad, 2003), entre otros
temas. En conjunto, la investigacion estrictamente en quimica estructural de estos
compuestos ha resultado ser escasa.

El consumo de antocianinas minimiza considerablemente la posibilidad de padecer
enfermedades crénicas como las neuronales y cardiovasculares, obesidad y diabetes (Yang
et al, 2018; Mattioli et al., 2020), entre otras, debido a su alta actividad antioxidante. Esta
actividad da lugar a importantes propiedades anticancerigenas, antiinflamatorias y
antimicrobianas, que pueden usarse en la quimioprevencion de las enfermedades
mencionadas, asi como en la anticarcinogénesis (Delgado-Vargas et al., 2000; Kong et al,,
2003; Konczak & Zhang, 2004; Lule & Xia, 2005; Nichenametla et al, 2006; Enaru et al.,
2021a; Gongalves et al., 2021; Ockermann et al., 2021; Sandoval-Ramirez et al., 2022) y en
la nutricién humana (Stintzing & Carle, 2004). Las antocianinas brindan la posibilidad de
desarrollar productos con valor agregado, dado que se ha comprobado que promueven
beneficios terapéuticos (Zhao et al,, 2011).

Las antocianinas tienen una desventaja importante, como es su baja estabilidad. La
estabilidad de las antocianinas esta influenciada por una serie de factores como el pH, la luz,
la temperatura, la co-pigmentacién, los sulfitos, el acido ascérbico, el oxigeno, la
complejacion de iones metalicos y las enzimas (Castafieda-Ovando et al., 2009; Enaru et al.,
2021a; Sadowska-Bartosz & Bartosz, 2024). Trataremos la influencia de todos los factores
mencionados sobre la estabilidad de las antocianinas y su degradaciéon con el fin de
minimizar su accién negativa y, posteriormente, potenciar sus efectos beneficiosos para la
salud.

1.2. Estructuras quimicas de las antocianinas

Las antocianidinas (o agliconas) poseen un anillo aromatico A unido a un anillo
heterociclico C que contiene oxigeno que también esta unido por un enlace carbono-
carbono a un tercer anillo aromatico B (Konczak & Zhang, 2004; Brooks & Celli, 2019)
(Figura 1.1). Las antocianidinas poseen una carga positiva, formando asf una sal de oxonio,
comuinmente denominada sal de flavilio, sal de 2-fenilcromilio o sal de 2-fenilbenzopirilio.

La aglicona se caracteriza por poseer varios sustituyentes que son grupos funcionales
unidos a las posiciones 3, 5, 7, 3’, 4’ y/o 5. Estos auxocromos (generalmente grupos
hidroxilo (-OH) y metoxilo (-OCH3)), tienen la propiedad de intensificar la acciéon de un
grupo cromoforo (en este caso, -C=C- y anillos aromaticos) dentro de una misma estructura
molecular, alterando tanto la longitud de onda (Ams) como la intensidad (emsx) de la
absorcion del cromoéforo. Los grupos auxocromo tienen los siguientes efectos sobre los
cromoforos: (a) Desplazamiento batocrémico. La absorcion del cromoforo se desplaza hacia
mayores longitudes de onda. (b) Desplazamiento hipsocrémico. La absorcién del croméforo
se desplaza hacia menores longitudes de onda. (c) Efecto hipercromico. Aumenta €may,
presentando la banda mayor intensidad. (d) Efecto hipocrémico. Decrece €msx, disminuyendo
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laintensidad de absorcidn. Estas propiedades se manifiestan en los espectros UV-visible, los
cuales se utilizan desde hace afios para obtener las caracteristicas estructurales de
antocianidinas no identificadas.

Antocianidina C3 C5 C¢6 C7 C3 Cc4 Cc5

Apigeninidina H OH H OH H OH H
Crisina H OH H OH H H H
Quercetagetinidina | OH OH OH OH H OH OH
Pelargonidina OH OH H OH H OH H
Cianidina OH OH H OH OH OH H
Delfinidina OH OH H OH OH OH OH
Peonidina OH OH H OH OCHs OH H
Petunidina OH OH H OH OH OH OCH;s
Malvidina OH OH H OH OCHs OH OCHs3
Calistefina Pelargonidina-3-0-glucdsido
Cianina Cianidina-3,5-0-diglucésido

Kuromarina Cianidina-3-0-glucésido

Malvina Malvidina-3,5-0-diglucésido
Mirtilina Delfinidina-3-0-glucésido
Oenina Malvidina-3-0-glucésido

Figura 1.1. Numeracidén de los &tomos de carbono de las antocianidinas, estructuras de las
antocianidinas mas comunes y otras, junto con los nombres de las antocianinas comunes
(Sadowska-Bartosz & Bartosz, 2024).

Hasta la fecha, se han aislado e identificado varias antocianidinas, siendo las mas
comunes aquellas que estan trisustituidas en las posiciones 3, 5y 7 (Figura 1.1). En algunos
casos, también se han encontrado antocianidinas hidroxiladas en las posiciones 6 u 8, asi
como 3- y 5-desoxiantocianidinas (Harborne, 1966; Sousa et al, 2016). Es relevante
destacar que los grupos hidroxilo presentes en las posiciones 5 y 7 pueden estar O-
metilados, lo cual influye en las propiedades fisicas y quimicas de las antocianinas.

Las antocianinas corresponden a los O-glicésidos de las antocianidinas; la posicion
mas comun de glicosilacion es el OH-3 de la aglicona, generalmente mediante un enlace 3-
glicosidico, si hay mas unidades de azucar se unen a C-5 y C-7, y con menor frecuencia a C-
3"y C-5' (Figura 1.1). Los azucares pueden ser glucosa, galactosa, ramnosa, arabinosa, o
xilosa; el disacarido mas comun es la rutinosa (disacarido compuesto por D-glucosa y L-
ramnosa con unién (1—6) interglicosidica) (Oancea & Draghici, 2013; Diaconeasa et al.,
2017). Las unidades de aztcar pueden estar aciladas con acidos aromaticos, como el acido
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galico, aunque generalmente con derivados del 4cido cindmico, como los acidos p-cumarico,
sinapico, ferulico y cafeico, pero también con una serie de acidos alifaticos como el acido
acético, malico, maldnico, succinico, oxdalico y tartarico (Figura 1.2) (Clifford,
2000; Bakowska-Barczak, 2005; Pomilio & Mercader; 2017, Nassour et al, 2020; Saha et
al., 2020; Houghton et al, 2021).

HO_ _O HO_ _O HO_ _O HO_ _O
P P = = HO (0] HO (0]
H;CO H;CO OCH; HO HO f OH f
OH OH OH OH OH OH

Acido p-cumadrico Acido ferdlico Acido sindpico Acido cafeico Acido gélico Acido p-hidroxibenzoico
0] (0] OH (@] (@] (0] (0]
PN OH I OH OH
OH HO)W HO OH HO HO
o 0} O
Acido acético Acido mélico Acido malénico Acido oxalico Acido succinico

Figura 1.2. Acidos organicos mas comunes como agentes acilantes.

Existe una gran variedad de antocianinas diseminadas en la naturaleza, cuyas
principales diferencias son el nimero de grupos hidroxilo, la naturaleza y el nimero de
azucares unidos a su estructura, los carboxilatos alifaticos o aromaticos unidos al azicar y
la posicion de estos enlaces (Kong et al., 2003; Andersen & Jordheim, 2006). La estructura
de las antocianinas las hace dependientes de la composicién y las condiciones de la solucién
en la que se disuelven. Ademas, las antocianinas pueden interactuar con otros compuestos,
pero también entre si, lo cual influye tanto en su color como en su equilibrio estructural
(Fernandes et al, 2015).

El color que presentan las antocianidinas y las antocianinas fue explicado por
primera vez por Pauling en 1939, quien propuso que la estructura resonante del ion flavilio
causaba la intensidad de su color (Wrolstad et al,, 2005).

De entre las 31 antocianidinas identificadas presentes en aproximadamente 700
antocianinas (Sadowska-Bartosz & Bartosz, 2024), seis son las mas comunes en las plantas
vasculares: pelargonidina (Pg), cianidina (Cn), delfinidina (Df), peonidina (Pn), petunidina
(Pt) y malvidina (Mv) (Clifford, 2000; Wallace & Giusti, 2019).

La distribucidon de las seis antocianidinas mas comunes en flores, frutas y hortalizas
es: Cn 50%, Df 12%, Pg 12%, Pn 12%, Pt 7% y Mv 7% (Castafieda-Ovando et al., 2009; de la
Rosa Reyna et al, 2022; Pino & Vergara, 2022). Los glicdsidos méas extendidos en la
naturaleza son los 3-0-mondsidos, 3-0-bioésidos, 3,5- y 3,7-0-diglicésidos. La presencia de
3-0-glucésidos es 2,5 veces mas frecuente que la de los 3,5-0-diglucésidos y la antocianina
mas comun es cianidina-3-0-glucésido (Kong et al., 2003).

Cada una de estas antocianidinas se manifiesta fenotipicamente en la planta o fruto
de un color caracteristico. Por ejemplo, la pelargonidina aporta un color rojo vivo a las
bayas, pero da a las flores un tono anaranjado, la delfinidina brinda un color azul-rojizo o
violeta en plantas, muy comun en maqui, y azul oscuro en varias petunias, y la cianidina da
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una pigmentacién purpura rojiza (magenta) a flores y bayas, siendo abundante en especies
como el satico, la zanahoria purpura y el maiz morado (Van Nocker & Ludwig, 2003). La
petunidina es una antocianidina-O-metilada de color rojo oscuro o purpura, que se
encuentra en las grosellas negras y en las flores. La peonidina es otra antocianidina-0-
metilada, que aparece en forma de pigmento magenta, que también se encuentra
abundantemente en bayas, uvas y vinos tintos. La malvidina es una antocianidina-O-
metilada, que aparece como un pigmento purpura, que determina el color azul de ciertas
flores, siendo el pigmento principal en los vinos tintos (Khoo et al, 2017). Asi, las
antocianidinas cianidina, pelargonidina y delfinidina se encuentran a menudo en las frutas,
mientras que en las flores las antocianidinas predominantes son la peonidina, la petunidina
y la malvidina (Morata et al., 2019).

Los O-glicésidos de las tres antocianidinas no metiladas (Cn, Df y Pg) son los mas
comunes en la naturaleza, encontrandose en el 80% de las hojas pigmentadas, el 69% de los
frutos y el 50% de las flores (Dey & Harborne, 1993).

Los patrones de antocianinas presentes en diferentes especies de frutas han sido
muy utiles para investigaciones quimiotaxonémicas y adulteraciones del vino (Goiffon et al,
1999; Revilla et al., 2001; Ngrbeaek et al., 2002; Garcia-Benitez et al., 2003).

1.3. Biosintesis o anabolismo de las antocianinas

El anillo B (Cs), junto con los atomos restantes (C3) de la unidad Cs-Cs, se origina a
partir de una unidad intacta de fenilpropano mediante la via del acido shikimico. La
biosintesis de los flavonoides, de la cual las antocianinas son parte, comienza con la
condensacién de un acido cindmico activado, probablemente como éster de coenzima A
(CoA), con tres moléculas de malonil-CoA, dando lugar al primer intermediario estable, la
chalcona, que se encuentra en equilibrio con una flavanona. Por otro lado, la unidad Ce del
anillo A se forma por la condensacién cabeza-cola de tres unidades de acetato, un proceso
conocido como la via del acetato-malonato (Holton & Cornish, 1995). Esta construccion
biosintética da lugar a la diversidad estructural observada en las antocianinas.

La biogénesis de antocianinas se lleva a cabo en un segmento especial de la via de
los flavonoides, que esta regulada en varios niveles. El primer paso es la conversién de la
fenilalanina a acido cindmico, y subsiguientemente, es transformado en el principal
precursor de las antocianinas, 4-cumaroil-CoA, a través de una serie de reacciones
catalizadas por las enzimas cinamato 4-hidroxilasa (C4H) y 4-cumaroil-CoA ligasa-(4CL)
(Figura 1.3).
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/ Primeros pasos de la Biosintesis Fenilalanina \

PAL ¢ FaPAL1, FaPAL2
Acido cinamico
C4H ¢ FaiCL7, Fa4CL2

Acido p-cumérico

4CL ¢ FadCL7, Fa4Cl2
Chalcona
CHL CHS L FaCHT1, FaCHI3, FaCHS

Flavanona
K F3H L FaFLS, FaF3H /

/ Ultimos pasos de la Biosintesis Dihidroflavonoles

DFR ¢ FaDFR4-1, FaDFR4-2, FaDFR4-3
ruar - Leucoantocianinas
Flavan-3-oles 4 wes
l pn T - Antocianidinas
Proanto Ci anidinas (Cianidina, Delfinidina, Pelargonidina)
(Tanino condensado) T l [ e
Antocianinas

& (Glicésidos de Cianidina, Delfinidina, Pelargonidina) /

Figura 1.3. Biosintesis de Antocianinas: Etapas temprana y tardia de la via biosintética (Hichri et
al,2011; Liu et al, 2018b).

En el siguiente paso se condensara una molécula de 4-cumaroil-CoA y tres moléculas
de malonil-CoA mediante la enzima chalcona-sintasa, dando lugar a las chalconas (Krishna
et al, 2017). Finalmente, tras una serie de reacciones enzimaticas, se produciran las
principales antocianidinas (Bendokas et al., 2019) (Figura 1.4). Esta biosintesis tiene lugar
en el citosol, y las antocianinas obtenidas seran transportadas a las vacuolas, donde se
almacenaran como coalescencias coloreadas denominadas inclusiones vacuolares
antocidnicas (Flamini et al., 2013).

Investigaciones recientes han concluido que la biosintesis y acumulaciéon de
antocianinas se puede controlar regulando la expresion de ciertos genes, cambios
epigenéticos en las plantas y cambios postraduccionales en las proteinas que coordinan la
actividad de los factores de transcripcion (Bendokas et al., 2019). Ademas, las moléculas
reguladoras (precursores y enzimas) de las vias biosintéticas y de la degradacion influyen
en la cantidad de antocianinas en diferentes regiones de la planta y en distintas plantas
(Belwal et al., 2020).
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PAL = o P CaH . no” 7
Mz Acido cumarico OH
Fenilalanina Acido cinamico 4ACL
o OH
HO
o HQT C3H P
| 1 o A —Cop-S
o e T 4-Cumaroil-CoA eoon
& L OH /E Malonil-CoA

OH >
Acido clorogénico CHS k 0”7 “s.coA
OH

Naringenina ou CHI OH
Iavanonas
o [ Naringenin-chalcona
OH o /@. o o OH
i A H
X &
_OH O F3' H F35H o OH
m
@ oH Flavanonoles

e R e o AT, S o e o ==L e T 1
oH —:_ Dihidroguercetina Dihidrocanferol Dihidromiricetina |
OH o /O ______________________________________
\(;Q\,. DFR
_____________________________________ 1
o o ' Leucocianidina Leucopelargonidina Leucodelfinidina, . |
Canferoi | T T T T |Leucoantocianidinas| = — EI\TS_ T|Leucoantocianidinas| — "~ — T~ —
OH
OH. 0. -
W’“ Antomamdlnas m
OH o

Miricetina
e e e —————— |
L Peonidina Petunidina Malvidina ;

UFGT,MATE,GST, ABC transporter

Antocianinas

Vacuola

Figura 1.4. Esquema de las vias biosintéticas de las antocianinas. CHS, chalcona-sintasa; CHI,
chalcona-isomerasa; F3H, flavanona-3-hidroxilasa; F3’H, flavonoide-3’-hidroxilasa; F3’5'H,
flavonoide-3’,5'-hidroxilasa; DFR, dihidroflavonol-4-reductasa; ANS, antocianidina-sintasa; UFGT,
flavonoide-3-0-glucosiltransferasa; FLS, flavonol-sintasa.

Tanto las frutas como los vegetales rojos y azules son las principales fuentes de
antocianinas, pero su contenido de antocianinas sufre variaciones importantes entre
diferentes especies y dentro de la misma especie. Los factores que influyen en el contenido
de antocianinas incluyen la variedad de planta, el clima, el area de cultivo, los procesos de
cultivo, el periodo de cosecha, la maduracién, la variabilidad estacional, el procesado y el
almacenamiento, la luz y la temperatura (Mattioli et al., 2020).

Las antocianinas se biosintetizan a través de la via de los flavonoides a partir de dos
tipos de genes: estructurales y reguladores (Petroni & Tonelli, 2011; de la Rosa Reyna et al.,
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2022). Los genes estructurales juegan un rol indispensable en la biosintesis de flavonoides
y antocianinas e influyen en los mecanismos de funcién de las enzimas fenilalanina-
amoniaco-liasa (PAL), chalcona-sintasa (CHS), chalcona-isomerasa (CHI), flavanona-3-
hidroxilasa (F3H), flavonoide-3’-hidroxilasa (F3’H), dihidroflavonol-4-reductasa (DFR),
antocianidina-sintasa (ANS), uridin difosfato (UDP)-glucosa:flavonoide-3-0-glicosil-
transferasa (UFGT) y glutation-S-transferasa (GST) (Hossain et al., 2018; Liu et al., 2018b).

La biosintesis de antocianinas involucra dos etapas biosintéticas: temprana y tardia
(Figura 1.3) (de la Rosa Reyna et al., 2022). Estas dos etapas dan lugar a la biosintesis de
diferentes flavonoides como: taninos condensados, flavonoles y antocianidinas (Helander
et al, 1998). La biosintesis de etapa temprana se inicia en la via fenilpropanoide con la
catalisis de la desaminacion de la fenilalanina, mediante la enzima PAL, para producir acido
(E)-cinamico y cumaroil-CoA, seguido de la sintesis de chalcona que luego se isomeriza a
flavanona por la enzima chalcona-isomerasa (CHI). La enzima flavanona-3-hidroxilasa
(F3H) cataliza las flavanonas a dihidroflavonoles (Petroni & Tonelli, 2011). En la etapa
tardia de la biosintesis, la enzima dihidroflavonol-reductasa (DFR) reduce los
dihidroflavonoles a leucoantocianinas, que a su vez, se convierten en antocianidinas por la
enzima antocianidina-sintasa (ANS). Las antocianidinas finalmente se glicosilan a
antocianinas mediante la enzima UDP-glucosa:flavonoide-3-0-glicosil-transferasa (UFGT)
(Hichrietal, 2011).

Las proteinas reguladoras tienen control sobre la biosintesis de antocianinas y
regulan la expresion de genes estructurales a nivel transcripcional y postranscripcional
(Roy et al.,, 2002). Estas proteinas reguladoras se modulan diferencialmente por el azticar y
las hormonas. Estudios previos sugieren que los azticares sirven como sefiales esenciales
para modular la biosintesis de antocianinas. Un ejemplo es la sacarosa, la cual es la principal
fuente de carbono para la sintesis de antocianinas y determina el sabor y calidad del fruto
(Wang & Mazza, 2002). Por otra parte, las hormonas vegetales como auxinas, giberelinas,
citoquininas, acido abscisico, acido jasmédnico y etileno, también tienen funciones
importantes en la regulacién de la biosintesis de antocianinas. Estas pueden estar asociadas
a regular la madurez de frutos no climatéricos con respecto al ablandamiento de frutos y
acumulacion de antocianinas (Hichri et al, 2011). Los factores de transcripcién son
reguladores esenciales para la expresion de genes estructurales en la biosintesis de
antocianinas, como: MYB, bHLH, WRKY, y ERF. Los factores de transcripciéon MYB asociados
a la expresidn de genes como MYB39, MYB86, MYBIR, MYB10 y MYB1, regulan la coloracion
fenotipica de varios frutos. Es decir que los factores de transcripcién reprimen o potencian
la acumulacién de antocianinas (Roy et al, 2002). Ademas, los genes bHLH pueden
interactuar con los genes MYB para regular la biosintesis de proantocianidinas. Varios genes
bHLH son los que responden a la biosintesis de antocianinas en la fruta, como lo revelan los
perfiles de expresion y andlisis de redes (Tabla 2.1) (Hichri et al.,, 2011).
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Tabla 2.1. Genes reguladores, estructurales y biosintéticos de las antocianinas: Genes expresados
en base a la funcién que ejercen en la biosintesis de antocianinas (Hossain et al., 2018).

Genes Reguladores Genes Estructurales Genes Biosintéticos de Antocianinas
MYB FaMYB11 Fenilalanina FaPAL1 | Dihidroflavonoles FaDFR4-1
FaMYB1 FaPAL2 FaDFR4-2
FaMYB10 Acido (E)-cinAmico | FaC4H FaDFR4-3
FaMYB5 FaCC1 | Leucoantocianidinas FalLDOX
FaMYB9 Cumaroil-CoA FaCL7 FaANR
FaEOBII FaCL2 FalLAR
bHLH FabHLH33 Chalcona FaCHI3 | Antocianidinas FaUFGT1
FabHLH3-delta FaCHI1 FaUFGT2
FabHLH3 FaCHIS
FabHLH1 Flavanona FaFLS
WD40 FaWD40-1 FaF3H
FaWD-1
FaTTG1
FaWD44-1

1.3.1. Estudios bioinformdticos

El desarrollo de tecnologias de secuenciacion de nueva generacion utiliza un conjunto
de tecnologias a fin de analizar grandes cantidades de ADN de forma simultanea y masiva.
De esta manera, la investigacion genémica es rapida y menos costosa y permite secuenciar
un genoma humano completo en un dia. Hasta la fecha, se han finalizado mas de 150
genomas en plantas (Hytonen et al, 2018). Por ejemplo, con las tecnologias de
secuenciacién Illumina, ha sido posible determinar caracteristicas mas especificas de los
genomas de Fragaria x ananassa (frutillas) y Rubus adenotrichos (zarzamoras). El genoma
de Fragaria x ananassa es del tamafio de 240 Mb, constituido por aproximadamente 34.809
genes, mientras que el genoma de Rubus adenotrichos es del tamafio de 243 Mb, constituido
por aproximadamente 28.005 genes (Van Nocker & Ludwig, 2003).

La disposicion de plataformas bioinformaticas aporta la oportunidad de registrar y
almacenar datos de gran importancia para su consulta.

Como se ha visto, los principales reguladores transcripcionales genéticos de la via
biosintética de los flavonoides son los genes MYB, WD40 y bHLH, que conforman en su
totalidad el complejo denominado “MBW”, el cual es capaz de llevar a cabo funciones
bioldgicas como: uniones al ADN, activacidn de expresion de genes diana y estabilizacion de
reguladores transcripcionales (Helander et al.,, 1998; Tsuda et al., 2003; Akagi et al., 2009;
Wang et al., 2009).

En resumen, los estudios bioinformaticos han permitido realizar andlisis mas
exhaustivos entre distintas especies y ayudan a descifrar caracteristicas o propiedades
compartidas entre especies. De igual forma, las herramientas de secuenciacién e
identificacion molecular son indispensables para el reconocimiento de genes y sus niveles
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de expresion, lo cual han permitido el desglose de transcriptomas de especies que contintan
desconociéndose en su totalidad.

1.4. Acerca de este trabajo de Tesis

Las antocianinas, como pigmentos vegetales naturales, poseen una amplia gama de
actividades bioldgicas y muestran un gran potencial en aplicaciones clinicas y en el
desarrollo de alimentos saludables. La mayoria de los estudios sobre la actividad bioldgica
de las antocianinas se han basado en el consumo de frutas y verduras, o el uso de extractos
y jugos naturales. Obtener estos compuestos aislados y puros sigue siendo un desafio, tanto
experimental como econémico.

Seleccionar un protocolo de extracciéon adecuado no es una decision sencilla, ya que
el contenido de antocianinas varia entre diferentes materiales vegetales, tienen una quimica
compleja que depende del pH, son sensibles al calor, la luz y la oxidacion, y pueden estar
asociadas con otros compuestos. Seleccionar la técnica mas apropiada para maximizar tanto
el rendimiento como la estabilidad del extracto es un desafio. Ademas, al elegir los métodos
de extraccidn, es crucial considerar varios factores, como los costos de inversién y
operacidn, el impacto ambiental, la composicién quimica de las muestras, el objetivo de la
extraccion y la aplicacion prevista del extracto.

Como primera parte de esta Tesis, se propuso profundizar en la extraccién y
caracterizacion estructural de antocianinas complejas bioactivas mediante un estudio
experimental de glicésidos acilados de antocianidinas presentes en el género
Ipomoea, especie Ipomoea cairica, de la familia de las Convolvulaceas (Capitulo 4). Las
antocianinas aciladas obtenidas e identificadas completamente por primera vez, muestran
una marcada actividad antioxidante, la cual es fundamental para prevenir y tratar
enfermedades crénicas.

La segunda parte de esta Tesis consiste en un estudio detallado y exhaustivo de la
relacién entre la estructura electrénica y conformacional de las antocianidinas y su
capacidad antioxidante y antimutagénica (Capitulos 5 y 6). Si bien se han realizado
estudios sobre antociani(di)nas, la mayoria son de naturaleza empirica y carecen de un
fundamento fisicoquimico profundo que permita evaluar la estabilidad y la actividad
biolégica de estos compuestos. Por esta razon, en esta Tesis hemos abordado por primera
vez la investigacidn de seis antocianidinas en todo el espacio conformacional.

El estudio de las antocianidinas en su forma de catién flavilio es especialmente
relevante debido a su alta reactividad, la cual se traduce en una notable actividad biologica.
Es crucial sefialar que, en su forma estabilizada, las antocianidinas no se encuentran
aisladas. Sin embargo, su estructura en forma de ion flavilio, caracterizada por una carga
positiva, les confiere una alta reactividad. Este aspecto particular de las antocianidinas es
otro de los puntos principal de estudio en esta Tesis, ya que comprender y desentranar la
relacion entre su estructura y su reactividad es fundamental para develar su papel en
diversos procesos bioldgicos.
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La tercera parte de este trabajo de Tesis involucra la prediccién original de ciertas
bioactividades de gran interés, como la antioxidante, antimutagénica y antitumoral, a través
de modelos QSAR (Quantitative Structure-Activity Relationship) (Capitulo 7). Este estudio
permite relacionar de manera cuantitativa las diferentes actividades bioldgicas con sus
propiedades fisicoquimicas y estructurales. A pesar de los numerosos informes sobre la
actividad biolégica de las antocianinas, los mecanismos subyacentes siguen sin
comprenderse completamente en muchos aspectos. Aunque la teoria QSAR se utiliza
principalmente como un enfoque predictivo, también puede ofrecer valiosa informacion
sobre cémo las caracteristicas estructurales influyen en las actividades
biolégicas, facilitando asi una mejor comprensién intrinseca de las mismas y de las
metodologias utilizadas.

Como etapa final de este trabajo de doctorado (Capitulo 8), se presentan los estudios
in vitro y ensayos clinicos en humanos de antociani(di)nas dietarias, evaluando su
capacidad para la prevencion y el manejo de la osteoartritis y las comorbilidades crénicas
como el sobrepeso o la obesidad.

Las antocianinas han captado la atencion tanto de la comunidad cientifica como de la
industria alimentaria y farmacéutica debido a sus bioactividades, sus potenciales beneficios
para la salud y sus diversas aplicaciones comerciales. De esta manera, con el desarrollo de
las tematicas presentadas, se ha podido cumplir con los objetivos de esta Tesis y desplegar
diferentes aspectos de la Quimica de estos interesantes compuestos bioactivos.



Capitulo 2. Biodisponibilidad y estabilidad de las
antocianinas
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2.1. Biodisponibilidad y actividad bioldgica de las antocianinas

Los alimentos ricos en antocianinas se incluyen entre los denominados alimentos
funcionales debido a sus propiedades nutracéuticas (Khoo et al.,, 2017). La ingesta oral de
frutas ricas en antocianinas, asi como de extractos o compuestos puros, ha demostrado ser
eficaz en la prevencién y tratamiento de diversas enfermedades, como trastornos
cardiovasculares, neurodegenerativos, diabetes, artritis y cancer, gracias a sus propiedades
antioxidantes y antiinflamatorias (Ramirez-Tortosa et al, 2001; Ross & Kasum, 2002; Tsuda
etal, 2003; Einbond et al.,, 2004; McDougall et al., 2005; Jaganath, A. Crozier, 2010; Putta et
al, 2017; Chen et al, 2018), tal como se ha demostrado en estudios epidemioldgicos
(Rechner & Kroner, 2005; Wang & Stoner, 2008) y en estudios clinicos (Pomilio et al., 2024).
Ademadas, se ha observado que la administracién de antocianinas puede mejorar
significativamente la agudeza visual, ya que estos pigmentos son capaces de potenciar la
visién nocturna y general (Lila, 2004).

Para que estos compuestos bioactivos logren un efecto en un tejido especifico, es
fundamental su biodisponibilidad, es decir, que sean absorbidos eficientemente desde el
estbmago o intestino hacia la circulacién sistémica y transportados a la zona adecuada
(McDougall et al., 2005; Pereira et al., 2009).

Algunos aspectos relacionados con la biodisponibilidad y la actividad antioxidante se
abordan en el presente trabajo de Tesis.

2.1.1. Biodisponibilidad de las antocianinas

La informacién sobre la absorcion, el metabolismo, la distribucién en tejidos y
organos, y la excrecidn de las antocianinas en humanos sigue siendo incompleta debido a la
complejidad de los ensayos in vitro, in vivo y ex vivo. Esta situacién se ve agravada por
factores como los altos costos, la necesidad de observacion a largo plazo, las variaciones
entre individuos y la dificultad de disefiar experimentos adecuados que eviten resultados
contradictorios (McDougall et al., 2005; Jing & Giusti, 2013).

La biodisponibilidad, la bioabsorcién, la distribucién tras la absorcién, los
mecanismos de transporte y el metabolismo de las antocianinas en animales y humanos se
han investigado previamente en estudios in vitro e in vivo (Felgines et al., 2003; Prior & Wu,
2006; McGhie & Walton, 2007; Fang, 2014). Algunos estudios han sefialado que las
concentraciones de antocianinas utilizadas en ensayos in vitro son demasiado bajas para
contribuir a la inhibicién in vivo de especies reactivas de oxigeno. Sin embargo, podrian ser
adecuadas para influir en la transduccion de sefiales y en la expresion génica (Milbury et al.,
2010). En lo que respecta a la absorcién y el metabolismo de las antocianinas, estos
glicosidos pueden ser absorbidos rapidamente en el estdmago y el intestino delgado
después de la ingestion, ingresando en la circulacion sistémica tras pasar por el higado,
donde pueden ser metabolizados mediante reacciones de metilacion y glucuronidacion
(Passamonti et al., 2003; McGhie & Walton, 2007).
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Se ha detectado la presencia de antocianinas, sus agliconas y tanto los derivados
metilados como los glucurénidos de antocianinas en tejidos como el estomago, intestino
delgado, higado, bilis, rifiones, pulmones y ojos. No obstante, en algunos érganos como los
ojos y el cerebro, la presencia de antocianinas fue transitoria y, en algunos casos, en
cantidades muy pequenas (Espin et al., 2007). Las metodologias actuales para la deteccién
de antocianinas y sus metabolitos en sangre, orina y tejidos incluyen la cromatografia
liquida de alta resolucion, la espectrometria de masa (EM) y masa tdndem (EM/EM), y la
resonancia magnética nuclear proténica y de 13C (1H- y 13C-RMN) (Jing & Giusti, 2013; Liu et
al, 2018a).

En ratas, los glic6sidos de antocianinas son absorbidos de manera rapida y eficiente
en el intestino delgado, siendo luego metabolizados y excretados por bilis y orina tanto en
su forma intacta como en formas metiladas y como glucurénidos (Talavéra et al., 2004). Los
estudios in vitro e in vivo han demostrado la importancia de la estructura de la aglicona en
el metabolismo de las antocianinas (Prior & Wu, 2006). Por ejemplo, en un experimento con
ratas, se observo que la pelargonidina-3-0-glucésido fue rapidamente absorbida tanto en el
estbmago como en el intestino delgado, de manera similar a la cianidina-3-0-glucésido. Sin
embargo, en la etapa de catabolizacidn, la pelargonidina-3-0-glucésido fue glucuronidada
en mayor medida que la cianidina-3-0-glucésido (Galvano et al., 2004; Felgines et al., 2007).

Si bien Borges et al. (2007) consideraron la posibilidad de que la formacion de la
pseudobase o la base quinoidal de las antocianinas pudiera ocurrir debido a cambios de pH
en el tracto gastrointestinal, siendo la pseudobase carbinol incolora la forma predominante
en el intestino delgado donde su absorcidn es muy limitada, posteriormente se encontré
que las antocianinas pasan, en gran medida, del intestino delgado al intestino grueso sin
biotransformaciéon en humanos con colon intacto (Gonzalez-Barrio et al., 2010). La aglicona
liberada tras la escisiéon de la unidad 3-0-glicosidica es muy inestable en condiciones
fisioldgicas y puede ser degradada por reacciones quimicas o por la accion de bacterias del
colon, produciendo acidos fenélicos y aldehidos mediante la disrupcion del anillo C
(Galvano et al, 2007).

Por ejemplo, se ha identificado el acido protocatéquico (acido 3,4-dihidroxibenzoico)
como el principal metabolito de la cianidina-3-0-rutinésido, tanto in vitro por la microbiota
fecal humana como in vivo, representando aproximadamente el 40% de la cianidina-3-0-
glucésido ingerida en la corriente sanguinea a las seis horas post-consumo (Vitaglione et al.,
2007). El 4acido protocatéquico, al igual que las antocianinas, exhibe propiedades
antioxidantes, antilipidicas y antiinflamatorias (Vitaglione et al, 2007; Forester &
Waterhouse, 2008).

2.1.2. Propiedades bioldgicas de las antocianinas

Estudios realizados en lineas celulares del tracto gastrointestinal (Bowen-Forbes et
al, 2010; Rugina et al., 2012; Hafidh et al.,, 2013; Jin et al., 2013; Li et al., 2014; Bishayee et
al, 2016), modelos animales (Jiang et al., 2014) y ensayos clinicos en humanos (Pomilio et
al, 2024) han demostrado que las antocianinas poseen funciones antioxidantes,
bacteriostaticas, antiinflamatorias, antienvejecimiento y anticancerigenas (Bagchi et al,
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2004; Bobe et al., 2006; Wang & Stoner, 2008; He & Giusti, 2010; Joshi & Goyal, 2011; Miguel,
2011; Chen et al.,, 2017a; Lin et al, 2017; Lu et al., 2017; Yang et al, 2017; Duarte et al,
2018).

Las antocianinas han mostrado ser eficaces en la prevencion de diversas
enfermedades crénicas, como las enfermedades cardiovasculares (Alvarez-Suarez et al,
2014; Cerletti et al.,, 2017), diabetes y obesidad (Wu et al., 2013b; Li et al., 2015; Pomilio et
al, 2024), ademas de contribuir al retraso del envejecimiento y disminuir el riesgo de
trastornos neurodegenerativos, como la enfermedad de Alzheimer (Ames et al, 1993;
Nikkhah et al,, 2008; Ali et al., 2017). Los efectos antitumorales de las antocianinas se basan
en una amplia gama de actividades biologicas: antioxidante, antiinflamatoria,
antimutagénica, antiangiogénica, induccidn de la diferenciacion celular e inhibicién de la
proliferacién mediante la modulacién de las vias de transducciéon de senales. Estas
actividades conducen a la interrupcién del ciclo celular y a la estimulacién de la apoptosis o
la autofagia en células cancerosas (Bishayee et al, 2016). Ademas, las antocianinas
presentan accién antiinvasiva y antimetastasica, revirtiendo la resistencia de las células
cancerosas a los farmacos y aumentando su sensibilidad a la quimioterapia (Lin et al., 2017).

Se ha demostrado que las antocianinas inhiben el crecimiento de células malignas,
estimulan la apoptosis y modulan eventos de sefializacién oncogénica in vitro en un rango
de concentracién de 107®a 10™* M (Wang & Stoner, 2008).

2.2. Estabilidad de las antocianinas

A pesar del gran potencial de aplicacién como pigmentos naturales que tienen las
antocianinas para las industrias alimentaria, farmacéutica y cosmética (Khoo et al., 2017),
su uso es aun limitado debido a su relativa inestabilidad que se ve facilmente influenciada
por un amplio rango de pardmetros, como: la humedad relativa, 1a luz, el pH, la temperatura,
los azucares (acilados y no acilados), la vitamina C, los niveles de oxigeno, el didxido de
azufre o sulfitos, las enzimas, los co-pigmentos y los iones metalicos (Sharma et al., 2016).
Asi, estos factores y procesos producirdn cambios en la concentracién y bioactividad de las
antocianinas, y también en el color, lo que afectara el grado de aceptacion de la sustancia
por parte del consumidor (Aprodu et al, 2020).

En los ultimos afios, varios estudios se han centrado en la biodisponibilidad de las
antocianinas, comprobando que seria inferior al 1% y que depende de la unidad glicosidica;
por lo tanto, las antocianinas no aciladas se absorben de manera mas eficiente que las
aciladas (Yousuf et al, 2015). Sin embargo, la baja biodisponibilidad se logra superar
mediante la encapsulacion de las antocianinas (Ozkan et al,, 2019).

En cuanto a la estabilidad relativa de antocianidinas y antocianinas, los glic6sidos son
mas estables que las agliconas. Es decir que, la glicosilacion aumenta la estabilidad y la
solubilidad en agua de las antocianidinas. El aumento del nimero de unidades de azuicar
parece aumentar ain mas la estabilidad de las antocianinas, lo que se explica por la mayor
estabilidad de la red de puentes de hidrégeno intramoleculares dentro de la unidad de
azucar y entre el azicar y la aglicona (Zhao et al.,, 2014; Hocine et al., 2018). En el caso de
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las antocianinas aciladas, la acilacién del glicosilo de las antocianinas por acidos alifaticos y
aromaticos aumenta aliin mas su estabilidad (Zhao et al,, 2017).

La estabilidad de las antocianinas se puede modificar de tres maneras: por
polimerizacidn, escisién y derivatizacién. La escisién o clivaje de las antocianinas da como
resultado compuestos incoloros, la polimerizacién causa pardeamiento y las reacciones de
derivatizacion producen varias moléculas de diferentes colores (Weber & Larsen, 2017).

La baja estabilidad de las antocianinas es una desventaja importante para su
aplicabilidad. Para mejorar esta condicién, se deben tener en cuenta los factores que
influyen en la estabilidad de las antocianinas, asi como su degradacidn, los cuales seran
abordados en la siguiente seccién.

2.3. Factores que influyen en la estabilidad de las antocianinas

Las antocianinas aisladas son muy inestables y muy susceptibles a la degradacion
(Giusti & Wrolstad, 2003). Su estabilidad se ve afectada por diversos factores como el pH, la
temperatura de almacenamiento, la estructura quimica, la concentracién, la luz, el oxigeno,
los solventes, la presencia de enzimas, flavonoides, proteinas y iones metalicos (Rein, 2005).

La estabilizacién quimica de las antocianinas es el principal foco de investigacion
debido a sus potenciales aplicaciones, sus efectos beneficiosos y su uso como alternativa a
los colorantes artificiales (Rein, 2005).

La estabilidad de las antocianidinas est4 influenciada por los sustituyentes del anillo
B y la presencia de grupos hidroxilo o metoxilo adicionales que disminuyen la estabilidad
de la aglicona en medios neutros; por lo tanto, pelargonidina es la antocianidina mas estable
(Fleschhut et al., 2006). A diferencia de las agliconas, los monoglicésidos y, sobre todo los
diglicosidos, son mas estables en condiciones de pH neutro (Fleschhut et al, 2006). Este
comportamiento se explica porque las unidades de azicar evitan la degradacion de
intermediarios inestables en acido fendlico y aldehido (Fleschhut et al., 2006) (Figura 2.1).

Las investigaciones sobre la estabilidad de las antocianinas y la variacién del color
con el pH llevan a la conclusién que los cambios en el color de estos compuestos son mas
significativos en la region alcalina debido a su inestabilidad (Cabrita et al, 2000).

2.3.1. Efectos de la concentracion de antocianinas y solventes

Investigaciones con sales de flavilio sintéticas en diferentes soluciones (acetonitrilo :
agua, etanol, propilenglicol, dioxano y 2-butanona) han demostrado que los cambios de
color dependen del solvente y de la concentracion de esas sales de flavilio (Ito et al, 2002).
En solventes proticos las sales de flavilio sintéticas presentan una coloracién roja, mientras
que en solventes aproticos las soluciones son amarillas. Este hecho se ha explicado
proponiendo que las especies roja y amarilla corresponden a un monémero y dimero
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respectivamente; por tanto, al aumentar la concentracion de sales de flavilio sintéticas, se
favorece la coloracion roja.

(F) Aldehido Acido fenélico

SiR; es H:

OH
HO l 0
& OH
OH

Dicetona
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(D)

Figura 2.1. Formas quimicas de las antocianidinas en funcién del pH y reaccién de degradacion de
las antocianidinas. Donde R1 = H o sacarido, Rz y R3 = H o metilo.

También se observo que al aumentar la proporcion de agua, en mezclas acetonitrilo :
agua, el mondmero se transforma en un dimero de color verde (transferencia de carga). Asi,
el agua tiene una funcién fundamental en la dimerizacién de las sales de flavilio debido a
que éstas tienen que neutralizar sus propias repulsiones electrostaticas con las moléculas
de agua para que la dimerizacién pueda llevarse a cabo.

2.3.2. Influencia del pH

Las antocianidinas pueden encontrarse en diferentes formas quimicas que dependen
del pH de la solucién (Figura 2.1) (da Costa et al., 1998; Heredia et al.,, 1998; Kennedy &
Waterhouse, 2000; Fleschhut et al., 2006). En un ambiente acido, a pH = 1, el catidén flavilio
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(color rojo) es la especie predominante y muy soluble en agua (Cooper-Driver, 2001; Khoo
et al., 2017), que contribuye a los colores purpura y rojo (Figura 2.1 A). A valores de pH
entre 2 y 4, predominan las especies azules quinoidales (Figura 2.1 B-D), mientras que a
un pH entre 5-6, s6lo se pueden observar dos especies, que son una pseudobase carbindlica
incolora (Figura 2.1 E) y una chalcona de color amarillo palido (Figura 2.1 F) (Kang et al,,
2021). Cuando aumenta el pH, también aumenta la cantidad de base anhidra (Cooper-
Driver, 2001), pero a pH superior a 7, las antocianidinas se degradan en funcién de sus
sustituyentes (Figura 2.1) (Castafieda-Ovando et al.,, 2009).

Avalores de pH entre 4 y 6, coexisten cuatro formas de antocianidinas: catién flavilio,
base quinoidal anhidra, base carbinélica incolora y la chalcona de color amarillo palido. El
equilibrio entre las bases quinoidales y el carbinol se produce a través del cation flavilio, tal
como se muestra en la Figura 2.1 (estructuras D, A y E) y en la Figura 2.2 (Castafieda-
Ovando et al.,, 2009; Pina et al,, 2011).

HCH

Cation flavilio*

pH1
OH
i an HO

Pirocatecol pH>7 Efecto del pH en PH 2-4
= las antocianinas ) .
Productos de degradacion® Especie quinoidal azul*
pH5-6

Pseudobase carbinol y chalcona*

RZ
s} Ikt O
" L
o 7,
OR, 8
Pseudobase carbinol Chalcona

Figura 2.2. Antocianinas a diferentes valores de pH; * forma quimica predominante
(Riaz et al, 2016).

En cuanto a la influencia estructural, los sustituyentes del anillo B y la presencia de
grupos hidroxilo o metoxilo adicionales son responsables de la estabilidad de las
antociani(di)nas, que en ambientes neutros disminuyen la estabilidad de las agliconas. Por
otro lado, los mono- y diglicésidos son mas estables en un ambiente neutro que las
agliconas, debido a que las unidades de azucar evitaran la degradacién de intermediarios
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inestables en aldehido y 4cido fendlico (Figura 2.1) (Fleschhutetal.,, 2006; Weber & Larsen,
2017).

En resumen, la estabilidad de las antocianinas aumenta con el aumento de la
metilacién y disminuye con un ndmero creciente de grupos hidroxilo en el anillo B de las
antocianidinas. La acilaciéon desempeia un rol importante en la mejora de la estabilidad de
las antocianinas (Fei et al., 2020).

2.3.3. Temperatura

Como es bien sabido, el tratamiento térmico es uno de los métodos mas utilizados
para conservar y prolongar la vida util de los alimentos y garantizar la seguridad alimentaria
(Enaru et al,, 2021). Por lo tanto, dependiendo de los parametros funcionales del alimento
y la vida util deseada por el fabricante, el tratamiento térmico puede tener lugar a
temperaturas entre 50-180°C. Debido a este procesado a alta temperatura durante cierto
tiempo, se producen cambios en el color, la cantidad de antocianinas, asi como también en
la capacidad antioxidante de los alimentos (Aprodu et al, 2020). Las antocianinas a esas
temperaturas, pueden sufrir: glicosilacion, ataque nucleofilico del agua, clivaje y
polimerizacién que provocaran su pérdida y degradacion (Laleh et al, 2005, Rodriguez-
Amaya, 2019), y el pardeamiento de los productos en presencia de oxigeno (Riaz et al,
2016). Tanto la intensidad del color determinada por las antocianinas monomeéricas como
su cantidad disminuyen en funcién del tiempo/temperatura, mientras que la cantidad de
pigmentos marrones/fraccidn polimérica aumenta. Es decir, la estabilidad disminuye con el
aumento de la temperatura.

Las investigaciones actuales han demostrado que la estabilidad de estos compuestos
esta estrechamente relacionada con su estructura quimica, donde la unidad de aztcar es un
factor importante (Remini et al.,, 2018). Las antocianinas aciladas almacenadas a diferentes
temperaturas, mostraron mayor estabilidad que las antocianinas no aciladas (Turker et al.,
2004). Se analiz06 la influencia de la temperatura de almacenamiento sobre el contenido de
antocianinas y su vida media (ts,) fue considerablemente mas corta a temperatura ambiente
que en almacenamiento en frio en todos los jugos examinados. Por lo tanto, se recomienda
evitar almacenarlos a temperatura ambiente (Hellstrom et al., 2013).

Por otro lado, investigaciones sobre extractos de uvas mostraron que el tratamiento
térmico a 35°C redujo el contenido total de antocianinas a menos de la mitad, comparado
con el mismo extracto de uvas que fue sometido a un tratamiento térmico de sélo 25°C.
Ademas, el color de las antocianinas cambi6 de rojo a anaranjado hasta temperaturas de
40°C, fenémeno observado en un ambiente con pH acido, que no influy6 en este cambio
(West & Mauer, 2013).

Los procesos térmicos que requieren altas temperaturas como el escaldado y la
pasteurizacién a 95°C por 3 min para obtener puré de arandanos, provocaron una pérdida
del 43% de las antocianinas monoméricas totales, en comparacién con la cantidad
observada en la fruta fresca antes del tratamiento térmico. Cabe sefialar que mientras la
cantidad de antocianinas disminuy¢, los valores de los colores poliméricos aumentaron del
1% al 12%. Este hallazgo implica que los parametros termolabiles pueden promover la
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degradacién de las antociani(di)nas, y respalda la teoria de que su destrucciéon en el
procesado de los jugos es causada por enzimas enddgenas en las frutas (Patras et al., 2010).
Si bien hasta ahora se ha demostrado que el tratamiento térmico tiene un efecto negativo
sobre la cantidad de antocianinas en frutas y vegetales, ain puede tener un efecto
beneficioso. Los polifenoles, es decir, implicitamente antocianinas, son degradados
enzimaticamente por la enzima polifenol-oxidasa, pero esta enzima puede inactivarse
térmicamente (Patras et al, 2010, Deylami et al, 2016). En consecuencia, en el sector de
procesado de alimentos, el escaldado o tratamiento térmico corto y suave de las materias
primas puede disminuir la oxidaciéon de las antocianinas por la enzima polifenol-oxidasa
(Khoo et al., 2017), mejorando asi la estabilidad de las antocianinas (He, 2008; Deylami et
al, 2016). Al mismo tiempo, la degradacién térmica se puede prevenir disminuyendo el
valor de pH de la solucién de antocianinas y la concentracion de oxigeno (Rein, 2005; Sipahli
etal,2017).

2.3.4. Oxigeno

Debido a la estructura quimica insaturada de las antocianinas, estos compuestos son
susceptibles a la reaccién con oxigeno molecular (Sikorski, 2018; Enaru et al, 2021). La
presencia de oxigeno puede acelerar el proceso de degradacion de las antociani(di)nas de
dos maneras: por un mecanismo oxidativo directo o por la acciéon de enzimas oxidantes
(Patras et al., 2010).

Numerosos estudios han demostrado que la estabilidad de las antocianinas aumenta
cuando se almacenan al vacio, bajo nitrégeno o bajo argén, en comparacién con su
almacenamiento en una atmoésfera predominantemente con oxigeno (Remini et al., 2018).
La alta temperatura y la presencia de oxigeno han demostrado ser la combinaciéon mas
dafiina de todos los factores que influyen en la estabilidad de estos compuestos (Cavalcanti
et al., 2011). Desde hace muchos afios se sabe que llenar completamente las botellas con
jugo caliente de uvas puede posponer la degeneracion del color de ptrpura a marrén opaco;
lo mismo ocurre con otros jugos (Sikorski, 2018).

Por otro lado, si los alimentos se almacenan en un ambiente enriquecido con 60-100%
de oxigenoy a baja temperatura, al inicio (0-7 dias) del almacenamiento en frio, el contenido
de fenoles y antocianinas aumenta. Este efecto, sin embargo, disminuye con el tiempo de
almacenamiento (Cavalcanti et al,, 2011).

2.3.5. Luz

Las plantas estan expuestas a la luz, que estimula la sintesis y acumulaciéon de
antocianinas, por lo tanto, la luz es otro parametro importante en su estabilidad (Sikorski,
2018). La luz es necesaria para la producciéon de antocianinas, pero también acelera su
descomposicién (Cavalcanti et al, 2011). Ademads, la cantidad de oxigeno molecular
presente afecta la tasa de descomposicion inducida por la luz. Cabe mencionar que con luz
fluorescente la pérdida de antocianinas es mas intensa (Remini et al., 2018).
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Las antocianinas son responsables de los colores en muchas plantas, ya que son
buenos absorbentes de la luz visible. Por lo tanto, el color esta influenciado principalmente
por el patréon de sustituciéon del anillo B de la aglicona, a diferencia del patrén de
glicosilacién, que afecta la produccién de color en menor medida (Remini et al.,, 2018).

Se estudio el impacto de la luz en la estabilidad de los extractos de antocianinas de
varias fuentes bioldgicas. En el caso del jugo de uvas almacenado a 20°C en la oscuridad, se
observd que se destruyé aproximadamente el 30% de la cantidad de antocianinas. Al
colocar esas muestras en presencia de luz a la misma temperatura y duracién se elimin6
casi la mitad de los pigmentos totales (Amogne et al., 2020).

La luz también afecta la actividad antioxidante de las antocianinas. Este hecho es
relevante en la industria alimentaria, dado que por su caracter antioxidante las antocianinas
son beneficiosas contra las enfermedades cardiovasculares y otras, por lo cual contribuyen
a los alimentos funcionales (Rein, 2005; Van Hung, 2016). Se observé una disminucién
significativa del contenido de antocianinas y de la actividad antioxidante en extractos de
moras almacenados a temperatura ambiente y expuestos a luz fluorescente durante 10
horas. Por lo tanto, cuanto mas prolongada sea la exposicion del extracto a la luz, mas
disminuira el contenido de antocianinas y su actividad antioxidante (Aramwit et al., 2010).

Para minimizar el impacto negativo de la luz sobre las antocianinas, se pueden usar
envases hechos de materiales que bloqueen la luz del espectro visible y, especialmente, del
campo ultravioleta del espectro, creando asi una barrera protectora. Ademas, la
glicosilacidn, la acilacién y la co-pigmentacién desempefian un rol importante en el aumento
de la estabilidad de las antocianinas a la luz (Remini et al,, 2018).

2.3.6. Acido ascérbico

El acido ascorbico tiene una funcién relevante como antioxidante en el cuerpo
humano (Sheraz et al.,, 2015). Se encuentra en varias frutas y verduras, y, ademas, se agrega
como antioxidante a varios tipos de alimentos para aumentar su valor nutricional. En el
procesado de alimentos, cualquier cambio en el nivel de vitamina C muestra que la calidad
del alimento se ha deteriorado después del procesado y durante el almacenamiento (Tewari
etal, 2017).

Sin embargo, la presencia de 4cido ascorbico en un entorno con antocianinas provoca
su degradacion mas rapida, con pérdida de color (Farr & Giusti, 2018; Sikorski, 2018). La
presencia de oxigeno en el ambiente favorecera esta degradacién, formando el pigmento
polimérico y la decoloracion de las antocianinas. Los presuntos mecanismos de degradaciéon
son la condensacion directa del 4cido ascOrbico con las antocianinas, o la formacion de
peroxido de hidrogeno y el clivaje oxidativo del anillo de pirilio por peréxidos (Levy et al.,
2019). La pérdida de antocianinas por esta escision oxidativa se debe a su capacidad de
actuar como un activador del oxigeno molecular, generando asi radicales libres como
resultado de esta reacciéon (Socaciu, 2008).

Por otro lado, se cree que las moléculas electrofilicas, como los bisulfitos, el peréoxido
de hidréogeno y el acido ascorbico, tienen como objetivo los sitios nucleofilicos de las
antocianinas. Se ha propuesto que el acido ascérbico causa una degradacion reciproca e
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irreversible tanto del pigmento como de los micronutrientes. Este proceso es distinto a la
decoloracién con bisulfito, que es reversible y sensible al pH. Por lo tanto, este fenémeno es
una barrera para el uso de las antocianinas como colorantes de alimentos, en particular de
jugos y bebidas que suelen ser fortificados con vitamina C (Farr & Giusti, 2018).

El efecto del 4cido ascorbico sobre las antocianinas es complejo y depende de varios
factores, pero también de la matriz (He, 2008). Por ejemplo, en un ambiente con H;0,
concentraciones entre 60-80 mg/L de acido ascérbico favorecieron la estabilizacién de las
antocianinas en el jugo de granadas, mientras que en el jugo de cerezas una concentraciéon
de 80 mg/L produjo una rapida degradacion de las antocianinas (Ozkan, 2002). Por lo tanto,
cuando los niveles de oxigeno y de acido ascorbico son altos, el impacto de la degradacion
es mas evidente. Los iones cobre aceleran los procesos (Remini et al., 2018).

2.3.7. Sulfitos

El diéxido de azufre se ha utilizado para la conservacién de alimentos desde el siglo
XVIII, especialmente para alimentos con un pH bajo como el vino (Christofi et al., 2020). El
SO, se utiliza intensamente en la industria del vino, debido a sus propiedades antisépticas
contra levaduras y bacterias y a sus propiedades antioxidantes, lo que lo convierte en uno
de los aditivos mas versatiles y eficientes (Pozo-Bayon et al., 2012; Gabriele et al., 2018).
Puede atravesar la membrana celular de las bacterias, alterando la accion de las enzimas y
proteinas celulares, y regulando asi el desarrollo microbiano (Christofi et al., 2020).

Estas propiedades del diéxido de azufre detienen fermentaciones no deseadas, como
la fermentacion malolactica y acética, y limitan la actividad de las oxidasas que son
enddgenas en las uvas o pueden provenir de una infeccion fingica. Ademas, el SO, provoca
la decoloracion de los pigmentos y elimina los olores desagradables de la oxidaciéon
(Gabriele et al., 2018).

Los sulfitos y sulfatos suelen ser utilizados en el almacenamiento de alimentos
derivados de frutas y verduras, como inhibidor del crecimiento microbiano y del
pardeamiento enzimatico y no enzimatico (Remini et al., 2018), pero pueden provocar la
pérdida de antocianinas. Esta decoloracidon se produce por la formacion de estructuras
incoloras derivadas del azufre cuando estos compuestos de azufre se unen a las posiciones
2 0 4 de las antocianinas (Figura 2.3) (Cavalcanti et al, 2011). Cuando se calientan las
antocianinas se libera una cantidad de diéxido de azufre (SO2), recuperandose parcialmente
el color. La acidificaciéon a pH bajo también regenera a las antocianinas mediante la
liberaciéon de SO». Altas concentraciones de sulfito (mas de 10 g/kg) desencadenan la
degradacion permanente de las antocianinas (Cavalcanti et al,, 2011).

El SO, actiia también como solvente durante la vinificacion, permitiendo extraer los
componentes so6lidos de las uvas, como los tallos, las semillas y los hollejos. Se utiliza,
ademas, en otras tres etapas de la vinificacion: 1) Durante el proceso de pre-fermentacion,
en las uvas o mostos, para evitar la oxidacién. Sin embargo, este fenémeno no ocurre por
eliminaciéon directa del oxigeno de los comestibles, sino por unién a los precursores
involucrados en las reacciones oxidativas y compuestos resultantes de la oxidacion (Pozo-
Bayon et al., 2012; Christofi et al., 2020). 2) Una vez finalizada la fermentacién y antes de
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las fases de envejecimiento o almacenamiento, se utiliza para limitar el desarrollo
microbiano que podria afectar a los vinos. 3) Poco antes del embotellado, los vinos se
estabilizan con SO; para evitar cualquier cambio o accidente en las botellas (Pozo-Bayon et
al, 2012).

Por lo tanto, el tratamiento con diéxido de azufre es de gran importancia en la
tecnologia del vino. Sin embargo, su uso esta estrictamente controlado, porque altas dosis
de SO; pueden causar cambios organolépticos del producto final (como sabores no
deseados). Asimismo, la ingestion de este compuesto produce efectos negativos en la salud
humana, como respuestas alérgicas (Pozo-Bayon et al., 2012). Como resultado, el contenido
maximo de SO en los vinos autorizado por ley se ha reducido gradualmente a 150 y 200
mg/L para los vinos tintos y blancos respectivamente. En la actualidad se busca minimizar
o eliminar el uso de SO; en la vinificaciéon, mediante la investigaciéon de tecnologias
innovadoras (Christofi et al., 2020).

Figura 2.3. Reaccidn de las antocianinas con SOz2.

2.3.8. Enzimas

Las enzimas mas comunes que degradan a las antocianinas son las glicosidasas,
peroxidasas (fenol-oxidasas) y fenolasas (polifenol-oxidasas) (Riaz et al., 2016). El nombre
colectivo de estas enzimas es antocianasas (Sikorski, 2018). Estas enzimas pueden ser
producidas por la planta y estar presentes en sus tejidos, o pueden provenir de la
contaminacién microbiana. Vale la pena sefialar que las glicosidasas afectan directamente a
las antocianinas, mientras que las peroxidasas y fenolasas tienen efectos indirectos sobre
su estabilidad (Marszatek et al,, 2017).

Las glicosidasas rompen el enlace covalente entre la unidad de glicosilo y la aglicona
de una antocianina, y asi se forman antocianidinas inestables (Riaz et al., 2016). Este
proceso afecta ademas al color del compuesto (Marszatek et al., 2017).

Las polifenol-oxidasas y las peroxidasas, que son enzimas especificas de las plantas,
una vez removidas de los compartimentos celulares durante la extracciéon de las
antocianinas, aceleraran su degradacion (He, 2008). La polifenol-oxidasa es la enzima que
catalizara dos tipos de reacciones: o-hidroxilacion de monofenoles en o-difenoles y
oxidacion de o-difenoles en 0-quinonas.

Las antocianinas pueden sufrir un ataque nucleofilico por las quinonas en C-2 y C-4
cargados positivamente del anillo C y sumado a la oxidacién se formaran productos de
polimerizacién marrén negruzcos, denominados melaninas, a partir de las quinonas
producidas por la enzima polifenol-oxidasa. Esto ocurre en las aceitunas negras naturales
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(Laquez Bibiloni & Aguilera Radic, 2006). La polifenol-oxidasa reacciona directamente con
las antocianinas, que son sustratos débiles de esta enzima, provocando su degradacién
mediante la co-oxidacion de las 0-quinonas generadas enzimaticamente y/o productos de
oxidacién secundaria de la quinona (Deylami et al., 2016).

Se asume que la primera enzima que afecta la estabilidad de las antocianinas es la [3-
glucosidasa, la cual forma antocianidinas que pueden ser oxidadas posteriormente por la
polifenol-oxidasa y/o peroxidasa (Marszatek et al., 2017). Tras la accién de estas enzimas,
la solubilidad de las antocianinas disminuye y se producen compuestos incoloros (Sikorski,
2018).

2.3.9. Efecto de la co-pigmentacién

La co-pigmentacién es un fendmeno especifico de las antocianinas, que no se observa
en otros polifenoles ni en compuestos no fendélicos (Kammerer, 2016). La co-pigmentacion
se caracteriza por la formaciéon de asociaciones moleculares o complejos entre las
antocianinas y otros compuestos organicos incoloros, o con iones metalicos, provocando un
cambio o un incremento en la intensidad del color (Boulton, 2001). En la Ciencia de los
Alimentos, este fendmeno es una interaccién muy importante porque el color es uno de los
principales factores de calidad en la aceptacion de un producto (Eiro & Heinonen, 2002).

El principal mecanismo utilizado para estabilizar el color de las antocianinas es la co-
pigmentacién con otros compuestos (co-pigmentos), especialmente en las plantas (Mazza
& Brouillard, 1990; Davies & Mazza, 1993). Los co-pigmentos son sistemas ricos en
electrones m que son capaces de asociarse con iones flavilio, que son deficientes en
electrones, produciendo asi la estabilizacién. Ademas, esta asociacion protege al ion flavilio
del ataque nucleofilico del agua en la posicion 2 (Matsufuji et al., 2003; Trouillas et al., 2016).
También protege de otras especies como perdxidos y didéxido de azufre en la posicién 4
(Mazza & Brouillard, 1987; Garcia-Viguera & Bridle, 1999).

Para que una molécula actiie como un co-pigmento, debe cumplir dos requisitos: 1)
Poseer sistemas m-conjugados suficientemente extendidos, que se supone que favorecen la
interaccion m-m o formaciéon de complejos m. 2) Tener grupos donantes/aceptores de
puentes de hidrégeno, como los grupos OH y C=0 (Trouillas et al, 2016). Asi, 1a solucién de
antocianinas con el co-pigmento tendra un color mucho mas intenso de lo que teéricamente
se esperaria al valor de pH del medio (Escribano-Bailon et al., 2012). Cabe mencionar que
la magnitud del efecto de co-pigmentacién depende del pH, ya que a valores bajos de pH,
todas las antocianinas estan en forma de ion flavilio, y a valores altos de pH, las antocianinas
estan en su forma de pseudobase carbinolica, que es incolora y un aumento adicional del pH
provocara la destruccion de las antocianinas y, por tanto, una disminucién de la intensidad
del color de la solucién (Jamei & Babaloo, 2017).

Al mismo tiempo, la estabilidad de los complejos co-pigmentados se ve influenciada
por la degradacién térmica. Por lo tanto, a altas temperaturas el mecanismo de co-
pigmentacidn no tiene efectos visibles o incluso puede conducir a resultados opuestos. Por
ejemplo, la co-pigmentacion con acido fertlico, acido sindpico o tratamiento térmico a 90°C
durante 12 horas, o bien, a 88°C durante 2 minutos dio como resultado una degradaciéon
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acelerada de las antocianinas (Tan et al, 2021). Ademas, la interaccion entre las
antocianinas y los co-pigmentos es diferente dependiendo de su naturaleza y concentracion,
brindando asi diferentes tonos e intensidades de color (Escribano-Bailon et al., 2012).

Los co-pigmentos son generalmente incoloros en forma libre, pero cuando se mezclan
con una solucién de antocianinas hay una interaccién, que produce un efecto hipercrémico
y un desplazamiento batocrémico en los espectros de absorcidn (region UV-Vis), ya que las
antocianinas libres absorben luz a una cierta longitud de onda, y después de la co-
pigmentacién este valor aumenta significativamente. Como tal, el complejo de antocianina-
co-pigmento tendra una longitud de onda de absorcién mas larga (Andersen & Jordheim,
2010; Molaeafard et al., 2020). La naturaleza de estos compuestos puede ser muy variada,
por lo tanto, los co-pigmentos pueden ser flavonoides, alcaloides, aminoacidos, nucleétidos,
acidos organicos, polisacaridos, metales o incluso otras antocianinas (Castafieda-Ovando et
al., 2009; Oliveira et al., 2021). La eficiencia del efecto de co-pigmentaciéon depende de la
disposicion estérica de la sustancia (el mejor efecto de co-pigmentacién ocurre en el caso
de una estructura plana) y su tamafio, con el fin de lograr la estabilizacién del ion flavilio
(Escribano-Bailon et al,, 2012).

La interaccidn entre antocianinas y co-pigmentos se puede lograr de cuatro formas
diferentes, dependiendo de la naturaleza del co-pigmento (Figura 2.4).
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Figura 2.4. Interaccion de las antocianinas. (A) Auto-asociacidn, (B) co-pigmentacién
intramolecular, (C) complejacién con metales, (D) co-pigmentacién intermolecular (Castafieda-
Ovando et al, 2009).
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Si el co-pigmento es otra antocianina existe una interaccion entre las partes
cromo6foras y no cromoféricas de la misma molécula y se forma una autoasociaciéon (Figura
2.4 A) (Fernandes et al,, 2015) o una co-pigmentaciéon intramolecular (Figura 2.4 B);
cuando la interaccién es con un metal, se produce una complejacién (Figura 2.4 C); en el
caso de co-pigmentos incoloros con pares de electrones libres, se lleva a cabo una co-
pigmentacion intermolecular (Figura 2.4 D). Finalmente, existen casos mas complejos de
co-pigmentacién cuando las antocianinas forman compuestos al mismo tiempo con varias
moléculas como agliconas, azticares, co-pigmentos y protones.

Cuando el co-pigmento de la antocianina es otro compuesto fenélico; esta interaccion
es transitoria debido a la falta de enlaces quimicos. En realidad, se forman complejos de
transferencia de carga o interacciones m-m (entre orbitales p-p) (Foster, 1969). Este
fenémeno se produce cuando los compuestos interactuantes tienen cargas opuestas y asi,
la densidad electronica se transfiere del anillo rico (sustrato rico en electrones), al pobre en
electrones (i6n flavilio con carga positiva) (Castafieda-Ovando et al., 2009; Trouillas et al.,
2016).

La co-pigmentacion total resultante se basa en dos efectos (Dangles & Brouillard,
1992): 1) La formacién del complejo m-m que provoca cambios en las propiedades
espectroscopicas en el ion flavilio, el efecto hipercrémico y el desplazamiento batocrémico,
como hemos mencionado; y 2) El aumento del color rojo por la estabilizacién del idn flavilio
por el complejo ©t (Figura 2.5).
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Figura 2.5. Ejemplo de estabilizacién de antocianinas mediante la formacién del complejo por
transferencia de carga (interaccién de la antocianina con un compuesto fenélico) (Castafieda-
Ovando et al, 2009).

Se ha propuesto que la formaciéon del complejo m- induce las reacciones entre
antocianinas y taninos en los vinos, produciendo enlaces covalentes que generan taninos
pigmentados (Mirabel et al.,, 1999). El acoplamiento quimico entre antocianinas y taninos
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no es bien conocido; sin embargo, hace tiempo se ha sugerido que el mecanismo involucra
acetaldehido, taninos y antocianinas (Timberlake & Bridle, 1976); También se han
observado reacciones similares entre taninos y flavan-3-oles (Saucier et al., 1997; Salas et
al., 2004).

2.3.9.1. Co-pigmentacion por Auto-asociacion

Como hemos visto, las antocianinas pueden formar enlaces con otras antocianinas,
denomindndose a este tipo de interaccion auto-asociacion (Figura 2.4 A) El complejo
obtenido no presenta un grado de asociacion tan fuerte como en los complejos m, pues es
necesaria una mayor concentraciéon de antocianinas para que se produzca este fenémeno.
Sin embargo, existen algunas interacciones de auto-asociaciéon mas fuertes que otras en el
caso de especies neutras, pero pueden desestabilizarse debido al rechazo de los cationes
flavilio entre si por la carga positiva, y también, de las bases anidnicas entre si por la carga
negativa (Houghton et al, 2021).

Ademas, se ha demostrado recientemente que las moléculas de antocianinas se
disponen verticalmente en agregados quirales (helicoidales), con geometria izquierda. La
estructura se fortalece por los puentes de hidrégeno entre los azicares unidos a las
antocianinas; la posicion y el tamafio de los azicares son responsables de la alineacion
general del complejo (Escribano-Bailon et al, 2012; Houghton et al.,, 2021). Este proceso
ocurre durante el envejecimiento del vino y desempefia un papel en el color de los vinos
tintos afiejos. El mecanismo responsable de este proceso requiere mayor investigacion.

2.3.9.2. Co-pigmentacién intra- e intermolecular

Las interacciones intramoleculares se realizan por interaccién m-m entre la unidad
acilo hidrofébica unida covalentemente al aztcar y el anillo C de flavilio (Figura 2.5),
disminuyendo asi la hidrélisis de las antocianinas (Mateus & de Freitas, 2008), y las
interacciones intermoleculares ocurren debido a las fuerzas de van der Waals entre el nticleo
polarizable plano de la antocianina y el co-pigmento incoloro (Figura 2.6) (Rodriguez-
Amaya, 2019). La co-pigmentacion intermolecular ocurre con frecuencia en los vinos tintos,
debido a las interacciones de van der Waals ya mencionadas, pero también por los efectos
hidrofébicos y los puentes de hidrogeno, que logran una interaccién no covalente entre las
moléculas de antocianina y otras moléculas (co-pigmentos).

Estas interacciones confieren a los vinos mas tonalidades de purpura y un color mas
oscuro, debidos al efecto hipercromico y al batocrémico. Este cambio de color es el
resultado de cambiar la conformacién del cromatoforo antocianina, pero también por evitar
la reaccion de hidratacion, determinando asi un aumento en la proporcion entre el cation
flavilio (color rojo) y la base quinoidal (color purpura) (Zhao et al.,, 2020). Esta interaccion
juega un rol importante en la prevencion de la decoloracién durante los tratamientos de luz
y calor (Malien-Aubert et al., 2001).
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Figura 2.6. Tipos de co-pigmentacién de antocianinas.

Por ultimo, la co-pigmentacién intermolecular tiene lugar tanto en fluidos vacuolares,
como extravacuolares. Es el principal mecanismo responsable de la multitud de colores que
aparecen en las flores, considerando el nimero limitado de antocianinas existentes
(Escribano-Bailon et al,, 2012).

Por otro lado, la co-pigmentacién intramolecular ocurre debido a la alineacion de los
fragmentos acilo aromaticos de las antocianinas aciladas y la estructura de la antocianidina.
Ademas, el aztcar de la estructura de la antocianina actiia como un espaciador entre el
esqueleto de la antocianina y la unidad acilo, permitiendo asi que la molécula se pliegue de
manera que el grupo acilo aromatico interactie con el sistema m del anillo de pirilio planar
protegiéndolo contra el ataque nucleofilico del agua (Escribano-Bailon et al, 2012;
Kammerer, 2016). Debido a la formacion de estructuras tipo sandwich (la antocianina se
incorporard entre dos unidades acilo), se lograra una estabilizacion eficiente de las
antocianinas para aquellas que tengan dos o mas unidades aromaticas acilo necesarias para
obtener este complejo (Kammerer, 2016).

Las interacciones intramoleculares no sélo ocurre en las flores, sino también en otras
plantas comestibles como las zanahorias negras, que tienen un alto contenido de
antocianinas aciladas, lo cual estabiliza su color atin a pHs neutros (Rein, 2005). La co-
pigmentacién intramolecular es mas eficiente y fuerte que la co-pigmentaciéon
intermolecular en la estabilizaciéon del color de las antocianinas (Rein, 2005). Se ha
demostrado que todos los tipos de reacciones de co-pigmentacion tienen un efecto
beneficioso en la mejora de la estabilidad de las antocianinas (Molaeafard et al., 2020).
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2.3.9.3. Co-pigmentacion por interaccion con iones metdlicos

La variedad de color en las flores se explic inicialmente por la formacion de quelatos
entre metales y sales de flavilio (Clifford, 2000, Andersen & Jordheim, 2010). A pesar del
bajo interés en la industria alimentaria sobre la complejacién antocianina-metal, esta
interaccion es una alternativa exitosa para estabilizar el color, siempre y cuando los metales
utilizados no representen un riesgo para la salud humana y sean minerales esenciales en
una dieta balanceada (Castafieda-Ovando et al., 2009). En este tipo de co-pigmentacion, el
cation metalico tiene la capacidad de modificar el espectro de absorcion del anillo de pirilio
al afectar la distribucién de electrones no localizados. Los efectos de color mas fuertes se
pueden observar cuando la co-pigmentacidn se realiza con metales alcalinotérreos cargados
positivamente o con metales (+2, +3) (Morata et al., 2019).

Una de las principales caracteristicas de las antocianinas y antocianidinas con grupos
0-di-OH en el anillo B (cianidina, delfinidina, petunidina), es su capacidad de formar
complejos metal-antocianina (Boulton, 2001). Los metales mas comunes que pueden
formar complejos con las antocianinas son el cobre (Cu), el hierro (Fe), el magnesio (Mg), el
estano (Sn) y el potasio (K) (Rein, 2005; Trouillas et al., 2016). Algunos estudios sugieren
que el color azul de las plantas se debe a la formaciéon de complejos entre antocianinas y
algunos metales como Al, Fe, Cu y Sn (Starr y Francis, 1973) o Mgy Mo (Hale et al, 2001).
En lainteraccién Al(I11)-antocianina, la formacién de complejos se llevé a cabo con cianidina
y otros flavonoides, lo cual estabiliza la base quinoidal azul evitando su oxidaciéon (Moncada
et al, 2003). Se considera que la formacién de complejos antocianina-molibdeno [Mo (IV y
VI)] es responsable de la estabilizacion del color azul en el tejido del repollo hinda (Hale et
al, 2001; Riaz et al, 2016). Se ha demostrado que la formacién de complejos entre
antocianinas o-dihidroxiladas y iones Fe (III) o Mg (II) a pH 5 es esencial para la formacién
del color azul en las plantas, lo cual es posible si la relacion estequiométrica antocianina :
Fe (III) es de 1:6, o superior para Mg (II) (Yoshida et al,, 2006; Castafieda-Ovando et al,
2009; Cortez et al, 2017).

Finalmente, este proceso puede reducir la concentracion de iones libres en la célula,
minimizando asi la toxicidad de los metales en las plantas. Los metales téxicos que forman
complejos con las antocianinas quedaran secuestrados en las vacuolas, por lo que los iones
de estos metales se acumulan en tejidos no fotosintéticos, que son menos sensibles y, por
tanto, no se veran afectados procesos importantes en el crecimiento y desarrollo de las
plantas. Estas propiedades de las antocianinas tienen implicancias biotecnoldgicas
importantes ya que las plantas que tienen una gran cantidad de antocianinas pueden usarse
para fitorremediar suelos contaminados con metales téxicos (Landi et al., 2015).

2.3.10. Piranoantocianinas

En 1996 se detect6 una nueva clase de pigmentos, las piranoantocianinas, en filtrados
de vinos tintos y también en soluciones modelo de vino (Cameira-dos Santos et al., 1996)
(Figura 2.7). Es probable que contribuyan al color de los vinos tintos afiejos. Durante los
ultimos quince afios, estos compuestos han recibido cada vez mas atencién porque son mas
estables que las antocianinas, a distintos valores de pH.
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Piroantocianinas

Ry=H . .

t ftipo Vitisina B}
R.= COOH S-carboxi-pirancantocianinas . o o . L.

4 ftipo Vitisina A} Hidroxifenil-piranocantocianinas Flavanonol-pirancantocianinas
R, = CH; 5-metil-piranocantocianinas Ry=0H;R;=H Pinotinan

En todos los casos: R; = ghicosa o su forma acetilada

Figura 2.7. Estructuras quimicas de las principales piranoantocianinas (Castafieda-Ovando et al,,
2009).

2.4. Conclusiones del Capitulo 2

En este Capitulo se realizé una revision exhaustiva sobre las antocianinas, abarcando
desde su biodisponibilidad, hasta las caracteristicas estructurales y factores que afectan su
estabilidad y su relevancia funcional en sistemas bioldgicos y aplicaciones tecnoldgicas.
Estas moléculas, pertenecientes a la familia de los flavonoides, se destacan no sélo por su
amplia distribucién en el reino vegetal, sino también por su capacidad de actuar como
pigmentos naturales y compuestos bioactivos de interés en la alimentacidn, la medicina y la
cosmética.

Se resalté la importancia de las antocianinas como compuestos bioactivos, debido a
sus propiedades antioxidantes, antiinflamatorias y anticarcinogénicas. Estos beneficios no
s6lo las convierten en agentes terapéuticos prometedores, sino que también respaldan su
uso en el desarrollo de alimentos funcionales y suplementos nutricionales.
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Se exploraron las complejas interacciones intramoleculares e intermoleculares que
afectan sus propiedades fisicoquimicas, como el color y la estabilidad, incluyendo
fendémenos como la co-pigmentacion y la formacién de complejos con metales.

Un aspecto critico abordado es la estabilidad de las antocianinas, analizando los
factores ambientales y quimicos que contribuyen a su degradaciéon, como el pH, la
temperatura, la luz, el oxigeno, los sulfitos y el acido ascérbico. También se destacaron las
estrategias para preservar su estabilidad y aumentar su biodisponibilidad, entre ellas la
acilacion y el uso de co-pigmentos, métodos que resultan esenciales para su aplicacién en
contextos industriales y alimentarios.

Este analisis establece un vinculo directo con el capitulo siguiente, que explorara en
detalle las actividades biolégicas de las antocianinas, con énfasis en su capacidad
antioxidante y su papel protector frente al estrés oxidativo y condiciones patoldgicas
asociadas.



Capitulo 3. Antocianinas y su relacion con la actividad
antioxidante



34 Capitulo 3

3.1. Actividad antioxidante

Las especies reactivas de oxigeno (ROS, reactive oxygen species) y las especies
reactivas de nitrégeno (RNS, reactive nitrogen species) son compuestos de gran importancia
para el sistema inmunoldgico con un rol en la sefializacién celular y otras funciones
corporales. No obstante, la produccién de grandes cantidades de estos compuestos, que el
cuerpo ya no puede eliminar con la ayuda de antioxidantes enddgenos y exdgenos,
provocard la alteracion del equilibrio oxidativo del sistema biolégico y la aparicidn de estrés
oxidativo (Smeriglio et al., 2016; Brainina et al., 2019; Santos-Sanchez et al., 2019). Ocurren
entonces cambios oxidativos en las moléculas, dafio tisular y provoca muerte celular
acelerada, todo lo cual altera la funcidén celular, que es el primer paso en la aparicién de
muchas enfermedades (Gulcin, 2020).

Los compuestos que son mas faciles de oxidar son los mejores antioxidantes (inhiben
la oxidacion de otras moléculas, donando un electrén o atomo de hidrégeno a los radicales
libres reactivos para neutralizarlos) Es decir, un compuesto antioxidante es un agente
reductor (se oxida y reduce a los demas).

La definicién quimica de un compuesto antioxidante es “que, cuando esta presente en
concentraciones bajas, en comparacion con las de un sustrato oxidable, retrasara o inhibira
significativamente la oxidacién de ese sustrato” (Halliwell & Gutteridge, 2015). Esta
definicion, que describe una acciéon directa de un antioxidante, es perfecta para un tubo de
ensayo, pero resulta insuficiente para un cultivo que contenga células vivas o para un
organismo vegetal, animal o humano. En estos casos mas complejos, un antioxidante se
considera como “una sustancia que protege a las células del dafio causado por los radicales
libres” (National Cancer Institute Dictionary of Cancer Terms, 2024) y otras ROS/RNS.

La propiedad basica de un antioxidante es que ayuda a limitar el dafio oxidativo en el
cuerpo humano al prevenir o detectar una cadena de propagacién oxidativa mediante la
estabilizacion del radical producido.

Los principales antioxidantes endégenos son enzimas, como: superoxido-dismutasa,
glutatién-peroxidasa y catalasa, pero ciertos compuestos no enzimaticos también pueden
tener funciones antioxidantes, como la bilirrubina, la albtimina, la metalotioneina y el 4cido
urico. En algunos casos, los agentes endégenos no logran proporcionar una protecciéon
efectiva y un control estricto contra las especies reactivas de oxigeno, por lo que existe la
necesidad de administrar antioxidantes exdgenos en forma de suplementos nutricionales o
compuestos farmacéuticos con antioxidantes. Los antioxidantes exégenos mas importantes
son las vitaminas C y E, B-caroteno, ciertos elementos como selenio (Se) y entre los
compuestos antioxidantes de origen vegetal: los compuestos fendlicos (flavonoides), los
compuestos nitrogenados (derivados de la clorofila), los tocoferoles, los carotenoides y el
acido ascorbico (Nichenametla et al., 2006; Pisoschi & Negulescu, 2011).

Dos propiedades son responsables de la actividad antirradicalaria efectiva de un
compuesto: a) alta reactividad con los radicales libres y b) alta estabilidad de su radical
formado en estas reacciones, evitando su participaciéon en procesos en cadena. Para los
flavonoides, se propusieron las siguientes caracteristicas estructurales, denominadas
"criterios de Bors", para condicionar la funcién antioxidante 6ptima: 1) la presencia de un
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grupo catecol en el anillo B que, debido al puente de hidrégeno, conduce a una alta
estabilidad del radical flavonoide formado, 2) un doble enlace 2,3 junto con un grupo C-4-
oxo en el anillo C, que facilita la deslocalizacidn de electrones, y 3) la presencia de HO-3 y
HO-5 junto con el grupo C-4-oxo que permite la deslocalizacién de electrones a través de
puentes de hidrogeno (Bors et al., 1990 a,b).

3.2. Ensayos de medicion de actividad antioxidante

La medicién de la actividad antioxidante de muestras bioldgicas y de alimentos es de
crucial importancia, no sélo para asegurar la calidad de los alimentos sino también para
determinar la efectividad de los antioxidantes de los alimentos funcionales en la prevencion
y el tratamiento de enfermedades basadas en estrés oxidativo (Munteanu & Apetrei, 2021).

Se han desarrollado varios ensayos antioxidantes para evaluar la capacidad de las
antocianinas para inhibir el proceso de oxidacién que ocurre de forma natural (Gulcin,
2020; Tena et al, 2020). Los métodos de evaluacion de la capacidad antioxidante deben
tener ciertas caracteristicas como rapidez y reproducibilidad y pueden realizarse con
pequefias cantidades de los compuestos analizados (Santos-Sanchez et al., 2019).

Las sustancias con capacidad antioxidante, como las antocianinas, pueden actuar a
través de miultiples mecanismos como: transferencia de atomos de hidrégeno (HAT,
hydrogen atom transfer), transferencia de un solo electron (SET, single electron transfer) o
la capacidad de quelar metales de transicion (Santos-Sanchez et al., 2019). En el mecanismo
HAT, un radical libre R* remueve un atomo de hidrogeno del antioxidante y se convierte en
un producto mas estable, al formarse un radical libre del antioxidante: A*. En el mecanismo
SET, el antioxidante dona un electrén al radical libre, formando también A*. Estos dos
mecanismos suelen operar simultidneamente, y su contribucién estd determinada por la
estructura del antioxidante, la solubilidad, los coeficientes de particiéon de los reactantes y
la polaridad del solvente (Tena et al., 2020). Los métodos basados en ambos mecanismos o
su combinacién se muestran en la Tabla 3.1.

Existen, ademas, otro tipo de ensayos que no se basan en los mecanismos antes
mencionados y que miden la capacidad de la muestra de atrapar oxidantes que interactiian
y producen un efecto negativo sobre las principales macromoléculas de los sistemas
biolégicos (Vitale et al, 2016). Una de estas pruebas es el ensayo de atrapar perdxido de
hidrégeno (H202) (hydrogen peroxide (H20:) scavenging assay) (Gulcin, 2020).

Ademas de los ensayos mencionados basados en reacciones con sustratos no
fisiologicos, que permiten s6lo una evaluacién general de la capacidad antioxidante, de
relevancia fisioldgica limitada, se demostrd que las antocianinas reaccionan con radicales
peroxilo y otras especies reactivas de oxigeno como aniones radicales superoéxido
(Yamasaki et al., 1996; Rahman et al., 2006), 6xido nitrico (Nikkhah et al, 2009), peréxido
de hidrégeno (Bi et al.,, 2014; Satake & Yanase, 2018; Bartosz et al., 2020) y peroxinitrito
(Tsuda et al., 2000; Rahman et al., 2006; Bartosz et al., 2020).
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Tabla 3.1. Clasificacién de los ensayos in vitro segiin su modo de reacciéon SET o HAT.

ENSAYO CATEGORIA
DECOLORACION DEL RADICAL CATION DEL ACIDO 2,2’-AZINO-
BIS(3-ETILBENZO-
TIAZOLIN)-6-SULFONICO (ABTS*+) (RE ET AL., 1999; BAO ET AL.,

2018) "
DECOLORACION DEL RADICAL 1,1-DIFENIL-2-PICRILHIDRAZILO

Ld - *
(DPPH") (KOCA & KARADENIZ, 2009; SHARMA & BHAT, 2009) T AT T L
POTENCIAL ANTIOXIDANTE POR REDUCCION DE IONES TRANSFERENCIA DE UN SOLO
FERRICOS (FRAP, FERRIC REDUCING ACTIVITY/ANTIOXIDANT ELECTRON (SET)

POWER ASSAY) (BENZIE & STRAIN, 1996; EINBOND ET AL., 2004)
ENSAYO PARA LA ACTIVIDAD ANTIOXIDANTE DE FRUTAS Y
VERDURAS CON N,N-DIMETIL-P-FENILENDIAMINA (DMPD)
CAPACIDAD ANTIOXIDANTE POR REDUCCION DE IONES
CUPRICOS (CU2+) (CUPRAC, CUPRIC ION REDUCING ANTIOXIDANT
CAPACITY) (APAK ET AL.,2007)

CAPACIDAD DE ABSORCION DE RADICALES OXiGENO (ORAC,
OXYGEN RADICAL ABSORBING CAPACITY) (CAO ET AL., 1993;
WANG ET AL., 1997; OU ET AL., 2001; ZHENG Y WANG, 2003)

PODER ANTIOXIDANTE DE CAPTURA TOTAL DE RADICALES ENSAYOS BASADOS EN LA
(TRAP, TOTAL RADICAL TRAPPING POWER) TRANSFERENCIA DE ATOMOS
INHIBICION DE LA OXIDACION DE ACIDO LINOLEICO DE HIDROGENO (HAT)

INHIBICION DE LA OXIDACION DE LA LIPOPROTEINA HUMANA
DE BAJA DENSIDAD (LDL, LOW-DENSITY LIPOPROTEIN) Y DE LA
OXIDACION DE LIPOSOMAS (HEINONEN ET AL., 1998)

*Estos ensayos pueden involucrar reacciones SET y HAT (Dudonné et al,, 2009).

3.3. Actividad antioxidante de las antocianinas

Dentro de los flavonoides, los antioxidantes mas relevantes son las antocianinas. Las
antocianidinas y antocianinas han mostrado una actividad antioxidante mayor que las
vitaminas C y E (Bagchi et al, 1998). El contenido de antocianinas y su correspondiente
actividad antioxidante contribuyen al efecto de las frutas y verduras contra enfermedades
causadas por estrés oxidativo, las enfermedades degenerativas y crénicas (Heinonen et al,,
1998; Record et al, 2001; Gulcin, 2020). Algunas plantas y extractos de frutas con alto
contenido de compuestos fendlicos actian como inhibidores de la mutagénesis y la
carcinogénesis (Macheix et al, 1990; Kumpulainen & Salonen, 1998). Hay una correlacién
lineal entre los valores de la capacidad antioxidante y el contenido de antocianinas en
moras, frambuesas rojas, frambuesas negras y frutillas; ademas, los extractos de bayas
poseen una alta actividad atrapante de especies reactivas de oxigeno generadas
quimicamente (Heinonen et al., 1998; Wang & Lin, 2000). Las antocianinas son capaces de
atrapar radicales libres mediante la donacién de a&tomos de hidrogeno fenoélico (Chen et al.,
1996; Rice-Evans et al., 1996); ésta es la razdn de su actividad anticarcinogénica (Kamei et
al, 1995). Sin embargo, otros compuestos fitoquimicos y vitaminas presentes en estos
alimentos pueden interactuar con las antocianinas de manera sinérgica o antagonica,
mejorando o disminuyendo su actividad antioxidante (Smeriglio et al,, 2016).
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El comportamiento de una variedad de flavonoides en el ensayo de decoloracion
DPPH’ depende de los criterios de Bors (Platzer et al,, 2021 a), pero su reactividad en varios
ensayos antioxidantes es so6lo parcialmente concordante con las predicciones de los
criterios de Bors (Platzer et al., 2021a,b, 2022). La aplicacién de los criterios de Bors a las
antocianinas es limitada ya que carecen del grupo C-4-oxo; Sin embargo, algunas de las
predicciones de Bors parecen validas.

La mayoria de las propiedades funcionales de las antocianinas, como su calidad
sensorial y capacidad antioxidante estan determinadas por su estructura quimica de sal de
flavilio. Su estructura y propiedades, incluida su capacidad antioxidante, estan influenciadas
por ciertos factores, como: la temperatura, el pH y los solventes, que deben ser controlados
para lograr eficiencia en esa bioactividad (Tena et al., 2020).

Recientemente, se ha discutido la actividad antioxidante de las antocianinas en
sistemas libres de células, se han ejemplificado sus efectos antioxidantes sobre las células
in vitro, en experimentos con animales y en ensayos en humanos (Figura 3.1), y se han
analizado los campos de incertidumbre asociados con estos estudios (Sadowska-Bartosz &
Bartosz, 2024).

ANTO C I AN I N AS Efectos antioxidantes celulares

\ Efectos de los

antioxidantes en animales

Ensayes
Antioxidantes
COMmes:
-Redueeion de
ABTS*

-Redueeion de
DPPH*

-FRAP
-OR4C

Reacciones
con:

-Superdxido Efectos de los antioxidantes en humanss
-Uhxide nitrico

-Peraxinitritc

Figura 3.1. Andlisis de la actividad antioxidante de las antocianinas (Sadowska-Bartosz & Bartosz,
2024).

La actividad antioxidante de las antocianinas depende, en primer lugar, de sus
agliconas. En las reacciones con oxidantes, las antocianidinas se transforman en radicales
aroxilo, que son comparativamente mas estables debido a la resonancia, que el radical libre
que han reducido. El resultado puede ser la terminacion de las dafiinas reacciones
oxidativas en cadena (Nimse & Pal, 2015).

La actividad antioxidante y antirradicalaria de las antocianidinas y las antocianinas
esta fuertemente relacionada con sus caracteristicas estructurales, como: el tipo, nimero y
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posicién de los sustituyentes hidroxilo y metoxilo, como grupos donantes de electrones (Ali
et al, 2016). Dos grupos estructurales son determinantes importantes de la actividad
atrapante de radicales de las antocianidinas: 1) La estructura orto-dihidroxilo (catecol) en
el anillo B. 2) Los dobles enlaces conjugados 01=C2 y C3=C4.

En las antocianidinas con estructura de catecol (1,2-difenol) o pirogalol (1,2,3-
trifenol), la oxidacién se lleva a cabo mediante radicales libres hasta formar una
semiquinona muy estable. Estas antocianidinas son especialmente faciles de oxidar porque
el radical fenoxilo es bastante estable y no “extrae” facilmente hidrégeno de otras
sustancias, durando el tiempo suficiente para reaccionar con otra semiquinona y originar
una reaccion de desprotonacioén que genera una quinona y reconstituye un fenol a partir de
los dos radicales interactuantes (Waterhouse, 2001).

Las antocianidinas con estructura de pirogalol (delfinidina) o una sustitucién o-
dihidroxilo (cianidina y petunidina) son las mas activas como antioxidantes y, por lo tanto,
mas susceptibles a la oxidacion, de acuerdo con la condiciéon 1 de Bors. En el caso de
pelargonidina, peonidina y malvidina, que no poseen o-dihidroxilo, la oxidacidén es mas
dificil.

De las seis antocianidinas mas comunes, se espera que pelargonidina tenga la
actividad antioxidante mas baja y, por lo tanto, sea la mas estable en condiciones de pH
neutro (Fleschhut et al.,, 2006). La estabilidad de los radicales de semiquinona aumenta por
la extension de la deslocalizacion radical sobre los anillos B y C de la antocianidina y los dos
atomos de oxigeno de los hidroxilos (Castafieda-Ovando et al., 2009; Azevedo et al., 2010).
Los radicales resultantes también se pueden estabilizar mediante puentes de hidrégeno con
los grupos hidroxilo vecinos (Pereira et al, 1996; Foti et al, 2002). Considerando la
estabilizacién del radical semiquinona en el catecol (Waterhouse, 2001), en la Figura 3.2 se
propone un mecanismo de radicales libres para la estabilizacion de la semiquinona formada
a partir de la oxidacién de cianidina. Es probable que el complejo de las antocianidinas o-
dihidroxiladas con metales disminuya la capacidad antioxidante de la antocianina o
antocianidina, porque los atomos de oxigeno estan ligados al ion metalico, como en el
complejo aluminio(IlI)-antocianina (Moncada et al., 2003) y ya no estarian disponibles para
reacciones de oxidacidn.

En resumen, la conjugacion, asi como los sustituyentes en C-3, C-5, C-7, C-3' y C-4’ en
los respectivos anillos C, A y B, son esenciales para la formacion de diferentes estructuras
electronicas deslocalizadas y oxidadas (Kdhkonen & Heinonen, 2003; Mattioli et al., 2020).

La glicosilacion de las antocianidinas disminuye la actividad antioxidante y la
capacidad de atrapar radicales libres, en comparacién con la aglicona, probablemente por
el efecto estérico de las unidades de aztcar, disminuyendo asi el poder de los radicales de
antocianinas de deslocalizar electrones (Smeriglio et al, 2016), pero también puede
aumentar la actividad antioxidante de los O-glicésidos, dependiendo del tipo de
antocianidina y azucar, y el oxidante en cuestion (Wang et al., 1997; Kdhkonen & Heinonen,
2003). Por otro lado, la biodisponibilidad de la antocianina influye en la eficacia de la
actividad antioxidante en el estrés oxidativo (Tena et al., 2020).

El sitio de unién y el nimero de residuos glicosilo pueden afectar la capacidad
antioxidante de las antocianinas (Zhao et al.,, 2017). Por ejemplo, la 3-0-glicosilaciéon puede
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aumentar (peonidina y pelargonidina), no afectar (malvidina y cianidina) o disminuir
(delfinidina y petunidina) la actividad antioxidante. El tipo de aztcar presenté diferentes
efectos en la actividad de la antocianina: mientras que no se observé una diferencia
significativa en la actividad de cianidina-3-0-glic6sido con glucosa o galactosa, cianidina-3-
O-arabindsido mostré una actividad significativamente menor (Kiahkonen & Heinonen,
2003). Se encontro6 que oenina tenia una actividad antioxidante menor que malvidina en el
ensayo de ABTS" (Rice-Evans et al, 1996). Los 3-O-glucésidos de peonidina y petunidina
fueron algo mas efectivos en el ensayo de DPPH" que las antocianidinas correspondientes,
pero delfinidina-3-0-glucésido (mirtilina) mostré una actividad menor que delfinidina en
este test. En la protecciéon contra la peroxidacion lipidica inducida por 2,2-azobis(2-
amidinopropano) (AAPH), los 3-0-glucésidos de peonidina, petunidina y delfinidina fueron
ligeramente mas efectivos que las antocianidinas correspondientes (Dudek et al., 2022).

OH

L
o

OH

Figura 3.2. Mecanismo propuesto para la estabilizacién del radical semiquinona de cianidina
(resonancia) (Castafieda-Ovando et al,, 2009).

La actividad antioxidante de las antocianinas esté representada por la oxidacién de
los grupos hidroxilo fendlicos, mas precisamente los grupos para- y orto-fenélicos, que
tienen una funcién crucial en la formacién de semiquinonas y en la estabilizacion de los
productos de oxidacion de un electrén (Mattioli et al., 2020).

La mayor actividad de los 3-0-glucésidas de antocianidinas que sus agliconas podria
deberse al efecto donante de electrones del aztcar unido a HO-3 (Jing et al., 2014). Por otro
lado, la diglucosilacion de las antocianidinas en HO-3 y HO-5 disminuyd la actividad
antioxidante (Kdhkoénen & Heinonen, 2003; Rahman et al,, 2006). Una antocianina que lleva
un azucar extra en HO-3 (como por ejemplo un disacarido), tiene una actividad antioxidante
menor que una antocianidina con una sola molécula de azicar (Terahara et al., 2001).

La acilacion de una antocianina con acido p-cumadrico produjo un aumento
significativo en la actividad antioxidante, probablemente debido a la actividad antioxidante
del propio acido p-cumadrico. Aparentemente, por la misma razoén, los derivados de
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delfinidina acilados con acido cafeico mostraron una actividad antioxidante mayor que sus
respectivos compuestos desacilados (Azuma et al., 2008). La diacilacién de la antocianina
aument6 notablemente la actividad antioxidante, pero la 5-0-glicosilaciéon disminuy6 la
actividad (Stintzing et al., 2002).

La resonancia dentro de la unidad de antocianidina es importante para la estabilidad
de los radicales formados en las antociani(di)nas y afecta la reactividad de estos
compuestos, de acuerdo con la condicién 3 de Bors. En un estudio, kuromanina tuvo la
actividad ORAC mas alta entre 14 antocianidinas y antocianinas, la cual fue 3,5 veces mas
fuerte que Trolox (4cido 6-hidroxi-2,5,7,8-tetrametilcroman-2-carboxilico, un analogo de la
vitamina E), mientras que pelargonidina tuvo la actividad antioxidante mas baja pero ain
tan potente como Trolox (Wang et al., 1997). La apigeninidina, que tiene HO-5 y HO-7, tuvo
una actividad reductora baja hacia DPPH’ y una actividad baja pero mucho mas alta contra
ABTS'. El radical apigeninidina, al deshidrogenarse, so6lo puede tener resonancia de los
radicales HO-5 o HO-7 a través del oxigeno del pirilio (Figura 3.3). Crisina tiene una
estructura similar a apigeninidina pero sin HO-4'. Ambas antocianidinas presentaron
similar actividad de captacién hacia ABTS" (Rice-Evans et al, 1996), lo que indica la
presencia de efectos de estabilizacion similares de la resonancia del radical en HO-4"y de la
resonancia de los radicales en HO-5 o HO-7 (Figura 3.3).
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Figura 3.3. Resonancia de estabilizacién de varios radicales de antocianidina. Reproducido de (Ali
etal, 2016), con autorizacion.

La mayoria de las antocianidinas y antocianinas mostraron actividad reductora mas
alta que Trolox. Los compuestos mas activos hacia todos los radicales fueron
quercetagetinidina, delfinidina, petunidina y sus antocianinas, mientras que los compuestos
menos activos contra todos los radicales fueron apigeninidina, pelargonidina y
pelargonidina-3-0-glucésido. En el ensayo FRAP, las antocianidinas y antocianinas, excepto
apigeninidina, mostraron buena capacidad de donacién de electrones, mas alta que Trolox
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(Ali et al, 2016). La alta actividad de quercetagetinidina en los ensayos ABTS  y en FRAP se
puede atribuir a la presencia inusual de un HO-6 adicional.

Pelargonidina tiene una estructura similar a apigeninidina, pero con un HO-3
adicional; mostroé actividad significativamente mayor contra todos los radicales. La mayor
actividad se puede atribuir a la resonancia del radical HO-3 entre HO-3 y HO-5, HO-7 o HO-
4', y la formacion de un producto dicetdnico estable, que impulsa la reaccién de
transferencia de hidrégeno hacia adelante. Los radicales formados en HO-5-, HO-7 o HO-4'
también se pueden estabilizar por la misma resonancia en la direccién opuesta. Este efecto
de resonancia es similar al de la estructura de catecol, donde se forman radicales
semiquinona estables, lo que lleva a dicetonas estables (Castafieda-Ovando et al., 2009; Ali
et al,, 2015). Se informd6 que la presencia de HO-3 conjugado con un doble enlace aumenta
la actividad antioxidante en otras clases de flavonoides. Esta caracteristica estructural
permite la coplanaridad del anillo B con los anillos A y C, lo que provoca la extension de la
conjugacién y de la deslocalizacién electronica, y conduce a una estabilidad extra de los
radicales resultantes (Heim et al, 2002; Balasundram et al., 2006).

Cianidina, que tiene un HO-3' adicional respecto a pelargonidina, mostré una mayor
actividad atrapante de radicales, debido a la estructura de catecol en el anillo B que permite
la conocida estabilizacion de un radical semiquinona y la formacién de un producto estable
de quinona. Petunidina mostr6 una mayor actividad atrapante contra todos los radicales
que cianidina, ya que tiene una estructura de catecol pero con un grupo metoxilo mas. Los
reductores mas fuertes en el ensayo FRAP fueron delfinidina, petunidina, cianidina y sus
antocianinas, mas quercetagetinidina, lo que confirma que una unidad de catecol mejora no
s6lo la actividad atrapante de radicales sino también la capacidad de donacién de electrones
de las antocianidinas y antocianinas, como se mencioné anteriormente.

Delfinidina tiene mas grupos hidroxilo (HO-5'adicional) que cianidina en el anillo B
(estructura de pirogalol), lo que aumenta la actividad atrapante de radicales.
Quercetagetinidina tiene una unidad de pirogalol en el anillo A y una unidad de catecol en
el anillo B y, por lo tanto, también tiene mayor actividad que cianidina contra los tres
radicales (Ali et al,, 2016).

Otro estudio mostré la siguiente secuencia de reactividad: cianidina-3-0-glucésido =
cianidina-3,5-0-diglucésido > delfinidina-3-0-glucésido > pelargonidina-3-0-glucésido en
el ensayo de decoloracion DPPH’; cianidina-3-0-glucésido > cianidina-3,5-0-diglucésido >
pelargonidina-3-0-glucésido > delfinidina-3-0-glucésido en el ensayo ABTS’; y cianidina-
3,5-0-diglucésido = cianidina-3-0-glucésido > delfinidina-3-0-glucésido > pelargonidina-3-
O-glucosido en el ensayo FRAP (Hu et al, 2023). En un trabajo subsiguiente, las
concentraciones necesarias para atrapar el 50% de DPPH" en el ensayo (valores de
concentracion efectiva al 50% (CEso)) fueron 3,74, 4,85, 5,25, 7,29 y 10,9 uM para
delfinidina, cianidina, pelargonidina, kuromanina y calistefina respectivamente (de Lima et
al, 2007). En otro estudio, los valores de CEso de kuromarina, petunidina-3-0-glucésido,
mirtilina, oenina y cianidina-3-0-rutinésido para atrapar DPPH" fueron 6,61, 6,61, 6,90, 7,48
y 8,78 uM respectivamente, inferiores o comparables a los del acido ascérbico (7,28 pM)
(Gongalves et al., 2024). El analisis de la relacién estructura-actividad (SAR, Structure-
Activity Relationship) sefiala que peonidina deberia tener una actividad menor que
cianidina, ya que tiene la misma estructura con metilacion del HO-3' y carece de la
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estructura de catecol. Por otro lado, tiene una actividad mayor que pelargonidina debido al
H3CO-3' adicional (Ali et al, 2015); otros autores obtuvieron resultados similares
(Kdhkonen & Heinonen, 2003). De manera andloga a peonidina, malvidina carece de una
estructura de catecol pero tiene un grupo metoxilo adicional en C-5', por lo que tiene una
mayor actividad. El efecto electrénico de los sustituyentes tiene una gran influencia tanto
en la energia de activacion como en la energia de disociacidn del enlace O-H de los fenoles
(Foti et al, 2008).

Por lo tanto, comparando la actividad de compuestos que carecen de la estructura de
catecol, la actividad contra DPPH" y ABTS" disminuye en este orden: malvidina > peonidina
> pelargonidina > apigeninidina que corresponde a la presencia de 6, 5, 4, 3 y 1 grupos
hidroxilo y/o metoxilo respectivamente. El mismo orden de actividad (malvidina >
peonidina > pelargonidina) se encontrd experimentalmente en el ensayo ORAC (Wang et al.,
1997) y se predijo teéricamente en base al calculo de la energia de disociacion del enlace O-
H (Guzman et al., 2009) y en la comparacion del poder reductor medido por el ensayo FRAP,
lo que sugiere factores similares que afectan tanto al poder reductor como a la actividad
atrapante de radicales de las antocianidinas y antocianinas. Se observo que el poder
reductor aumenta con el niimero de grupos hidroxilo y metoxilo en el anillo B (Balasundram
etal, 2006; Azevedo et al., 2010). También que un compuesto que carece de una estructura
de catecol, como por ejemplo malvidina con cuatro grupos hidroxilo y metoxilo, puede tener
actividad atrapante similar, o incluso mejor, que la de un compuesto que posee una
estructura de catecol, como por ejemplo cianidina con sustituyentes menos estabilizantes.

3.4. Reacciones de antocianidinas y antocianinas con especies
reactivas de oxigeno y de nitrégeno

Las antocianidinas y antocianinas reaccionan con superdxido, éxido nitrico y
peroxinitrito; estas reacciones inducen la decoloracién de estos compuestos (Yamasaki et
al, 1996; Noda et al., 1998; Rahman et al., 2006). Tanto la estructura de aglicona como la
unidad de azdcar unida afectaron la actividad atrapante de superoéxido y peroxinitrito, si
bien el efecto de la unidad de azicar unida fue menor que el de la estructura de la aglicona.
La actividad hacia el radical superéxido aument6 en el siguiente orden: delfinidina >
petunidina > malvidina = cianidina > peonidina > pelargonidina (Rahman et al., 2006). Otro
estudio mostré que los valores de CEsy para atrapar superoéxido fueron 6,96, 29,39, 31,24,
31,51, 45,94 y 207,20 uM para petunidina-3-0-glucésido, kuromarina, oenina, mirtilina,
cianidina-3-0-rutinésido y acido ascoérbico respectivamente (Gongalves et al., 2024).

Los cdlculos cinéticos basados en la mecdnica cudntica mostraron que las
antocianidinas son potentes atrapantes de radicales superoxido (02°-) e hidroperoxilo
(HOO*) en medios polares (Vo et al., 2021).

Los valores de CEso para atrapar 6xido nitrico en las condiciones experimentales
aplicadas a cianidina, oenina, mirtilina, cianidina-3-0O-rutinésido y petunidina-3-0-
glucosido fueron 15,58, 11,81, 15,52, 18,14 y 34,17 uM respectivamente, mucho mas bajos
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que con el acido ascorbico (1432 uM) (Gongalves et al, 2024). La comparacion de la
reactividad de varias antocianinas con éxido nitrico mostr6 la siguiente secuencia de
reactividad: petunidina-3-0-galactésido > peonidina-3-0-galactésido > cianidina-3-0-
glucésido > malvidina-3-0-galactésido > cianidina-3-0-galactésido > cianidina-3-0-
arabinésido > peonidina-3-0-glucésido > petunidina-3-0-glucésido = malvidina-3-0-
glucosido > delfinidina-3-0-glucésido > delfinidina-3-0-galactésido > delfinidina-3-0-
arabinosido. La secuencia de reactividad con peroxinitrito fue la siguiente: peonidina-3-0-
galactésido > petunidina-3-0-galactésido > cianidina-3-0-glucésido > cianidina-3-0-
arabindsido > peonidina-3-0-glucésido > malvidina-3-0-glucésido > malvidina-3-0-
galactésido > petunidina-3-0-glucésido = cianidina-3-0-galactésido > delfinidina-3-0-
arabinodsido > delfinidina-3-0-galactésido > delfinidina-3-0-glucésido (Ichiyanagi et al,
2004). Para las antocianidinas, la secuencia de reactividad hacia el peroxinitrito fue la
siguiente: delfinidina > cianidina = petunidina > malvidina > peonidina > pelargonidina. La
metilacion de HO-4' redujo notablemente la actividad antioxidante de las antocianidinas
(Rahmanetal, 2006). Apigeninidina mostr6 un comportamiento diferente frente a distintos
radicales, sin actividad frente a los radicales hidroxilo y 6xido nitrico, pero con buena
actividad frente a los radicales lipidicos y ascorbilo (Boveris et al., 2001).

Las antocianinas y antocianidinas protegen a las proteinas de la nitracién por
peroxinitrito, siendo ellas mismas nitradas y degradadas. En el caso de pelargonidina, los
principales productos de reaccién fueron el acido p-hidroxibenzoico y el acido 4-hidroxi-3-
nitrobenzoico (Tsuda et al., 2000).

La eficiencia de la captura de radicales peroxilo por varias antocianinas se relacioné
con los sustituyentes del anillo B y mostré el orden: -OH > -OCH3 > -H como se infiere de
lainhibicion de la peroxidacion del acido linoleico, por ejemplo, se encontré que delfinidina-
3-0-glucoésido, que tiene dos sustituyentes -OH en C-3’ y C-5', era ocho veces mas eficiente
que pelargonidina-3-0-glucésido con dos H en 3’y 5’ (Rossetto et al., 2007). Es interesante
que, la O-glicosilacién en HO-3 y HO-5 de la antocianidina potencia la intensidad de la
quimioluminiscencia dependiente de la peroxidacion lipidica (Yoshiki et al, 1995). Las
antocianinas reaccionan también con perdxido de hidrégeno. La contribuciéon de las
antocianidinas a la captacion de H20; en la cdscara de manzana es mayor que la de otros
compuestos fenolicos (Bi et al., 2014).

Todas las antocianinas y antocianidinas fueron antioxidantes muy efectivos contra el
sistema liposomal y disminuyeron la formacién de malondialdehido (MDA) por la
irradiacion UVB (320-290 nm). La inhibicion de la oxidacion de LDL (low density lipoprotein
= lipoproteina de baja densidad; colesterol malo) por antocianinas se explicé por varios
mecanismos antioxidantes, como: la donacién de hidrégeno, la quelacion de metales y la
union a proteinas (Brown y Kelly, 2007).

Las antocianinas y antocianidinas inhibieron de manera dependiente de la dosis la
peroxidacion de LDL mediada por Cu?+. El orden de eficiencia en la extension del tiempo de
retraso (lag time) fue el siguiente: cianidina > delfinidina > cianidina-3-0-glucésido >
malvidina > malvidina-3-0-glucésido. Las antociani(di)nas con la disposicion o-dihidroxilo,
como cianidina, quelan iones Cu?+, lo que, en parte, explica su mayor eficacia sobre los otros
(poli)fenoles en este sistema de oxidacién modelo (Jaldappagari et al., 2008). En un sistema
liposomal, la eficiencia de inhibicién de la peroxidacién lipidica aument6 con un nimero
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creciente de sustituyentes hidroxilo presentes en el anillo B. Sin embargo, la sustitucién por
grupos metoxilo disminuyd la actividad antioxidante de las antocianidinas. La sustitucién
en C-3 del anillo C jugé un papel importante en la determinacién de su eficacia en la
inhibicion de la peroxidacién lipidica. Las antocianidinas, que poseen un HO-3, demostraron
potente actividad antioxidante. Para las cianidinas, el nimero creciente de unidades de
glicosilo en C-3 resultd en una disminucién de la actividad antioxidante (Seeram & Nair,
2002).

3.5. Propiedades electroquimicas de las antocianinas y
antocianidinas

Los estudios electroquimicos son otra fuente de datos sobre las tendencias generales
en la capacidad de donaciéon de electrones de las antocianinas. Se estudiaron las
propiedades de delfinidina, cianidina, pelargonidina, kuromanina y calistefina. Los picos de
potencial menos positivos que muestran estos compuestos corresponden a oxidaciones de
los grupos OH mas redox-activos del anillo B. Los potenciales se vuelven sucesivamente mas
positivos para la oxidacién del grupo HO-3 y de los grupos resorcinol del anillo A. Delfinidina
mostro cuatro procesos de oxidacion; los dos picos menos positivos corresponden a la
oxidacion de HO-3', HO-4', HO-5', el tercer proceso corresponde a la oxidacion de HO-3 y el
cuarto proceso a la oxidacién de HO-5, HO-7. Los mismos procesos se observaron para
cianidina, excepto por el hecho de que los dos picos menos positivos correspondieron a
oxidaciones de HO-3', HO-4' (de Lima et al., 2007).

Los datos de voltamperometria diferencial de pulso para la oxidacién de antocianinas
arrojaron valores de dos picos de oxidacion, Py y P,, asociados con los dos centros oxidables
para varias antocianinas y antocianidinas (Janeiro & Brett, 2007). Los datos indican la
siguiente secuencia de oxidacion del grupo HO-4' del anillo B: un grupo hidroxilo en la
estructura de pirogalol (como en mirtilina) > un grupo hidroxilo en la posicién orto a dos
grupos metoxilo (como en oenina) > un grupo hidroxilo en la posicién orto a un grupo
metoxilo (como en petunidina).

Una reaccidn de oxidacién reversible ocurre sélo cuando un grupo HO-4' tiene un
grupo metoxilo vecino en la posicién orto. Cuando el grupo hidroxilo se encuentra en la
posicidn orto, junto a dos grupos metoxilo, la reaccion se vuelve irreversible. La glicosilacion
del anillo A no afecta el potencial de pico de oxidacién de los grupos hidroxilo en el anillo B.
Se observd una oxidacidn irreversible de los grupos hidroxilo en el anillo A a valores
positivos mas altos del potencial (Janeiro & Brett, 2007).
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3.6. Efecto de las interacciones sobre la actividad antioxidante de
las antocianinas

Los espectros de absorciéon de cianidina mostraron un desplazamiento batocrémico
de aproximadamente 15 nm cuando se mezclé con ADN de timo de ternera, lo que indica la
formacién de un complejo. La formacién del complejo protegié tanto a la antocianidina
como al ADN del dafio oxidativo por radicales hidroxilo, si bien no se realiz6 ninguna
cuantificacion del alcance del dafio (Sarma & Sharma, 1999). Es obvio que en una mezcla de
compuestos, cada uno de ellos esta protegido por otro compuesto que actia como sustrato
competitivo para un radical con baja especificidad de sustrato, como el radical hidroxilo. Sin
embargo, la formacion de complejos puede ocultar grupos susceptibles dentro del complejo;
lo cual se postulé para el complejo antocianina-ADN donde un grupo flavilio cargado
positivamente se une probablemente al grupo fosfato cargado negativamente del ADN
(Sarma & Sharma, 1999).

De manera similar, la unién a proteinas, como la albimina de suero bovino (BSA,
Bovine Serum Albumin), protegié a las antocianinas contra la degradacién y pérdida de
actividad antioxidante inducida por laluz y el ascorbato (Zang et al., 2022). Se demostro6 que
la estabilidad de la antocianina y la actividad antioxidante también se mejoran mediante la
interaccion con suero y otras proteinas (Li et al., 2021a; Zang et al., 2021).

Las interacciones de las antocianinas con otros flavonoides (co-pigmentos) pueden
afectar su actividad antioxidante. En el ensayo DPPH’, la interaccién de las antocianinas con
otros flavonoides produjo principalmente efectos antagénicos débiles, si bien se encontr6
un efecto sinérgico en una mezcla de kuromanina y miricetina-3-0-glucésido (Hidalgo et al.,
2010). También se encontraron efectos sinérgicos de las antocianinas, taninos hidrolizables
y/o compuestos poliméricos, que dieron como resultado una mayor actividad de captaciéon
de radicales de sus mezclas (Kostka et al., 2020).

Las antocianinas forman complejos con los iones metalicos mediante HO-3, HO-5 o
grupos orto-dihidroxilo en el anillo B (Nimse & Pal, 2015) (Figura 3.4). Esta actividad
quelante de iones metalicos de las antocianinas es importante para la inhibicién de las
reacciones de oxidacién catalizadas por metales, especialmente la peroxidacion lipidica
(Jaldappagari et al., 2008).

La co-pigmentacién permite la formacidn de un color azul en algunas flores, gracias a
la interaccion entre la base quinoidal con otros compuestos, especialmente iones metalicos.
La formaciéon de complejos con metales estabiliza la base quinoidal ionizada, ya que los
atomos de oxigeno que participan en la unién con metales ya no estan disponibles para las
reacciones de oxidacidn, lo que disminuye la capacidad antioxidante de las antocianinas y
evita su degradacion en reacciones con oxigeno (Moncada et al., 2003; Castafieda-Ovando
et al, 2009) Sin embargo, la interaccidon con iones de metales de transicion in vitro puede
conducir a la actividad pro-oxidante de las antocianinas, de manera similar a otros
flavonoides (Eghbaliferiz et al., 2016).
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Las antocianinas también evitan la oxidacion del acido ascorbico, mediante la
formacién de quelatos con los iones metdlicos y, finalmente, por la formacién de un
complejo acido ascdrbico-metal-antocianina (Jaldappagari et al., 2008).
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Figura 3.4. Union de metales a las antocianidinas, ejemplificada con cianidina (Nimse & Pal, 2015).

3.7. Efectos antioxidantes de las antocianinas en células, animales
de experimentacion y en humanos

Numerosos estudios han demostrado la actividad antioxidante de las antocianinas y
antocianidinas a nivel celular, tanto en células intactas como en células desafiadas con
diversos agentes, simulando variadas condiciones fisiopatolégicas (Hu et al, 2023;
Sadowska-Bartosz & Bartosz, 2024).

Los experimentos celulares in vitro tienen limitaciones, como: 1) Al estudiar extractos
de plantas, las células se exponen a una mezcla de compuestos, algunos de los cuales no
pueden alcanzarlas in vivo debido a la barrera de permeabilidad. 2) La transformacion de
las antocianinas en sus metabolitos por la microbiota intestinal y los sistemas de
desintoxicacién del cuerpo puede producir metabolitos que no estan presentes en el medio
de cultivo (Talavéra et al, 2005; Eker et al, 2019; Gui et al, 2023). 3) Los compuestos
fenolicos en los medios de cultivo celular, con concentracién de oxigeno mucho mas alta que
dentro del organismo y pH casi neutro, estan sujetos a auto-oxidacion, produciendo, en
ultima instancia, per6xido de hidrogeno. Este fendmeno puede conducir a falsos resultados
experimentales (Long et al.,, 2010; Grzesik et al., 2019), debido a lo cual, los resultados de
los experimentos in vitro no siempre se extrapolan directamente a los efectos que podrian
lograrse in vivo.

También se han publicado muchos resultados sobre el impacto de los compuestos
ricos en antocianinas en los parametros de estrés oxidativo en animales y seres humanos
sanos, en animales sometidos a diversos tratamientos y en pacientes con diversas
enfermedades (Powers & Jackson, 2008; Gomez-Cabrera et al., 2012; Lorzadeh et al., 2022;
Bahari et al,, 2023; Stote et al, 2023; Wang et al, 2023; Jiménez-Gallardo et al, 2024;
Sadowska-Bartosz & Bartosz, 2024).

Un meta-analisis de ensayos controlados aleatorios sobre el efecto de las antocianinas
dietarias en los biomarcadores del estrés oxidativo, basado en 23 articulos, mostré que la
administracién de antocianinas dietarias disminuy6 los niveles de MDA, lipoproteina
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oxidada de baja densidad (Ox-LDL, oxidized low-density lipoprotein) e isoprostano, al tiempo
que aumento el nivel de capacidad antioxidante total (TAC, total antioxidant capacity) y la
actividad de superéxido dismutasa (SOD) y glutatiéon-peroxidasa (GPx) en los eritrocitos.
Las antocianinas dietarias fueron mas utiles para los sujetos no saludables que para los
sanos (Fallah et al, 2020). Una revisién sistematica reciente sefialé la eficacia de los
alimentos y nutracéuticos que contienen antocianinas para mitigar el estrés oxidativo
asociado con la enfermedad cardiovascular (Mohammadi et al., 2024).

Un meta-andlisis de 39 estudios observd el efecto de las antocianinas dietarias en la
recuperacion del ejercicio. En la mayoria de los estudios, las antocianinas aumentaron TAC
y disminuyeron SOD inmediatamente después del ejercicio, y el efecto mas beneficioso
sobre los biomarcadores se observé después del ejercicio metabodlicamente sesgado y las
intervenciones a largo plazo (Kimble et al., 2023). Un meta-analisis de ocho estudios mostro
que la intervencién con antocianinas en pacientes sometidos a hemodialisis disminuy6 los
parametros de estrés oxidativo, especialmente el nivel de MDA (Martins et al,, 2023).

Recientemente se revisé la protecciéon contra los efectos de los contaminantes
transmitidos por los alimentos, incluido el estrés oxidativo, por parte de los antioxidantes
(Jiang et al., 2024).

3.8. Accion directa e indirecta de las antocianinas

El efecto protector de las células por los agentes antioxidantes ante el dafio causado
por ROS/RNS puede deberse a la accion antioxidante directa (en el caso de las células
cultivadas cuando el antioxidante estd presente en alta concentracién), pero es muy poco
probable que este efecto sea importante in vivo, especialmente para las antocianinas. Estos
compuestos se caracterizan por una baja biodisponibilidad y alcanzan una concentracion
maxima en el rango micromolar bajo en los fluidos corporales cuando se ingieren (Fang,
2014; Fernandes et al.,, 2014; Braga et al., 2018). Estas concentraciones son insignificantes
en comparaciéon con otros antioxidantes presentes en el interior de las células en
concentraciones milimolares. La encapsulacién de antocianinas puede ser una forma
eficiente de sortear esta limitacion, permitiendo la suplementacién con dosis mas altas de
antocianinas y evitando su degradaciéon yeyunal (Mohammadalinejhad & Kurek, 2021;
Rashwan et al., 2023).

Los efectos antioxidantes beneficiosos de las antocianinas en el organismo parecen
deberse mas bien a la estimulacién de los propios sistemas de defensa antioxidante de las
células (Forman et al., 2014). Muchos autores registran aumento, atenuacién o disminucion,
en la actividad de las enzimas antioxidantes y el nivel de glutation. Estos efectos
antioxidantes indirectos se deben a la influencia de las antocianinas en la expresion génica y
las vias de sefializacién y deberian clasificarse mas bien como efectos de sefializacion. El
aumento de los antioxidantes enddgenos y la mejora del estado oxidativo pueden estar
mediados por varios mecanismos, incluida la activacién del factor nuclear eritroide 2
relacionado con el factor 2 (Nrf2, nuclear erythroid 2-related factor-2) y la accién anti-
inflamatoria, ya que la inflamacioén intensifica el estrés oxidativo (Wu et al,, 2018).
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Se ha documentado que el consumo de antocianinas implica interferencia con las vias
de sefializacidn, incluido Nrf2, lo que lleva a la activacién de la biosintesis de proteinas
antioxidantes y del factor nuclear kappa B (NFkB), y la inhibicion de la inflamacién (Li et al.,
2021Db).

Nrf2 es un factor de transcripcién que se une a una secuencia especifica de ADN
llamada ARE (Antioxidant Response Element; elemento de respuesta antioxidante). En
condiciones normales, Nrf2 se asocia a la proteina Keap1 (Kelch Like ECH Associated Protein
1), que lo marca para degradacién. Sin embargo, en presencia de estrés oxidativo, Nrf2 se
estabiliza y se transloca al nucleo, donde se dimeriza con otras proteinas para activar a los
AREs.

El consumo de bebidas ricas en antocianinas por voluntarios sanos afecté a Nrf2 y la
transcripcidn génica dependiente de Nrf2 en linfocitos periféricos humanos y la integridad
del ADN, lo que es indicativo de efectos sistémicos (Groh et al., 2020). El efecto protector del
extracto de antocianinas de pétalos de Hibiscus syriacus sobre queratinocitos epidérmicos
humanos de alta sensibilidad HaCaT tratados con H;0; se asoci6 con la activacién de Nrf2
(Molagoda et al, 2020). El pretratamiento con cianidina-3-0-glucésido en células
endoteliales de la vena umbilical humana activé la via Nrf2/ARE al inicio y después del
tratamiento con el factor de necrosis tumoral alfa (TNF-a) (Speciale et al., 2013).

La via Nrf2/ARE es un mecanismo de defensa celular que se activa en respuesta al
estrés oxidativo, y que regula la expresion de genes que codifican enzimas desintoxicantes
y antioxidantes. Est4 presente en todos los tejidos humanos, incluido el cerebro. El sistema
Nrf2 /ARE contribuye a la proteccidn contra diversas patologias como el cancer, la toxicidad
hepatica y la inflamacién. Sin embargo, la regulacién de Nrf2 se altera en condiciones
patoldgicas, haciendo a la célula vulnerable ante el dafio.

Los efectos beneficiosos de las antocianinas en enfermedades neurodegenerativas,
que implican la atenuacidn del estrés oxidativo de estas enfermedades y tal vez contribuyen
a sus mecanismos, también interfieren con las vias de sefializacién que incluyen Nrf2 y NFxB
(Lietal, 2021b), y la inhibicién de la inflamaciéon. Se ha analizado la modulacién del estrés
oxidativo por cianidina-3-glucésido, mediada por la via Nrf2 (Rahman et al, 2021).

Otro factor importante que puede mediar el efecto de las antocianinas sobre el estrés
oxidativo es el efecto sobre el microbioma intestinal (Zhong et al., 2023). Se ha demostrado
que el consumo de alimentos ricos en antocianinas ejerce una serie de efectos antioxidantes
en todo el cuerpo. No obstante, a menos que se haya utilizado un extracto puro de
antocianinas, otros antioxidantes presentes en los alimentos podrian haber contribuido a
estos efectos (Duthie et al, 2006; Titta et al., 2010; Xie et al., 2017; Bakuradze et al., 2019;
Mikhailova et al., 2023; Tony et al., 2023).
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3.9. Conclusiones del Capitulo 3

Las investigaciones recientes permiten predecir un incremento en el uso de
antocianinas como colorantes naturales en diversos productos durante los préximos afios.
Considerando el efecto beneficioso para la salud de las antocianinas, su incorporacién en la
industria de alimentos y bebidas representa un valor agregado importante.

El andlisis de la capacidad antioxidante de las antocianinas y sus métodos de
evaluacion, y los principales parametros que influyen en su estabilidad lleva a mejorar su
aplicacion tanto alimentaria como cosmética y terapéutica. Varios factores pueden afectar
a su estabilidad e, implicitamente, a su biodisponibilidad.

Ademas de su uso principal, como pigmentos, las antocianinas también tienen
importantes propiedades antioxidantes, anticancerigenas, antitumorales, antimutagénicas
y antidiabéticas. Para aprovechar al maximo estas propiedades de las antocianinas, es
importante conocer como su estabilidad se ve influenciada por el pH, la temperatura, la co-
pigmentacidn, el oxigeno, el acido ascérbico, la luz, los sulfitos o las enzimas.

En resumen, las antocianinas son buenos antioxidantes y atentian el estrés oxidativo
a nivel celular y del organismo. Sin embargo, considerando su baja biodisponibilidad y
transformaciones metabodlicas, se debe considerar que sus efectos en el organismo son
principalmente de naturaleza indirecta, mediados por la activacion de sus propios sistemas
antioxidantes del cuerpo y, en muchos casos, pueden estar mediados por sus metabolitos.
Sin embargo, independientemente del mecanismo de accién, los efectos antioxidantes y
otros efectos beneficiosos de las antocianinas, dependientes o independientes de sus
propiedades antioxidantes, justifican plenamente las recomendaciones del consumo diario
de productos alimenticios ricos en estos compuestos (Sadowska-Bartosz y Bartosz, 2024).

Para ampliar su eficacia, se considera positivo incorporar a las antocianinas en
sistemas de distribucién dirigida y, por tanto, la carga del compuesto se proyecta por el
entorno externo que podria influir en su estabilidad. Se han desarrollado diversos sistemas
como: liposomas, microcapsulas o emulsiones para aumentar su biodisponibilidad, por lo
que, implicitamente, los efectos producidos por las antocianinas serian mas fuertes. No
obstante, estudios futuros permitiran disminuir su impacto negativo.

La implementacién de mejores metodologias de extraccion, purificacion e
identificacion primero en laboratorio y luego a escala de planta piloto, asi como las
metodologias de su distribucién en el organismo humano, tendra un impacto en el costo de
estos colorantes y sus estandares, asi como en la autentificacién de productos alimenticios
y el descubrimiento de adulteraciones sofisticadas.

En el Capitulo 4 abordamos el aislamiento, purificacion e identificacion de
antocianinas aciladas bioactivas provenientes de fuentes naturales obtenidas en esta Tesis,
con la determinacion de su estabilidad y constantes de velocidad de degradacidn relativa,
asi como su respuesta ante la captacion de DPPH" de las antocianinas mayoritarias.






Capitulo 4. Estudio estructural de Antocianinas
Aciladas aisladas de Ipomoea cairica
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4.1. Introduccion al estudio de antocianinas aciladas de Ipomoea
cairica

Las antocianinas revisten interés, como hemos visto, debido a su uso potencial como
colorantes alimentarios en lugar de los sintéticos (He y Giusti, 2010). Ademas, las
antocianinas aciladas poseen mayor estabilidad que las antocianinas comunes, y son lo
suficientemente seguras para ser utilizadas como pigmentos alimentarios, como por
ejemplo: las antocianinas aciladas de repollo colorado, zanahorias moradas, rabanos rojos
y papas rojas (Bakowska-Barczak, 2005). Han demostrado una baja sensibilidad a los
cambios de pH y una mayor estabilidad al calor y a la luz. Por lo tanto, las antocianinas
aciladas son adecuadas no s6lo para alimentos con pH bajo sino también para productos
neutros y ligeramente alcalinos, como productos lacteos, postres en polvo y preparados
(Bakowska-Barczak, 2005). Sin embargo, otras antocianinas hidrosolubles naturales son
algo inestables en solucidn, especialmente a alta temperatura y en presencia de exceso de
oxigeno. Por lo tanto, estos compuestos deben ser estabilizados antes de su uso.

La elucidaciéon de las estructuras de nuevas antocianinas aciladas es una tarea
desafiante debido a la complejidad de los compuestos, su sensibilidad a la luz, al oxigeno de
la atmosfera, al pH y a la temperatura. Para obtener las estructuras quimicas completas se
debe evaluar cuidadosamente el tipo, el nimero y la posicién de las unidades de acilo.

En esta Tesis ilustramos la elucidacion de las estructuras de siete antocianinas
aciladas y dos desaciladas de Ipomoea cairica (familia Convolvulaceae), mostrando
diferentes grados de complicacion estructural debido a la posicién de glicosilaciéon y
acilacion en compuestos muy similares, algunas de las cuales habiamos identificado
parcialmente hace algin tiempo (Pomilio & Sproviero, 1972 ab,c). Se describen la
extraccidn, la separacion, la purificacién y la identificacién completa de nuevas antocianinas
aciladas con derivados del &cido cindmico unidos al disacarido soforosa (2-0-3-D-
glucopiranosil-a-D-glucopiranosa).

Estas antocianinas aciladas y desaciladas mostraron actividad antioxidante,
antimutagénica e hipoglucémica. Se ha analizado la estabilidad estructural debido al
potencial uso comercial de estos compuestos.
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4.2. Género Ipomoea

El género Ipomoea (familia Convolvulaceae (Eich, 2008)) comprende casi 700
especies de plantas ornamentales, alimenticias, medicinales y enteogénicas, que crecen en
las regiones tropicales y subtropicales del mundo. Los usos tradicionales, la quimica y la
bioactividad de estas especies han sido registradas (Meira et al., 2012).

El género Ipomoea en Bolivia ha sido revisado (Wood et al., 2015), indicando la
ubicacién donde crecen algunas especies de Ipomoea en Argentina y Brasil. I cairica es
sefialada como una especie pantropical, introducida en Bolivia, creciendo hasta 2600 m,
frecuentemente recolectada en la regién andina. Ademas, a nivel del mar crece facilmente
como especie silvestre, como se puede observar en la ciudad de Buenos Aires y alrededores
(Argentina).

Varias especies de Ipomoea se han utilizado con fines nutricionales, medicinales,
rituales y agricolas, es decir, I batatas (L.) Lam. (Bovell-Benjamin, 2007; Mohanraj y
Sivasankar, 2014), I. alba L., I. albivenia (Lindl.) Sweet., I involucrata P. Beauv., I. leptophylla
Torr. e I. aquatica Forsk como alimentos; esta ltima contiene la mayoria de los aminoacidos
esenciales en cantidades comparables a la soja o al huevo entero, y bioelementos como
calcio, magnesio, hierro, zinc y cobre. Otras especies de I[pomoea son fitotoxicas, como I
tricolor Cav. que se utiliza en Méjico contra malezas invasoras (Pereda-Miranda et al., 1993).
También existen especies enteogénicas como I. corymbosa (L.) Roth ex Roem. & Schult. e L.
violaceae L. que se utilizan desde tiempos precolombinos en Méjico durante ceremonias
religiosas y practicas curativas debido al contenido de alcaloides del ergot (o del
cornezuelo) (Meira et al,, 2012).

Los constituyentes bioactivos mas comunes de estas plantas son compuestos
fendlicos, flavonoides, antocianinas, glicolipidos, alcaloides de ergolina, alcaloides de
indolizidina, alcaloides de nortropano, cumarinas, norisoprenoides, diterpenos,
isocumarinas, lignanos y triterpenos (Meira et al., 2012; Ralte, 2014).

Varios compuestos se han aislado previamente de I cairica y se han determinado su
bioactividad (Tabla 4.1). Estudios farmacoldgicos han demostrado que diferentes partes
de esta planta poseen propiedades antimicrobianas contra bacterias Gram-negativas y
Gram-positivas, levaduras y hongos (Ferreira et al., 2006a,b; Arora et al., 2013), anti-virus
del SIDA (virus de inmunodeficiencia humana, VIH) (Schréder et al., 1990; Eich et al., 1996;
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Yao etal, 2011; Barkat et al., 2014), antidiabéticas. (inhibicién de la a-glucosidasa) (Anouar
etal, 2015; Ghani, 2015; Pan et al,, 2015), anti-virus respiratorio sincitial (RSV, Respiratory
Syncytial Virus) (Ma et al, 2002). Los extractos de I cairica también mostraron una
capacidad neutralizante moderada contra el efecto hemorragico del veneno de la serpiente
Bothrops atrox del noroeste de Colombia (Otero et al, 2000). Las restantes bioactividades
se muestran en la Tabla 4.1.

Tabla 4.1. Compuestos organicos previamente aislados de Ipomoea cairica.

Compuestos Propiedades/Bioactividades Referencias

Cumarinas: Sharda y Kokata 1979;
Lima y Braz-Filho, 1997;

8] letina; umbelj Anti lant
scopoletina; umbeliferona nticoagulantes Meira et al, 2012.

Sharda y Kokata 1979;
Karawya et al, 2010

Alcaloides inddlicos

Sharda y Kokata 1979;
Lignanos: Lima y Braz-Filho, 1997;
Arctigenina; matairesinol; Citotoxicas; antioxidantes; anti- Cho et al., 2004; Brasileiro
traquelogenina inflammatorias; anti-VIH; anti-virus de la etal, 2006; Swarup et al.,
encefalitis japanesa 2008; Yao et al, 2011;
Barkat et al,, 2014
(+)-Pinoresinol Antioxidantes y antagonistas de Ca2* Paska et al. 2002

(+)-(8R,8’S)-Tuyaplicatina metil
éter; trans-2,3- Citotodxicas
dibencilbutirolactona

Brasileiro et al., 2006;
Rong-Jyh et al, 2008.

Acidos quinicos:

Acido 3,5-di-0-cafeoilquinico; Antinociceptivas; anti-histaminicas;

Ferreira et al., 2006 a
dcido 4,5-di-0-cafeoilquinico antioxidantes

18 delos 20 inodcidos d
¢ los <U aminodcidos de Ferreira et al., 2008

proteinas
Esteroides:
Sitosterol; estigmasterol Singh etal, 2013
Sitosterol-3-0-glicopirandsido Ferreira et al, 2006b

Glucésido de furanona:

o Ferreira et al., 2006b
Travelosido

Triterpeno pentaciclico:
Friedelinol

Ralte, 2014
Acido oleandlico y metabolitos Inhibidores de a-glucosidasa Anouar et al., 2015
Acidos orgdnicos:
Acido vainillinico; dcido p-
hidroxibenzoico; dcido Ralte, 2014

metoxibenzoico; metilparabeno;
dcido estedrico; dcido palmitico;
dcido oleico
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Acidos grasos Singh et al,, 2013

Acetofenonas:

4-Hidroxi-6-metoxi-2-(3',7’-

dimetiloct-2',6'-enil) Singh et al,, 2013

acetofenona; 4,6-dihidroxi-2-0-
(4'-hidroxibutil)acetofenona

Glicosidos acilados de la resina
de pentasacdrido:

Cairicésidos A-F (macrolactonas
del dcido simonico A,
parcialmente aciladas con Citotoxicidad moderada Yuetal, 2013

diferentes dcidos orgdnicos).

Cairicdsidos I-1V Panetal, 2015
Inhibidores de la a-glucosidasa
Cairicésidos Ay B Lietal, 2016
Herbicidas; larvicidas de mosquitos Thomas et al., 2004;
(vector de la encefalitis japonesa, del Rajkumar y Jebanesan,
Aceite esencial dengue, de la fiebre paladica, de la 2007; Lallianrawna et al.,
filariasis linfatica, del virus de la encefalitis 2014; Thiagaletchumi et
de San Luis y del virus del Nilo) al, 2014.
Néctar: Aminodcidos; azticares Galetto y Bernardello,
(sacarosa, fructosa y glucosa) 2004; Paiz‘;)ali Martins,

Flavonoides:

, in 477 i i Ma et al., 2009; Tak t
3,375-Trihidroxi-4',7-dimetoxi- Propiedades alelopéticas; herbicidas aetd akaoe
flavona; 3,3’,5-trihidroxi-4’,7- al,2011.

dimetoxiflavona-3-0-sulfato

Siete antocianinas aciladas y (Pomilio & Sproviero,
dos antocianinas desaciladas Antioxidantes; antimutagénicas 1972 a)
descriptas en esta Tesis Identificacién completa

en esta Tesis.

4.3. Elucidacion de las estructuras de las antocianinas aciladas de
Ipomoea cairica realizada en esta Tesis

4.3.1. Antocianinas aciladas presentes en Ipomoea cairica

Como las antocianinas de Ipomoea cairica no habian sido estudiadas, excepto
parcialmente hace algin tiempo en nuestros laboratorios (Pomilio & Sproviero, 1972a),
abordamos el aislamiento e identificacion de estos compuestos.

Seleccionamos flores abiertas frescas de Ipomoea cairica (L.) Sweet (sinénimo: I
palmata Forsk.) (nombre comtn: “campanilla”, “campanilla pequefia”, “gloria de la mafiana

)

costera”), de Argentina, para estudiar las estructuras de las antocianinas aciladas. Ipomoea
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cairica es un arbusto trepador pantropical utilizado en la medicina tradicional de varios
paises del mundo.

Las antocianinas aciladas se extrajeron con metanol que contenia 0,1% HCI, y cada
pigmento se separé mediante cromatografia en columna Diaion HP-20 (resina adsorbente,
no polar, de copolimero estireno-divinilbenceno para cromatografia en fase reversa) y
Sephadex LH-20 (resina reticulada a base de dextrano que se usa con fases moviles de
solventes organicos para cromatografia de exclusion, permeacién en gel, particiéon en fase
normal y cromatografia de adsorcién de lipidos, esteroides, acidos grasos, y otros),
cromatografia preparativa en papel (Whatman 3MM) utilizando n-butanol-acido acético-
agua (BAA, 4:1:5, en volumen; fase superior) como solvente, y se realizé una purificacién
fina por cromatografia liquida a mediana presion y, cromatografia liquida de alta resolucién
(HPLC, high performance liquid chromatography). Efectuamos ademas, cromatografia en
capa delgada (TLC, Thin Layer Chromatography), analitica y preparativa, en placas de
celulosa.

La extraccién y la separacién de las antocianinas son dificiles especialmente debido a
su sensibilidad a la luz, oxigeno atmosférico, pH y temperatura, como se ha mencionado en
el Capitulo 2. Sin embargo, las antocianinas aciladas parecen ser algo mas estables, algunas
de ellas resisten un pH cercano a 4 o neutro sin decolorarse. No obstante, las columnas se
protegieron de la luz directa y se trabajé permanentemente en atmosfera de nitrégeno o de
argon, incluyendo las corridas cromatograficas.

La determinacioén de las estructuras se realizé mediante métodos quimicos (hidrélisis
acida parcial y total, hidrélisis alcalina y oxidacién degradativa) y técnicas espectroscépicas
[espectros UV-Vis y desplazamientos batocrémicos; H-RMN y 13C-RMN mono- y
bidimensional (2D RMN) y espectrometria de masa (EM)]. Las relaciones de conexidn entre
la unidad de aglicona, los azicares y los grupos acilo se efectuaron y confirmaron, para cada
compuesto, mediante mediciones bidimensionales (2D RMN) como la correlacién de
enlaces multiples heteronucleares o correlacion heteronuclear de largo alcance (HMBC,
Heteronuclear Multiple Bond Connectivity o long-range H,C-COSY) y la espectroscopia de
aumento nuclear de Overhauser (NOESY, Nuclear Overhauser Enhancement Spectroscopy).
La técnica de HMBC ofrece un medio para identificar conectividades H-C a través de dos o
mas uniones. Esto permite abarcar heterodtomos y carbonos cuaternarios, los cuales,
debido a no tener H unidos, bloquearian la secuencia de interacciones a lo largo de la cadena
de un carbono protonado al siguiente. En HMBC, las correlaciones H/C entre las sefiales de
cada unidad de azucar y los atomos de carbono de la antocianidina fueron relevantes, asi
como los protones y los atomos de carbono de cada unidad de azucar, y el protén del azdcar
acilado y los atomos de carbono de los grupos acilo para proporcionar evidencia
concluyente de la unién del acilo en cada caso.

De esta manera, se determinaron completamente las estructuras de los sofordsidos
de cianidina acilados con residuos de cafeoilo y cumaroilo, aislados de Ipomoea cairica
(familia: Convolvulaceae), con una antocianina adicional conteniendo peonidina como
aglicona, en lugar de cianidina.
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4.3.2. Identificacion de las antocianinas aciladas obtenidas de flores de Ipomoea

cairica

Se obtuvieron siete antocianinas aciladas principales 1-7 y se determinaron las
estructuras mediante métodos quimicos (hidrélisis acida y alcalina, oxidacién con agua
oxigenada) y andlisis de datos espectroscopicos (espectors UV-Vis, intensidad de los picos,
desplazamientos batocréomicos; tH-RMN y 13C-RMN mono y bidimensional (2D RMN) y
espectroscopia de masa (EM)). Otras antocianinas estaban presentes, pero en cantidades
tan pequeiias que no fue posible estudiar las estructuras.

En la hidrélisis acida, las antocianinas 1-6 dieron la misma aglicona, cianidina, D-
glucosa como tnico azicar y derivados del 4cido cindmico como grupo acilo, mientras que
la antocianina 7 se diferencié por contener peonidina en lugar de cianidina. Los compuestos
1,4, 5,6y 7 dieron acido cafeico, mientras que 2 y 3 produjeron acido cafeico y acido p-
cumarico como agentes acilantes, mediante HPLC con muestras auténticas. La hidrélisis
alcalina de las antocianinas 1 a 6 produjo s6lo una antocianina desacilada (8).

El espectro de masa FAB de la antocianina desacilada 8 dio un ion molecular [M]* =
773 (calculado para Cz3Hs1021 773,192). El espectro de 'H-RMN de esta antocianina
representd una molécula de cianidina (seis protones aromaticos) y tres moléculas de
glucosa. Seis protones aromaticos se asignaron a los protones de cianidina. Las sefiales de
protones de D-glucosa aparecieron en la regién de ou 5,65-2,75, mostrando tres protones
anoméricos a oy 5,62 (d, J=7,0 Hz; Glc-A, H-1"), du 4,70 (d, J=7,0 Hz; Glc-B, H-1"") y o 5,16
(d, J=7,0 Hz; Glc-C, H-1¥); las constantes de acoplamiento vicinal de estas unidades de
glucosa mostraron J=7,0-9,0 Hz (Lobayan et al, 2024). Por lo tanto, las tres unidades de
glucosa correspondieron a: 3-D-glucopiranosa. Mediante el analisis de tH-tH COSY de 8, una
sefial de protdn en éu 4,10 (¢, J=8,2 Hz; Glc-B, H-1"") que se desplazaba hacia campos bajos
se correlaciondé directamente con H-2” de Glc-4A, indicando asi que Glc-B esta unida a HO-2”
de Glc-A mediante un enlace glicosidico. Por lo tanto, la antocianina desacilada 8 de las
antocianinas 1-6 se identific6 como: Cianidina-3-0-[2"-0-(B-0-glucopiranosil)-p-D-
glucopirandsido]-5-0-B-D-glucopirandsido, que es cianidina-3-0-soforésido-5-0-§-D-
glucosido (Figura 4.1). En la degradacion con H;0; de esta antocianina desacilada, se
produjo soforosa.

En el caso de la antocianina acilada 7 se obtuvo como antocianina desacilada 9:
Peonidina-3-0-[2”-0-(B-0-glucopiranosil)-B-D-glucopiranésido]-5-0-3-D-
glucopirandsido, que es peonidina-3-0-soforésido-5-0-f-D-glucésido (Figura 4.1).

Con fines comparativos, los datos espectroscopicos correspondientes a tH-RMN y 13C-

RMN de las antocianinas desaciladas 8 y 9 se muestran en las Tablas 4.2 y 4.4 que
presentan las antocianinas aciladas correspondientes.
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Figura 4.1. Estructuras quimicas de las antocianinas desaciladas: 8: Cianidina-3-0-soforésido-5-0-
B-D-glucésido. 9: Peonidina-3-0-sofor6sido-5-0-B-D-glucésido.

4.3.3. Datos espectroscopicos _en comun para las estructuras quimicas de las
antocianinas aciladas 1-7

Las absorciones IR a 3300, 1718 (hombro), 1685 y 1641 cm-! indicaron la presencia
de funcionalidades hidroxilo, carbonilo y enona o,B-insaturada respectivamente, en las
antocianinas 1-7.

En los espectros UV-Vis, las absorciones en la regién 319-327 nm de 1-7 también
respaldaron la presencia de residuos de cafeoilo y/o p-cumaroilo. Se identificaron dos
grupos acilo para 1-5 y uno para 6 y 7 en base a los valores de Excilo.max/Evismax (absorbancia
a Aacilomax/absorbancia a Avismax). Como se esperaba, todos los maximos de absorcion (Avismsx)
de 1-6 mostraron desplazamientos batocrémicos con AlCl; debido a que son antocianinas
basadas en cianidina con la subestructura de catecol en el anillo B. En cambio, la antocianina
7 no mostrod este desplazamiento debido a la presencia de peonidina, la cual carece de la
subestructura de catecol en el anillo B.

Los pesos moleculares de estos pigmentos se determinaron mediante espectrometria
de masa con ionizacion suave (FAB). Todos estos hallazgos indicaron que las antocianinas
aciladas de Ipomoea cairica eran derivados de: en 1: cafeoilo y glucosilcafeoilo, en 2 y 3:
cafeoil-p-cumaroilo, en 4 y 5: di-cafeoilo y en 6: mono-cafeoilo de cianidina-3-0-sofordsido-
5-0-B-D-glucésido. En cambio, 7 resulté ser un mono-cafeoilderivado de peonidina-3-0-
soforé6sido-5-0-B-D-glucésido.

Las estructuras completas de 1-7 se establecieron mediante analisis de 1H-RMN, 13C-
RMN y experimentos de 2D-RMN, como la espectroscopia de correlacion de filtrado cuantico
doble homonuclear (DQF-COSY, homonuclear double quantum filtered correlation
spectroscopy), la espectroscopia nuclear de Overhauser y de intercambio (NOESY) y la
técnica de espectroscopia de correlacion de enlaces multiples heteronucleares (HMBC). Se
asignaron las sefiales de 13C y 1H. Las sefiales de 1H a campos magnéticos bajos (8u 6-9 ppm)
mostraron sefiales caracteristicas de la aglicona y de los grupos cafeoilo y p-cumaroilo.
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Las antocianinas 1-6 tienen cianidina como aglicona, apareciendo las sefiales
correspondientes del nuicleo de benzopirilio y el anillo B aromatico 1,3,4-trisustituido; en
cambio 7 mostré la presencia de peonidina con la sefial intensa caracteristica del grupo
metoxilo, tanto en tH-RMN (81 3,93). como en 13C-RMN (8¢ 56,6). La presencia de la unidad
(E)-cafeofilo en los espectros 1-7, y ademas, el residuo (E)-p-cumaroilo en los espectros de
3 y de 4, se confirmé con los bencenos 1,3,4-trisustituidos y 1,4-disustituidos y las
constantes de acoplamiento grandes (Jog * 16 Hz) para las sefiales de protones (E)-
olefinicos. Por lo tanto, todos los grupos acilo mostraron configuracién E.

En base a los desplazamientos quimicos, asi como en las constantes de acoplamiento,
de las sefiales de protones en las unidades de aziucar de los compuestos 1-7, todas las
unidades de glucosa estaban en la forma [3-D-glucopirandsido. Ademas, el H-2” de Glc-A (6u
3,93-4,07) y el C-2” de Glc-A (8¢ 81,0-83,9) se desplazaron claramente a campos bajos mas
que el H-2"" de Glc-B (6u 2,93-3,69) y el C-2”" de Glc-B (8¢ 74,6-78,4) o el H-2iv de Glc-C (6n
3,48-3,80) y el C-2ivde Glc-C (8¢ 73,3-75,5). Por lo tanto, el protén anomérico H-1 “’ de Glc-
B estaba unido al HO-2" de Glc-A. Los espectros NOESY y HMBC proporcionaron datos
directos sobre la presencia del enlace 3-D-Glc-B(1—2)Glc-A del sofordsido.

La conexion entre una aglicona, los aztcares (tres unidades para 2-7; cuatro unidades
para 1) y los grupos acilo en los compuestos 1-7 se confirmé mediante las mediciones
NOESY y HMBC. En los espectros NOESY de 1-6, tres sefiales NOE intensas entre H-4 de
cianidina y H-1” de Glc-A; H-2” de Glc-A y H-1" de Glc-B; y H-6 de cianidina y H-1iv de Glc-C
indicaron que Glc-A, Glc-B y Glc-C estaban unidas a través de enlaces glicosidicos al HO-3 de
cianidina, HO-2” de Glc-A y HO-5 de cianidina respectivamente. En los espectros HMBC de
los compuestos 1-6, los claros picos cruzados de 'H-13C entre H-1" de Glc-A y C-3 de
cianidina; H-1"" de Glc-B y C-2” de Glc-A; H-2” de Glc-Ay C-1"" de Glc-B; y H-1iv de Glc-C y C-
5 de cianidina, respaldaron ain mas las uniones de Glc-A al HO-3 de cianidina, Glc-B al HO-
2” de Glc-A, y Glc-C al HO-5 de cianidina respectivamente. Lo mismo para 7, pero con

peonidina en lugar de cianidina.

Los picos de correlacion de Glc-A y las sefiales de carbono carbonilico del acilo de los
compuestos 1-6 mostraron la presencia de un grupo acilo unido a HO-6 de Glc-A en todos
los compuestos.

”

La correlacidn distintiva entre las sefiales de H-6" de Glc-B y el carbono carbonilico
del acilo (aproximadamente 6¢ 166,5) proporcion6 una prueba decisiva de que el segundo
grupo acilo estaba unido al HO-6" de Glc-B para los compuestos 2 y 4. Sin embargo, los

”

compuestos 3 y 5 mostraron picos de correlaciéon entre H-2" de Glc-B y las sefales de
carbono acil-carbonilo indicando que el segundo grupo acilo estaba unido al HO-2"" de Glc-

B.

4.3.3.1. Antocianina acilada 1

El espectro de masa FAB de la antocianina 1 dio un ion molecular [M]* 1259,
correspondiente a Cs7Hs3032 (1259,297) y un fragmento 1097 [M - 162]*. La estructura de
1 se determiné principalmente mediante el andlisis de los espectros de 'H- y 13C-RMN
(Tabla 4.2). El espectro 1H-RMN del compuesto 1 mostré la presencia de una molécula de
cianidina, dos grupos cafeoilo y cuatro unidades de glucosa, todas las cuales estaban en la
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forma (-D-glucopiranosa de acuerdo con las constantes de acoplamiento vicinal (J=7,3-10,0
Hz) (Lobayan et al., 2024). Mediante el analisis de su espectro 1H-1H COSY, se asignaron seis
protones de cianidina y 10 protones de los grupos cafeoilo 1y II (Tabla 4.2). Los cuatro
protones caracteristicos, desplazados a campos bajos a 6x 4,33, 4,40 (Glc-A) y &u 3,83, 3,95
(Glc-B), se asignaron a los dos metilenos de C-6” y C-6” de las respectivas unidades de
glucosa Ay B. El H-1” anomérico (8u 5,69; d, J=7,3 Hz) de Glc-A se correlacioné con los H-6"
ayb (6u 4,33y 4,40), y también el H-1" (8u 4,81; d, J=7,7 Hz) de Glc-B se correlacion6 con
los H-6" ay b (6u 3,83 y 3,95) mediante el andlisis del espectro H-1H COSY. Por lo tanto,
ambas unidades de glucosa estaban aciladas con los grupos cafeoilo I y Il respectivamente.
Como se menciond, los picos de correlacion de las sefiales de Glc-A y del carbono carbonilico
del cafeoilo demostraron que un cafeoilo estaba unido al HO-6" de Glc-A y el segundo al HO-
6" de Glc-B. La cuarta unidad de glucosa, Glc-D, estaba unida al HO-3 del cafeoilo Il a través
de un enlace glicosidico debido a la intensa sefial NOE entre el H-2 del cafeoilo Il y el H-1v
de Glc-D.

Tabla 4.2. Datos espectroscopicos de 1H- y 13C-RMN para las antocianinas aciladas 1,2y 4 y de la
antocianina desacilada cianidina-3-0-sofordsoido-5-0-glucopirandsido 8 [CF3C0O2D-DMSO0-ds (1:9)
a 25° TMS estandar interno].

Posicidn Antocianina Antocianina Antocianina Antocianina
acilada 1 desacilada 8 acilada 2 acilada 4
OH Oc OH Oc OH Oc OH Oc
Aglicona: Cianidina Cianidina Cianidina Cianidina
2 - 162,3 - 162,6 - 164,8 - 165,0
3 - 145,6 - 144,5 - 145,0 - 145,0
4 8,80s 132,8 8,94 s 134,0 8,85s 139,0 8,81s 138,7
5 - 155,2 - 155,3 - 156,7 - 156,9
6,98 d 7,04 d 6,86 d
6 ’ 105,0 ’ 104,3 ’ 105,6 6,92d (1,8 105,6
(1,2) (1,9) (1,8) (1.8)
7 - 167,8 - 168,1 - 170,0 - 170,0
6,95 (brs) 6,98 d 6,84 d 6,95 (brs) d
8 96,3 96,3 97,6 97,6
d(12) (1,9) (1,8) (1,8)
9(8a) - 155,2 - 155,3 - 157,1 - 156,6
10(4a) ; 111,7 - 111,7 - 113,0 - 113,0
1’ - 121,4 - 119,7 - 120,7 - 120,0
8,05 d 8,06 d 792d
2’ 117,7 117,7 118,5 8,05d (2,2 118,6
(2,1) (2,2) (1,8) (2.2)
3’ - 146,3 - 146,5 - 147,4 147,3
4’ - 155,2 - 155,5 - 156,4 156,3
7,11d 7,13d 7,00d
5’ ’ 117,1 ’ 117,2 ’ 117,5 7,11d (8,5 117,5
(85) (8.8) (8.4) ®2)
8,25 dd 8,32 dd 8,22 dd 8,26 dd
6’ 127,5 128,0 129,2 129,1
(2,1; 8,5) (2,2; 8,8) (1,8; 8,4) (2,2;8,8)
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Glucosa A
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Glucosa C

1iv

61
5,69 d 5,62 d 532d
99,3 99,8 102,9 | 568d(74) 1029
(7,3) (7,0) (7,2)
4,07 dd 4,08t 3,98 dd 83,9 4,07 dd 83,7
81,8 81,2
(6,9;85) (8,0) (7,2;9,0) (7,4;9,0)
3,75t 3,69t 3,78t
74,1 76,1 759 | 3,75¢(9,0 76,0
(85) 9.0) 9.0) (2.0)
347t 03 342t 07 3,59 dd 1o 3,49 dd 11
(8,5) ’ (9,0) ’ (9,0; 9,6) ’ (9,0; 9,6) ’
3,74 m 3,93 m
3,97 76,1 3,59 76,0 ’ 77,7 ’ 77,7
m m (9,6; 5,4) (9,6; 5,5)
4,33 dd 63,1 A 60,7 4,43 dd 64,1 4,33 dd 64,1
(6,5;12,0)  (C-6) ’ c6) | 541200 (©6) | (551200 (C6)
4,40 d
4,10d
ancho - 3,79 m - (12,0) - 4,41d (44) -
(12,0) ’
481d 4,70 d 4,79d 481d
104,6 103,9 106,1 106,0
(7,7) (7,0) (8,4) (7,0)
3,13 dd a7 3,00t oy 3,50 dd _— 3,52 dd J5a
(8,0;9,1) ’ (8,0) ’ (8,4; 9,6) ’ (7,0; 9,0) ’
3,25¢ 311t 3,44 dd 3,50 dd
76,1 76,3 77,4 77,3
9,1) (9,0) (7,2; 9,6) (9,0; 6,8)
3,35 ¢ 209 3,05 ¢ 693 3,46 dd 711 3,46 dd 71,2
(9,1) ’ (9,0) ’ (7,2; 6,6) (6,8; 6,0)
3,55 m 77,7 2,70 m 77,5 3,52 dd 78,7 3,48 dd 78,6
(6,6; 3,4) (6,0; 2,4)
4,32 dd
3,83 dd 65,0 319 m 60,6 4,24 dd 64,0 /% 193] 63,9
(59;11,5)  (C-6) ’ c6) | 34120 (c6) ’ 3’ : 8’ (C-6)
3,95 d
ancho 3,19 m 4,24d 4,28d
’ i 12,0 i 12,0) 3,83 ’
o (12,0) (12,0)
1 12 1
>05d 102,1 >16d 101,5 >12d 106,2 >16d 102,4
(7,7) (7,0) (7,8) (7,6)
3,55 dd 3,52 brt 3,76 dd 3,80 dd
73,3 73,2 75,5 74,5
(7,7;9,1) (8,0) (7,8;9,0) (7,6;9,0)
3,40 t 3,41brt 3,61t
76,1 76,6 76,4 | 3,65¢(9,1 76,0
9.1) (7,0) (9,0) 1
1
319 t 69,9 3,32 ¢t 69,8 3,50 dd 714 3,53 dd 714
9.1) (9,0) (9,0;9,6) (9,0;9,6)
3,39 brt 3,57 m 3,70 m
3,39 m 77,3 77,6 77,8 77,8
(8,0) (9,6;2,4) (9,6;2,4)
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6va

6vb

Glucosa D

1v

2V

3v
4v
5v
6va
6vb
Acilo (1):
1

Alpha

Beta

Carbonilo C=0
Acilo (1I):
1

3,49 m 61,0
' (C-6)
3,73d
ancho -
(11,3)
4,82 d 1021
(7,0)
3,40 dd
73,5
(7,7;91)

3,9-31 75,9
69,8
77,3
61,0

(E)-Cafeoilo

; 1248
6,98 (brs)
1153
d(1,6)
; 1454
; 1484
6,76 d
115,9
(8.1) >
687d .,
(81)
6,19d
115,3
(15,8)
7,32d
144,2
(15,8) '
; 166,3

(E)-Cafeoilo

- 125,8
736brs 1159
- 145,6
- 149,6
S 116,4
(81)
7,04 brd
125,6
(81)

3,62m

3,62m

60,7
(C-6)

3,79 dd 62,5
(24;12,0)  (C-6)

4,03 d
(12,0)

(E)-Cafeoilo

- 127,4
6,63 d
115,2
(1,8)
= 146,4
- 149,6
6,75 d
11
(8.4) 6,5
6,68 dd
123,3
(1,8;8,4)
596d 114,4
(16,0)
7,2
20d 1471
(16,0)
- 169,0

(E)-Cumaroilo

- 126,4
7,03d
130,9
(84)
6674d 116,8
(8:4)
- 161,0
6,67 d
' 116,8
(84)
7,03d 1309

(84)

Capitulo 4
3,73 dd 62,4
(24;12,0)  (C-6)
3,96 d
(12,0)

(E)-Cafeoilo

127,3
6,96 (brs)d
115,2
(1,8)
146,4
149,5
6,72 d
11
(8,4) 65
6,64 dd
123,4
(84;1,8)
594d 1144
(16,0)
7,1
184d 147,1
(16,0)
- 169,0

(E)-Cafeoilo

127,0

6,60 d
115,0

(1,8)
146,4
149,3

6,61d
! 116,3

(84)
6,50 dd 1228

(8:4;1,8)
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6,12d 581d 575d
Alpha 114,6 114,3 114,3
(15,8) (16,0) (16,0)
Beta 7.24d 144,8 7104 146,3 7004 146,6
(15,8) ' (16,0) ' (16,0) ’
Carbonilo C=0 - 166,6 - 168,7 - 168,6

Por lo tanto, el pigmento 1 se identificé como: Cianidina-3-0-{2"-0-[6""-0-(3<-0-B-
D-glucopiranosil)-(E)-cafeoil)-f-D-glucopiranosil]-6"-0-(E)-cafeoil -B-D-
glucopirandsido}-5-0-f-D-glucopiranésido (Figura 4.2). Esta antocianina acilada se
identifico por primera vez en Ipomoea cairica (Pomilio & Sproviero, 1972a) sin establecer
la unién completa de los grupos acilo, y luego en I purpurea (Saito et al., 1995).

D

OH

OH

OH

Figura 4.2. Antocianinas 1, 2, 4y 6 de Ipomoea cairica.

4.3.3.2. Antocianina acilada 2

La antocianina 2 contenia una funcion (E)-cafeoilo y una funcién (E)-p-cumaroilo, asi
como cianidina-3-0-f-D-soforé6sido-5-0-3-D-glucopiranésido. En el espectro HMBC de 2, se
observo el pico de correlacién entre H-6” de Glc-A y la resonancia del carbono carbonilico
del grupo cafeoilo, lo cual indica la presencia de un grupo cafeoilo unido al HO-6" de Glc-A.
de Glc-B segun el pico de correlacion

”m

Ademas, el grupo p-cumaroilo estaba unido al HO-6
entre las sefiales del H-6" de Glc-B y el carbono carbonilico del p-cumaroilo.
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Por lo tanto, la antocianina 2 se identificd inequivocamente como: Cianidina-3-0-[2"-
0-(6"’-0-(E)-p-cumaroil-B-D-glucopiranosil)-6”-0-(E)-cafeoil-B-D-glucopirandsido]-
5-0-B-D-glucopirandsido (Figura 4.2), mediante analisis quimicos y espectroscépicos.

La antocianina 2 ya se ha descrito en flores de Ipomoea cairica (Pomilio & Sproviero,
1972a), pero no se establecieron los sitios de unién exactos de los residuos de acilo, también
en flores de I asarifolia (Palé et al., 1998) y flores y cultivos celulares de Ajuga reptans
(Teraharaetal., 2001).

4.3.3.3. Antocianina acilada 4

Los compuestos 2 y 4 proporcionaron espectros similares, pero el compuesto 4
contenia dos grupos cafeoilo. En consecuencia, la estructura de 4 se establecié
inequivocamente como: Cianidina-3-0-[2"-0-(6""-0-(E)-cafeoil-f-D-glucopiranosil)-6"-
0-(E)-cafeoil-B-D-glucopiranodsido]-5-0-B-D-glucopirandsido  (Figura 4.2). Esta
antocianina acilada 4 se aislé por primera vez de Ipomoea cairica (Pomilio & Sproviero,
1972a) sin establecer la posicion acilo; y mas tarde de I. purpurea (Saito et al., 1995) y de
un callo altamente pigmentado inducido a partir de la raiz de almacenamiento de las batatas
de pulpa morada [l batatas (L) Lam.] cultivar Ayamurasaki (Terahara et al, 2004). Se ha
informado actividad antioxidante para esta antocianina acilada con dicafeoilo (Meira et al.,
2012). Si bien no esta claro que sea la misma antocianina debido a que existe confusion en
la literatura respecto a la posicién de acilacion.

4.3.3.4. Antocianinas aciladas 3y 5

Los compuestos 3 y 5 mostraron espectros similares (Tabla 4.3), pero 3 produjo
acido cafeico y acido p-cumarico tras la hidrélisis, mientras que 5 sélo produjo acido cafeico.
El desplazamiento quimico (8u ca. 3,65 y 3,69) de H-2"" de Glc-B de 3 y 5 se desplaz6 hacia
campos bajos en comparacién con la misma sefial (8u ca. 2,93-3,52) en las otras

”

antocianinas 1, 2, 4, 6 y 7, lo que respalda que HO-2" de Glc-B esta acilado en ambos casos
(3 y 2). La correlacidn distintiva entre las sefiales de H-6" de Glc-A y el carbono carbonilico
del cafeoilo demostr6 que tanto 3 como 5 presentan un grupo cafeoilo unido al HO-6" de
Glc-A. Sin embargo, el compuesto 3 mostré un pico de correlaciéon entre H-2"" de Glc-B y la
sefal del carbono carbonilico de p-cumaroilo, indicando que el grupo p-cumaroilo es el acilo
en el HO-2"" de Glc-B. El compuesto 5, en cambio, mostré correlaciones HMBC del carbono

carbonilico del grupo cafeoilo en el H-2"” de Glc-B.

Por lo tanto, el compuesto 3 se identificé inequivocamente como: Cianidina-3-0-(2"-
0-[2"’-0-(E)-p-cumaroil-f-D-glucopiranosil)-6”-0- ( E)-cafeoil-3-D-glucopiranésido]-
5-0-B-D-glucopirandsido y el compuesto 5 se identificé como: Cianidina-3-0-[2"-0-(2"’-
0-(E)-cafeoil-B-D-glucopiranosil)-6"-0-(E)-cafeoil-B-D-glucopirandsido]-5-0-3-D-
glucopirandsido (Figura 4.3). Estas antocianinas aciladas se describen por primera vez en
esta Tesis.
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Tabla 4.3. Datos espectroscépicos de 1H- y 13C-RMN para las antocianinas aciladas 3 y 5 [CF3CO2D-
DMSO-ds (1:9) a 25° TMS estandar interno].

Posicion Antocianina acilada 3 Antocianina acilada 5
On Oc On oc
Aglicona: Cianidina Cianidina
2 - 162,8 - 165,0
3 - 145,0 - 145,0
4 8,88s 132,6 882s 138,7
5 - 156,2 - 156,8
6 6,96 d (1,9) 105,3 6,92 d (1,8) 105,6
7 - 168,7 - 1689
8 6,93d (1,9) 97,3 6,95 (brs) d (1,8) 97,3
9(8a) - 156,5 - 156,6
10 (4 a) - 112,5 - 112,8
1 - 120,2 - 120,0
2’ 8,02d(2,0) 117,8 8,05d(2,1) 118,1
3 - 146,8 147,1
v - 155,8 1559
5 7,10d (8,8) 117,4 7,09d (8,8) 117,5
6’ 8,26 dd (2,0; 8,8) 129,1 8,26dd (2,1;8,8) 129,0
Glucosa A
17 5,62d(7,2) 102,9 5,68d(7,4) 102,9
27 4,02dd (7,2;9,0) 83,9 4,07 dd (7,4; 9,0) 83,7
3” 3,77 t(9,0) 75,7 3,75t(9,0) 75,8
47 3,45 dd (9,0; 9,6) 71,2 3,49 dd (9,0; 9,6) 71,1
5” 3,72m (9,6; 5,4) 77,7 3,93 m(9,6;5,5) 77,7
6"a 4,43 dd (5,4; 12,0) 64,1 (C-6") | 433dd (5,5;12,0) 64,1 (C-6")
6"b 4,30d (12,0) - 4,39d (4,4) -
Glucosa B
1” 4,78 d (8,4) 104,6 4,82d(7,0) 105,8
2” 3,65 dd (8,4;9,6) 78,4 3,69 dd (7,0; 9,0) 78,3
3” 3,38dd (7,2;9,6) 76,4 3,40 dd (9,0;6,8) 77,1
4” 3,16dd (7,2; 6,6) 71,1 3,18 dd (6,8; 6,0) 71,2
5 3,22dd (6,6; 3,4) 78,0 3,28dd (6,0; 2,4) 78,6
6”a 3,18dd (3,4;12,0) 60,8 (C-6™) | 3,22dd (2,4;12,0) 60,9 (C-6™)
6”b 3,18d (12,0) - 3,26d(12,0) -

Glucosa C
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2iv
3iv
4 iv
5 v
6va
6vb
Acilo (I):
1

2
3
4
5
6

Alpha
Beta
Carbonilo C=0
Acilo (11):

1

2
3
4
5

6
Alpha
Beta

Carbonilo C=0

5,12 d (7,8) 106,2
3,76 dd (7,8;9,0) 75,5
3,61 t (9,0) 76,4
3,50 dd (9,0;9,6) 71,4
3,57 m (9,6; 2,4) 77,8
3,79dd (2,4; 12,0) 62,5 (C-61)

4,03d(12,0)
(E)-Cafeoilo
6,62 d (1,8)
6,73d (8,4)
6,68 dd (1,8; 8,4)
5,95d (16,0)
7,20d (16,0)
(E)-Cumaroilo
7,03d (8,4)
6,67 d (8,4)
6,67 d (8,4)
7,03d (8,4)
5,80d (16,0)
7,11d (16,0)

127,4
115,2
146,4
149,6
116,5
123,2
114,4
147,1

169,0

126,5
131,1
116,9
161,0
116,9
131,1
114,3
146,3
168,9

Capitulo 4

5,16d(7,6) 102,4

3,80 dd (7,6; 9,0) 74,5

3,65t (9,1) 76,0

3,53dd (9,0;9,6) 71,4

3,70m (9,6; 2,4) 77,8
3,73dd (2,4;12,0) 62,4 (C-6)

3,96 d (12,0) -
(E)-Cafeoilo

- 127,3

6,692 d (1,8) 115,2

- 146,4

- 149,5

6,72 d (8,4) 116,5

6,64 dd (8,4; 1,8) 123,4

5,95 d (16,0) 114,4

7,20 d (16,0) 147,1

- 169,0

(E)-Cafeoilo

127,0

6,60d (1,8) 115,0

146,4

149,3

6,61d (8,4) 116,3

6,50 dd (8,4; 1,8) 122,8

5,75d (16,0) 114,3

7,00 d (16,0) 146,6

- 168,8
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OH

OH

Figura 4.3. Antocianinas 3 y 5 de Ipomoea cairica. 3: R1 = H; 5: R1 = OH.

4.3.3.5. Antocianinas aciladas 6 y 7

Las antocianinas 6 y 7 resultaron ser muy similares; ambas dieron por hidrolisis acida
s6lo un cafeoilo como grupo acilo y glucosa como azucar, pero diferente aglicona, 6 dio
cianidina y 7, peonidina. Por el espectro HMBC se determiné que en ambas antocianinas. el
acilo estaba unido al HO-6" de Glc-A

El andlisis por espectrometria de masa de 6 mostré un ién molecular [M]* = 935,
correspondiente a C4;H47024 y fragmentos de iones a m/z 773, 449 y 287, correspondientes
a [M - cafeoilo + H]*, [M-cafeoildiglucosilo +H]+*y [Cn]* respectivamente. El espectro de 1H-
RMN de 6 presentd sefiales de una unidad de cianidina, un grupo E-cafeoilo con una
constante de acoplamiento grande (J = 15,8 Hz) y tres B-glucopiranosas con constantes de
acoplamiento de protones anoméricos y otros protones del anillo con valores J de 7,6-9,1
Hz.

Las conexiones de las unidades de 6 se confirmaron mediante el espectro HMBC, en
el cual se observo una correlacion entre la sefial del protén anomérico H-1" (6x 5,59) de la
glucosa A y la sefial de C-3 (8¢ 144,5) de cianidina, la sefial del protén anomérico H-1¥ (6n
5,02) de la glucosa C y la sefial de C-5 (8¢ 155,3) de cianidina, la sefial del protén anomérico
H-1"" (6u 4,61) de la glucosa B y la sefial de C-2” (8¢ 81,0) de la glucosa A, la sefial de H-2"
(61 4,03) de la glucosa A y la sefial de C-1"" (8¢ 103,9) de la glucosa B, y las sefiales de H-6" a
y b (614,26 y 81 4,34) de la glucosa A y la sefial del carbono carbonilico (8¢ 166,7) del grupo
cafeoilo.

Por lo tanto, la antocianina 6 se identific6 como: Cianidina-3-0-[(2"-0-B-D-
glucopiranosil)-6”-0-(E)-cafeoil-f-D-glucopiranésido]-5-0--D-glucopirandsido
(Figuras 4.2 y 4.4).
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Figura 4.4. Estructuras quimicas de las antocianinas aciladas 6: R1 = Hy 7: R1 = CHs.

Esta antocianina acilada se informé en hojas de batatas (I batatas) (Islam et al., 2002),
si bien no se describieron los detalles del andlisis espectroscépico. Se ha informado la
actividad antioxidante y la actividad antimutagénica de esta antocianina acilada
monocafeoilada (Yoshimoto et al.,, 2001; Meira et al., 2012), quedando la duda si es la misma.

La antocianina acilada 7 que result6 casi idéntica a 6, tenia como diferencia la
presencia de peonidna como aglicona. El espectro de masa de 7 mostré un ion molecular
[M]* = 949, correspondiente a Ca3Ha9024* y [M- cafeoilo + H]* a m/z 787, [M-
cafeoildiglucosilo +H]*a m/z 463 y [Pn]*a m/z 301.

Los datos de H-RMN y de 13C-RMN de 7 fueron muy similares a los de 6 excepto por
las sefiales debidas a la aglicona peonidina (Tabla 4.4). La conexién entre las unidades de
7 se confirm6 mediante la comparacion de los datos de 13C-RMN de 7 con los de 6. La
asignacion de las sefiales y la posicion de los enlaces de 6 y 7 se confirmaron
inequivocamente mediante analisis DQF-COSY y HMBC y los datos espectroscopicos
mostraron que 7 es un analogo de 6 (Tabla 4.4).

Por lo tanto, se determind la estructura de 7 como: Peonidina-3-0-[(2"-0-B-D-

glucopiranosil)-6"-0-(E)-cafeoil-B-D-glucopirandsido]-5-0-B-D-glucopirandsido
(Figura 4.4).
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Tabla 4.4. Datos espectroscépicos de 1H- y 13C-RMN para las antocianinas aciladas 6 y 7 y la
antocianina desacilada 9 [CF3C02D-DMSO0-d¢ (1:9) a 25°; TMS estandar interno].

Posicion Antocianina acilada 6 Antocianina acilada 7 Antocianina desacilada 9
On Oc OH Oc On Oc
Aglicona: Cianidina Peonidina Peonidina
2 162,6 162,8 162,7
3 144,5 145,1 145,1
4 8,69 s 131,7 8,88s 136,5 8,88s 136,5
156,26 156,26
5 1553 156,3 156,3
6 6,92d(1,9) 105,0 6,95d(1,2) 105,6 6,95d (1,2) 105,6
7 167,5 169,2 169,2
8 6,95d(1,9) 96,3 7,08d (1,2) 97,3 7,08d (1,2) 97,3
156,26 156,26
9(u8a) 1551 1563 - 1563
10(o4a) 111,8 112,0 - 112,0
1 119,7 121,0 121,0
2’ 7,97 d (2,4) 117,9 7,96 d (2,0) 114,2 7,96 d (2,0) 114,2
3 - 146,4 149,1 - 149,1
4 - 155,2 156,6 = 156,6
5 7,01d (8,8) 117,1 7,06 d (8,7) 117,2 7,06d (8,7) 117,2
e 8,17;(;)(2,4; 1277 8,31;1’(;)(2,0; 1319 8,31;;1'(;)(2,0; 1319
OMe - - 393s 56,6 393s 56,6
Glucosa A
17 5,59d(7,6) 99,3 5,63d(6,9) 99,5 5,63d(6,9) 99,5
Py 4,03;(;)(7,6; 81,0 3,938d'(;)(6,9; 82.8 3,94;1;)(6,9; 82,8
3” 3,66t(8,8) 76,1 3,67 t(8,5) 75,3 3,68¢t(8,5) 75,3
47 3,44 t(8,8) 69,8 3,45t (8,5) 70,5 3,44 t(8,5) 70,5
5” 392m 74,0 3,89 m 75,0 3,50m 76,8
6" 4,261(21256,5; 63,61")(C- 4,241;1256,5; 63,9 (C-6") 3,751;1256,5; 60,9 (C-6)
b 4,34 d ancho ) 4,34 d ancho i 3,79 d ancho )
(12,0) (12,0) (12,0)
Glucosa B
1”7 4,61d(7,7) 103,9 4,59d (8,0) 105,4 4,60 d (8,0) 105,4
o 2,9380";1)(7,7; 746 2,939(?;1)(8,0; 751 2,959(?(11)(8,0; 751
3” 3,05t (8,9) 76,3 3,04t (9,1) 77,0 3,06t (9,1) 77,0
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4" 2,98 ¢(8,9) 69,8 2,93 ¢(9,1) 70,5 2,93 ¢(9,1) 70,5
57 2,67 m 76,9 2,74 m 77,2 2,74 m 77,2
& 3,12dd(51; 60,7 (C- | 3,15dd (5,9; 61,7 (C- 3,14 dd (5,9; 61,7 (C-

11,7) 6") 11,5) 6”) 11,5) 6")
6"b 3,09 d ancho ) 3,28 d ancho i 3,26 d ancho )
(11,7) (11,5) (11,5)
Glucosa C
1iv 502d7,6 102,3 5,05d (7,7) 102,6 5,03d(7,7) 102,6
2 3,48dd (7,6, _— 3,48dd (7,7; . 3,50 dd (7,7; 0
9,1) 9,1) 9,1)
3iv 332t(91) 76,2 333t(91) 76,5 3,36 t (9,1) 76,5
4w 3,19t (9,1) 70,0 3,20 t (9,1) 70,5 322t (91) 70,5
5w 3,45m 77,8 3,45 m 78,5 3,46 m 78,5
4 ,9; 1,1 (C- 1,7 (C- 1,7 (C-
6va RS 349 m s 348 m s
6ivb 3,74 dd (2,4; ) 3,73 d ancho i 3,73 d ancho )
11,7) (11,3) (11,3)
Acilo (1): Cafeoilo Cafeoilo
1 - 125,6 - 126,5 - -
2 6,89d (2,0) 115,4 6,88 d (1,6) 115,8 - -
3 - 145,5 - 146,2 - -
4 = 148,5 = 149,1 = =
5 6,68d (8,1) 116,0 6,68 d (8,0) 116,6 - -
p 6,7980’15)(2,0; 1215 6,7886’13)(1,6; 1224 ) )
Alpha 6,12 d (15,8) 113,8 6,08d (15,8) 114,5 - -
Beta 7,25 d (15,8) 145,7 7,24 d (15,8) 146,2 - -
Cargf’:gilo . 166,7 . 166,1 - .

4.4, Estabilidad de las antocianinas aciladas obtenidas en esta

Tesis

Dada la importancia de las antocianinas en su aplicaciéon en alimentos funcionales y
nutracéuticos en beneficio para la salud y en su uso como colorantes alimentarios,
procedimos al estudio de la estabilidad de los compuestos obtenidos y a su comparacion
con las antocianinas desaciladas correspondientes.

El estudio de estabilidad se realiz6 en solucién acuosa neutra, en bafio termostatizado
a 25°C, usando el método de vida media (ti,2), definido como el tiempo necesario para
alcanzar el 50 % de color residual. Las antocianinas diaciladas 1 a 5 mostraron una vida
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media similar (1 = 4 = ti2 = 230 minutos; 2 = 270 minutos; 3 = 250 minutos; 5 = 200
minutos), mayor que la vida media de las antocianinas monoaciladas (6 ti/2 = 40 minutos; 7
=50 minutos) y que las no aciladas (8 = t1/2 = 16 minutos; 9 t1,2 = 20 minutos) (Figura 4.5).
Evidentemente las estructuras son relevantes en la estabilidad de las antocianinas
obtenidas, observandose que la presencia de dos acilos brinda mayor estabilidad debido a
la proteccion de la aglicona por estos acilos aromaticos que producen un stacking
hidrofébico tipo sdndwich (complejo ©t) e inhiben el ataque de una molécula de agua que

conduce a una pérdida de color (Brouillard, 1983; Goto & Kondo, 1991)

100

Color residual (%)
=)}
—

0 100 200 300 400 500 600
Tiempo (min)

Figura 4.5. Estabilidad de las antocianinas 1-9 obtenidas de Ipomoea cairica, por el método de vida
media, en solucién acuosa neutra a temperatura ambiente. Se ejemplifica con: 1: Antocianina
diacilada con dos grupos cafeoilo. 6: Antocianina monoacilada con cafeoilo. 8: Antocianina no

acilada, cianidina-3-0-soforésido-5-0-glucésido y 9: antocianina no acilada, peonidina-3-0-
soforésido-5-0-glucésido.

Asimismo, se observan sutiles diferencias en la estabilidad segun el tipo de aglicona,
ya que las antocianinas basadas en cianidina muestran menos estabilidad que las basadas
en peonidina. También influye el tipo de agente acilante, resultando ser ligeramente mas
estables las antocianinas con grupos cumaroilo que las aciladas con cafeoilo. En todos estos
casos se observa que la presencia del grupo catecol, en el anillo B de las agliconas, asif como
en el acilo, da menor estabilidad posiblemente por las posibilidades de oxidacidn que ofrece
dicha subestructura. En menor grado influye la posicion de acilacidn, ya que las antocianinas
aciladas en la posicidn 2 de la glucosa son algo menos estables que aquellas aciladas en la
posicion 6 de la glucosa. Este hecho pareceria estar relacionado con la conformacion que
adopte la antocianina acilada y el grado de formacién de complejos 7.

4.4.1. Cinética de la degradacion de las antocianinas 1-9

Se pudo estudiar la cinética de degradacion de las antocianinas 1-9, teniendo en
cuenta los valores de vida media de cada antocianina, correspondientes a una cinética de
primer orden.
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In ([Ale/[A]o) = -ku.t

Dénde: [A], es la concentracion del compuesto A en t = 0; [A]: es la concentracion del
compuesto A al tiempo t; ki es la constante de velocidad de degradacion de primer orden.

Usando ty,2, se reordena a: In (0,5 [A]o/[A]o) =1In 0,5 = -K1. t1,2
ki. tip= In2= 0,693 o sea: ki= 0,693/ t1,2

Antocianinas diaciladas (t.,2):
1 =230 minutos = 13.800 segundos. k;=0,693/13.800 =5,0224 x10-5 seg-!

2= 270 minutos = 16.200 segundos. k;=0,693/16.200 = 4,2784 x10-5 seg!

[98]

= 250 minutos= 15.000 segundos. k;=0,693/15.000 =4,6207 x10-5 seg!
4

230 minutos= 13.800 segundos. k;=0,693/13.800 =5,0224 x10-5 seg!
5 =200 minutos=12.000 segundos. k;=0,693/12.000 =5,7758 x10-5 seg!

Antocianinas monoaciladas (t.,2):
6 = 40 minutos= 2.400 segundos. ki=0,693/2.400 = 2,8880 x10-*seg!
7 = 50 minutos= 3.000 segundos. k;=0,693/3.000 =2,3103 x10-*seg!

Antocianinas no aciladas (t,2):
8 = 16 minutos = 960 segundos. ki=0,693/960 =7,2198 x10-*seg!
9 = 20 minutos. = 1.200 segundos. k;=0,693/1.200 =5,7758 x10-* seg!

4.4.2. Actividad antioxidante de las antocianinas 1-9: Ensayo de actividad de captacion
de radicales DPPH"®

La actividad antioxidante de las antocianinas 1-9 fue evaluada como capacidad
atrapante de radicales frente al radical 1,1-difenil-2-picrilhidrazilo (DPPH*). Se ensay¢ la
actividad de las antocianinas aciladas 1-7 segun el método colorimétrico DPPH*
desarrollado previamente (Yamaguchi et al, 1998) y se compard con las antocianinas
desaciladas 8 y 9, y a-tocoferol como antioxidantes naturales y butilhidroxitolueno (BHT)
como antioxidante sintético.

La absorbancia del DPPH* residual en la solucion de muestra se midié a 520 nm. Las
absorbancias inicial y en blanco se midieron sin sustrato y sin DPPH* respectivamente.

La actividad de captacién de radicales DPPH* (CR%) se calculé como:

CR% =100(Ai - An + Ap) / A
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Dénde: Ai, Am y Ap fueron las absorbancias a 520 nm de las soluciones inicial, de
muestra y en blanco respectivamente.

Los resultados mostraron una evidente actividad antioxidante en todos los
compuestos ensayados. En todos los casos las antocianinas aciladas (1-7) resultaron mas
efectivas que las no aciladas (8 y 9). Las antocianinas diaciladas con dos grupos cafeoilo (1,
4 y 5) resultaron mas activas que las diaciladas que contenian un grupo cumaroilo y un
cafeoflo (2 y 3). Ademas, las antocianinas aciladas con dos grupos cafeoilos (1, 4 y 5)
resultaron ser mas activas que aquellas con un solo grupo cafeoilo (6 y 7) o con un cafeoilo
y un cumaroilo (2 y 3). Las antocianinas aciladas con cianidina como aglicona presentaron
una mayor actividad que aquellas basadas en peonidina. Este es el caso de la antocianina 6
monoacilada con cafeoilo y con cianidina como aglicona que resulté ser mas activa que la
antocianina cafeoilmonoacilada 7 que contenia peonidina como aglicona.

Estos resultados demuestran, primeramente, que la acilacion con derivados
hidroxilados del acido cindmico mejora la actividad en comparacién con las antocianinas no
aciladas. Es decir que, la acilacion podria lograr intramolecular y sinérgicamente
la actividad de atrapar radicales de la aglicona ademas de la actividad propia de estos
grupos acilo (Tamura y Yamagami, 1994).

Se conocen pocos estudios experimentales sobre la estabilidad de antocianinas y
cuando los realizan, en general no utilizan la vida media, sino los valores finales
correspondientes a la decoloracién de las antocianinas (Saito et al, 1995) o bien hay
calculos de vida media no concluyentes, sin determinar las constantes de primer orden
(Terahara et al., 2004).

En cambio, se han hecho varios estudios experimentales sobre la actividad
antioxidante basada en el ensayo con radical 1,1-difenil-2-picrilhidrazilo (DPPH) (Terahara
etal, 2004).

4.5. Conclusiones del Capitulo 4

En este Capitulo se analizaron las antocianinas mas complejas, como son las
antocianinas aciladas con derivados del acido cinamico. Se eligié el genero Ipomoea, y en
particular, la especie I. cairica por haber demostrado en estudios previos de este laboratorio
la presencia de este tipo de antocianinas (Pomilio & Sproviero, 1972a; Pomilio & Mercader,
2017).

Se pudo realizar la elucidacién estructural de antocianinas aciladas muy similares,
cuya estabilidad y bioactividad estd modulada por pequefios cambios en su estructura. Esto
muestra la necesidad de realizar un estudio estructural profundo de estos compuestos en
todo el espacio conformacional, y debido a la falta de abordaje en este aspecto, se inicié en
esta Tesis con las agliconas mas abundantes, como son pelargonidina, cianidina, delfinidina,
peonidina, petunidina y malvidina, como veremos a continuacion. Estos resultados se
vincularon con la actividad bioldgica antioxidante y antimutagénica de estos compuestos.






Capitulo 5. Estudio y caracterizacion del espacio
conformacional de antocianidinas hidroxiladas y
metoxiladas
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5.1. Introduccion a la exploracion del espacio conformacional de
las antocianidinas

En el contexto del estudio de moléculas bioactivas, las antocianidinas han suscitado
un interés considerable debido a sus propiedades beneficiosas, como actividade
antioxidante, antimutagénica y antiinflamatoria. Con el objetivo de simplificar y unificar la
forma de referirse a estos compuestos, este Capitulo propone una nomenclatura
estandarizada que permite identificar de manera clara y sencilla cada conférmero,
facilitando asi la comunicacion y el analisis en investigaciones futuras.

A partir de esta nomenclatura, se llevé a cabo un exhaustivo estudio del espacio
conformacional de varias antocianidinas, abordando la biisqueda racional de conférmeros
mediante rotaciones periodicas de diferentes angulos diedros, aprovechando la supuesta
rigidez estructural de estos compuestos. Los espacios conformacionales fueron evaluados
no sélo en vacio, sino también en tres solventes de diferente polaridad, lo que permitié
una caracterizacién mas completa de estos compuestos en distintos entornos bioldgicos.

5.2. ;Por qué proponer una nomenclatura comun?

Todas las antocianidinas comparten una estructura quimica comuin, compuesta por
un esqueleto basico de ion flavilio, que incluye tres anillos: el anillo A, un anillo aromatico
unido a un grupo hidroxilo en la posicién 5 y a un grupo hidroxilo o metoxilo en la
posicion 7; el anillo C, que es un anillo pirilio de seis miembros que contiene un dtomo de
oxigeno; y el anillo B, un anillo aromatico unido al anillo C en la posicién 2 (Figura 5.1).

OH Rl . H, CH3

Figura 5.1. Estructura comun de ion flavilio presente en todas las antocianidinas.

Las variaciones estructurales entre las diferentes antocianidinas se deben a los
distintos sustituyentes, grupos hidroxilo (-OH) y metoxilo (-OCHs), en las posiciones 3', 4'
y 5' del anillo B y, en menor medida, en los anillos A y C. Todas las antocianidinas en
estudio (pelargonidina, cianidina, delfinidina, peonidina, petunidina y malvidina) poseen
grupos hidroxilo en las posiciones 3, 5y 7, distribuidos en los anillos Ay C.

La nomenclatura propuesta en este Capitulo esta disefiada para capturar tanto las
caracteristicas comunes como las variaciones especificas de las antocianidinas,
permitiendo una descripcion detallada de sus conformaciones. Esta nomenclatura toma en
cuenta no soélo la estructura basica de ion flavilio y los sustituyentes en los anillos A, By C,
sino también las posibles rotaciones de los dngulos diedros que definen la conformacion
tridimensional de la molécula. Al estandarizar como se nombran y categorizan los
diferentes conférmeros, esta nomenclatura facilita la comunicacién entre investigadores y
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permite un andlisis més riguroso y comparativo de los datos obtenidos en estudios
conformacionales.

Con esta base, el Capitulo continia explorando el espacio conformacional de las
antocianidinas en diversos entornos, evaluando las variaciones en su estructura y la
disposicién de sus sustituyentes.

5.2.1. Nomenclatura propuesta

Los conférmeros de las antocianidinas se clasificaron en dos categorias principales:
syn (cis) y anti (trans), segin la disposicion de los enlaces H-05 y H-07 del anillo A, en
relacion con los enlaces C5-C6 y C6-C7 respectivamente. Asi, los angulos diedros H-05-
C5-C6 y H-07-C7-C6 se aproximan a 0° para los arreglos cis (C) y a 180° para los trans
(T) (Figura 5.2).

Figura 5.2. Estructuras CC, CT, TCy TT segutn los angulos diedros H-05-C5-C6 y H-07-C7-C6 en
el anillo A.

En el caso de pelargonidina (Pg), que tiene un solo grupo hidroxilo en el anillo B
(HO-4"), se propusieron dos posibles arreglos espaciales, denominados u (arriba) y d
(abajo), segin la ubicacién del enlace H4’-04'. Un valor cercano a 180° para el angulo
diedro H-04’-C4’-C3’ defini6é la conformacién d, mientras que un angulo cercano a 0°
correspondi6 a la conformacion u (Figura 5.3).

H” PgCTu H” PgCTd

Figura 5.3. Estructuras u y d segtn el angulo diedro H-04"-C4’-C3’ en el anillo B.



78 Capitulo 5

Para cianidina (Cn), que presenta dos grupos hidroxilo (HO-3' y HO-4") en el anillo B,
se identificaron cuatro estructuras: cc, ct, tc y tt, dependiendo de la disposicion de los
enlaces H-03'" y H-O4' con respecto al enlace C3'-C4'. Estas disposiciones fueron
nombradas siguiendo un criterio similar al utilizado para el anillo A, donde ¢ (cis) y t
(trans) describen dngulos diedros cercanos a 0° o 180° para H-03'-C3'-C4' y H-04'-C4'-C3'
respectivamente (Figura 5.4).

H” Cn CT tc H” CnCTtt

Figura 5.4. Estructuras cc, ct, tc y tt segun los angulos diedros H-03'-C3'-C4' y H-04'-C4'-C3" en el
anillo B.

Delfinidina (Df), con tres grupos hidroxilo en el anillo B (HO-3', HO-4' y HO-5"), fue
clasificada seglin la orientacién del grupo HO-5' con respecto al enlace C4'-C5’, utilizando
un criterio analogo al de cianidina (Figura 5.5).

H” Df CT ctc H™ Df CT ctt
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Df CT ttc H™ Df CT ttt

Figura 5.5. Estructuras ccc, cct, ctc, ctt, tcc, tct, ttc y ttt segiin los angulos diedros H-03'-C3'-C4’,
H-04'-C4'-C3'y H-05'-C5'-C4' en el anillo B.

En el caso de peonidina (Pn), que posee un grupo hidroxilo (HO-4") y un grupo
metoxilo (HsCO-3"), se identificaron las estructuras cc, ct, tc y tt, dependiendo de la
disposicion de los enlaces H-O4' y H3C-03'. Aqui, los angulos diedros H3C-03'-C3'-C4' y H-
04'-C4'-C3' cercanos a 0° o 180° se utilizaron para definir las conformaciones cis (c) y
trans (t) (Figura 5.6).

H.C H.C
30 H >0

H” Pn CT tc H” Pn CT tt

Figura 5.6. Estructuras cc, ct, tcy tt segun los angulos diedros H3C-03'-C3'-C4' y H-04'-C4'-C3' en
el anillo B.

Petunidina (Pt), que tiene dos grupos hidroxilo (HO-3' y HO-4") y un grupo metoxilo
(H5CO-5") en el anillo B, presentd ocho posibles estructuras: ccc, cct, ctc, ctt, tcc, tct, ttc y
ttt, determinadas por la disposicion de los enlaces H-03', H-04' y H3C-05' con respecto a
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los enlaces C3'-C4' y C4'-C5'. Esta nomenclatura sigue el mismo razonamiento utilizado
para delfinidina, que también presenta tres sustituyentes en el anillo B (Figura 5.7).

H” Pt CT ttc H” Pt CT ttt

Figura 5.7. Estructuras ccc, cct, ctc, ctt, tcc, tct, ttc y ttt segin los dngulos diedros H-03'-C3'-C4’,
H-04'-C4'-C3"y H3C-05'-C5'-C4' en el anillo B.

Malvidina (Mv) se caracteriza por un grupo hidroxilo y dos grupos metoxilo en el
anillo B (H3CO-3', HO-4' y H3CO-5"). La orientacién de estos grupos se definié seguin la
disposicion de los enlaces H;C-03" y H-O4' respecto al enlace C3'-C4', y el enlace H5C-O5'
respecto al enlace C4'-C5'. Siguiendo la misma metodologia aplicada a delfinidina y
petunidina, las conformaciones cis (c) y trans (t) se utilizaron para describir los angulos
diedros H3C-03'-C3'-C4', H-04'-C4'-C3' y H3C-05'-C5'-C4', cercanos a 0° o 180° (Figura
5.8).
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H™ Mv CT ctc H” Mv CT ctt
HaC HC
O H o)

HiCs HiCsg,

H” Mv CT ttc H™ Mv CT ttt

Figura 5.8. Estructuras ccc, cct, ctc, ctt, tcc, tct, ttc y ttt segliin los dngulos diedros H3C-03'-C3'-C4’,
H-04'-C4'-C3' y H3C-05'-C5'-C4" en el anillo B.

Para los casos de cianidina, peonidina y petunidina, la disposiciéon asimétrica de los
sustituyentes en el anillo B resulté en una singularidad adicional. La rotacion del anillo B
alrededor del eje del enlace C2-C1' dio lugar a dos estructuras distintas, denominadas A y
B. Estas estructuras se caracterizan por un angulo diedro 0-C2-C1'-C2' cercano a 0° para la
conformacion A y a 180° para la conformacion B. Por ejemplo, en cianidina, la
conformaciéon A muestra una numeracién horaria del anillo B, mientras que, en B, es
antihoraria (Figura 5.9). Este razonamiento se aplica de manera similar en peonidina y
petunidina, donde la disposicidn de los grupos varia segin la conformaciéon (Figura 5.10).
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H™ CnCTctA H” CnCTctB

Figura 5.9. Estructuras A y B segtin el dngulo diedro 01-C2-C1'-C2' para cianidina.

H3C\o

H™ PnCTtcA H” PnCT tcB
H H3C\O

H” Pt CT cttA H” Pt CT ctt B
Figura 5.10. Estructuras Ay B segun el angulo diedro 01-C2-C1'-C2' para peonidina y petunidina.

Ademas, se consideré la posible planaridad de estos compuestos. Las estructuras
que presentan los anillos A/C-B en un mismo plano se designaron con la letra P antes de la
designacion de la conformacion (Figura 5.11).

PgP CTu CnPCTtcB

Figura 5.11. Estructuras P segtn la planaridad de los anillos A/C y B, como también el angulo
diedro C2-C3-03-H.

Algunas estructuras no mantienen la coplanaridad entre los anillos A/C-B, lo que se
refleja en dngulos diedros 0-C2-C1'-C2' diferentes de 0° o 180°. En estos casos, el grupo
HO-3 se orienta hacia el anillo B. Cuando el HO-3 se ubica por encima del anillo B, la
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conformacioén se designa como Z1, y cuando se encuentra por debajo, se denomina Z2
(Figura 5.12).

PgZ1CTu PgZ2 CT u

Figura 5.12. Estructuras Z1 y Z2 segtn la planaridad de los anillos A/C y B, como también el
angulo diedro C2-C3-03-H.

5.3. Metodologia

Para abordar el estudio y exploracién del espacio conformacional de estos
compuestos, se disefid una bisqueda racional basada en sus caracteristicas estructurales.
La presencia de tres anillos aromaticos sugiere una rigidez estructural que limita las
torsiones a los enlaces que los conectan. Dado que estos compuestos sélo poseen hidroxilo
y metoxilo en posiciones fijas dentro de su estructura, se propuso evaluar los diferentes
angulos diedros que los componen. Este enfoque permitiria obtener informacién detallada
sobre las energias y disposiciones espaciales de los sustituyentes, definiendo asi las
estructuras iniciales para un analisis exhaustivo del espacio conformacional.

El estudio computacional se llevd a cabo utilizando la teoria del funcional de la
densidad (DFT, Density Functional theory) (Becke, 2014) con el nivel de teoria B3LYP, que
combina el funcional hibrido triparamétrico de Becke (B3) con los funcionales de
correlacién de Lee, Yang y Parr (LYP) (Becke, 1988, 2014), acompaifiado de bases de Pople
(McLean & Chandler, 1980). En una primera etapa, se dibujaron las estructuras
moleculares de las seis antocianidinas en estudio (pelargonidina, cianidina, delfinidina,
peonidina, petunidina y malvidina) y se optimizaron al nivel de teoria B3LYP/6-31G para
obtener las geometrias y energias iniciales. La re-optimizacion se efectué a un nivel de
teoria superior, B3LYP/6-311G++(d,p), que se uséd en todos los calculos posteriores.

El estudio del espacio conformacional de la pelargonidina, cianidina y delfinidina se
realiz6 fijando la posicion de los grupos hidroxilo HO-3, HO-5, HO-7, y de HO-3', HO-4' y
HO-5" segtn el anillo B de cada antocianidina. En el caso de las antocianidinas metoxiladas
(peonidina, petunidina y malvidina), se evaluaron tanto los grupos hidroxilo HO-3, HO-5,
HO-7, HO-3', HO-4' como los metoxilos H3CO-3' y H3CO-5' segin la antocianidina
considerada.

Se llevaron a cabo escaneos rigidos de 10° para los angulos diedros (t) H-O-C3-C2,
01-C2-C1'-C2', H-0-C5-C6, H-0-C7-C6 y H-0-C4'-C3' en todos los compuestos.
Adicionalmente, se estudiaron variaciones similares para Tt H-0-C3'-C4' en cianidina,
delfinidina y petunidina; T H-O-C5'-C4' en delfinidina; T H3C-0-C5'-C4' en petunidina y
malvidina; y T H3C-0-C3'-C4' en malvidina. Estos escaneos permitieron determinar las
superficies de energia potencial de los compuestos analizados (Foresman & Frisch, 2015).
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A partir de esta informacion, se seleccionaron los conférmeros de minima y maxima
energia, los cuales fueron posteriormente optimizados al mismo nivel de teoria (B3LYP/6-
311G++(d,p)), con geometrias completamente relajadas. Se evaluaron los distintos
conférmeros en tres solventes (&cido acético, metanol y agua). Se calcularon las
frecuencias vibracionales para verificar si las estructuras optimizadas tenian en cuenta los
minimos de energia. A partir de este estudio, también se logr6 obtener la energia del punto
cero (ZPE, Zero-Point Energy) al mismo nivel de calculo para realizar las correcciones
necesarias en todas las energias. Los detalles de lo realizado se encuentran en la Parte
Experimental (Capitulo 9).

5.4. Curvas de energia potencial

Para iniciar el estudio de los mapas de energia potencial, se seleccion6 como
estructura de partida el conférmero de menor energia, en el cual los sustituyentes del
anillo A se encuentran en su conformacion CT. Ademas, se eligié la disposiciéon del grupo
HO-3 con un angulo diedro de 180° respecto al enlace C2-C3-03-H, representando asi los
conférmeros mas estables energéticamente.

En el caso de las antocianidinas hidroxiladas, como pelargonidina, cianidina y
delfinidina, se tomaron las disposiciones d, tc B, y ctt para los sustituyentes del anillo B
respectivamente. El primer dngulo diedro evaluado fue 01-C2-C1'-C2’, el cual involucra el
enlace entre los anillos C y B. Se analiz6 el efecto de la rotacidn del anillo B a intervalos de
10°, alrededor del eje de enlace C2-C1' (Figura 5.14).

Se identificaron posiciones energéticamente favorables en el anillo B, manteniendo
la coplanaridad con los anillos A y C. A partir de este andlisis, s6lo dos conformaciones
fueron viables para cada compuesto. Por ejemplo, en pelargonidina se obtuvieron las
estructuras Pg P CT d y Pg P CT u; en cianidina, Cn P CT tc By Cn P CT tc A; y en
delfinidina, Df P CT ctt y Df P CT tcc, siendo la segunda estructura en cada caso menos
estable que la primera.

Como era de esperar, las mayores variaciones de energia se observaron con
rotaciones de 90° en todos los casos, es decir, cuando el anillo B se orienta perpendicular
al anillo C. Los maximos de energia alcanzados a 90° y 270° para el angulo diedro O1-C2-
C1'-C2' se optimizaron, sin encontrar conférmeros no planos.
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Figura 5.14. Energia de los conférmeros Pg P CT d, Cn P CT tc By Df P CT ctt eﬁ funcién de la
variacion del angulo diedro 01-C2-C1'-C2', que describe la rotacién del anillo B alrededor del eje del
enlace C2-C1".
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Todas las antocianidinas en estudio contenian los grupos HO-5 y HO-7, lo que definia
una distribucién tipo resorcinol en el anillo A. Se llevé a cabo la rotacion del enlace 05-H
en intervalos de 10° alrededor del eje C5-05 (Figura 5.15). El arreglo mas estable, que
corresponde al inico minimo de energia, para el grupo HO-5 se alcanzé a 0° con respecto
al enlace C6-C5, mientras que la orientaciéon desfavorable, con la maxima energia, se
observéd a 180°.
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Figura 5.15. Energia de los conférmeros Pg P CT d, Cn P CT tc By Df P CT ctt en funcién de la
variacion del dangulo diedro C6-C5-05-H, que describe la rotacion del enlace O5-H alrededor del eje
C5-05.

Continuando con el analisis, se realizo la rotacién del enlace O7-H en intervalos de
10° alrededor del eje C7-07, considerando la variacién del dngulo diedro C6-C7-07-H
(Figura 5.16). Para cada uno de los compuestos estudiados, las estructuras de menor
energia se obtuvieron a 180°, mientras que las de mayor energia surgieron a 90° y 270°,
cuando el grupo HO-7 estaba fuera del plano del anillo A. La alineacién espacial de los
grupos HO-5 y HO-7 en el mismo plano del anillo A contribuyé de manera significativa a la
estabilizacion de la estructura molecular.
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Figura 5.16. Energia de los conférmeros Pg P CT d, Cn P CT tc B y Df P CT ctt en funcién de la
variacion del angulo diedro C6-C7-07-H, que describe la rotacion del enlace 07-H alrededor del eje
C7-07.

También se evalud la rotacion del enlace O4'-H con respecto al eje del enlace C4'-04',
variando el angulo diedro C3'-C4'-04’-H desde 0° en intervalos de 10°, en cada una de las
tres antocianidinas (Figura 5.17).

En el caso de pelargonidina, se identificaron dos conformaciones: Pg P CT d y Pg P
CT u, siendo la segunda menos estable que la primera, como se discutié anteriormente.
Los maximos de energia se alcanzaron a 90° y 270°, cuando el grupo HO-4' se encontraba
fuera del plano del anillo B. Para cianidina Cn P CT tc B, la energia minima se observo a 0°,
mientras que los maximos ocurrieron a 90° y 270°, siguiendo el mismo patrén indicado
previamente. Un minimo local aparecié a 180°, debido a la repulsion estérica entre los
grupos HO-3' y HO-4'". La conformacién mads estable, con ambos hidroxilos orientados en la
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misma direccion (en sentido horario), se encontré6 a 0°. En Df P CT ctt, un inico minimo se
observo a 180°, mientras que el maximo de energia a 0° reflej6 la repulsion estérica entre
los hidrégenos de HO-3' y HO-4', ambos en posiciones opuestas. La orientacién coordinada
en sentido horario de los tres sustituyentes del anillo B proporciond mayor estabilidad al
conférmero.
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Figura 5.17. Energia de los conférmeros Pg P CT d, Cn P CT tc B, y Df P CT ctt, al variar el 4ngulo
diedro C3'-C4'-04’-H, describiendo la rotacion del enlace 04'-H con respecto al eje del enlace C4'-
04"

Para identificar todas las posibles disposiciones del anillo B en cianidina, también se
analizé la variacién del angulo diedro C3'-C4'-04’-H desde 0° en intervalos de 10° en los
conféormeros Cn P CT ct B,Cn P CT tc Ay Cn P CT ct A (Figura 5.18 (a-c)). Cn P CT ct B
mostré un minimo de energia a 180° y un maximo a 0° (Figura 5.18 a), patrén similar al
observado en Cn P CT ct A (Figura 5.18 c). En cambio, la curva para Cn P CT tc A (Figura
5.18 b) siguié un comportamiento similar a la de Cn P CT tc B (Figura 5.17), con un
minimo de energia a 0° y dos maximos a 90° y 270°, donde HO-4' estaba fuera del plano
del anillo B. En las estructuras Cn P CT ct By Cn P CT ct A, la repulsiéon entre los
hidroxilos HO-3' y HO-4' desestabilizé la molécula mas que la ubicacion fuera del plano de
uno de estos hidroxilos. La orientacién de HO-3' y HO-4' hacia direcciones opuestas a 180°
proporcion6 mayor estabilidad, tanto en sentido horario como antihorario.
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Figura 5.18. Energia de los conférmeros Cn P CT ct B,Cn P CT tc Ay Cn P CT ct A, al variar el
angulo diedro C3'-C4'-0-H, describiendo la rotacion del enlace 04'-H con respecto al eje del enlace
C4'-04".

Al considerar el angulo diedro C4'-C3'-0-H, se observaron tendencias similares. Los
minimos de energia se alcanzaron segin la orientacién horaria o antihoraria de los
hidroxilos (Figura 5.19). La rotacién del enlace O3'-H con respecto al eje del enlace C3'-
03' en los conformeros Cn PCT tc B,Cn P CT ct B,Cn P CT tc Ay Cn P CT ct A condujo a
los conférmeros de mayor energia: Cn PCT ccB,Cn PCT ttB,Cn PCT ccA,yCn PCT tt A
respectivamente.
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Figura 5.19. Energia de los conférmeros Cn P CT tc B,Cn PCT ct B,Cn P CT tc A,y Cn P CT ct A, al
variar el angulo diedro C4’-C3’-03’-H, describiendo la rotacién del enlace 03'-H con respecto al eje
del enlace C3'-03".
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Dado que la rotacién del enlace O3'-H con respecto al eje C3'-03' en delfinidina
mostroé resultados similares a los observados previamente, se realiz6 un escaneo rigido en
intervalos de 10°, rotando el enlace O5'-H respecto al eje del enlace C5'-05' (variacién del
angulo diedro C4'-C5'-05’-H) (Figura 5.20). La estructura Df P CT ctt alcanz6 su minima
energia a 180° y su maxima a 0°. Este comportamiento se explicé por la estabilidad
alcanzada cuando los sustituyentes estan alineados en sentido horario, mientras que el
maximo de energia a 0° se debi6 a la repulsion estérica con HO-4". En la estructura Df P CT
tcc, el minimo de energia se alcanz6 a 0°, mientras que los maximos se encontraron a 90° y
270°. La estabilidad se logré cuando los tres hidroxilos del anillo B se orientaron en
sentido antihorario. Un minimo local de energia a 180° en el conférmero Df P CT tct indico
que, ademas de los efectos estéricos entre los sustituyentes, la orientaciéon en sentido
horario o antihorario también juega un papel clave en la estabilizacion de la molécula.
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Figura 5.20. Energia de los conférmeros Df P CT ctt y Df P CT tcc, al variar el angulo diedro C4’-
C5’-05’-H, describiendo la rotaciéon del enlace O5'-H con respecto al eje del enlace C5'-05'".
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La misma metodologia previamente descrita se aplicé al andlisis de las
antocianidinas metoxiladas: peonidina, petunidina y malvidina, tomando las disposiciones
tc B, ctt A, y ttt para los sustituyentes del anillo B respectivamente. El primer dngulo
diedro evaluado fue 01-C2-C1'-C2’, lo que permitié analizar el efecto de la rotacién del
anillo B en intervalos de 10° alrededor del eje del enlace C2-C1' (Figura 5.21).
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Figura 5.21. Energia de los conférmeros Pn P CT tc B, Pt P CT ctt A, y Mv P CT ttt en funcidon de la
variacion del angulo diedro 01-C2-C1'-C2', que describe la rotacion del anillo B alrededor del eje del
enlace C2-C1'.

Nuevamente, se identificaron posiciones energéticamente favorables en el anillo B,
manteniendo la coplanaridad con los anillos A y C. A partir de este analisis, se encontraron
dos conformaciones viables para cada compuesto: en peonidina, las estructuras Pn P CT tc
By Pn P CT tc A; en petunidina, Pt P CT ctt Ay Pt P CT ctt B; y en malvidina, Mv P CT ttt
y Mv P CT tct, siendo la segunda conformacién en cada caso menos estable que la primera.

Como era de esperar, las mayores variaciones de energia se observaron con
rotaciones de 90° en todos los casos, es decir, cuando el anillo B se orientaba
perpendicular al anillo C. Los maximos de energia a 90° y 270° para el angulo diedro 01-
C2-C1'-C2' se optimizaron, sin hallar conférmeros no planos. A continuacion, se analizaron
las disposiciones de los grupos HO-5 (Figura 5.22) y HO-7 (Figura 5.23), encontrando un
comportamiento similar al de las antocianidinas hidroxiladas. La disposiciéon tipo CT
también resulto ser la mas estable para estos compuestos.
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Figura 5.22. Energia de los conférmeros Pn P CT tc B, Pt P CT ctt A, y Mv P CT ttt en funcién de la
variacion del angulo diedro C6-C5-05-H, que describe la rotacion del enlace 05-H alrededor del eje
C5-05.
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Figura 5.23. Energia de los conférmeros Pn P CT tc B, Pt P CT ctt A, y Mv P CT ttt en funcién de la
variacion del angulo diedro C6-C7-07-H, que describe la rotacion del enlace 07-H alrededor del eje
C7-07.

Uno de los aspectos mas relevantes en el analisis de las antocianidinas metoxiladas
fue la disposicion de los sustituyentes del anillo B. Al reemplazar uno o dos grupos
hidroxilo por metoxilos, mas voluminosos y limitando la rotacion libre, se observaron
diferencias significativas en el comportamiento conformacional. En primer lugar, se evalu6
la rotaciéon del enlace 04'-H respecto al eje del enlace C4'-04', comin a todas las
antocianidinas, variando el dngulo diedro C3'-C4'-O4’-H en intervalos de 10° (Figura
5.24).
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Figura 5.24. Energia de los conformeros Pn P CT tc B, Pt P CT ctt A, y Mv P CT ttt en funcién de la
variaci6n del angulo diedro C3'-C4'-04’-H, describiendo la rotacién del enlace 04'-H con respecto al
eje del enlace C4'-04'.

En el caso de peonidina, se identificaron dos conformaciones: Pn P CT tc By Pn P
CT tt B, siendo la segunda menos estable. Los maximos de energia se alcanzaron a 90° y
270°, cuando el grupo HO-4' estaba fuera del plano del anillo B. Para Pt P CT ctt A, la
energia minima se observé a 180°, mientras que a 0°, debido a la repulsion estérica entre
los grupos hidroxilo, la rotacién libre fue limitada, como se discutié en delfinidina. En
malvidina, se identificaron dos minimos: uno a 180° para el conférmero Mv P CT ttt y otro
a 0° para Mv P CT tct, con una energia levemente mayor. Este comportamiento resalta
que, a pesar de tener dos grupos metoxilo en las posiciones 3’ y 5’, la orientacién del
enlace 04’-H no es indiferente, favoreciéndose la disposicion en sentido horario sobre la
antihoraria, como se observo en las antocianidinas hidroxiladas.

Para peonidina, dado que su estructura es similar a la de cianidina, se continué
evaluando la rotacién del angulo diedro C4'-C3'-03'-CH3 (Figura 5.25). Los resultados
mostraron que so6lo los conférmeros en los que el grupo metoxilo se orienta opuesto al
grupo hidroxilo, con un dngulo diedro de 180°, son estables. Esto se debe a la fuerte
repulsion estérica entre los grupos. De esta manera, el grupo metoxilo sélo puede adoptar
conformaciones tipo t. Los conférmeros con angulos de 90° y 270° fueron reoptimizados,
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pero presentaron frecuencias imaginarias. Por tanto, las posibles disposiciones de los
sustituyentes del anillo B en peonidina son tc y tt, segtin este andlisis.

Al analizar los grupos metoxilo en malvidina, se obtuvieron resultados similares a
los de peonidina, debido al tamafio voluminoso de los grupos metoxilo en las posiciones
CH30-3" y CH30-5'. Las variaciones en los dngulos diedros C4'-C3'-03'-CHz y C4'-C5'-05'-
CHs3 (Figura 5.26) confirmaron que la tinica disposicién posible para estos grupos es del
tipo t. Dependiendo de la orientacion del grupo HO-4', la barrera energética varia. Este
andlisis sugiere que las Unicas conformaciones posibles para los sustituyentes del anillo B
en malvidina son tct y ttt, manteniendo los grupos metoxilo en los extremos y rotando

Unicamente el grupo hidroxilo.
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Figura 5.25. Energia de los conformeros Pn P CT tc B,Pn P CT tt B,Pn PCT tc A,y Pn P CT tt A, al
variar el angulo diedro C4'-C3'-03'-CH3s, describiendo la rotacidn del enlace 03'-CHs con respecto al
eje del enlace C3'-03".

En el caso de petunidina, que posee HO-3', como cianidina y delfinidina, y un grupo
metoxilo en la posicién 5', como malvidina, se obtuvieron resultados combinados. Al
analizar la rotacion del angulo diedro C4'-C3'-03'-H, los graficos fueron similares a los de
cianidina y delfinidina (Figura 5.27). Por otro lado, al considerar la rotacién del angulo
diedro C4'-C5'-05'-CH3, los resultados fueron comparables a los de malvidina (Figura

5.28). La coordinacion de los grupos HO-3' y HO-4' en orientaciones horaria y antihoraria
proporcion6 mayor estabilidad, encontrando minimos de energia. Para el grupo CH30-5’,
sélo fue posible la orientacion tipo t, como se menciond anteriormente.
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Figura 5.26. Energia del conférmero Mv P CT ttt al variar los dngulos diedros C4'-C3'-03'-CHs y
C4'-C5'-05'-CHs3, describiendo la rotacion de los enlaces 03'-CHs y 0O5'-CH3 con respecto a los ejes
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Figura 5.27. Energia de los conféormeros Pt P CT ctt A, Pt P CT tct A, y Pt P CT ctt B, al variar el
angulo diedro C4'-C3'-03'-H, describiendo la rotacién del enlace O3'-H con respecto al eje del enlace
C3'-03..
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Figura 5.28. Energia de los conférmeros Pt P CT ctt A, Pt P CT tct A, Pt P CT ctt B, y Pt P CT ttt B,
al variar el angulo diedro C4'-C5'-05'-CHs, describiendo la rotacion del enlace O5'-CHs con respecto
al eje del enlace C5'-05".

Para finalizar el estudio de las antocianidinas hidroxiladas y metoxiladas, se evalué
la disposicién espacial del grupo HO-3, analizando el dngulo diedro C2-C3-03-H (Figura
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5.29). En todos los compuestos estudiados, se observé un minimo global de energia
cuando HO-3 estaba orientado a 180°. En contraste, se obtuvo un maximo de energia al
orientar HO-3 hacia el anillo B, con un dngulo de 0°, lo que indica una conformacién menos
estable debido a interacciones estéricas. Estas disposiciones menos favorables fueron
reoptimizadas, obteniéndose los conférmeros no planos (Z).
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Figura 5.29. Energia de los conférmeros Pg P CT d, Cn P CT tc B, Df P CT ctt, Pn P CT tc B, Pt P CT
ctt A,y Mv P CT ttt, al variar el &ngulo diedro C2-C3-03-H, describiendo la rotacién del enlace 03-H
con respecto al eje del enlace C3-03.

El mismo analisis se realiz6 para los conférmeros Z de las seis antocianidinas,
completando asi el estudio del espacio conformacional de estos compuestos. Sin embargo,
para evitar redundancias y por razones de espacio, no se incluyen los mapas de energia
potencial de estos conférmeros, ya que el comportamiento observado fue muy similar al
de las estructuras planas.

5.5. Analisis del espacio conformacional

Las antocianidinas en estudio se caracterizan por presentar tanto conférmeros
planos como no planos, de acuerdo con lo previamente descrito en la literatura
(Woodford, 2005; Sakata et al., 2006). En esta Tesis, se llevd a cabo una caracterizaciéon
exhaustiva de ambos tipos de conformaciones, permitiendo un andlisis mas completo del
espacio conformacional de estas moléculas.

Es bien sabido que la orientacion del grupo HO-3 juega un papel fundamental en la
planaridad de toda la estructura de la antocianidina. En particular, los angulos diedros 01-
C2-C1'-C2' y C2-C3-03-H son determinantes en la coplanaridad entre los anillos A/C y B.
La variaciéon en la posicién del hidrégeno en el grupo HO-3 afecta directamente la
alineacidn de los anillos B y C, debilitando el efecto estabilizador del sistema 1 (Aparicio,
2010).

Cuando el anillo B se dispone de manera perpendicular al anillo C, la molécula
experimenta una desestabilizacién significativa, lo que genera conférmeros menos
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favorecidos debido a la pérdida de conjugacion entre los anillos. Esta conformacion
también puede afectar negativamente las deslocalizaciones 0-0 y o-m, contribuyendo a una
mayor inestabilidad.

En todos los casos analizados, las estructuras similares al resorcinol en el anillo A
resultaron ser las mas estables, en consonancia con estudios previos realizados en
nuestros laboratorios con flavonoides (Lobayan et al.,, 2009, 2012, 2013, 2020; Bentz et al,,
2010, 20144, 2014b, 2016, 2017). Los arreglos CC y CT del anillo A mostraron diferencias
energéticas relacionadas con los efectos de deslocalizacién, como se ha informado
anteriormente (Bentz et al, 2014a, 2014b, 2016, 2017; Lobayan et al, 2020). La
disposicién espacial de los grupos HO-5 y HO-7 dentro del mismo plano del anillo A fue
clave para estabilizar la estructura. En cambio, cuando estos grupos se encontraban fuera
del plano, se perdian los efectos estabilizadores asociados a la deslocalizacién de carga,
como se ha documentado previamente (Bentz et al., 2014a, 2014b, 2016, 2017; Lobayan et
al., 2020).

En cuanto al anillo B, las conformaciones mas estables fueron aquellas en las que los
sustituyentes permanecian en el plano del anillo, minimizando las repulsiones estéricas y
promoviendo los efectos estabilizadores observados también en el anillo A. Las
disposiciones mas favorables para el anillo B fueron aquellas que lograron una
armonizacién entre la estabilidad conformacional y la disminuciéon de interacciones
estéricas.

El analisis exhaustivo del espacio conformacional llev6 a la identificacién de un
conjunto de conférmeros minimizados energéticamente para las antocianidinas
hidroxiladas, respaldados por la ausencia de frecuencias imaginarias. En el caso de la
pelargonidina, se identificaron veinte conférmeros: Pg P CT d, Pg P CT u, Pg P CC d, Pg P
CCu,PgZ1CTd,PgZ2CTd, PgZ1CT u,PgZ2 CT u,PgZ1 CCu,PgZ2 CCu,PgZ1CCd,
PgZ2CCd,PgZ1 TCu,PgZ2TCu,PgZ1TCd, PgZ2 TCd, PgZ1 TT d, PgZ2 TT d, Pg
Z1 TT u, y Pg Z2 TT u. Para la cianidina, se encontraron sesenta conférmeros: Cn P CT tc
B,CnPCT ctA,CnPCTtcA,CnPCCtcB,CnPCCtcA,CnPCCctA CnPCTctB,CnP
CCctB,CnZ1CT ctA,CnZ2CT ctA,CnZ1CT ctB,CnZ2CT ctB,CnZ2 CT tc A, Cn Z1
CTtcA,CnZ1CCctA CnZ2CCctA,CnZ1CCctB,CnZ2 CCctB,CnZ1CCtcA, CnZ2
CCtcA,CnZ2CTtcB,CnZ1CTtcB,CnZ1CCtcB,CnZ2 CCtcB,CnP CT ttA,Cn P CT
ttB,CnPCCttA,CnPCCttB,CnZ1 TCctB,CnZ2 TCctB,CnZ1 TCctA,CnZ2 TC ctA,
CnZ1TCtcA,CnZ2TCtcA,CnZ1TT ctA CNZ2TT ctA,CnZ1TCtcB,CnZ2 TC tc B,
CnZ1CTttA CnZ2CTttA, CnZ1TT ctB,CnZ2 TT ctB,CnZ1 CCtt A, CnZ2 CC tt A,
CnZ2TTtcA,CnZ1 TTtcA,CnZ1CTttB,CnZ2CTttB,CnZ1 TT tc B,Cn Z2 TT tc B,
CnZ1CCttB,CnZ2CCttB,CnZ1 TCttA,CnZ2 TCttA,CnZ1 TCttB,Cn Z2 TC tt B, Cn
Z1ITTtt A, CnZ2 TT tt A, CnZ2 TT tt By Cn Z1 TT tt B. Por ultimo, para la delfinidina, se
encontraron treinta y siete conférmeros: Df P CT ctt, Df P CC ctt, Df P CT tcc, Df P CC tcc,
Df Z1 CT tcc, Df Z2 CT tcc, Df Z2 CT ctt, Df Z1 CT ctt, Df Z1 CC tcc, Df Z2 CC tcc, Df Z1 CC
ctt, Df Z2 CC ctt, Df P CC ttt, Df P CT tct, Df P CC tct, Df Z2 TC tcc, Df Z1 TC tcc, Df Z1 TC
ctt, Df Z2 TC ctt, Df Z1 TT tcc, Df Z2 TT tcc, Df Z1 TT ctt, Df Z2 TT ctt, Df Z1 CT tct, Df Z2
CT tct, Df Z1 CC ttt, Df Z2 CC ttt, Df Z1 CC tct, Df Z2 CC tct, Df Z2 TC tct, Df Z1 TC tct, Df
Z1 TC ttt, Df Z2 TC ttt, Df Z1 TT ttt, Df Z2 TT ttt, Df Z2 TT tct y Df Z1 TT tct. Estos
conférmeros estan listados en orden de estabilidad decreciente (las estructuras de los
conférmeros mencionados se encuentran en el Anexo A).
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De los conformeros hallados, solo nueve hab an sido descritos previamente por
otros autores para pelargonidina: Pg P CT d, Pg P CT u, PgP CCd, Pg P CCu, Pg Z1 CT d,
PgZ1CCd,PgZ2CCd,PgZ1 TCuyPgZ1 TT u (Sakata et al.,, 2006; Estévez & Mosquera,
2009; Guzman et al, 2009; Ekanayake et al., 2013; Lu et al.,, 2014; Cacelli et al., 2016;
Dimitri¢ Markovi¢ et al, 2017; Ali & Ali, 2018; Sinopoli et al., 2019). En el caso de
cianidina, seis conférmeros habian sido informados previamente: Cn P CT ct A, Cn P CC ct
A CnPCTttA CnZ1CT ctA CnZ1TCtcA yCnZ1TT ct A (Borkowski et al., 2005;
Sakata et al., 2006; Estévez & Mosquera, 2009; Guzman et al, 2009; Ekanayake et al., 2013;
Lu et al.,, 2014; Cacelli et al.,, 2016; Ali & Ali, 2018; Sinopoli et al., 2019). Para delfinidina,
seis conféormeros fueron descritos anteriormente: Df P CT ctt, Df P CC ctt, Df P CT tcc, Df
P CC tcc, Df Z1 CT ctt, y Df Z1 TT ctt (Sakata et al.,, 2006; Estévez & Mosquera, 2008,
2009; Guzman et al, 2009; Lu et al., 2014; Cacelli et al., 2016; Dimitri¢ Markovi¢ et al.,
2017; Ali & Ali, 2018; Sinopoli et al., 2019).

En cuanto a las antocianidinas metoxiladas, se identificaron cuarenta conférmeros
de minima energia para peonidina: Pn P CT tc B, Pn P CT tc A, Pn P CCtc A, Pn P CC tc B,
PnZ1CT tcA,PnZ2CTtcA PnZ1CCtcA,PnZ2 CCtcA,PnZ1CT tcB, Pn Z2 CT tc B,
PnZ1CCtcB,PnZ2CCtcB,PnPCTttA, PnPCCttA, PnPCTttB,PnP CCttB,PnZ1
TCtcA,PnZ2TCtcA PnZ2TCtcB,PnZ1TCtcB,PnZ1 TTtcA,PnZ2 TT tcA,PnZ2
CTttA PnZ1CTttA PnZ1TT tcB,PnZ2 TT tc B, Pn Z1 CT tt B, Pn Z2 CT tt B, Pn Z1
CCttA,PnZ2CCttA,PnZ2CCttB,PnZ1 CCttB,PnZ1 TCttA, PnZ2 TCttA,PnZ2 TC
ttB,PnZ1 TCttB, PnZ1 TTtt A, Pn Z2 TT tt A, Pn Z1 TT tt By Pn Z2 TT tt B. Para
petunidina, se encontraron treinta y seis conférmeros: Pt P CT ctt A, Pt P CC ctt A, Pt P CT
ctt B, Pt P CC ctt B, Pt Z2 CT ctt A, Pt Z1 CT ctt A, Pt Z2 CT ctt B, Pt Z1 CT ctt B, Pt Z1 CC
ctt B,PtZ2 CCctt B,Pt Z1 CCctt APt Z2 CCctt A, Pt PCT ttt A, Pt PCT ttt B, Pt P CC ttt
A, PtPCT tctB,PtP CCttt B,PtP CCtct A, Pt P CCtct A, PtZ1 CT ttt A, Pt Z2 CT ttt A, Pt
Z1CTttt B,PtZ2 CT ttt B, Pt Z2 CCttt A, Pt Z1 CCttt A, Pt Z1 CT tct A, Pt Z2 CT tct A, Pt
Z1 CCttt B, PtZ2 CC ttt B, Pt Z1 CT tct B, Pt Z2 CT tct B, Pt Z2 CC tct A, Pt Z1 CC tct A, Pt
Z2 CC tct B y Pt Z1 CC tct B. Finalmente, para malvidina, se identificaron veinte
conférmeros: Mv P CT ttt, Mv P CC ttt, Mv P CT tct, Mv P CC tct, Mv Z1 CT tct, Mv Z2 CT
tct, Mv Z1 CT ttt, Mv Z2 CT ttt, Mv Z2 CC tct, Mv Z1 CC tct, Mv Z1 CC ttt, Mv Z2 CC ttt, Mv
Z1 TC tct, Mv Z2 TC tct, Mv Z1 TC ttt, Mv Z2 TC ttt, Mv Z1 TT tct, Mv Z2 TT tct, Mv Z1
TT ttt y Mv Z2 TT ttt. Todos estos conférmeros estan respaldados por la ausencia de
frecuencias imaginarias y estan listados en orden de estabilidad decreciente (las
estructuras de los conférmeros mencionados se encuentran en el Anexo A).

De los conféormeros encontrados para las antocianidinas metoxiladas, sélo cinco han
sido descritos anteriormente para peonidina: Pn P CT tc B, Pn P CT tc A, Pn P CC tc A, Pn
PCCttA yPnZ1 TT tt B (Estévez & Mosquera, 2009; Guzman et al,, 2009; Lu et al., 2014;
Ali & Ali, 2018; Rajan et al, 2018; Sinopoli et al, 2019). Para petunidina, s6lo se
informaron dos previamente: Pt P CC ctt A, y Pt P CC ttt A (Estévez & Mosquera, 2009; Lu
et al.,, 2014; Ali & Ali, 2018; Rajan et al., 2019), mientras que, para malvidina, inicamente
se habia descrito Mv P CC tct (Estévez & Mosquera, 2009; Guzman et al, 2009; Lu et al,,
2014; Dimitri¢ Markovic et al., 2017; Ali & Ali, 2018; Sinopoli et al., 2019).
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5.5.1. Poblaciones relativas y aspectos estructurales generales en vacio

El estudio del espacio conformacional de las antocianidinas permite obtener
informacién crucial sobre la energia relativa de los diferentes conférmeros y su influencia
en las poblaciones relativas. En este contexto, se evaluaron las energias electronicas (AE) y
las energias libres de Gibbs (AG) de los conférmeros mas estables de cada antocianidina, y
se calcularon las poblaciones relativas de los mismos utilizando la distribucién de
Maxwell-Boltzmann a 298,15 K (ver Tablas B1-B6 en Anexo B). Los resultados obtenidos
para los principales conformeros (AE < 3 Kcal/mol) se presentan en la Tabla 5.1, mientras
que los conférmeros mas estables, junto con sus posibles interacciones tipo puente de

hidrégeno, se muestran en la Figura 5.30.

‘:3,»0 \ (a/ag

H .
i XS Df P CT ctt

o%e

o @ MvPCTtit

Figura 5.30. Estructuras optimizadas de Pg P CT d, Cn P CT tc B, Df P CT ctt, Pn P CT tc B, Pt P CT
ctt Ay Mv P CT ttt, con indicacidn de posibles interacciones tipo puente de hidrégeno en linea
punteada.

Tabla 5.1. Diferencias de energia electrénica (AE) y energia libre de Gibbs (AG) en relacién al
conférmero mas estable, junto con las poblaciones relativas calculadas a nivel B3LYP/6-
311G++(d,p), corregidas por la energia del punto cero (ZPE), para los diferentes conférmeros de

pelargonidina.
Antocianidina AE AG Poblacion Relativa E (%)  Poblacion Relativa G (%)

Pelargonidina(®

PgPCTd 0,00 0,00 35,25 35,14
PgPCTu 0,22 0,15 24,52 27,40
PgPCCd 0,38 0,42 18,71 17,30
PgPCCu 0,44 0,39 16,83 18,07
PgZ1CTd 2,27 2,75 0,77 0,34
PgZ2 CTd 2,27 2,75 0,77 0,34
PgZ1CTu 2,31 2,80 0,71 0,31
PgZ2 CTu 2,31 2,80 0,71 0,31
Y PR Pg P@! 95,32 97,91
Y PR Pg Z 4,68 2,09
Cianidina®
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CnPCTtcB
CnPCTctA
CnPCTtcA
CnPCCtcB
CnPCCtcA
CnPCCctA
CnPCTctB
CnPCCctB
CnZ1CTctA
CnZ2CTctA
CnZ1CTctB
CnZ2CTctB
CnZ2CTtcA
CnZ1CTtcA
CnZ1CCctA
CnZ2CCctA
CnZl1CCctB
CnZ2CCctB
CnZ1CCtcA
CnZ2CCtcA
CnZ2CTtcB
CnZ1CTtcB
CnZl1CCtcB
CnZ2CCtcB
Y PR Cn P6I
Y PR Cn Z0
Delfinidina(©®
DfPCT ctt
DfP CC ctt
DfP CT tcc
Df P CC tcc
DfZ1 CT tcc
DfZ2 CT tcc
DfZ2 CT ctt
DfZ1 CT ctt
DfZ1 CC tcc
DfZ2 CC tcc
DfZ1 CC ctt
DfZ2 CC ctt
Y. PR Df PGl
Y. PR Df Z(%]
Peonidina(@
PnPCTtcB
PnPCTtcA
PnPCCtcA
PnPCCtcB
PnZ1CTtcA
PnZ2CTtcA
PnZ1CCtcA

0,00
0,03
0,30
0,38
0,43
0,54
0,70
1,01
1,97
1,97
2,17
2,17
2,35
2,35
2,41
2,41
2,48
2,48
2,50
2,50
2,53
2,53
2,88
2,88

0,00
0,51
0,79
0,94
2,18
2,18
2,23
2,23
2,37
2,37
2,67
2,67

0,00
0,14
0,20
0,36
2,18
2,18
2,28

0,00
0,05
0,23
0,42
0,49
0,58
0,25
0,79
2,62
2,62
2,83
2,83
2,90
2,90
3,02
3,02
3,12
3,12
3,04
3,04
3,05
3,05
3,37
3,37

0,00
0,52
0,77
0,88
2,77
2,77
2,79
2,79
2,93
2,93
3,18
3,18

0,00
0,22
0,41
0,49
3,06
3,06
3,14

21,01
19,90
12,76
11,12
10,12
8,50
6,48
3,80
0,75
0,75
0,54
0,54
0,40
0,40
0,36
0,36
0,32
0,32
0,31
0,31
0,29
0,29
0,16
0,16
93,72
6,28

48,75
20,78
12,90
9,90
1,22
1,22
1,14
1,13
0,89
0,89
0,54
0,54
92,41
7,59

31,17
24,74
22,23
16,90
0,78
0,78
0,66

19,74
18,15
13,48
9,69
8,66
7,43
13,00
5,20
0,24
0,24
0,17
0,17
0,15
0,15
0,12
0,12
0,10
0,10
0,12
0,12
0,11
0,11
0,07
0,07
95,39
4,61

47,83
19,98
14,32
10,90
0,45
0,45
0,43
0,43
0,34
0,34
0,22
0,22
93,12
6,88

35,51
25,89
18,63
16,53
0,21
0,21
0,19
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PnZ2 CCtc A 2,28 3,14 0,66 0,19
PnZ1CTtcB 2,29 3,13 0,66 0,19
PnZ2 CTtcB 2,29 3,13 0,66 0,19
PnZ1CCtcB 2,65 3,45 0,36 0,11
PnZ2 CCtcB 2,65 3,45 0,36 0,11
Y. PR Pn P@! 95,08 96,59
Y. PR Pn Z% 4,92 3,41
Petunidina(®

PtPCTcttA 0,00 0,00 41,40 41,51
PtPCCcttA 0,42 0,44 20,38 20,42
PtPCT cttB 0,64 0,33 14,11 14,14
PtPCCcttB 0,64 0,55 13,99 14,02
PtZ2 CT cttA 1,91 2,59 1,66 1,69
PtZ1CT cttA 1,91 2,59 1,66 1,69
PtZ2 CT ctt B 2,00 2,72 1,41 1,41
PtZ1CT cttB 2,00 2,71 1,41 1,41
PtZ1 CCcttB 2,15 2,84 1,11 1,09
PtZ2 CCcttB 2,15 2,84 1,11 1,09
PtZ1CCcttA 2,36 3,00 0,77 0,78
PtZ2 CCcttA 2,36 3,00 0,77 0,78
Y PR Pt PW! 90,08 90,27
Y PR Pt 7t 9,92 9,73
Malvidina®

Mv P CT ttt 0,00 0,00 32,70 3341
Mv P CC ttt 0,17 0,25 24,38 23,10
My P CT tct 0,29 0,26 19,98 22,86
My P CC tct 0,38 0,45 17,21 16,48
Mv Z1 CT tct 2,19 2,83 0,82 0,30
Mv Z2 CT tct 2,19 2,83 0,82 0,30
Mv Z1 CT ttt 2,19 2,82 0,81 0,30
Mv Z2 CT ttt 2,19 2,82 0,81 0,30
My Z2 CC tct 2,32 2,95 0,65 0,24
Mv Z1 CC tct 2,32 2,95 0,65 0,24
Mv Z1 CC ttt 2,39 2,99 0,58 0,23
Mv Z2 CC ttt 2,39 2,99 0,58 0,23
Y PR Mv P@! 94,28 95,85
Y PR Mv Z® 5,72 4,15

@ Pg P CT d: E = -598730,45 kcal/mol; G = -598758,26 kcal/mol; ® Cn P CT tc B: E = -645946,97 kcal/mol; G
=-645975,71 kcal/mol; (© Df P CT ctt: E =-693163,29 kcal/mol; G =-693192,83 kcal/mol; ) Pn P CT tc B: E =
-670597,97 kcal/mol; G = -670628,24 kcal/mol; & Pt P CT ctt A: E = -717814,12 kcal/mol; G = -717845,02
kcal/mol; ® Mv P CT ttt B: E = -742460,59 kcal/mol; G = -742492,74 kcal/mol; [g] Suma de las poblaciones
relativas de los conférmeros tipo P (%); "l Suma de las poblaciones relativas de los conférmeros tipo Z (%).

Para pelargonidina, el conférmero mas estable fue Pg P CT d (Figura 5.30). Al
modificar la disposicidn de los sustituyentes en el anillo A para obtener el conférmero Pg
P CC d, se observo un incremento en los valores de AE y AG de 0,38 kcal/mol y 0,42
kcal/mol respectivamente, lo que indica una menor estabilidad. En los conférmeros no
planos, los aumentos en E y G oscilaron entre 2,09 y 2,27 kcal/mol para E y entre 2,66 y
2,75 kcal/mol para G, en comparacion con sus analogos planos. Ejemplos de ésto incluyen
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los conférmeros Pg Z1 CT d y Pg Z2 CT d en comparacién con PgP CCd,yPgZ1 CCdy
Pg Z2 CC d en relacién con Pg P CT d, entre otros.

En el caso de cianidina, el conférmero mas estable fue Cn P CT tc B (Figura 5.30). Al
modificar la conformacion hacia Cn P CC tc B, se observé un aumento de energia similar al
descrito para pelargonidina, con un AE de 0,38 kcal/mol y un AG de 0,42 kcal/mol. Para los
conférmeros no planos, los incrementos en E y G variaron entre 1,47 y 2,53 kcal/mol para
E y entre 2,33 y 3,05 kcal/mol para G, en comparacién con los conférmeros planos. La
mayor variabilidad observada en cianidina respecto a pelargonidina podria deberse a un
mayor grado de sustitucidn, lo que permite una estabilizacién mas efectiva a través de
interacciones intramoleculares.

En el caso de delfinidina, el conférmero mas estable fue Df P CT ctt (Figura 5.30). El
conféormero Df P CC ctt presentd un AE de 0,51 kcal/mol y un AG de 0,52 kcal/mol, lo que
indica un incremento de energia similar al observado en los otros compuestos. En los
conférmeros no planos, los aumentos en E oscilaron entre 1,40 y 2,47 kcal/mol, mientras
que para G variaron entre 2,06 y 2,95 kcal/mol, en comparaciéon con los conférmeros
planos.

Al analizar la antocianidina metoxilada mas simple, peonidina, el conférmero mas
estable fue Pn P CT tc B (Figura 5.30). Al modificar la disposicién de los sustituyentes del
anillo A, se observé un incremento en los valores de AE y AG de 0,36 kcal/mol y 0,49
kcal/mol respectivamente, para el conférmero Pn P CC tc B. En los conférmeros no planos,
los aumentos en E variaron entre 2,05 y 2,16 kcal/mol, y en G entre 2,73 y 2,93 kcal/mol.

Siguiendo con el andlisis para petunidina, el conférmero mas estable fue Pt P CT ctt
A (Figura 5.30). El conférmero Pt P CC ctt A present6 un AE de 0,42 kcal/mol y un AG de
0,44 kcal/mol, lo que indica un aumento de energia similar al observado en los otros
compuestos. En los conférmeros no planos, los incrementos en E variaron entre 1,94 y
2,24 kcal/mol, mientras que para G fluctuaron entre 2,56 y 2,95 kcal/mol, en comparacion
con los conférmeros planos.

Por ultimo, para malvidina, el conférmero mas estable fue Mv P CT ttt (Figura
5.30). Al analizar el conformero Mv P CC ttt, se observo un incremento de energia menor
en comparacion con los otros compuestos, con un AE de 0,17 kcal/mol y un AG de 0,25
kcal/mol. En los conférmeros no planos, los incrementos en E oscilaron entre 1,89 y 2,22
kcal/mol, mientras que los aumentos en G variaron entre 2,50 y 2,82 kcal/mol.

En resumen, la variacién en las energias de los conférmeros de cianidina fue mayor
que en pelargonidina, lo que sugiere que un mayor grado de sustitucion en el anillo B
tiende a estabilizar algunas estructuras no planas. Un comportamiento similar se observé
en delfinidina, donde las diferencias de energia entre los conférmeros planos y no planos
fueron mayores que para pelargonidina. En cambio, en las antocianidinas metoxiladas,
estos rangos de variacion energética fueron mas acotados. El incremento de energia al
pasar de un conférmero plano a su analogo no plano se mantuvo relativamente constante
para las tres antocianidinas metoxiladas. Estos cambios en la energia demuestran no sélo
la relevancia del patron de sustitucidn en el anillo B, sino también la orientacién espacial
de los sustituyentes en la estructura de la antocianidina, particularmente en los anillos A 'y
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C. Ademas, se observé una marcada estabilidad en las estructuras planas, la cual esta
asociada a una mayor deslocalizacién del sistema electrénico m y a efectos de conjugacién.

En el caso de pelargonidina, se identificaron sélo cuatro estructuras planas de un
total de veinte conférmeros. No obstante, estas estructuras planas representaron el 95%
de la poblacién relativa (Tabla 5.1), segin la distribucién de Maxwell-Boltzmann basada
en AE. El conféormero mas abundante, P CT d, contribuy6 con el 35% de la poblacién
relativa total (Tabla 5.1). Para cianidina, que presentd un total de sesenta conférmeros, y
delfinidina, con treinta y siete conférmeros, las estructuras planas representaron sélo
doce y siete conférmeros respectivamente. Sin embargo, la poblacion relativa de los
conférmeros planos fue del 94% para cianidina y del 92% para delfinidina (Tabla 5.1).
Los conférmeros mas abundantes fueron P CT tc B en cianidina, con una contribucién del
21%, y P CT ctt en delfinidina, que aportd el 49% de la poblacion relativa total (Tabla
5.1). En cuanto a peonidina, que presentd un total de cuarenta conférmeros en su espacio
conformacional, s6lo siete de ellos eran planos, lo que representa el 95% del espacio
conformacional predominando cuatro en este porcentaje (Tabla 5.1). El conférmero mas
abundante, Pn P CT tc B, represent6 casi un tercio del espacio conformacional, con un
31% (Tabla 5.1). En petunidina, se identificaron doce estructuras planas de un total de
treinta y seis conférmeros, representando un 90% del total (Tabla 5.1), similar a lo
observado en peonidina, siendo cuatro estructuras las principales contribuyentes. El
conféormero mas abundante fue Pt P CT ctt A, que representoé el 41% de todo el espacio
conformacional (Tabla 5.1). Por dltimo, para malvidina, de los veinte conférmeros
encontrados, sélo cuatro eran estructuras planas, representando el 94% del espacio
conformacional (Tabla 5.1). El conférmero mas abundante fue Mv P CT ttt, que
contribuyo con el 32% de la poblacion relativa (Tabla 5.1).

Ademas, los conférmeros de tipo CT mostraron una mayor abundancia relativa que
los de tipo CC. En pelargonidina, los conférmeros CT representaron el 63% del total,
mientras que en cianidina y delfinidina, el 64% y el 66% respectivamente. Para peonidina,
los conférmeros CT representaron el 59% del total, mientras que en petunidina y
malvidina el 62% y el 56% respectivamente. En contraste, los conférmeros CC
contribuyeron con el 37%, 36%, 34%, 41%, 38% y 44% del total en pelargonidina,
cianidina, delfinidina, peonidina, petunidina y malvidina respectivamente (Tabla 5.1).

Este andlisis muestra que las antocianidinas que contienen dos o tres grupos
hidroxilo en el anillo B (cianidina, delfinidina y petunidina) presentan una mayor
contribucién de los conférmeros CT en su espacio conformacional. Este comportamiento
podria asociarse con efectos de estabilizacion relacionados con el anillo B. Por ejemplo, al
considerar los AE entre los conféormeros CT y CC mas estables discutidos anteriormente,
se observa que peonidina y malvidina presentan los menores valores de diferencia
energética, mientras que delfinidina y petunidina muestran los mayores AE. Esto indica
que las energias de los conférmeros mas estables para peonidina y malvidina se
encuentran en un rango mas acotado, lo que se refleja en valores similares en las
contribuciones a las poblaciones relativas de cada compuesto. Estos resultados sugieren
que los efectos estabilizantes que dominan el espacio conformacional de estos compuestos
no estan asociados tnicamente al anillo A, sino que dependen en gran medida de los
efectos presentes en el anillo B.
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A lo largo de todo el andlisis, no se detectaron variaciones significativas entre los
valores de AE y AG, lo que indica que las tendencias de estabilidad se mantuvieron
constantes en cada conférmero. Esto refuerza la conclusion de que la orientaciéon CT de los
sustituyentes en el anillo A proporciona la mayor estabilidad a las antocianidinas
estudiadas. Por tanto, las disposiciones CT resultaron ser mas estables que las CC, como ya
se ha descrito previamente para otros flavonoides, como las catequinas y procianidinas
(Bentz et al., 2014a, 2014b, 2016, 2017; Lobayan et al,, 2020).

En cianidina, las tres primeras estructuras corresponden a disposiciones CT en el
anillo A. Dentro del anillo B, las disposiciones mas favorables fueron tc B, ct Ay tc A, que
se repitieron en las estructuras siguientes, pero con disposiciéon CC en el anillo A. Los
conférmeros menos estables presentaron disposiciones tt en el anillo B, tanto en los
conféormeros del tipo A como B. Vemos entonces que la disposicién coordinada y horaria
de los grupos HO-5 y HO-7 del anillo A dominan la estabilidad global de la molecula para
cianidina, mientras que los arreglos tt del anillo B (HO-3’ y HO-4') aumentan la energia
global de la molecula.

En delfinidina, el conférmero mas estable también mostr6 una disposiciéon CT en el
anillo A, al igual que en los otros compuestos. La presencia de tres grupos hidroxilo en el
anillo B resultdé clave para la estabilidad global de la molécula, como se describio
previamente. Las disposiciones ctt en el anillo B fueron las mas estables, seguidas por las
tcc, manteniendo el patron de estabilidad CT > CC en el anillo A. Por lo tanto, para
delfinidina, los tres grupos hidroxilos del anillo B (HO-3’, HO-4’ y HO-5") modulan la
estabilidad global de la molecula, siendo la disposicién horaria ctt la que brinda mayor
estabilidad, indistintamente a la disposicion de los grupos HO-5 y HO-7 del anillo A.

En el caso de peonidina, los dos conformeros més estables también presentaron una
disposiciéon CT en el anillo A. El grupo metoxilo (H3CO-3") voluminoso en el anillo B
condiciona la disposicidon de los demas sustituyentes. Por esta razon, la disposicién mas
favorable para este anillo es del tipo tc. Un comportamiento similar se observa en
petunidina, donde la disposicién mas favorable en el anillo B es del tipo horaria ctt, con el
grupo metoxilo (H3CO-5") orientado en direccién opuesta a los dos grupos hidroxilo (HO-
3’, HO-4’). Como se discutié anteriormente, la estabilizacion resultante de la disposicién
coordinada en el anillo B es un factor determinante para la estabilidad global de la
molécula. Por ello, en petunidina se observa una alternancia en los conférmeros mas
estables entre arreglos horarios CT y no coordinados CC en el anillo A, lo que sugiere una
menor influencia de estos arreglos en los efectos estabilizantes.

Finalmente, en malvidina también se observa una alternancia entre las disposiciones
CT y CC en los conférmeros mas estables. La disposicidn ttt en el anillo B proporciona una
mayor estabilizacién en comparacion con la disposiciéon tct. De esta forma, los dos
conférmeros mas estables en malvidina presentan la disposicidon ttt en el anillo B.

Como conclusion preliminar, en el caso de pelargonidina, la disposicién espacial del
unico sustituyente en el anillo B (HO-4") no es el principal factor que define la estabilidad
global de la molécula. En su lugar, los sustituyentes en el anillo A tienen un papel més
relevante. En contraste, en cianidina y delfinidina, que poseen dos y tres sustituyentes en
el anillo B respectivamente, la disposicion espacial de estos grupos es crucial para la
estabilidad general de estos compuestos. Esto demuestra que los efectos
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estereoelectronicos del anillo B tienen mayor peso que los efectos asociados a los
sustituyentes del anillo A cuando hay un patrén de di- o trisustitucién en el anillo B. Estos
efectos se acentian aiin mas cuando se incorporan sustituyentes voluminosos, como los
grupos metoxilo, en peonidina, petunidina y malvidina.

Estas caracteristicas intrinsecas, que no habian sido informadas previamente,
fueron reveladas gracias a la exploracidn detallada del espacio conformacional de estos
compuestos.

5.5.2. Espacio conformacional en solventes

El estudio del espacio conformacional en vacio proporciona informacion
fundamental sobre la estabilidad intrinseca de las antocianidinas, permitiendo identificar
las conformaciones més estables en ausencia de influencias externas. Sin embargo, para
establecer una correlacion mas precisa entre estas conformaciones y la actividad biolégica,
es esencial considerar el entorno en el que estas moléculas se encuentran en condiciones
fisioldgicas. Los solventes, como el agua, el metanol y el acido acético, pueden influir
significativamente en la estabilidad relativa de los diferentes conférmeros, modificando la
energia y la geometria molecular a través de interacciones con el medio.

El analisis conformacional en solventes es un complemento necesario al estudio en
vacio, ya que permite simular mejor el comportamiento de estas moléculas en entornos
biol6gicos, donde las interacciones solvente-soluto juegan un papel crucial. La inclusién de
solventes en el estudio no s6lo ayuda a predecir la estabilidad de los conférmeros en
condiciones mas realistas, sino que también aporta informacién clave para comprender las
propiedades bioactivas de las antocianidinas en escenarios cercanos a los bioldgicos. Estas
interacciones pueden alterar la distribucion de las poblaciones conformacionales,
afectando la deslocalizacion electrénica, la estabilidad del sistema m y la formacién de
puentes de hidrégeno.

De esta manera, el analisis en solventes mejora la relevancia practica de los
resultados obtenidos, proporcionando una visién mas completa del comportamiento de
las antocianidinas bajo condiciones simuladas similares a las bioldgicas. Esta
aproximacion es particularmente valiosa para avanzar en el disefio racional de firmacos y
otros compuestos bioactivos derivados de antocianidinas, ya que permite predecir mejor
cdmo estos compuestos interactuardn en medios acuosos o en presencia de otros
solventes relevantes en aplicaciones farmacéuticas y biomédicas.

Los conférmeros seleccionados para cada antocianidina fueron reoptimizados
utilizando el mismo nivel teérico, B3LYP/6-311G++(d,p), para evaluar el efecto de los
solventes acido acético, metanol y agua. Las variaciones en el espacio conformacional se
presentan en la Tabla 5.2.

Para pelargonidina, los cuatro conférmeros P (planos) mostraron una diferencia de
energia (AE) menor a 2 Kcal/mol (limite considerado de interconversién entre
conférmeros) respecto al conférmero mas estable en cada uno de los tres solventes. En el
caso de cianidina, diez conférmeros mostraron AE menor a 2 Kcal/mol en acido acético,
mientras que sélo ocho alcanzaron esta condicién en metanol y agua. Para delfinidina, diez
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conférmeros en cada solvente presentaron AE menor a 2 Kcal/mol con respecto al
conférmero mas estable. En peonidina, seis conférmeros cumplieron con esta condicién en
acido acético, pero so6lo cuatro lo hicieron en metanol y agua. Por su parte, petunidina
mostré diez conférmeros con AE menor a 2 Kcal/mol en los tres solventes. Finalmente,
para malvidina, Unicamente los conférmeros P (planos) presentaron AE menor a 2
Kcal/mol en comparacion con el conférmero mas estable en cada solvente evaluado.

Tabla 5.2. Diferencia de energias electrdnicas (AE) y poblaciones relativas (PR) de los conférmeros
de pelargonidina, cianidina, delfinidina, peonidina, petunidina y malvidina, optimizados en
solventes (4cido acético, metanol y agua) al nivel tedrico B3LYP/6-311++G(d,p).

rieos oot g Y st etanol aguat
PELARGONIDINA
PgpPCCd 0,24 10,18 0,20 16,94 0,19 17,88 21,14 21,69 21,38
PgZicCd 2,48 10,59 2,41 17,38 2,38 18,34 0,48 0,52 0,53
PgZ2CCd 2,48 10,58 2,41 17,38 2,38 18,35 0,48 0,52 0,53
PgPCCu 0,30 10,09 0,27 16,83 0,27 17,78 19,08 19,06 18,75
PgZ1CCu 2,53 10,54 2,49 17,30 2,47 18,26 0,44 0,45 0,46
PgZ2CCu 2,52 10,54 2,49 17,30 2,47 18,26 0,44 0,45 0,46
PgPCTd 0,00 9,99 0,00 16,71 0,00 17,65 31,45 30,16 29,63
PgZ1CTd 2,32 10,43 2,20 17,27 2,15 18,25 0,63 0,74 0,78
PgZ2 CTd 2,32 10,42 2,20 17,27 2,15 18,25 0,63 0,74 0,78
PgPCTu 0,16 9,98 0,13 16,73 0,09 17,71 24,03 24,37 25,33
PgZ1CTu 2,35 10,44 2,28 17,24 2,23 18,22 0,60 0,65 0,68
PgZ2CTu 2,35 10,44 2,27 17,24 2,23 18,22 0,60 0,65 0,68
Y. PR Pn Pli 95,70 95,29 95,09
. PR Pn ZI 4,30 4,71 4,91
CIANIDINA
CnPCCctA 0,45 38,43 0,66 45,25 0,69 46,23 8,78 6,81 6,71
CnZlCCctA 2,17 38,58 2,48 45,30 2,52 46,28 0,48 0,31 0,31
CnZ2CCctA 2,17 38,58 2,48 45,30 2,52 46,28 0,48 0,31 0,31
CnPCCtcA 0,21 38,56 0,19 45,62 0,21 46,61 13,08 15,06 15,12
CnZiCCtcA 2,28 38,56 2,37 45,50 2,38 46,51 0,40 0,38 0,39
CnZ2CCtcA 2,28 38,56 2,37 45,50 2,38 46,51 0,40 0,38 0,39
CnPCTctA 0,22 38,15 0,45 44,96 0,49 45,93 12,80 9,72 9,49
CnZlCTctA 1,92 38,39 2,26 45,09 2,31 46,05 0,73 0,46 0,44
CnZ2CTctA 1,92 38,39 2,26 45,09 2,31 46,05 0,73 0,46 0,44
CnPCTtcA 0,10 38,53 0,00 45,67 0,00 46,68 15,80 20,67 21,61
CnZiCTtcA 2,11 38,57 2,16 45,56 2,16 46,58 0,53 0,54 0,56
CnZ2CTtcA 2,11 38,57 2,16 45,56 2,16 46,58 0,53 0,54 0,56
CnPCCctB 0,74 38,61 0,71 45,67 0,84 46,56 532 6,19 519
CnZlCCctB 2,68 38,14 2,75 45,10 2,76 46,11 0,20 0,20 0,20
CnZ2CCctB 2,68 38,14 2,75 45,10 2,76 46,11 0,20 0,20 0,20
CnPCCtcB 0,26 38,45 0,35 45,40 0,36 46,40 12,05 11,47 11,75
CnZilCCtcB 2,66 38,57 2,52 45,73 2,51 46,77 0,21 0,29 0,31
CnZ2CCtcB 2,66 38,57 2,52 45,73 2,51 46,77 0,21 0,29 0,31
CnPCTctB 0,58 38,45 0,53 45,54 0,57 46,51 7,01 8,39 8,22
CnZ1CTctB 2,39 38,11 2,55 44,99 2,58 45,98 0,33 0,28 0,28
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CnZ2 CTctB
CnPCTtcB
CnZlCTtcB
CnZ2CTtcB
Y. PR Cn Pl
Y. PR Cn ZM
DELFINIDINA
DfP CCctt
DfZ1 CC ctt
DfZ2 CC ctt
Df P CC tcc
DfZ1 CC tcc
DfZ2 CC tcc
DfPCT ctt
DfZ1 CT ctt
DfZ2 CT ctt
DfPCT tcc
DfZ1 CT tcc
DfZ2 CT tcc
Y. PR Df Pli
Y. PR Df ZId
PEONIDINA
PtPCCtcA
PtZ1CCtcA
PtZ2CCtc A
PtPCTtcA
PtZ1CTtcA
PtZ2CTtcA
PtPCCtcB
PtZ1CCtcB
PtZ2 CCtcB
PtPCTtcB
PtZ1CTtcB
PtZ2 CTtcB
Y. PR Pn Pli
Y. PR Pn Zi"
PETUNIDINA
PtPCCcttA
PtZ1CCcttA
PtZ2 CCcttA
PtPCTcttA
PtZ1CTcttA
PtZ2 CTcttA
PtPCCcttB
PtZ1 CCcttB
PtZ2 CCctt B
PtPCT ctt B
PtZ1 CT ctt B
PtZ2 CT ctt B

2,39
0,00
2,33
2,33

0,29
2,14
2,14
0,39
1,83
1,83
0,00
1,83
1,83
0,27
1,69
1,69

0,20
2,12
2,11
0,00
1,85
1,85
0,42
2,52
2,52
0,12
2,21
2,21

0,32
2,21
2,21
0,00
1,86
1,86
0,30
1,88
1,88
0,29
1,80
1,80

38,11
38,34
38,54
38,54

38,83
39,15
39,15
39,18
39,16
39,16
38,62
39,02
39,02
39,14
39,12
39,12

36,59
36,76
36,76
36,72
36,92
36,92
36,53
36,71
36,71
36,47
36,67
36,67

37,15
37,20
37,20
37,05
37,10
37,10
37,39
37,32
37,32
37,40
37,25
37,25

2,55
0,15
2,32
2,32

0,22
2yl
2,13
0,27
1,88
1,88
0,00
1,89
1,89
0,10
1,66
1,66

0,37
2,36
2,36
0,00
2,15
2,14
0,75
2,85
2,85
0,51
2,59
2,59

0,21
2,11
2,12
0,04
1,84
1,84
0,08
1,80
1,80
0,00
1,68
1,68

44,99
45,22
45,58
45,58

45,93
46,19
46,19
46,31
46,13
46,13
45,64
45,99
45,98
46,33
46,17
46,17

43,32
43,41
43,41
43,62
43,52
43,52
43,10
43,28
43,28
42,97
43,18
43,18

43,84
43,88
43,87
43,59
43,70
43,70
44,20
43,98
43,98
44,27
43,95
43,95

2,58
0,18
2,33
2,33

0,21
2,11
2,11
0,26
1,90
1,90
0,00
1,90
1,90
0,08
1,69
1,69

0,34
2,36
2,36
0,00
2,16
2,16
0,74
2,86
2,86
0,54
2,62
2,62

0,25
2,17
2,17
0,10
1,91
1,91
0,13
1,89
1,89
0,00
1,74
1,74

45,98
46,21
46,59
46,59

46,95
47,21
47,21
47,33
47,12
47,12
46,65
46,98
46,98
47,36
47,14
47,15

44,30
44,37
44,37
44,58
44,46
44,46
44,06
44,23
44,23
43,90
44,11
44,11

44,81
44,83
44,83
44,54
44,64
44,63
45,16
44,90
44,90
45,28
44,91
44,90

0,33
18,68
0,36
0,36
93,51
6,49

19,57
0,86
0,86

16,66
1,46
1,46

32,09
1,47
1,47

20,39
1,86
1,86

88,70

11,30

21,98
0,87
0,87

30,84
1,37
1,37

15,15
0,44
0,44

25,19
0,74
0,75

93,16
6,84

18,77
0,77
0,77

32,18
1,40
1,40

19,29
1,35
1,35

19,65
1,53
1,53

0,28
15,96
0,41
0,41
94,26
5,74

19,65
0,79
0,79

17,98
1,19
1,19

28,44
1,18
1,18

24,16
1,73
1,73

90,22
9,78

22,57
0,79
0,78

42,20
1,13
1,13

11,95
0,34
0,34

17,71
0,53
0,53

94,43
5,57

18,07
0,73
0,72

24,11
1,16
1,16

22,72
1,23
1,23

25,85
1,51
1,50
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0,28
16,06
0,42
0,42
94,15
5,85

19,86
0,79
0,79
18,06
1,13
1,13
28,14
1,14
1,14
24,55
1,62
1,62
90,62
9,38

23,55
0,79
0,79

42,07
1,10
1,10

11,98
0,34
0,34

16,96
0,50
0,50

94,56
5,44

18,01
0,71
0,71

23,32
1,09
1,09

22,23
1,13
1,13

27,62
1,47
1,47
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Y. PR Pt Pl 89,89 90,75 91,18
Y. PR Pt ZI" 10,11 9,25 8,82

MALVIDINA

Mv P CC tct 0,38 37,21 0,33 44,24 0,32 45,18 17,65 18,01 17,45
Mv Z1 CC tct 2,32 37,30 2,18 44,13 2,37 45,12 0,78 0,57 0,59

My Z2 CC tct 2,32 37,30 2,18 44,13 2,37 45,12 0,78 0,57 0,59

Mv P CC ttt 0,17 37,23 0,11 44,15 0,20 45,11 25,57 21,86 21,72
Mv Z1 CC ttt 2,39 37,36 2,19 44,21 2,36 45,21 0,76 0,57 0,61

My 72 CC ttt 2,39 37,36 2,19 44,21 2,36 45,21 0,76 0,57 0,61

My P CT tct 0,29 37,18 0,27 44,33 0,14 45,28 19,52 24,28 23,95
Mv Z1 CT tct 2,19 37,17 2,18 44,15 2,21 45,17 0,78 0,73 0,81

My Z2 CT tct 2,19 37,17 2,18 44,15 2,21 45,17 0,78 0,73 0,80

Mv PCTttt 0,00 37,17 0,00 44,18 0,00 45,15 31,01 30,65 31,27
Mv Z1 CT ttt 2,19 37,19 2,17 44,15 2,22 45,17 0,80 0,72 0,80

Mv Z2 CT ttt 2,19 37,20 2,16 44,15 2,22 45,17 0,81 0,72 0,80

Y. PR Mv Pl 93,75 94,81 94,39
Y. PR mv Zi" 6,25 5,19 5,61

[a] Diferencia de energia relativa al conformero mas estable en acido acético (Kcal/mol); bl Diferencia de
energia vacio-acido acético (Kcal/mol); [c] Diferencia de energia relativa al conférmero mas estable en metanol
(Kcal/mol); [d] Diferencia de energia vacio-metanol (Kcal/mol); l¢] Diferencia de energia relativa al conférmero
mas estable en agua (Kcal/mol); [l Diferencia de energia vacio-agua (Kcal/mol); (¢l Poblacién relativa de
Boltzmann en acido acético (%); [hl Poblacién relativa de Boltzmann en metanol (%); [l Poblacién relativa de
Boltzmann en agua (%); 0] Suma de las poblaciones relativas de los conférmeros tipo P (%); X Suma de las
poblaciones relativas de los conformeros tipo Z (%).

Aunque el nimero de conférmeros que cumplen esta condicién es reducido, los
valores de AE sugieren que podrian coexistir a temperatura ambiente. Los conférmeros
mas estables de cada antocianidina en los tres solventes se ilustran en la Figura 5.31.
Comparado con las optimizaciones en vacio, el conférmero mas estable de pelargonidina
en los tres solventes siguid siendo Pg P CT d, aunque su poblacion relativa disminuy6
conforme aumentd la polaridad del solvente (acido acético < metanol < agua). La
diferencia energética entre los conférmeros P (planos) y Z (no planos) se mantuvo
constante en los tres solventes. La contribucion de los conférmeros P al espacio
conformacional fue cercana al 95% en los tres solventes, mientras que en vacio fue de
aproximadamente 98%, lo que refleja una ligera estabilizaciéon de los conférmeros Z en
solucién en comparacion con el vacio.

En cianidina, el conférmero mas estable en acido acético fue Cn P CT tc B, al igual
que en vacio, aunque su poblacién relativa disminuy6 del 21% en vacio al 19% en acido
acético. En metanol y agua, el conférmero mas estable fue Cn P CT tc A, con poblaciones
del 21% y 22% respectivamente. A pesar de este cambio, los conférmeros tipo A
representaron la mayor contribucién al espacio conformacional tanto en vacio como en los
tres solventes (55%, 56% y 56% en acido acético, metanol y agua respectivamente).

Para delfinidina, el conférmero mas estable fue Df P CT ctt en vacio y en los tres
solventes, aunque su contribuciéon al espacio conformacional se redujo del 48% en vacio a
32%, 28% y 28% en acido acético, metanol y agua respectivamente. Los arreglos ctt, que
dominaron en vacio con el 72% del espacio conformacional, se redujeron a 56%, 52% y
21% en los tres solventes respectivamente.
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Fig. 5.31. Estructuras optimizadas de los siguientes conférmeros de pelargonidina, cianidina,
delfinidina, peonidina, petunidina y malvidina: a) Pg P CT d en acido acético, metanol y agua; b) Cn
P CT tc B en 4cido acético; c) Cn P CT tc A en metanol y agua; d) Df P CT ctt en 4cido acético,
metanol y agua; e) Pn P CT tc A en &cido acético, metanol y agua; f) Pt P CT ctt A en acido acético;
g) Pt P CT ctt B en metanol y agua; h) Mv P CT ttt en acido acético, metanol y agua, calculados al
nivel tedérico B3LYP/6-311G++(d,p).

En el caso de peonidina, el conférmero Pn P CT tc B fue el mas estable en vacio,
mientras que en los tres solventes fue Pn P CT tc A. La contribucioén relativa de los cuatro
conférmeros con AE < 2 Kcal/mol mostré que Pn P CT tc B y Pn P CC tc B disminuyeron
su contribucién en solucidn, mientras que Pn P CT tc A y Pn P CC tc A aumentaron, en
funcién de la polaridad del solvente. Esto indica que la disposicién A del anillo B fue
favorecida en los solventes, y los conférmeros P (planos) se mantuvieron mas estables que
sus andlogos Z (no planos).

Para petunidina, el conférmero Pt P CT ctt A fue el mas estable en acido acético
(como en vacio), pero en metanol y agua, Pt P CT ctt B fue el mas favorecido. Este cambio
refleja que, al aumentar la polaridad del solvente, los conférmeros B se vieron favorecidos
sobre los A. Finalmente, en malvidina, el conf6rmero mas estable en vacio, Mv P CT ttt,
también fue el mas estable en los tres solventes, mostrando que, a mayor polaridad del
solvente, se favoreci6 la estructura CT sobre los arreglos CC del anillo A. Ninguno de los
conférmeros Z (no planos) superd el 2% de contribucidén en el espacio conformacional en
los tres solventes.

Como era previsible, todas las estructuras resultaron ser mds estables en solucion
que en vacio. La diferencia de energia promedio en los diferentes solventes fue la
siguiente: para pelargonidina, las energias fueron de 10,35, 17,16 y 18,10 Kcal/mol en
acido acético, metanol y agua respectivamente; para cianidina, 38,43, 45,58 y 46,59
Kcal/mol; para delfinidina, 39,05, 46,10 y 47,10 Kcal/mol; para peonidina, 36,70, 43,32 y
44,26 Kcal/mol; para petunidina, 37,23, 43,91 y 44,86 Kcal/mol; y para malvidina, 37,24,
44,18 y 45,17 Kcal/mol. Estos resultados muestran que, a mayor sustitucion en el anillo B,
ya sea por hidroxilos o metoxilos, mayor es el efecto de estabilizacion en solventes.
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5.6. Conclusiones del Capitulo 5

En este Capitulo se abordo el estudio exhaustivo del espacio conformacional de
antocianidinas hidroxiladas y metoxiladas en vacio y solventes (acido acético, metanol y
agua). Mediante optimizaciones geométricas y andlisis de d&ngulos diedros, se identificaron
las conformaciones mas estables, destacandose la predominancia de estructuras planas
debido a la conjugacién entre los anillos, lo que favorece una mayor estabilidad relativa.
Sin embargo, se evidencié la complejidad asociada a la caracterizacion detallada del
espacio conformacional, dado el amplio rango de conformaciones posibles y su marcada
dependencia de las condiciones experimentales.

La caracterizacion detallada del espacio conformacional de las antocianidinas
hidroxiladas y metoxiladas permite sentar las bases del estudio de las caracteristicas
topoldgicas y electrdnicas realizado en el Capitulo siguiente. Destacamos la relevancia de
conocer e interpretar el espacio conformacional completo, y asi aproximarnos al
comportamiento de estos compuestos en medios biologicos, donde las diferentes
estructuras conformacionales se encuentran en equilibrio.



Capitulo 6. Analisis topologico y electronico del
espacio conformacional de antocianidinas y su relacion
con bioactividades
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6.1. Introduccion a la caracterizacion del espacio conformacional
de las antocianidinas

La exploracién exhaustiva del espacio conformacional desarrollada en el Capitulo 5,
permitié comenzar a entender como las diferentes conformaciones coexisten en vacio y
solventes, simulando distindos entornos bioldgicos. Se estudiaron aspectos topolégicos
como distancias de enlace, dngulos de enlace y dangulos diedros. Este andlisis se
complementd con un estudio electronico mediante los métodos de orbitales naturales de
enlace (NBOs, natural bond orbitals) y atomos en moléculas (AIM, atoms in molecules) para
caracterizar en detalle los aspectos electrénicos y los enlaces dentro de las estructuras.

Ademas, se calcularon propiedades clave como la polarizabilidad, el momento
dipolar aparente, los orbitales moleculares de frontera como el orbital ocupado de
mayor energia (HOMO, Highest Occupied Molecular Orbital) y el orbital desocupado de
menor energia (LUMO, Lowest Unoccupied Molecular Orbital) y la contribucién atémica a
estos orbitales. Estos calculos se realizaron para cada conférmero individual,
considerando la contribucién del espacio conformacional completo, lo que proporciona
una vision integral de como estas propiedades influyen en la reactividad y bioactividad de
las antocianidinas. El estudio en todo el espacio conformacional es presentado en esta
Tesis por primera vez, dado que se obtienen asi resultados mas préximos a la realidad, sin
sesgo alguno. Este enfoque integral no soélo facilita la identificacién de las conformaciones
mas estables, sino que también permite establecer como las variaciones en la geometria
molecular y las propiedades electronicas impactan en las propiedades bioactivas,
contribuyendo asi a un conocimiento mas completo de la relacién entre estructura y
actividad en este importante grupo de compuestos naturales.

6.2. Metodologia

Partiendo de las estructuras totalmente optimizadas del Capitulo 5, se calcularon
parametros geométricos clave, como las distancias de enlace, los angulos de enlace y los
angulos diedros relevantes para el analisis detallado de la estructura geométrica de cada
antocianidina en estudio.

Utilizando la distribuciéon de Maxwell-Boltzmann expresada en la Ecuacién 6.1, se
calcularon los promedios ponderados de cada conférmero a fin de determinar su
abundancia relativa dentro del espacio conformacional de cada antocianidina.

Pi _ exp(_%)

= ——5 = Ecuacion 6.1
E
Snexp(—22)

Donde: E; es la energia del conférmero i; E, es la energia del conférmero n.

Se estimaron tanto el momento dipolar aparente (u*) como la polarizabilidad
molecular (<a>) para cada conférmero y se calculé el promedio ponderado de estas
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propiedades estructurales en todo el espacio conformacional mediante las Ecuaciones 6.2
y 6.3, también empleando la distribucién de Maxwell-Boltzmann.

_ 2n Hn * exp(—%)
Znexp(~})

*

Ecuacion 6.2

E
Y <ap> * exp(—R—;f)

<a>= ZneXp(—%)

Ecuacion 6.3

En cuanto al analisis electrénico, se evaluaron los orbitales moleculares de frontera,
HOMO y LUMO, asi como las diferencias energéticas HOMO-LUMO, junto con la contribucién
atémica porcentual a estos orbitales. También se determinaron en todo el espacio
conformacional con las Ecuaciones 6.4, 6.5y 6.6.

Yn<HOMO,> * exp(—E—")

< HOMO >= o RT. Ecuacién 6.4
Xn exp(_ﬁ)
E
Y <LUMOy,> * exp( —=2
< LUMO >= = = ( RT) Ecuacion 6.5

oo )
Yn <(LUMO-HOMO)p> * exp(_E_n)

RT
Yin €Xp (_%)

< (LUMO — HOMO) >=

Ecuacion 6.6

Donde: HOMO, es la energia del orbital HOMO del conférmero n; E, es la energia del
conférmero n; LUMO, es la energia del orbital LUMO del conférmero n; (LUMO-HOMO), es
la diferencia energética entre el orbital LUMO y HOMO del conférmero n.

Por ultimo, por el estudio de los Orbitales Naturales de Enlace (NBOs) y la Teoria de
tomos en Moléculas (AIM) se realizé una caracterizacidn topolédgica de los enlaces y la
evaluacién de la distribucién electrénica en cada conférmero. Los NBOs se calcularon para
identificar y cuantificar, desde el punto de vista de la teoria de perturbaciones de segundo
orden, las energias de interaccidn que favorecen las conformaciones adoptadas teniendo en
cuenta los factores electrénicos, como también la evaluacion de las distribuciones de
cargas naturales (Biegler-Konig et al.,, 2001; Weinhald & Landis, 2001).

Un NBO es una regidon localizada que se encuentra sobre uno o dos centros,
correspondiendo a un par libre o a un enlace respectivamente (Reed et al, 1988; Weinhold
& Landis, 2001, 2005). A diferencia de los orbitales moleculares, que estan deslocalizados
por toda la molécula, los NBOs estan localizados en areas especificas. Un NBO puede tener
una ocupaciéon maxima cercana a 2 para los orbitales llenos (Lewis) y 0 para los orbitales
vacios (No Lewis). Esta caracteristica permite una comparacion directa con lo que seria una
estructura ideal de Lewis, donde los orbitales llenos (donantes) incluyen orbitales internos
(CR, Core), de enlace (BD, Bonding) y pares libres (LP, Lone Pairs), mientras que los orbitales
vacios (aceptores) corresponden a orbitales antienlazantes (BD*), orbitales no enlazantes
desocupados y orbitales de Rydberg (RY*) de capa de valencia extra (Reed et al, 1988;
Weinhold & Landis, 2005).
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Para dos atomos A y B, un NBO tipo Lewis (Qag) se puede describir utilizando
Orbitales Naturales Hibridos (NHOs, Natural Hybrid Orbitals), ha y hg, y sus coeficientes de
polarizacion, ca y cg, segin la Ecuacion 6.7. Estos coeficientes determinan la naturaleza
del enlace, el cual puede variar de covalente (ca ® cg) a iénico (ca >> cg). Por otro lado, los
orbitales No Lewis (*4g) se definen a través de la Ecuacién 6.8.

QAB == CAhA + CBhB Ecuacion 6.7

Qg = cghy — c4hp Ecuacion 6.8

Cuando ocurre una interaccién entre NBOs, se genera una deslocalizacion
electronica que desvia la estructura de Lewis de su idealidad, lo que resulta en una
desestabilizacion de la molécula. Este fenémeno puede representarse como una
interacciéon donante (i) — aceptor (j). La Figura 6.1 muestra un diagrama que representa
los niveles de energia no perturbados (%, €.(9) de los orbitales @9 (donante) y @;.(9)
(aceptor), junto con la energia de estabilizacion (E®) resultante de la interaccion.

N (0)
( €

(0) % _
ei ‘AE(Z)

% I i—j*
Figura 6.1. Diagrama de orbitales NBOs (@) y 0,.(0) y su energia de estabilizacién segtin la teoria
de perturbaciones de segundo orden.

La energia de estabilizacion (E®) se puede calcular usando la teoria de
perturbaciones de segundo orden, segtin la Ecuacidon 6.9 (Weinhold & Landis, 2005). En
esta ecuacion, 0 representa la ocupacion del NBO donante, que para el caso ilustrado en la
Figura 6.1 es igual a 2, mientras que F es el operador Fock (Weinhold & Landis, 2005).

(0(”|Fle”)
0__0

Ej* Ei

Ecuacion 6.9

ED. = —n©

i-»j*

A modo de ejemplo, se puede describir una trasferencia de carga hiperconjugativa
desde un par libre de un oxigeno (1n y 2n) hacia orbitales antienlazantes. La transferencia
de energia se representa como 1n—c* y Zn—m* para cada caso, siendo los 1n y Zn los NBOs
donantes (i), y los o* y m* los NBO aceptores (j) (Lobayan et al, 2009, 2012, 2013; Bentz et
al, 2010, 20144, 2014b, 2016, 2017).

En el analisis de las antocianidinas, la comprensién de su estabilidad y reactividad
no puede limitarse Unicamente al estudio de sus caracteristicas geométricas, sino que
también requiere una evaluacién detallada de los enlaces quimicos y su distribucién
electronica. En este contexto, los estudios AIM permiten caracterizar los enlaces
moleculares y sus propiedades topolégicas mediante el analisis de la densidad electrénica.
AIM complementa de manera efectiva los resultados del analisis NBO, proporcionando una
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vision mas amplia de la naturaleza de los enlaces de los compuestos. En particular, el
andlisis de la elipticidad (g) y otros parametros derivados de la densidad electrénica
ofrece una descripcion cuantitativa de los enlaces, permitiendo entender la dinamica
conformacional y la deslocalizacion electrénica del conjunto de moléculas en estudio.

La teoria AIM resulta esencial en la quimica moderna, proporcionando una
perspectiva Unica para caracterizar la estructura y propiedades de las moléculas. A través
del andlisis de la densidad electrénica, AIM permite dividir un sistema molecular en
subsistemas, como los atomos, basdndose en criterios fisicos precisos. Esta capacidad de
descomponer una molécula en funciéon de la densidad electrénica resulta valiosa para
relacionar las propiedades de subestructuras moleculares especificas con las propiedades
generales de la especie, como la reactividad, la formacion de interacciones
intermoleculares y propiedades estructurales especificas (Bader, 1990; O’Brien &
Popelier, 1999; Popelier et al., 2000; Merino et al., 2005; Stalke, 2011).

Uno de los conceptos fundamentales dentro de AIM es el Punto Critico de Enlace
(BCP, Bond Critical Point), que proporciona informaciéon detallada sobre los enlaces
quimicos en términos de la densidad electrénica y su curvatura. En este marco, la
elipticidad (€), definida como (A1 / A2 - 1), donde A1 y A2 son los valores propios del
Hessiano de la densidad electrdénica en el BCP, surge como un parametro crucial para
caracterizar tanto la naturaleza como el orden de los enlaces quimicos (Bader, 1998,
2009). La elipticidad ofrece una medida de la distribucién espacial de la densidad
electronica alrededor del enlace, proporcionando informacién sobre su geometria y
caracter quimico, lo cual es 1til para diferenciar entre enlaces simples, dobles y triples. En
un enlace simple, la elipticidad tiende a ser cercana a cero (A1 = A2), lo que indica una
seccién transversal cilindrica. Sin embargo, en los enlaces dobles y triples, la seccion
transversal es mas eliptica, lo que se refleja en valores de € mas elevados para los enlaces
dobles y, paraddjicamente, en valores menores para los triples.

Estudios previos han demostrado que la elipticidad de los enlaces C-C se
correlaciona de manera lineal con parametros como la longitud del enlace y el indice de
deslocalizacién de dos centros (Matta et al, 2003). Es decir que, € no so6lo caracteriza el
tipo de enlace, sino que también brinda informacién cuantitativa sobre la contribucién de
los electrones m al enlace, reflejando de manera numérica el orden del enlace segin la
teoria AIM. Debido a que € es un pardmetro derivado de la densidad electrénica, su
aplicacion es universal, lo que permite caracterizar enlaces de cualquier naturaleza
(covalentes, i6nicos, etc.), convirtiéndolo en una herramienta versatil para estudiar
diversos sistemas moleculares.

La elipticidad (€) también complementa otros parametros derivados de la densidad
electrénica, como el Laplaciano de la densidad electrénica (V2pBCP). Mientras que el
Laplaciano es util para diferenciar entre enlaces covalentes y de capa cerrada, la
elipticidad proporciona detalles adicionales sobre la geometria y la distribucion
electrénica a lo largo del enlace. Por lo tanto, la teoria AIM, y en particular el analisis de €
en los BCPs, es una metodologia robusta para la caracterizacion detallada de los enlaces
quimicos, estableciendo un vinculo entre las técnicas tedricas y experimentales avanzadas
que facilita la interpretacion y prediccién de las propiedades quimicas de las especies
estudiadas.
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6.3. Propiedades moleculares en el espacio conformacional

El estudio de propiedades moleculares como el momento dipolar y la polarizabilidad
es esencial para comprender el comportamiento electrénico de las antocianidinas,
especialmente en su interaccién con medios bioldgicos y su potencial uso en aplicaciones
farmacéuticas. Estas propiedades brindan informacién clave sobre cémo las moléculas
responden a campos eléctricos externos, como se distribuye la carga en su estructura y
como interactiian con su entorno. El momento dipolar es un indicador directo de la
distribucién asimétrica de carga en una molécula, mientras que la polarizabilidad mide la
capacidad de la molécula para deformar su nube electrénica bajo la influencia de un campo
externo, lo cual es critico en interacciones como puentes de hidrégeno y fuerzas de van der
Waals.

Tradicionalmente, el calculo de estas propiedades moleculares se realiza
considerando Unicamente el conférmero mas estable de la molécula, asumiendo que dicho
conférmero representa adecuadamente el comportamiento global de la misma. Sin
embargo, esta aproximacion puede ser insuficiente cuando se trata de moléculas flexibles o
con multiples conformaciones estables, como es el caso de las antocianidinas. En estos
casos, es importante tener en cuenta todo el espacio conformacional, que abarca una serie
de estructuras con energias similares, pero con geometrias distintas, que podrian tener un
impacto significativo en las propiedades moleculares.

Al realizar el andlisis del momento dipolar y la polarizabilidad en todo el espacio
conformacional, se consideran las contribuciones de todos los conférmeros, no sélo del mas
estable. De esta manera, se puede determinar como varian estas propiedades entre los
conférmeros y como la contribucion ponderada de cada uno afecta los valores promedio en
condiciones reales. Esta aproximacion es relevante para prever el comportamiento de las
moléculas en sistemas dindmicos, como en medios biolégicos, donde las interacciones y el
entorno pueden inducir la adopcién de conformaciones que no necesariamente
corresponden al conférmero de minima energia.

Ademas, el calculo del momento dipolar y la polarizabilidad no sélo se realizé en
vacio, sino también en solventes, como agua, metanol y acido acético, con fines
comparativos. Las variaciones en estas propiedades en solucién brindan informacién sobre
la influencia del entorno en la estabilidad electrénica y la reactividad molecular, mejorando
la precision de las predicciones sobre la interacciéon de las antocianidinas con otros
compuestos en condiciones bioldgicas. En el contexto de las antocianidinas, este enfoque
integral facilita la correlacion entre su estructura y su actividad bioldgica, proporcionando
una vision mas detallada de las posibles interacciones moleculares en medios complejos
como el celular.

6.3.1. Momento dipolar aparente

Se calcularon los valores del momento dipolar aparente total (u*) y la contribucién de
cada eje (x, y, z) para los conférmeros de las seis antocianidinas en vacio y solventes (acido
acético, metanol y agua). En el Anexo B (Tabla B7) se muestran, a modo de ejemplo, los
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valores obtenidos en agua debido a su similitud con entornos fisiolégicos. Para evitar
sesgos, se utilizé un promedio estadistico de Maxwell-Boltzmann para cada componente
cartesiano u* (Bentz et al, 2016), en lugar de considerar unicamente el valor de p* del
conférmero mas estable. El momento dipolar aparente total resulté del promedio de las
contribuciones de cada componente cartesiano.

Los resultados de este analisis se presentan en la Tabla 6.1. En los conférmeros Z (no
planos), los componentes del eje z tienen signos opuestos y, por lo tanto, no contribuyen
significativamente en el promedio.

Tabla 6.1. Valores del momento dipolar aparente (u*) para pelargonidina, cianidina, delfinidina,
peonidina, petunidina y malvidina, calculados para todo el espacio conformacional y para el
conférmero mas estable en vacio, acido acético, metanol y agua. Se incluye el porcentaje de

variacion (V%) entre el momento dipolar aparente en todo el espacio conformacional y el del
conformero mas estable, tanto en vacio como en los tres solventes.

Momento dipolar aparente en todo el espacio conformacional

<pP¥*x> <pP¥y> <p¥z> <W¥total> <W¥totar> [l V%
VACio
Pelargonidina -2,26 1,02 0,00 2,48 2,07 -16,76
Cianidina -3,28 1,55 0,00 3,63 3,91 7,74
Delfinidina -4,00 2,22 0,00 4,58 4,47 -2,37
Peonidina -4,25 1,17 0,00 4,41 4,03 -8,54
Petunidina -4,03 1,94 0,00 4,47 4,51 0,82
Malvidina -5,99 1,98 0,00 6,31 5,39 -14,52
ACIDO ACETICO
Pelargonidina -3,89 1,67 -0,07 4,23 3,391 -19,82
Cianidina -5,47 2,01 -0,04 5,83 5,94 1,90
Delfinidina -6,23 2,01 -0,03 6,55 6,39 -2,40
Peonidina -6,47 1,37 -0,32 6,62 6,05 -8,56
Petunidina -6,26 1,97 -0,08 6,57 6,49 -1,15
Malvidina -9,04 2,99 0,01 9,52 8,27 -13,09
METANOL
Pelargonidina -4,34 1,81 -0,03 4,70 3,77 -19,86
Cianidina -6,14 1,71 -0,07 6,37 6,43 0,99
Delfinidina -6,89 1,91 0,09 7,15 6,92 -3,23
Peonidina -7,17 0,79 0,10 7,21 6,64 -7,90
Petunidina -7,10 1,45 0,03 7,25 7,49 3,39
Malvidina -9,92 3,03 0,00 10,37 9,15 -11,82
AGUA
Pelargonidina -4,42 1,73 -0,05 4,75 3,82 -19,54
Cianidina -6,31 1,77 -0,01 6,56 6,52 -0,49
Delfinidina -6,98 1,94 -0,10 7,25 7,00 -3,46
Peonidina -7,31 0,82 -0,17 7,36 6,74 -8,45
Petunidina -7,19 1,38 0,03 7,32 7,58 3,56
Malvidina -10,03 3,08 0,00 10,50 9,28 -11,53

[l Momento dipolar aparente total para el conférmero mas estable en cada solvente para cada
antocianidina.
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En vacio, el valor de p* para el conférmero mas estable de pelargonidina (Pg P CT d)
fue de 2,07 D, lo que representa una subestimacién del ~17% en comparacion con el valor
de p* calculado para todo el espacio conformacional (2,48 D). Para cianidina, el conférmero
mas estable (Cn P CT tc B) present6 un p* de 3,91 D, mientras que el valor para todo el
espacio conformacional fue de 3,63 D, mostrando una sobreestimacién del ~8% al
considerar Unicamente el conférmero mas estable. En el caso de delfinidina, el conférmero
mas estable (Df P CT ctt) tuvo un p* de 4,47 D, mientras que el valor para el espacio
conformacional completo fue de 4,58 D (subestimacion del ~2%). Para peonidina, el
conférmero mas estable (Pn P CT tc B) tuvo un p* de 4,03 D, mientras que el valor para todo
el espacio conformacional fue de 4,41 D (subestimacion del ~9%). En petunidina, el valor
de pu* para el conféormero mas estable (Pt P CT ctt A) fue de 4,51 D, mientras que para todo
el espacio conformacional fue de 4,47 D (sobreestimacidon del ~1%). Finalmente, para
malvidina, el conférmero mas estable (Mv P CT ttt) tuvo un p* de 5,39 D, mientras que el
valor para todo el espacio conformacional fue de 6,31 D (subestimacion del ~15% al
considerar solo el conférmero mas estable y no toda la distribucién de Maxwell-Boltzmann).

Al evaluar los valores de p* en solucién, se observé un aumento conforme aumentaba
la polaridad del solvente para todas las antocianidinas. Malvidina registro los valores mas
altos, mientras que delfinidina, peonidina y petunidina mostraron valores similares.
Cianidina y pelargonidina presentaron los valores mas bajos. Entre todas las antocianidinas,
pelargonidina mostro el mayor porcentaje de subestimacion del momento dipolar aparente
al considerar unicamente el conférmero mas estable, en lugar de analizar todo el espacio
conformacional, con una subestimacién cercana al ~20% en los tres solventes evaluados.

6.3.2. Polarizabilidad molecular

Se obtuvieron los valores de polarizabilidad molecular promedio (<a>) para cada
conférmero de las seis antocianidinas estudiadas, junto con las contribuciones de cada eje
(oxx Oyy Y 0z7) tanto en vacio como en los tres solventes evaluados (acido acético, metanol y
agua). En el Anexo B (Tabla B7) se muestran, a modo de ejemplo, los valores obtenidos en
agua debido a su similitud con entornos fisioldgicos. Para el calculo de <a>, también se
consideraron las contribuciones de los conférmeros de cada antocianidina en todo el
espacio conformacional, utilizando el promedio estadistico de Maxwell-Boltzmann (Bentz
etal,2014a,2016).

Al iniciar el andlisis en vacio, el conférmero mas estable de pelargonidina mostr6 un
valor de polarizabilidad de 250,40 u.a., mientras que el valor para todo el espacio
conformacional (20 conférmeros) fue ligeramente superior, con 250,42 u.a. (Tabla 6.2), lo
que representé una subestimacion del ~0,01% al utilizar sélo el conférmero mas estable. El
rango de variacion de polarizabilidad (A<a>) fue de 9,02 u.a, con los conférmeros P
(planos) mostrando una mayor polarizabilidad que los Z1 y Z2 (no planos). En cianidina, el
conférmero mas estable mostro6 una polarizabilidad de 260,58 u.a., ligeramente superior al
valor promedio para todo el espacio conformacional (259,21 u.a, 60 conférmeros)
(sobreestimacion del ~0,53%). El rango A<a> para cianidina en vacio fue de 14,48 u.a. Para
delfinidina, el conférmero mas estable presenté un valor de 267,50 u.a,, ligeramente inferior
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al valor promedio de todo el espacio conformacional (267,25 u.a., 37 conférmeros)
(subestimacién del ~0,09%). El rango A<o> fue de 14,73 u.a.

Tabla 6.2. Valores de polarizabilidad molecular (<a>) para pelargonidina, cianidina, delfinidina,
peonidina, petunidina y malvidina, calculados para todo el espacio conformacional y para el
conférmero mas estable, evaluado en vacio, 4cido acético, metanol y agua. Se incluye el porcentaje
de variacion (V%) entre los valores de polarizabilidad en todo el espacio conformacional y los del

conférmero mas estable, tanto en vacio como en los tres solventes.

<a> <q>lal V%
VACio

Pelargonidina | 250,417 250,395 -0,01
Cianidina 259,215 260,582 0,53
Delfinidina 267,254 267,496 0,09
Peonidina 275,086 275,788 0,26
Petunidina 282,286 283,185 0,32
Malvidina 301,740 301,576 -0,05

ACIDO ACETICO

Pelargonidina | 332,491 332,545 0,02
Cianidina 345,943 344,397 -0,45
Delfinidina 351,441 352,573 0,32
Peonidina 362,778 363,233 0,13
Petunidina 370,842 372,633 0,48
Malvidina 396,190 396,460 0,07
METANOL

Pelargonidina 355,210 355,440 0,06
Cianidina 366,670 369,274 0,71
Delfinidina 374,640 375,824 0,32
Peonidina 387,449 388,329 0,23
Petunidina 395,040 395,518 0,12
Malvidina 421,463 421,872 0,10

AGUA

Pelargonidina | 358,636 359,045 0,11
Cianidina 370,946 372,855 0,51
Delfinidina 378,315 379,482 0,31
Peonidina 391,382 392,304 0,24
Petunidina 398,923 399,290 0,09
Malvidina 425,325 425,826 0,12

[al Polarizabilidad total para el conférmero mas estable en cada solvente para cada antocianidina.

En peonidina, el conférmero mas estable mostréd una polarizabilidad de 275,79 u.a,,

mientras que el valor promedio para todo el espacio conformacional (40 conférmeros) fue
de 275,09 u.a. (sobreestimacion del ~0,26%). El rango A<a> fue de 10,66 u.a., con los

conférmeros P (planos) mostrando mayor polarizabilidad que los Z (no planos). Para

petunidina, el conférmero mas estable tuvo un valor de 283,18 u.a., ligeramente superior al
promedio del espacio conformacional (282,29 u.a., 36 conférmeros) (sobreestimacion del

~0,32%). El rango A<a> fue de 15,20 u.a. Finalmente, el conférmero mas estable de
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malvidina presenté una polarizabilidad de 301,58 u.a., ligeramente inferior al valor
promedio para todo el espacio conformacional (301,74 wu.a, 20 conférmeros)
(subestimacién del ~0,05%). El rango A<o> fue de 7,28 u.a.

De manera similar al analisis del momento dipolar, se observé un aumento en los
valores de <a> con el incremento de la polaridad del solvente utilizado en la optimizaciéon
de los conférmeros para cada antocianidina. Malvidina mostré los valores de
polarizabilidad mas altos en los tres solventes, seguida por petunidina, peonidina,
delfinidina, cianidina y finalmente, pelargonidina. Asi, a medida que aumenta la sustitucién
y la cantidad de grupos hidroxilo y metoxilo en el anillo B, los valores de <a> también
aumentan. Estos resultados respaldan las propiedades de las antocianidinas para disolverse
en solventes polares y su capacidad de polarizar a otros compuestos.

Las variaciones en <a> entre los conférmeros mas estables y los valores para todo el
espacio conformacional en solventes no fueron significativas.

6.4. Estructuras quinoidales cargadas positivamente

Como se ha descrito en la introduccidn de esta Tesis (Capitulo 1), las antocianidinas
exhiben una diversidad estructural que depende significativamente de su conformacién y
del entorno quimico en el que se encuentran. Estos compuestos son responsables de la
pigmentacidén de muchas plantas y muestran una notable variedad de colores debido a las
transformaciones estructurales dependientes del pH. Dichas transformaciones abarcan
desde el cation flavilio rojo, hasta la base quinoidal purpura, el anién quinoidal azul, el
hemicetal incoloro y las especies de chalcona de color amarillo palido (Figura 6.2) (Basilico
& Pina, 2016; Dangles & Fenger, 2018).

R! R! R’
OH OH OH
: e or, )
R2 HO O O R? HO o R2 HO o
— — —
Z S0oH ZSoH ZoH
OH OH OH

Base quinoidal Cation flavilio Hemicetal Chalcona

Figura 6.2. Especies en equilibrio para diferentes pH de las antocianidinas.

Generalmente, las antocianidinas se representan en su forma de sal de flavilio, que es
la dnica especie quimica presente en soluciones acuosas acidas fuertes (pH < 3). Sin
embargo, a medida que aumenta el pH, las antocianidinas participan en dos reacciones: la
desprotonacion que da lugar a una base quinoidal, y la hidratacion, que produce el hemicetal.
Un avance importante en la comprension de la quimica del ion flavilio fue el descubrimiento
de Brouillard y Dubois, quienes demostraron que, en la transicion de un medio acido a uno
neutro, el hemicetal se forma exclusivamente a través de la hidratacion del catién flavilio, y
no de la base quinoidal (Figura 6.2) (Brouillard & Dubois, 1977). Estas dos reacciones
coexisten de manera competitiva, modulando el equilibrio estructural de las antocianidinas.

Alolargo del tiempo, se ha demostrado que las antocianidinas son capaces de adoptar
distintas formas estructurales dependiendo de factores externos como el pH (como hemos
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visto en el Capitulo 2), y estas especies reaccionan de manera diferente frente a su entorno.
En condiciones de pH mas elevados, las bases quinoidales y las chalconas predominan,
mientras que en medios mas acidos prevalece la estructura cationica del flavilio. El interés
inicial en la quimica de estos compuestos fue establecido por Leonard Jurd en la década de
1960, quien destaco la importancia de estudiar los cambios estructurales de las sales de
flavilio para entender mejor la quimica de las antocianinas (Jurd, 1963). En particular,
observo que cuando el catidn flavilio esta sustituido en la posicién 3 por un grupo metoxilo
o hidroxilo, aumenta la formacién de hemicetales, mientras que los compuestos flavilio sin
sustituyentes en esa posicion tienden a favorecer la base quinoidal. Ademas, se ha
documentado que, en plantas, alimentos y tracto digestivo, donde el pH varia entre 2 y 8,
varios procesos contribuyen a estabilizar la estructura del catién flavilio o de la base
quinoidal (Brouillard, 1982; Goto & Kondo, 1991; Dangles et al.,, 1993; Yoshida et al., 2009).
Estos incluyen co-pigmentacion, autoasociacion intramolecular e intermolecular, formacién
de pares idnicos, y complejacion con otros polifenoles o metales (Asen et al., 1972; Kondo
et al, 1992; Maeshima, 2001) (como hemos visto en el Capitulo 2), los cuales son
fundamentales para el transporte de antocianinas a través de medios biolégicos y su llegada
a sitios activos (Boulton, 2001). De esta manera, se pueden encontrar antocianidinas y
antocianinas en su forma de catién flavilio o base quinoidal, a pH fuera de su rango de
estabilidad normal, evitando su degradacién a formas hemicetdlicas o del tipo chalcona
(menos reactivas).

En este contexto, el analisis geométrico profundo de las antocianidinas, tanto en su
forma hidroxilada como metoxilada, en todo su espacio conformacional, resulta clave para
identificar patrones estructurales que puedan arrojar luz sobre la estabilidad de los
conférmeros en diferentes condiciones. Ademas, al estudiar como cambian las distancias de
enlace en estos conférmeros, se puede observar como las antocianidinas pueden desviarse
de su comportamiento tipico de sales de flavilio.

Este enfoque geométrico, centrado en las distancias de enlace, angulos de enlace y
angulos diedros, es de relevancia tanto para las antocianidinas hidroxiladas como para las
metoxiladas. En las antocianidinas hidroxiladas, los grupos OH del anillo B ejercen una
influencia notable sobre la geometria molecular, mientras que, en las metoxiladas, los
voluminosos grupos OCHjz afiaden complejidad, afectando las distancias y los angulos de
enlace debido a efectos de conjugacién y tensiones estéricas adicionales. Estas variaciones
geométricas proporcionan pistas sobre la formaciéon de estructuras quinoidales y su
estabilidad relativa en diferentes medios, lo que es fundamental para comprender cémo las
antocianidinas interactdan en sistemas bioldgicos.

Ademas, a pesar de la estabilizaciéon que ofrecen procesos como la autoasociacion,
nuestro interés principal en este Capitulo esta dirigido a la caracterizacion de las especies
reactivas de las antocianidinas, las cuales se encuentran en estado monomérico. Estas
especies monoméricas son relevantes por su reactividad quimica y su funcion en diversos
procesos biologicos. Comprender su estructura geométrica es esencial para avanzar en el
conocimiento de los mecanismos subyacentes de estabilizacién de las antocianidinas y su
aplicacion directa en sistemas bioldgicos de interés.
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Figura 6.3. Estructuras resonantes de las antocianidinas, siendo R1y R2 = H, OH o OCHs.

Las antocianidinas, presentan diversas conformaciones que se encuentran en un
equilibrio resonante con diferente distribucién de carga positiva en la molécula. Estas
estructuras resonantes, que coexisten de manera dinamica, permiten la deslocalizacion de
la carga positiva en toda la molécula (Figura 6.3), afectando no solo a la estabilidad de las
antocianidinas, sino también a su reactividad y a sus propiedades fisicoquimicas en
diferentes entornos.

En resumen, el analisis geométrico detallado de las antocianidinas en todo su espacio
conformacional, a través de la evaluacion de distancias de enlace, angulos y angulos diedros,
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condujo a identificar conformaciones que difieren de la representacion clasica de las sales
de flavilio, mostrando comportamientos mas cercanos a estructuras quinoidales.

6.4.1. Distancias de enlace en antocianidinas hidroxiladas

En las antocianidinas el heteroatomo modifica las propiedades electrénicas del anillo
C en comparacién con los anillos A y B, especialmente debido a la marcada diferencia de
electronegatividad entre el 01 y los dtomos de carbono circundantes. Esto produce
longitudes de enlace distintivas en el anillo C, asi como una mayor dispersidn en los valores
de enlace, en comparacién con los otros dos anillos. Las longitudes de enlace C-C de los
anillos A, B y C para pelargonidina, cianidina y delfinidina se muestran en la Figura 6.4 (a-
c), mientras que las longitudes de enlace O-H se presentan en la Figura 6.4 (d), y las
longitudes C-OH en la Figura 6.4 (e). Como referencia, se utiliz6 la longitud de enlace C-C
del benceno (aproximadamente 1,394 A).

Se sabe que las antocianidinas pueden formar estructuras quinoidales neutras,
radicalarias/diradicalarias o incluso anidnicas. Sin embargo, en esta Tesis se identificaron
también estructuras quinoidales con carga positiva (Figura 6.5 (a y b)), que no habian
sido descritas previamente, evidenciadas a partir del analisis del espacio conformacional de
estas moléculas. Al observar las longitudes de enlace O-H (Figura 6.4 (d)), se encontr6 que
éstas eran similares para todas las posiciones de las tres antocianidinas, excepto HO-4' para
cianidina y delfinidina, donde aumentaron ligeramente (~0,0024 y ~0,004A
respectivamente). En cambio, la longitud del enlace HO-4' en pelargonidina no mostro
variaciones significativas respecto a otros enlaces O-H. Se observé que la longitud de enlace
en HO-4' aument6 con la mayor sustitucion del anillo B, sugiriendo un comportamiento
estructural distinto segun el grado de sustitucidn; los grupos HO-3' y HO-5' no presentaron
esta tendencia.

También se observaron diferencias importantes en la longitud de los enlaces C-OH
(Figura 6.4 (e)), siendo C4'-OH y C7-OH los mas cortos para los tres compuestos, lo cual,
junto con el comportamiento de HO-4', respalda la hip6tesis de la formacién de estructuras
quinoidales con carga positiva (Figura 6.4 (a y b)). Al dividir el espacio conformacional en
conférmeros P (planos) y Z (no planos), los conférmeros Z mostraron una menor longitud
de enlace C7-OH (~1,341A) que los P (~1,343A), mientras que el enlace C4'-OH presentd
un comportamiento opuesto, siendo mas corto en los conférmeros P (~1,3394) que en los
Z (~1,342A) para los tres compuestos. Estos resultados sugieren que los conférmeros P
estan mas asociados con la primera estructura quinoidal con carga positiva (Figura 6.5
(a)), mientras que los conférmeros Z con la segunda (Figura 6.5 (b)).

La variacidn de las longitudes de enlace C-C en los anillos A, B y C también respaldé la
existencia de estructuras quinoidales con carga positiva. En el anillo A (Figura 6.4 (a)), los
enlaces C5-C6 y C8-C9 fueron los mas cortos (promediando ~1,378A y ~1,384A para los
conférmeros P (planos) y ~1,377A y ~1,3824 para los Z), todos con valores menores a los
tipicos de un enlace aromatico C-C (~1,394A en benceno), indicativos de la segunda
estructura quinoidal con carga positiva (Figura 6.5 (b)); los conférmeros Z (no planos)
estan mas alineados con esta estructura. Por otro lado, en el anillo B (Figura 6.4 (b)), los
enlaces C2'-C3' y C5'-C6' mostraron valores mas bajos (promediando ~1,377A y ~1,3814)
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en los conférmeros P que en los Z (promediando ~1,382A y ~1,3854), nuevamente
respaldando que los conférmeros P estan mas relacionados con la primera estructura

quinoidal con carga positiva (Figura 6.5 (a)).
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Figura 6.4. Promedios de las longitudes de enlace C-C en el anillo A (a), C-C en el anillo B (b), C-C en
el anillo C (c), O-H (d) y C-OH (e) para los conférmeros P y Z de pelargonidina, cianidina y
delfinidina. Se utiliz6 como referencia la longitud de enlace C-C del benceno (~1,394 A), calculada
en el nivel teérico B3LYP/6-311G++(d,p).
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Figura 6.5. Principales estructuras quinoidales cargadas positivamente, siendo R1y Rz = H, OH o
OCHs.

Finalmente, en el anillo C (Figura 6.4 (c)), el enlace C3-C4 fue el mas corto, mostrando
que los conférmeros P (~1,382A) estan mas cercanos a la primera estructura quinoidal, que
contiene un doble enlace C3-C4 (Figura 6.5 (a)). En contraste, la segunda estructura
quinoidal (Figura 6.5 (b)), con dobles enlaces en C2-C3 y C4-C10, se asocia mas con los
conférmeros Z, que mostraron longitudes de enlace mas cortas en estas posiciones
(~1,406A y ~1,3974) que los P (~1,420A y ~1,4034).

En resumen, tanto los conférmeros P como Z exhiben estructuras quinoidales con
carga positiva, coexistiendo simultdneamente con otras estructuras resonantes. Sin
embargo, la primera estructura quinoidal (Figura 6.5 (a)) posee una mayor abundancia
estadistica, por estar mas asociada con los conférmeros P.

6.4.2. Distancias de enlace en antocianidinas metoxiladas

Las antocianidinas metoxiladas, como peonidina, petunidina y malvidina, presentan
comportamientos similares, pero con ciertas variaciones interesantes debido a la
sustitucion con grupos metoxilo. A través de este andlisis detallado, se observd que las
antocianidinas metoxiladas también presentan estructuras quinoidales con carga positiva,
similar a lo observado en las hidroxiladas.

Las longitudes promedio de enlace C-C en los anillos A, B y C para las tres
antocianidinas metoxiladas se muestran en la Figura 6.6 (a-c) y las longitudes de enlace O-
H y C-OH en la Figura 6.6 (d y e). Como referencia, se tom6 nuevamente la longitud del
enlace C-C del benceno (~1,3944). Las longitudes promedio de enlace en los conférmeros
P (planos) y Z (no planos) de peonidina, petunidina y malvidina fueron calculadas al mismo
nivel tedrico (B3LYP/6-311G++(d,p)). A partir del analisis de las distancias de enlace, se
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identificaron patrones que respaldan la formacién de estructuras quinoidales cargadas
positivamente.
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Figura 6.6. Promedios de las longitudes de enlace C-C en el anillo A (a), C-C en el anillo B (b), C-C en
el anillo C (c), O-H (d) y C-OH (e) para los conférmeros P y Z de peonidina, petunidina y malvidina.
Se utilizé6 como referencia la longitud de enlace C-C del benceno (~1,394 A), calculada en el nivel
tedrico B3LYP/6-311G++(d,p).

En el anillo A, los enlaces C5-C6 y C8-C9 fueron los mas cortos, con valores
promediando ~1,379A y ~1,3844 para los conférmeros Py ~1,377A y ~1,382A paralos Z,
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indicando una mayor afinidad de los conférmeros Z (no planos) hacia la segunda estructura
quinoidal cargada positivamente (Figura 6.5 (b)), al igual que en las antocianidinas
hidroxiladas. En el anillo B, los enlaces C2'-C3'y C5'-C6' también fueron mas cortos en los P
(~1,380Ay ~1,382A) que enlos Z (~1,3854 y ~1,3874), 1o que sugiere que los conférmeros
P (planos) estdn madas relacionados con la primera estructura quinoidal cargada
positivamente (Figura 6.5 (a)).

El anillo C mostré un comportamiento similar, siendo el enlace C3-C4 el mas corto.
Los conférmeros P presentaron longitudes de enlace mas reducidas (~1,3794) que los Z
(~1,3874), lo que asocia a los conférmeros P con la primera estructura quinoidal con carga
positiva, la cual contiene un doble enlace C3-C4 (Figura 6.5 (a)). En cambio, la segunda
estructura quinoidal cargada positivamente mostré dobles enlaces en C2-C3 y C4-C10,
siendo mas cortos en los conférmeros Z (~1,4084 y ~1,3994) que en los P (~1,423A y
~1,4054).

Ademas, las antocianidinas metoxiladas mostraron longitudes de enlace O-H
similares en las diferentes posiciones, excepto en HO-4', donde se observé un aumento a
medida que se incrementaba la sustitucidn en el anillo B. Este comportamiento, combinado
con lo observado en los enlaces C-OH, respaldé la existencia de estructuras quinoidales
cargadas positivamente, particularmente en los conférmeros Z, del tipo de la segunda
estructura quinoidal (Figura 6.5 (b)). Los conférmeros P, en cambio, se asociaron mas con
la primera estructura quinoidal (Figura 6.5 (a)), siendo ésta la mas representada
estadisticamente en el espacio conformacional de estas antocianidinas.

6.4.3. Otros aspectos geométricos

Las longitudes de enlace C-H de mayor interés para el andlisis son C6'-H en
pelargonidina, delfinidina y malvidina, asi como C2'-H y C6'-H en cianidina, peonidina y
petunidina. Sus valores fueron los mas bajos, lo que sugiere una mayor estabilidad de estos
enlaces. En pelargonidina, delfinidina y malvidina, el H-6' se encuentra préximo al grupo
HO-3 del anillo C. En cianidina, peonidina y petunidina, los conférmeros A también
presentan esta disposicién, aunque en los conférmeros B el H-2' asume una posicion
equivalente. Esto sugiere la posible formacion de un puente de hidrégeno entre H-2'y/o H-
6'y el oxigeno del HO-3, favoreciendo la formacién de un anillo de seis miembros (Figura
5.30) (Pereira et al, 1996, 1997).

Los angulos de enlace brindan informacién valiosa sobre el grado de aromaticidad de
los tres anillos. Los anillos aromaticos suelen mostrar dngulos de enlace cercanos a 120°
debido a la hibridacién sp?, pero ninguno de los tres anillos de las antocianidinas analizadas
present6 dngulos exactos de 120°. Las desviaciones promedio fueron de hasta 5,5° para el
anillo C, 3,6° para el anillo Ay 2,3° para el anillo B.

En el anillo B, cianidina, que tiene dos grupos hidroxilo en posiciones vecinas (HO-3'
y HO-4"), mostré interacciones que afectaron la geometria de este anillo. En las
conformaciones planas, las disposiciones tt en el anillo B revelaron angulos similares para
C3'-OH y C4'-OH (~110,0° y ~111,3° respectivamente). Sin embargo, cuando los
sustituyentes estaban en una disposiciéon coordinada, como en los conférmeros ct y tc, el
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angulo C4'-OH en los conférmeros ct fue significativamente mayor (~112,4°) que HO-3'
(~110,0°), mientras que en los conférmeros tc, el angulo C4'-OH fue menor (~110,0°) que
HO-3' (~112,4°), lo cual puede deberse a interacciones intramoleculares de tipo puente de
hidrégeno, como C4'-0---H-0-C3' en los conférmeros ct y C3'-0---H-0-C4' en los tc (Figura
5.30).

Este comportamiento también se observo en los conférmeros de delfinidina, que se
dividen en dos grupos segin la orientacién de los tres sustituyentes en el anillo B. El primer
grupo comprende los conférmeros con sustituyentes en una orientaciéon coordinada (CC ctt,
CC tcc, CT ctt y CT tcc). Las disposiciones ctt mostraron una coordinaciéon en sentido
horario, con dngulos C3'-0-H y C4'-0-H considerablemente menores (~110,1° y ~110,4°
respectivamente) que el dngulo C5'-0-H (~112,3°). Como se observd en cianidina, la
disminucién de estos dngulos puede explicarse por la formacidn de puentes de hidrégeno
intramoleculares, como C3'-0---H-0-C4' y C4'-0---H-0-C5' (Figura 5.30). El segundo grupo
corresponde a los conférmeros tcc, con una coordinacion en sentido antihorario, donde los
angulos C4'-0-H y C5'-0-H fueron menores (~110,4° y ~110,1° respectivamente) que el
angulo C3'-0-H (~112,2°), debido a los puentes de hidrégeno C4'-0---H-0-C3'y C5'-0---H-
0-C4".

Para las antocianidinas metoxiladas, este andlisis geométrico presenta limitaciones
significativas debido al tamafo voluminoso de los grupos metoxilo. A diferencia de las
antocianidinas hidroxiladas, donde es posible llevar a cabo un analisis de los angulos de
enlace y de las posibles interacciones intramoleculares, la presencia de grupos metoxilo en
el anillo B limita este andlisis por las distorsiones geométricas debidas a efectos de
conjugacién y tensiones estéricas adicionales que desestabilizan el equilibrio
conformacional observado en las antocianidinas con grupos hidroxilo.

En resumen, las limitaciones impuestas por los grupos metoxilo voluminosos
modifican las interacciones y la geometria local de las antocianidinas metoxiladas,
imposibilitando la comparacién directa con los resultados obtenidos para las estructuras
hidroxiladas. Esta situacion requiere un enfoque diferenciado para estudiar las propiedades
geométricas de las antocianidinas metoxiladas y sus interacciones.

En cuanto a los dangulos diedros, los conférmeros mas estables (P) mostraron una
coplanaridad casi perfecta de los tres anillos A-C-B y sus sustituyentes OH, con angulos
cercanos a 0° o 180°. Sin embargo, cuando el anillo B se desalinea del plano (conférmeros
Z1 y Z2), los angulos diedros en los anillos A, B y C presentan desviaciones, causando
estructuras torsionadas, como por ejemplo en pelargonidina (Figura 6.7). Los conférmeros
Z1 y 72 mostraron torsiones opuestas de igual magnitud en valor absoluto. El anillo C fue el
mas deformado, seguido del anillo B, y finalmente, el anillo A.

Esta pérdida de planaridad dio lugar a nuevos conférmeros Z (no planos),
denominados Z*, que no tienen equivalentes planos. Ejemplos de estos conférmeros
incluyen PgZ1TCd,PgZ2TCd,PgZ1 TCu,PgZ2 TCu,PgZ1 TTd, PgZ2 TTd, PgZ1 TT
uy Pg Z2 TT u en pelargonidina. Como era de esperar, estos conférmeros Z* mostraron
torsiones mas pronunciadas que los P. Este mismo comportamiento también se observo en
el resto de las antocianidinas, lo que sugiere que la pérdida de planaridad y la aparicion de
conférmeros Z* son caracteristicas comunes en esta familia de compuestos.
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Figura 6.7. Variaciones mas significativas, tanto positivas como negativas, de los angulos diedros
en los conférmeros Z y Z* de los anillos A, By C, en comparacién con los conférmeros P de
pelargonidina.

6.5. Estudio electrdnico y topolégico

El andlisis de la estructura electrénica y topolégica de las antocianidinas permite
comprender las propiedades moleculares que definen su estabilidad y su relaciéon con el
espacio conformacional. A través de un enfoque que combina diversas herramientas
computacionales y conceptos avanzados de Quimica Tedrica, se busca dilucidar de manera
integral como las cargas naturales atdmicas, las poblaciones de los orbitales 1 y la topologia
de la densidad de carga electronica influyen en la estabilidad conformacional y el
comportamiento de las antocianidinas.

La evaluacion de las cargas naturales atémicas (estudio NBO) permite interpretar la
deslocalizaciéon electrénica y las interacciones intramoleculares que estabilizan o
desestabilizan las conformaciones de las antocianidinas (Ali et al, 2016). Este tipo de
anadlisis es relevante para describir los efectos estereoelectrénicos en las antocianidinas
metoxiladas e hidroxiladas, ya que el tamano y la naturaleza de los sustituyentes afectan
considerablemente la distribuciéon de carga en cada regién de la molécula.
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Otro aspecto central que se aborda a continuacion es el analisis de la ocupacién de los
orbitales m, que da una medida de las poblaciones electrénicas en cada compuesto. Las
antocianidinas, al tener sistemas m conjugados, presentan una dindmica deslocalizaciéon
electronica dentro de sus anillos aromaticos, cuya extension impacta directamente en las
propiedades opticas y la estabilidad estructural. Al explorar este sistema de orbitales m, se
busca correlacionarlo con los patrones de estabilizacion conformacional, considerando
cémo el entorno molecular (como el solvente o las interacciones intermoleculares) afecta
estas propiedades.

Finalmente, el analisis de los BCPs a través de la teoria AIM es una herramienta
rigurosa para estudiar las interacciones dentro de la molécula. En este marco, el parametro
de elipticidad (€) permite evaluar la naturaleza de los enlaces quimicos. La elipticidad refleja
el grado de distorsién o concentracién de la densidad electronica en un enlace, ayudando a
determinar si presenta caracteristicas de tipo doble o simple, o bien, si esta sujeto a otros
efectos electronicos mas complejos. Este andlisis topoldgico es esencial para comprender
las variaciones en la densidad electrénica y las fuerzas intramoleculares que dominan el
comportamiento de las antocianidinas en su espacio conformacional.

Al integrar estos estudios electrénicos y topologicos, se pretende ofrecer una
caracterizacion detallada de las antocianidinas que contribuya no sélo al entendimiento de
sus propiedades moleculares, sino también a su aplicacién en contextos bioldgicos y
farmacéuticos.

Para llevar a cabo este andlisis detallado y comparativo, se seleccionaron tres
antocianidinas hidroxiladas (pelargonidina, cianidina y delfinidina) y una antocianidina
metoxilada (peonidina). Esta selecciéon permite comparar los efectos de los grupos hidroxilo
frente a los grupos metoxilo en la distribucion electrénica, la estabilidad conformacional y
las propiedades electrénicas. Se buscé ademas visualizar como la sustitucion en el anillo B
afecta a las propiedades moleculares.

Esta estrategia simplifica el andlisis comparativo, centrandose en el subconjunto
representativo de las seis antocianidinas estudiadas. Ademas, abre la posibilidad de
expandir este andlisis y establecer un marco robusto sobre el cual continuar las
investigaciones.

6.5.1. Cargas naturales atémicas (NBOs)

El calculo de la carga atémica en una molécula o complejo es fundamental, ya que
estas cargas afectan propiedades fisicas como la polarizabilidad molecular, el momento
dipolary la estructura electrénica, entre otras caracteristicas moleculares (Sidir et al., 2010;
Gangadharana et al., 2014). Si bien el analisis de carga de Mulliken ha sido muy utilizado,
presenta limitaciones en términos de estabilidad numérica y fiabilidad. Por ello, el analisis
de cargas naturales NBO se propone como una alternativa mas precisa para comprender la
distribucidn electrdnica en una molécula. Este enfoque también permite identificar pares
donor-aceptor y la transferencia de carga dentro de la molécula, siendo util para explicar
fenémenos como la modificacion de la electronegatividad y los procesos de transferencia de
carga, como en la formacion de puentes de hidrégeno (Maksi¢, 1991; Ermis et al., 2020).
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Las antocianidinas, en su representacién clasica como sales de flavilio, exhiben un
oxigeno en un anillo aromatico con carga positiva localizada, y se propone que la
deslocalizacién de esta carga positiva en la molécula estd facilitada por la extensa
conjugacioén de los orbitales m. A través del andlisis NBO, se puede calcular la carga natural
atémica de cada 4tomo y analizar cdmo se distribuye esta carga en toda la estructura. Asi,
se pueden identificar dreas de mayor y menor carga natural dentro de la molécula. En la
Figura 6.8, se muestran los promedios de las cargas naturales para cada 4&tomo, evaluando
el espacio conformacional completo de las cuatro antocianidinas estudiadas. De este
analisis, se identifican atomos con mayor carga natural positiva y otros con mayor carga
natural negativa.

Al analizar la posible deslocalizacién de la carga positiva del oxigeno del anillo C, es
intuitivo considerar estructuras resonantes que contribuyan a esta deslocalizacién. La carga
natural positiva tiende a concentrarse principalmente en los carbonos adyacentes a los
atomos de oxigeno (cation pirilio, hidroxilos y/o metoxilos), que estabilizan la carga
positiva mediante la donacién de electrones desde los orbitales m (Ali & Ali, 2017). De
acuerdo con este andlisis, los atomos C-2, C-5, C-7, C-9 y C-4’ presentan las cargas naturales
positivas mas altas, con valores entre 0,263 y 0,421 y con promedios de ~0,400, ~0,392,
~0,389, ~0,382 y ~0,341 respectivamente, al considerar todo el espacio conformacional
para cada antocianidina. El C-3 también muestra carga positiva, pero de menor magnitud
(0,232-0,261), con un promedio de~0,241. En delfinidina, C-3’ y C-5’, debido a la presencia
de grupos hidroxilo, también muestran carga positiva (0,266-0,282), con promedios de
~0.278 y ~0.274 respectivamente. En cianidina C-3’, al que se une un segundo grupo
hidroxilo, muestra un comportamiento similar (~0,270). En peonidina, el grupo metoxilo
en C-3’ produce una carga positiva con valores promedio de ~0,269. En pelargonidina,
donde no hay grupos adicionales hidroxilo o metoxilo en el anillo B, C-3’ y C-4’ exhiben
cargas naturales negativas.

Los C-6 y C-8 exhiben carga negativa (-0,332 a -0,315), con promedios de ~0,331 y
~0,320 respectivamente, al evaluar todo el espacio conformacional. También se observan
cargas negativas en C-1’, C-2’ y C-6’, cuya magnitud depende del patrdén de sustitucién en el
anillo B, asi como en C-10, que presenta valores de carga natural negativa en el rango de -
0,174 a-0,160, con un promedio de ~0,167.

Los grupos aceptores de electrones en posiciones orto y para disminuyen la longitud
del enlace C-O en estructuras tipo fenol, basdndose en los argumentos clasicos de
resonancia. Este comportamiento sugiere que dichos grupos favorecen la formaciéon de
estructuras de resonancia quinoidales, debido a su capacidad para deslocalizar los pares
libres del atomo de oxigeno. Por otro lado, los grupos donores de electrones generan efectos
contrarios, predominando las estructuras de tipo 'anillo aromatico' (Gross & Seybold,
2001). Este efecto se observa en la menor carga negativa de 0-4' en cianidina y delfinidina,
en comparacion con pelargonidina y peonidina (Figura 6.8).
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Figura 6.8. Promedio de las cargas naturales para cada 4tomo evaluando todo el espacio
conformacional en los conférmeros P y Z de pelargonidina, cianidina, delfinidina y peonidina.
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Un analisis mas detallado de los conférmeros P y Z para cada antocianidina revela
diferencias en la distribucién de carga natural, permitiendo relacionar este comportamiento
con las estructuras resonantes que se discuten a lo largo de este Capitulo (Figura 6.3).

Tabla 6.3. Suma de las cargas naturales para los anillos A/C y el anillo B en los confé6rmeros Py Z
de pelargonidina, cianidina, delfinidina y peonidina.

AnilloA/C Anillo B
P Z P Z
Pg 0,711 0,791 0,289 0,209
Cn 0,698 0,787 0,302 0,213
Df 0,687 0,787 0,313 0,213
Pn 0,676 0,759 0,324 0,241
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Figura 6.9. Suma de las cargas naturales para el conjunto de anillos A/C, y el anillo B, para los
conférmeros P y Z de pelargonidina, cianidina, delfinidina, y peonidina.

Por ejemplo, las cargas en C-5 y C-7 son mas positivas en los conférmeros Z (~0,396
y ~0,392) que enlos P (~0,388 y ~0,388). Para C-4, los conférmeros Z (no planos) muestran
una carga negativa menor (~0,068) que los P (planos) (~0,125), lo cual sugiere una mayor
deslocalizacion de carga positiva en los conféormeros Z en los atomos de los anillos A/C. Por
otro lado, en C-4’, C-2’ y C-6’, los conférmeros P exhiben mayor carga positiva o menos
negativa (~0,339, ~0,192 y ~0,144 respectivamente) que los Z (~0,323, ~0,204 y ~0,191
respectivamente), indicando una mayor deslocalizaciéon de carga en el anillo B de los
conférmeros P que en los Z.

Este comportamiento concuerda con la propuesta, previamente presentada, de
estructuras quinoidales cargadas positivamente en el espacio conformacional de las
antocianidinas (Figura 6.5). Las cargas observadas en los oxigenos también la respaldan.
Los 0-7 y 0-4’ tienen carga natural menos negativa que 0-3 y O-5. En particular, 0-4’
presenta una carga menos negativa en los conférmeros P (~0,631) que en los Z (~0,637),
lo que podria sugerir una mayor deslocalizacion de carga positiva en esta region para los
conférmeros P.
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Otra forma de analizar la distribucidn de carga en la estructura de cada antocianidina,
es sumando las cargas naturales en los anillos A/C y B (Tabla 6.3). Con este andlisis se
identifican areas de mayor o menor concentracién de carga en cada estructura. A medida
que aumenta la sustitucion en el anillo B, se observa que la carga se concentra en mayor
medida en dicho anillo (Figura 6.9). Ademas, los conférmeros P (planos) muestran una
mayor deslocalizacion de carga en toda la molécula, con cargas mas positivas en el anillo B,
mientras que en los Z (no planos), la carga se concentra en los anillos A/C.

6.5.2. Estudio del sistema

El analisis del sistema electrénico m en las antocianidinas es fundamental para
entender tanto su estabilidad como su reactividad quimica. Aunque estos compuestos
comparten un esqueleto estructural comun, las diferencias en el tipo de sustituyentes y sus
posiciones generan una redistribucién electrénica que afecta directamente la dindmica del
sistema . Esta variacién en la poblacién electrénica influye en propiedades como la
deslocalizacién de carga, la reactividad quimica y la estabilidad molecular.

El sistema 1 se refiere a los orbitales T que participan en la deslocalizacion electronica
alolargo de los anillos aromaticos. Estan formados por la superposicién lateral de orbitales
p de los atomos que constituyen los anillos, lo que da lugar a una nube de densidad
electréonica deslocalizada. En las antocianidinas, esta deslocalizacién del sistema T es
esencial para su estabilidad, propiedades dpticas y capacidad de interactuar con otros
sistemas moleculares. Sin embargo, para conocer esta deslocalizaciéon electrénica, es
necesario también considerar la contribucidn de los pares libres de los &tomos de oxigeno
de los grupos hidroxilo (OH) y metoxilo (OCH3), los cuales pueden interactuar con el sistema
.

El analisis NBO es muy util para estudiar la distribucién electrdnica en los sistemas m,
ya que permite transformar los orbitales moleculares canénicos deslocalizados en orbitales
localizados que reflejan con mayor precisiéon los enlaces quimicos y las interacciones
electrénicas dentro de la molécula. Al realizar esta transformacion, el andlisis NBO también
permite identificar las contribuciones de los pares libres de los atomos de oxigeno, como es
el par libre 2n del oxigeno. El primer par libre (1n) del oxigeno, en cambio, estd mas
orientado hacia el plano del enlace C-O, lo que lo hace menos propenso a participar en la
deslocalizacién electrénica con el sistema Tr.

La inclusion del par libre 2n del oxigeno en el analisis NBO del sistema m permite
capturar la totalidad de las interacciones electrénicas que afectan la estructura y
propiedades de las antocianidinas. Esta interaccion entre el sistema 1 y los pares libres de
los oxigenos puede modificar la capacidad de deslocalizacién electrdnica y, por ende, influir
en la estabilidad y reactividad de las moléculas, especialmente en posiciones como el 0-4'
del anillo B y el O-7 del anillo A.

Para iniciar el andlisis, se determinaron las ocupaciones de los orbitales, que
representan la poblacidn electrdnica promedio de los orbitales que integran el sistema 1 en
los distintos anillos para las antocianidinas en estudio (Tablas 6.4 y 6.5).
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Tabla 6.4. Ocupacion de los orbitales que miden la poblacién electrénica promedio de los pares
libres de los oxigenos (2n) y los orbitales enlazantes (mc-c) que forman parte del sistema m en los
anillos A/Cy el anillo B, para los conférmeros P y Z de pelargonidina, cianidina, delfinidina y

peonidina.
Pg P Pg Pg CnP Cn Cn DfP Df Df PnP Pn Pn
Z1 z2 Z1 z2 Z1 Z2 Z1 z2
BD 2
Anillos

A/C
2no1 1,697 1,688 1,688 1697 1688 1688 1696 1,687 1687 1701 1691 1,691
2noz 1871 1876 1876 1872 1873 1873 1871 1871 1871 1873 1876 1876
2nos 1,852 1,845 1,845 1,852 1845 1845 1852 1,845 1,845 1853 1846 1846
2no7 1,829 1,824 1,824 1830 1824 1824 1829 1824 1824 1832 1827 1827
TTC3-ca 1,644 1,641 1,641 1,655
TTcs-c6 1726 1727 1727 1726 1,727 1,727 1726 1728 1728 1725 1726 1,726
TCcr-cs 1,638 1,638 1,638 1,641
Tco-cro | 1,555 1,555 1,554 1,562
Tco-c3 1572 1,572 1573 1573 1574 1,574 1,565 1,565
TTca-c10 1,580 1,580 1,580 1,580 1,582 1,582 1574 1,574
TTc8-co 1,690 1,690 1,689 1,689 1,689 1,689 1,690 1,690

b 13,812 13,800 13,800 13,810 13,800 13,800 13,809 13,799 13,799 13841 13,795 13,795
(9 6563 6568 6568 6560 6569 6569 6560 6572 6572 6582 6555 6,555
Tc2-c1’ 1,505 1,515
Anillo

B
2noz 1,870 1,866 1,866 1870 1866 1866 1847 1,843 1,843
2now 1817 1,826 1826 1825 1835 1835 1835 1,847 1847 1802 1813 1813
2hos’ 1,872 1,867 1,867
Terce 1,607 1575 1624 1624 1615 1654 1,654 1,621 1,621
cs-car 1567 1,577 1,604 1,604 1537 1561 1,561 1,581 1,581
Tcs-ce | 1702 1,711 1,687 1,701 1,701 1,700 1,712 1712 1699 1728 1,728
Ter-ce 1,629 1,581 1,641 1,641 1597 1669 1669 1,637 1,637
Tcz-cy | 1720 1,701 1,707 1,687 1687 1725 1696 1696 1719 1716 1716
Tca-cs 1,573 1,597 1,608 1,608 1,560 1,565 1565 1,586 1,586

¥ 5240 6729 6711 8557 8633 8633 10445 10,509 10,509 7,067 8590 8590
Y(¥) 3422 4903 4,885 4861 4932 4932 4867 4929 4929 3,418 4934 4934

(*) Suma de las ocupaciones de los orbitales que contribuyen al sistema electrénico T sin considerar
los 2n de los oxigenos.
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Al analizar la sumatoria de la poblacién electrénica del sistema T para los anillos A/C,
se observan valores similares entre los distintos compuestos (13,795 - 13,841) (Figura
6.10), lo cual sugiere que las variaciones en la sustitucion del anillo B no tienen un impacto
significativo en la deslocalizacion electronica de los anillos A/C. Sin embargo, se aprecia una
diferencia notable entre los conférmeros P (planos) y Z (no planos) dentro de cada
compuesto (Figura 6.10), donde los P muestran una poblaciéon electrénica ligeramente
mayor que los Z. Las diferencias en la poblacion del sistema m entre los conférmeros Py Z
son de 0,011, 0,010, 0,010 y 0,047 para pelargonidina, cianidina, delfinidina y peonidina
respectivamente. Este comportamiento coincide con los resultados previos, en los que los
conférmeros Z tienden a una mayor localizacién de carga positiva en los anillos A/C que los
P, lo que indica que la diferencia entre ellos radica mas en la distribucién de la poblaciéon
electrénica que en la cantidad de carga presente.

Tabla 6.5. Ocupacién de los orbitales que miden la poblacién electrénica promedio de los orbitales
antienlazantes (mt*c.c) que forman parte del sistema 1t* en los anillos A/Cy el anillo B, para los

conférmeros P y Z de pelargonidina, cianidina, delfinidina y peonidina.

P P Cn Cn D, D, Pn Pn
pgp 9 9 cnp ofp U S pnp
Z1 zZ2 Z1 zZ2 Z1 Z2 Z1 Z2
BD* 2
Anillos
A/C
T*c3.c4 0,304 0,304 0,306 0,300
T*c5.¢6 0321 0311 0311 0321 0311 0311 0321 0310 0310 0325 0314 0314
*c7-c8 0,383 0,383 0,383 0,385
T*co.c1o | 0,497 0,496 0,497 0,494
T*c2-c3 0,368 0,369 0369 0,369 0,367 0,367 0379 0,379
T*c4-c10 0368 0,367 0368 0,368 0,366 0,366 0382 0,382
T*cs-co 0384 0,384 0,385 0,385 0,385 0,385 0,387 0,387
Y 1,506 1,430 1,431 1505 1,431 1,431 1,507 1,428 1,428 1505 1,462 1,462
m*co-c1 0,496 0,485
Anillo B
m¥cr-cz 0,435 0459 0436 0436 0481 0452 0,452 0437 0,437
T3 ca 0380 0388 0372 0372 0433 0424 0424 0,359 0,359
T*csce | 0,254 0275 0321 0352 0352 0357 0398 0398 0301 0356 0,356
T*cr-ce 0,445 0,444 0,454 0,454 0,449 0477 0477 0,453 0,453
T*cncy | 0,243 0,249 0312 0329 0329 0353 0376 0376 0292 0334 0334
Tcqcs 0,377 0372 0369 0369 0418 0422 0422 0,356 0,356
Y 0,497 1,070 1,090 1,148 1,157 1,157 1,245 1274 1274 05593 1,148 1,148
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Un comportamiento similar se observa al analizar los orbitales antienlazantes (m*),
con un rango entre 1,428 - 1,507 para la sumatoria de poblaciones de los orbitales
antienlazantes en los anillos A/C. La diferencia en la ocupacién de estos orbitales entre los
conférmeros P y Z es de 0,075, 0,074, 0,079 y 0,043 para pelargonidina, cianidina,
delfinidina y peonidina respectivamente (Tabla 6.5).

Respecto al anillo B, el patrén de sustitucién genera cambios en la poblaciéon
electronica de los orbitales m. El rango de valores observados para las cuatro antocianidinas
estd comprendido entre 5,240 - 10,509. Las sumatorias de las ocupaciones de los orbitales
enlazantes en el sistema 1 del anillo B muestran menores poblaciones para los conférmeros
P que los Z para todos los compuestos, con diferencias de -1,490, -0,076, -0,064 y -1,523
para pelargonidina, cianidina, delfinidina y peonidina respectivamente (Tabla 6.4). Esta
disminucién es mas pronunciada en pelargonidina y peonidina, y minima para cianidina y
delfinidina, probablemente debido ala presencia de mas grupos hidroxilo donantes en estas
ultimas, lo que favorece una mayor deslocalizacion electrénica hacia el anillo B.

Ocupacioén electrénica
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Cn Z Df P DfZ PnP PnZ

PgP PgZ CnP

mBD 2 Anillos A/C ®BD 2 Anillo B BD* 2 Anillos A/C BD* 2 Anillo B

Figura 6.10. Suma de la ocupacién de orbitales de enlace (BD) y antienlace (BD*) promedio para el
conjunto de anillos A/Cy el anillo B, para los conférmeros P y Z de pelargonidina, cianidina,
delfinidina y peonidina.

En pelargonidina y peonidina, con un solo grupo hidroxilo en la posicién 4', la
deslocalizacién electronica esta favorecida, promoviendo la formacién de una estructura
quinoidal, como se mencioné anteriormente (Figura 6.5), con la aparicion de dobles
enlaces conjugados en lugar de un anillo aromaético tipico. La sumatoria de la ocupacion
electronica de los orbitales antienlazantes para el sistema 1 en el anillo B, varia el rango
0,497 - 1,157 para todos los compuestos. La diferencia entre los conférmeros P y Z sigue un
patron similar al de los orbitales enlazantes, con diferencias de -0,573, -0,009, -0,029 y
0,555 para pelargonidina, cianidina, delfinidina y peonidina respectivamente. Sé6lo en
pelargonidina y peonidina se observa un enlace mczc1r con ocupacion de 1,505 y 1,515
respectivamente, s6lo para los conférmeros P (Tabla 5.6). Esto concuerda con lo expuesto
anteriormente, donde los conférmeros P presentan una mayor capacidad para deslocalizar
la carga positiva hacia el anillo B que los Z. Este comportamiento podria deberse a la
disposicién espacial planar de los conférmeros P, que facilita una deslocalizacién y
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transferencia electrénica mas efectiva. Para cianidina y delfinidina, esta deslocalizacién
hacia el anillo B no es tan evidente, probablemente por la presencia de grupos hidroxilo
adicionales en las posiciones 3' 0 3' y 5', lo que refuerza la donacidn electrénica hacia el
anillo B y aumenta su "aromaticidad".

6.5.3. Estudio de los enlaces C-C

En la Figura 6.11 se presentan los valores de elipticidad (g) para los enlaces C-C que
conforman los anillos de cada compuesto. Como referencia, se ha incluido la elipticidad del
enlace C-C del benceno (1,99E-01), calculada al mismo nivel teérico y representada
mediante una linea punteada (Dominikowska & Palusiak, 2012).

Anillos A/C
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Figura 6.11. Valores promedio de elipticidad (&) para los enlaces de cada anillo, calculados al nivel

tedrico B3LYP/6-311++G(d,p), para los conférmeros Py Z de pelargonidina, cianidina, delfinidina y

peonidina. Como referencia, se incluye la elipticidad del enlace C-C del benceno (1,99E-01), también
calculada al mismo nivel teérico.
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En las cuatro antocianidinas, el enlace C5-C6 muestra una elipticidad superior a la del
benceno, con valores cercanos a 2,94E-01, 2,97E-01, 297E-01 y 2,96E-01 para
pelargonidina, cianidina, delfinidina y peonidina respectivamente. Esto concuerda con la
representacién de las antocianidinas y las dos estructuras quinoidales cargadas
positivamente propuestas (Figura 6.5), que sugieren un caracter de doble enlace. No se
observan diferencias significativas en los valores de elipticidad entre los conférmeros Py Z
para este enlace.

Otros enlaces de interés son C7-C8 y C8-C9, que también presentan valores mas altos
de elipticidad que el benceno. En la Tabla 6.6 se listan las principales energias de segundo
orden (E(®) asociadas al segundo par libre de oxigenos de cada sustituyente para los
conférmeros mas estables de las antocianidinas estudiadas. Se observa una transferencia
electrénica 2no7 — Tc7-cs, lo que promueve un mayor caracter de doble enlace entre C7-C8
y, por tanto, un aumento de la elipticidad en todos los compuestos. Un comportamiento
similar se observa en el enlace C5-C6, donde se produce una transferencia 2ngs — Tcs-ce. Esta
deslocalizacién de carga se ve favorecida por la disposicién antiperiplanar del par libre del
oxigeno respecto al enlace (Lobayan & Schmit, 2018). En este caso, se aprecia una pequefia
diferencia en la elipticidad entre los conférmeros P y Z, con valores de 2,56E-03, 2,52E-03,
2,42E-03 y 2,53E-03 para pelargonidina, cianidina, delfinidina y peonidina
respectivamente.

En cuanto al enlace C8-C9, los valores de elipticidad son superiores a los del benceno,
con aproximadamente 1,64E-02 para pelargoniding, cianidina, delfinidina, y 1,86E-02 para
peonidina. No se observan diferencias significativas entre los conférmeros P y Z. Estos
valores sugieren un caracter de doble enlace, similar al de C5-C6, lo que apoya la
representacién quinoidal de la estructura (Figura 6.5). Si consideramos a las
antocianidinas como sales de flavilio, el enlace C3-C4 deberia también tener un caracter de
doble enlace, lo cual se refleja en los valores de elipticidad, con una diferencia significativa
entre los conférmeros P y Z (2,81E-02 para pelargonidina y cianidina, 3,01E-02 para
delfinidina y 2,85E-02 para peonidina), siendo los valores mayores para los conférmeros P.
Esta diferencia se correlaciona con las deslocalizaciones electrénicas observadas en el
analisis NBO (Tabla 6.6).

La orientacion del grupo HO-3’ en los conférmeros P situando su par libre 2no3 en
posicion antiperiplanar respecto al enlace C3-C4, lo que favorece la transferencia 2nez; =
Tica-ca. En cambio, en los conférmeros Z, el grupo HO-3 se orienta hacia el anillo B,
favoreciendo la deslocalizacion hacia el enlace C2-C3 y no hacia C3-C4. Por esta razon, se
observa una mayor elipticidad en el enlace C2-C3 en los conférmeros Z que en los P (2,33E-
02, 2,27E-02, 3,25E-02 y 2,20E-02 para pelargonidina, cianidina, delfinidina y peonidina
respectivamente). Esto refuerza la representacion de las estructuras quinoidales cargadas
positivamente (Figura 6.5), donde los conférmeros P muestran una mayor representacion
de la primera estructura quinoidal, mientras que los conférmeros Z se inclinan hacia la
segunda estructura quinoidal.
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Tabla 6.6. Energias de segundo orden asociadas a las transferencias de carga que justifican el
mayor caracter de doble enlace en los distintos enlaces C-C, calculadas al nivel tedrico B3LYP/6-
311++G(d,p). Los valores se expresan en kcal/mol.

Donor Aceptor PgPCTd PgPCTu PgPCCd PgPCCu

2Zno1 T*c2-c1 34,74 34,68 35,26 35,21
T*c9-c10 31,24 31,21 31,03 31
2no3 T*c3-C4 29,93 30,12 29,91 30,1
2Znos T*cs-co 36,18 36,22 37,13 37,21
2Zno7 T*¢7-c8 40,11 40,09 37,97 37,99

CnPCT CnPCT CnPCT CnPCC CnPCC CnPCC CnPCT CnPCC

D Acepti
onor ceptor tc B ctA tcA tcB tcA ctA ctB ctB

2no1  mca-cr = = = - - - - -
T*c9-c10 31,31 31,43 30,99 31,13 30,82 31,19 31,46 31,22

2no3 ¥ c3-ca 28,16 30,04 30,25 29,39 30,23 29,99 30,46 30,43

2nos T*cs-co 36,12 36,16 36,22 37,07 37,17 37,10 36,27 37,22

2no7 T*c7-c8 40,07 40,1 39,98 37,94 37,85 37,96 40,12 37,98
2nos  T*c3.ca' 38,5 - - 38,58 - - 34,29 34,3
T*c4-c5 - 34,54 38,64 - 38,76 34,64 - -

2no3y  mcaecz 30,17 33,74 30,91 30,11 30,93 33,77 33,08 33,06

Donor Aceptor DfPCTctt DFPCCctt DFPCTtcc DfPCCtcc

2no1  T*cz-c1 = = = =

T*c9-c10 31,53 31,3 31,25 31,04
2no3  T*c3-c4 29,52 29,49 30,58 30,55
2nos  m*cs-ce 36,11 37,05 36,26 37,22
2no7 T*c7-c8 40,12 37,97 40,04 37,91
2no3  m*c3-c4’ 34,73 34,83 - -

T*c2-c3' = - 31,38 31,38
2nos  T*c3-c4' 33,3 33,37

T*c4'-cs' = - 33,32 33,41
2nos’  T*cs-ce' 30,54 30,49

T*c4'-cs' = - 34,68 34,61

Donor Aceptor PnPCTtcB PnPCTtcA PnPCCtcA PnPCCtcB

2no1 m¥c2-cr 34,12 33,62 34,09 34,65

*c9-c10 31,33 30,98 30,81 31,11
2no3 T*c3-c4 29,42 30,21 30,2 29,36
2nos T*cs-co 36,01 36,12 37,09 36,96
2no7 T*c7-c8 39,86 39,73 37,65 37,76
2no3  T*c2-c3' 32,73 33,44 33,49 32,67

Un aspecto destacado es el comportamiento del enlace C2-C1'. En los conférmeros P
(planos), los valores de elipticidad son cercanos a los del benceno, lo que indica un posible
caracter de doble enlace que favorece la conjugacién entre los anillos A/C y B. En los
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conférmeros Z, sin embargo, los valores son menores, con diferencias de 3,48E-02, 3,51E-
02, 3,63E-02 y 3,47E-02 para pelargonidina, cianidina, delfinidina y peonidina
respectivamente, lo que sugiere un enlace con mayor cardcter simple y una menor
deslocalizacién electrénica en los conférmeros Z que en los P. Ademas, se observa una
transferencia 2no:1 — Tica.crr para pelargonidina y peonidina, pero no para cianidina y
delfinidina (Tabla 6.6). Este comportamiento se relaciona con el analisis del sistema
electronico m, donde los grupos donantes en el anillo B promueven una mayor
deslocalizacién en cianidina y delfinidina que en pelargonidina y peonidina, lo que restringe
la transferencia 2no1 = Ticz2-c1' en estos dltimos dos compuestos.

El andlisis de los enlaces en el anillo B es mas complejo, debido a las donaciones
electronicas y las transferencias asociadas a los sustituyentes en este anillo, lo que aumenta
la densidad electrénica en los enlaces m adyacentes (Lobayan & Schmit, 2018). En
pelargonidina, que es el compuesto mas sencillo con un solo grupo hidroxilo, se observan
tres patrones principales. Los enlaces C1'-C2' y C1'-C6' muestran valores de elipticidad
inferiores a los del benceno (aproximadamente 2,28E-02 y 2,01E-02 respectivamente), con
mayores valores de € en los conférmeros Z que en los P, con diferencias de 1,47E-02y 2,62E-
02 para C1'-C2' y C1'-C6' respectivamente (Figura 6.11). En los enlaces C3'-C4' y C4'-C5',
adyacentes al grupo HO-4’, los valores de elipticidad son similares a los del benceno
(alrededor de 2,00E-01 y 2,06E-01). Finalmente, los enlaces C2'-C3"' y C5'-C6' muestran
valores de elipticidad superiores a los del benceno, con 3,19E-02 y 2,82E-02, lo que sugiere
un mayor caracter de doble enlace, consistente con la estructura quinoidal (Figura 6.5).

Para el resto de las antocianidinas, los sustituyentes en el anillo B dificultan el analisis.
Sin embargo, en todos los compuestos, los enlaces C2'-C3" y C5'-C6' presentan valores de
elipticidad superiores a los del benceno (aproximadamente 7,69E-02 y 2,42E-02 en
cianidina, 7,28E-02 y 6,80E-02 en delfinidina, y 8,17E-02 y 2,20E-02 en peonidina). Ademas,
los conférmeros P de cada antocianidina presentan valores menores de elipticidad que los
Z en los enlaces C1'-C2' y C1'-C6', con diferencias de 1,88E-02 y 2,34E-02 en cianidina,
1,85E-02y 2,56E-02 en delfinidina, y 1,83E-02 y 2,37E-02 en peonidina, siguiendo el patrén
observado en pelargonidina.

Un aspecto interesante derivado del andlisis de las E(2) mostradas en la Tabla 6.6 es
la ausencia de transferencia de carga del 2no+ en pelargonidina y peonidina, a diferencia de
lo observado en cianidina y delfinidina. En estos dos dltimos compuestos, se identifican dos
transferencias: 2nos = Tica-ca' ¥ 2Nos = Tea-cs, en funcion de la disposicién del grupo HO-4'.
La falta de transferencias en pelargonidina y peonidina sugiere que la ocupacion electrénica
de este orbital podria estar comprometida, lo que se refleja en valores menores en
comparacion con cianidina y delfinidina. En la Tabla 6.7 se muestran los promedios de la
ocupacidn de los pares libres de los oxigenos de los grupos hidroxilo y metoxilo. Mientras
que todos los pares libres 1n poseen una ocupacion electrénica similar, los pares libres 2n
muestran que el 2no4 tiene la menor ocupacion electrdnica en las cuatro antocianidinas,
siendo especialmente baja en pelargonidina y peonidina en comparacién con cianidina y
delfinidina. Esto puede estar relacionado con la ausencia de transferencia de carga desde
estos orbitales hacia los enlaces C-C adyacentes, asi como con una mayor predominancia de
la estructura quinoidal en pelargonidina y peonidina respecto a cianidina y delfinidina.
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Tabla 6.7. Ocupacidn electrénica de los orbitales de los pares libres de oxigeno en los distintos
grupos hidroxilo y metoxilo.

Ocupacion electrénica

Pelargonidina Cianidina Delfinidina Peonidina

Inos 1,9738 1,9737 1,9736 1,9736
2Znos 1,8715 1,8716 1,8713 1,8731
Inos 1,9753 1,9753 1,9753 1,9754
2nos 1,8517 1,8518 1,8517 1,8529
Ino7 1,9760 1,9760 1,9760 19761
2Zno7 1,8293 1,8295 1,8294 1,8320
Inos 1,9743 1,9751 1,9574
2no3 1,8704 1,8586 1,8466
Inos 1,9767 1,9748 1,9738 1,9748
2nos 1,8083 1,8289 1,8352 1,8022
Inos' 1,9745

2nos' 1,8837

6.6. Relacion estructura-actividad e importancia del espacio
conformacional

6.6.1. Orbitales moleculares de frontera

Los orbitales moleculares de frontera se han empleado durante mucho tiempo para
evaluar la reactividad y bioactividad comparativa de los compuestos organicos (Fleming,
1976; Lewis, 1999). Se componen del orbital molecular ocupado mas alto (HOMO) y el
orbital molecular desocupado mas bajo (LUMO). Las energias del HOMO y LUMO
determinan, por un lado, la facilidad con la que una molécula puede donar electrones
(HOMO) y, por otro, su capacidad para aceptar electrones (LUMO). Ademas, la diferencia
(brecha) de energia HOMO-LUMO (AE) resulta util para caracterizar la reactividad quimica,
la bioactividad y la estabilidad cinética de un compuesto (Huang et al., 2017). Una molécula
con una brecha de energia HOMO-LUMO pequefia tiende a ser mas polarizable vy,
generalmente, se asocia con una mayor reactividad quimica, mayor bioactividad y menor
estabilidad cinética. La disposicion electréonica de los orbitales de frontera en las
antocianidinas ofrece una primera aproximacion a su capacidad antioxidante, permitiendo
identificar los sitios de mayor reactividad y los potenciales mecanismos de estabilizacion
electrénicos.

Se calcularon las diferencias de energia entre los orbitales HOMO y LUMO para el
espacio conformacional de las seis antocianidinas en estudio, tanto en vacio como en los
tres solventes analizados. Con el aumento de la sustitucién en los anillos, se observé una
disminucién de la brecha energética HOMO-LUMO, lo que indica un incremento en la
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reactividad quimica y la bioactividad de las moléculas, tanto en vacio como en soluciéon
(Tabla 6.8). Este comportamiento también fue consistente con las tendencias observadas
previamente en el analisis del momento dipolar aparente y los valores de polarizabilidad.

Se determiné que los conférmeros planos son mas reactivos, ya que presentan menor
brecha HOMO-LUMO que los no planos, tanto en vacio como en los tres solventes analizados.
Para obtener una representacién mas completa del espacio conformacional, se utilizaron
promedios estadisticos basados en la distribucién de Maxwell-Boltzmann, lo que permitié
evaluar los valores promedio de las brechas HOMO-LUMO (Egp) considerando la
contribucion de todos los conférmeros, con el fin de precisar la reactividad de cada
compuesto. Los resultados obtenidos para todo el espacio conformacional, junto con los
valores obtenidos al considerar tinicamente el conférmero mas estable, se presentan en la
Tabla 6.8.

Tabla 6.8. Energias de los orbitales HOMO y LUMO, y diferencia de energia HOMO-LUMO para los
conférmeros mas estables en vacio, dcido acético, metanol y agua, expresadas en electronvoltios

(eV).
HOMO LUMO LUMO-HOMO Egup*
Vacio

PgPCTd -9,447 -6,628 2,819 2,828
CnPCTtcB | -9315 -6,630 2,685 2,694
DfPCT ctt -9,273  -6,630 2,643 2,638
PnPCTtcB | -9,185 -6,550 2,634 2,657
PtPCTcttA | -9,145 -6,558 2,586 2,596
My P CT ttt -8,962 -6,464 2,498 2,491

Acido acético
PgPCTd -6,973  -4,062 2,911 2,904
CnPCTtcB | -6,867 -4,079 2,788 2,799
DfPCT ctt -6,861 -4,098 2,763 2,763
PnPCTtcA -6,794 -4,044 2,750 2,754
PtPCTcttA -6,791 -4,070 2,722 2,724
My P CT ttt -6,540 -3,998 2,543 2,592

Metanol
PgPCTd -6,597 -3,669 2,929 2,923
CnPCTtcA -6,511 -3,681 2,831 2,827
DfPCT ctt -6,504 -3,708 2,796 2,796
PnPCTtcA -6,454 -3,655 2,800 2,793
PtPCTcttB | -6,444 -3,683 2,761 2,754
My P CT ttt -6,342 -3,658 2,683 2,676
Agua

PgPCTd -6,545 -3,614 2,931 2,927
CnPCTtcA -6,461 -3,626 2,836 2,843
DfPCT ctt -6,455 -3,654 2,801 2,801
PnPC(CTtcA -6,412 -3,612 2,800 2,793
PtPCTcttB | -6,370 -3,626 2,745 2,753
My P CT ttt -6,260 -3,597 2,663 2,661

*Brecha de energia HOMO-LUMO calculada considerando las contribuciones de todos los
conférmeros en el espacio conformacional completo.
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Este enfoque de considerar todo el espacio conformacional, permite una mejor
aproximacion teoérica al comportamiento experimental, ya que evita las limitaciones
asociadas con la evaluacion de propiedades basada unicamente en el conférmero mas
estable. Como resultado, los valores obtenidos para el conférmero mas estable difirieron de
los calculados para todo el espacio conformacional. Por ejemplo, en vacio y en solventes, se
observaron sobreestimaciones en delfinidina y malvidina, mientras que para el resto de las
antocianidinas se detectaron subestimaciones.

Al comparar las seis antocianidinas, malvidina present6 la menor brecha energética
HOMO-LUMO, lo que sugiere una mayor reactividad quimica. Ademas, al diferenciar las
antocianidinas en hidroxiladas y metoxiladas, se observo que, al aumentar la sustitucién en
el anillo B, la brecha HOMO-LUMO disminuye tanto en vacio como en solucién, confirmando
la influencia de los grupos funcionales en la reactividad molecular.

Se generaron isosuperficies de los orbitales HOMO y LUMO para los conférmeros de
cada antocianidina. Dado que las isosuperficies eran muy similares entre si, en la Figura
6.12 y Figura 6.13 se muestran Unicamente las correspondientes al conférmero plano y no
plano mas estable de cada antocianidina. Estas transiciones representan el paso de p
(estado fundamental) a p* (estado excitado).

LuMo LumMo v t: 4 -3 LUMO

DE=2.819eV
DE=2.685eV
DE=2.643eV

HOMO HOMO

LUMoO

DE=2.819eV
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HOMO HOMO




141

Capitulo 6

2.586eV
2.498eV

AE=2.634eV
AE=
AE=

a5 97 >
w3203t gt e
—— T oy ¢ 3 21 56 " d

LUMO LUMO
A A AN " ]
2.0 4 L 3.6
0.1
> > 2 sl J’i’ 03
K 3 8 ; P
o =<3 =]
0 el = 11 08
S W R
= C = ol
y 111
v \4
HOMO HOMO

Figura 6.12. Diagramas de contorno y porcentajes de contribucién de los principales atomos al
HOMO y LUMO de los conférmeros planos (P) mas estables, optimizados mediante el nivel de teoria
B3LYP/6-311++G**,

Adicionalmente, se seleccionaron los conférmeros planos (P) y no planos (Z) mas
estables de cada antocianidina para estudiar la composicién de los orbitales HOMO y LUMO,
determinando las contribuciones atémicas especificas para cada orbital (Figura 6.12 y
Figura 6.13). Sélo se incluyeron las contribuciones atdmicas mayores al 0,1%.
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Figura 6.13. Diagramas de contorno y porcentajes de contribucién de los principales atomos al
HOMO y LUMO de los conférmeros no planos (Z) mas estables, optimizados mediante el nivel de
teoria B3LYP/6-311++G**.

Se observé que el orbital LUMO estaba distribuido en toda la molécula en las seis
antocianidinas, tanto para los conférmeros planos como no planos, con una mayor

contribucion (>5%) de los atomos C-4, C-2, 0-1, C-2’, C-6’ y C-4’ en todos los casos. Por otro
lado, las contribuciones atémicas al orbital HOMO mostraron diferencias significativas

entre las antocianidinas hidroxiladas y metoxiladas:

e Antocianidinas hidroxiladas: HOMO mostro contribuciones predominantes de los
atomos 0-7, C-7, C-8, C-10, C-3, 0-3, C-1’, C-4’, 0-4’, C-5’, 0-3’ y 0-5’, lo que indica una
deslocalizacidn electronica en los tres anillos (A, By C).
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e Antocianidinas metoxiladas: HOMO presenté una mayor contribucién de los
atomos C-10, C-3, C-1’, C-2’, C-3’, C-4’, C-5’, 0-3’, 0-4’ y O-5’, con una localizacién
preferencial en los anillos By C.

Estas diferencias sugieren que la reactividad de las antocianidinas esta modulada por
mecanismos distintos. En las antocianidinas hidroxiladas, la deslocalizacion del orbital
HOMO a través de los tres anillos podria favorecer interacciones electréonicas mas
distribuidas, mientras que, en las metoxiladas, la localizacién del HOMO en los anillos By C
podria estar relacionada con una mayor especificidad en las interacciones quimicas. Este
comportamiento abre la puerta a analisis complementarios y paralelos para comprender
los mecanismos de reactividad y bioactividad en cada tipo de antocianidina.

6.6.2. Actividad antioxidante: Relacion con las propiedades estructurales y

electronicas de antocianidinas hidroxiladas y metoxiladas

La actividad antioxidante de las antocianidinas es una de las propiedades bioldgicas
que las convierte en compuestos relevantes en la prevencion de enfermedades relacionadas
con el estrés oxidativo (ver Capitulo 3). Su eficiencia antioxidante esta intrinsecamente
relacionada con sus propiedades estructurales y electrénicas, como la brecha energética
HOMO-LUMO, el momento dipolar, la polarizabilidad y la distribucién electrénica en los
distintos sitios reactivos de la molécula.

6.6.2.1. Antocianidinas hidroxiladas: Influencia de la brecha energética y la
distribucion electrénica

En las antocianidinas hidroxiladas (pelargonidina, cianidina y delfinidina), la
actividad antioxidante se correlaciona directamente con la brecha energética HOMO-LUMO.
Cuanto menor es esta brecha, mayor es la reactividad molecular, lo que incrementa su
capacidad para donar electrones y neutralizar radicales libres. En este sentido,
pelargonidina presenté la mayor brecha energética, seguida por cianidina y, finalmente,
delfinidina, en un orden decreciente de reactividad: delfinidina > cianidina >
pelargonidina.

Este resultado tedrico coincide con los valores experimentales de la actividad
antioxidante documentados por Kdhkonen y Heinonen (2003), quienes demostraron que
delfinidina es la mas eficiente en la eliminacion de radicales libres, seguida por cianidina y,
finalmente, pelargonidina (Tabla 6.9).

El analisis de los orbitales moleculares muestra que el 0-4' es el sitio mas reactivo en
las tres antocianidinas hidroxiladas (Figuras 6.12 y 6.13). Asimismo, los valores de
polarizabilidad y momento dipolar confirman el orden de actividad antioxidante observado,
dado que estos parametros reflejan la facilidad de deslocalizacion de carga electrdnica y la
separacion de cargas en la molécula.

Por otro lado, los conférmeros planos (P), caracterizados por menores brechas
energéticas HOMO-LUMO, son mas reactivos que los conférmeros no planos (Z), lo que
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explica por qué los primeros contribuyen en mayor medida a la actividad antioxidante de
las antocianidinas hidroxiladas.

Tabla 6.9. Porcentaje de eliminacién de radicales libres y concentracion inhibitoria media (ICso) del
CYP4A5 para las antocianidinas hidroxiladas y metoxiladas.

DPPH* (%) ICso (uM)

Hidroxiladas
Pelargonidina 31 12,2
Cianidina 33 20,8
Delfinidina 42 46,5
Metoxiladas
Peonidina 33 16
Petunidina 10 23,4
Malvidina 24 14

6.6.2.2. Antocianidinas metoxiladas: Efectos del grado de sustitucion y
comportamiento redox

A diferencia de las antocianidinas hidroxiladas, en las antocianidinas metoxiladas
(peonidina, petunidina y malvidina), la relacién entre la estructura quimica y la actividad
antioxidante es mas compleja y no depende Uinicamente del nimero de grupos hidroxilo en
el anillo B. Si bien un mayor grado de hidroxilacién aumenta la actividad antioxidante en
flavonoides (Sordon et al., 2019), en el caso de las antocianidinas metoxiladas, la presencia
de grupos metoxilo modifica significativamente el potencial redox de la molécula.

El grupo HO-4’ desempefia un papel clave en este mecanismo. Peonidina con H3CO-3’
y HO-4’ presenta una mayor actividad antioxidante que petunidina y malvidina. En estas
ultimas, la proximidad del HO-4’ a otros grupos (metoxilos o hidroxilos) afecta su acidez y,
por consiguiente, el comportamiento redox de la molécula (Janeiro & Brett, 2007). La
actividad antioxidante de las antocianidinas metoxiladas sigue el siguiente orden:
peonidina > malvidina > petunidina (Tabla 6.9).

Este comportamiento puede explicarse mediante el analisis del espacio
conformacional de cada antocianidina. La planaridad de los anillos A/C y B favorece la
actividad antioxidante, como se ha demostrado para flavonoides en estudios previos (van
Acker et al.,, 1996). En este sentido, peonidina y malvidina muestran una mayor proporcién
de conféormeros planos (P) que petunidina, tanto en vacio como en solventes (Tabla 5.1).

Ademas, el analisis de la polaridad del solvente (Tabla 5.2) demuestra que la
actividad antioxidante aumenta con la polaridad, debido a la mayor contribucién relativa de
los conférmeros planos respecto a los no planos. En contraste con las antocianidinas
hidroxiladas, la polarizabilidad no result6 ser un buen predictor de la actividad antioxidante
en las antocianidinas metoxiladas.
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En conclusion,la comparacion entre antocianidinas hidroxiladas y metoxiladas revela
diferencias sustanciales en los mecanismos responsables de su actividad antioxidante. En
las antocianidinas hidroxiladas la actividad depende principalmente de la brecha energética
HOMO-LUMO vy la reactividad del grupo 0-4', mientras que en las antocianidinas
metoxiladas el efecto redox de los sustituyentes en el anillo B y la proporciéon de
conférmeros planos juegan un papel determinante.

6.6.3. Andlisis de la actividad antimutagénica de las antocianidinas mediante
la inhibicion de la enzima CYP3A4

El citocromo Psso 3A4 (CYP3A4) es un miembro importante de la superfamilia de
enzimas CYP, involucrado en el metabolismo de sustancias enddgenas, xenobioticos y
farmacos, asi como en la sintesis y degradaciéon de hormonas. Esta enzima desempefia una
funcion fundamental en la activacion metabdlica de mutagenos quimicos y carcinégenos, lo
que resalta su participaciéon en procesos de carcinogénesis y en la generaciéon de dafo
genético (Elfaki et al., 2018; Reed et al, 2018). Por lo tanto, la inhibicién de CYP3A4 esta
directamente asociada a una disminucién de la actividad mutagénica, constituyendo un
mecanismo relevante para el estudio de esta actividad.

Se ha evaluado la actividad antimutagénica de antocianinas, antocianidinas y
compuestos relacionados, en base a su capacidad de inhibir la enzima CYP3A4. Los
experimentos de acoplamiento molecular revelaron la importancia del ajuste estructural de
cada antocianidina en el sitio activo de la enzima para la actividad inhibidora. En este
contexto, las interacciones estéricas, electrostaticas y la formacién de puentes de hidrogeno
juegan un rol central en la bioactividad (Shityakov et al., 2014).

Se observd que la unidad de benzopirilio (anillos A/C) participa predominantemente
en interacciones estéricas y orbitales con la enzima, particularmente en el caso de
pelargonidina, identificada como el inhibidor mas eficaz de CYP3A4. En tanto, para cianidina
y delfinidina, el anillo B interviene significativamente en interacciones electrostaticas y
orbitales p. En el sitio activo de la enzima, se identificé una interacciéon m-m (complejo )
entre fenilalanina y los anillos aromaticos de las antocianidinas, como el observado entre
Phe447 y el anillo A de pelargonidina, y entre Phe435 y el anillo B de cianidina. Ademas, el
HO-4’ del anillo B de cianidina forma un puente de hidrégeno con el aminoacido Pro434
(Shityakov et al., 2014).

Los estudios de los orbitales moleculares de frontera permitieron explicar la
reactividad de estos compuestos en funcion de la participacion de los sustituyentes en el
benzopirilio y el anillo B. Las contribuciones porcentuales de los &tomos a los orbitales
HOMO (Figura 6.12 y Figura 6.13) mostraron que, a medida que aumenta la sustitucién en
el anillo B, la actividad inhibidora de CYP3A4 disminuye en el orden pelargonidina >
cianidina > delfinidina. En detalle, la contribucién de C-4' y 0-4’ aumenta con el grado de
sustitucion del anillo B, mientras que las contribuciones atémicas disminuyen segun la
secuencia: C-3/0-3 > C-7/0-7 > C-5/0-5. Este comportamiento también se observa en los
carbonos C-10 y C-4, donde C-10 > C-4.
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Pelargonidina presenta el menor valor (ICso = 12,2 pM), seguido por cianidina (ICso =
20,8 pM) y delfinidina (ICso = 46,5 uM) (Tabla 6.9). Estos resultados sugieren que
pelargonidina posee la mayor actividad antimutagénica, seguida por cianidina y delfinidina,
en un orden decreciente: pelargonidina > cianidina > delfinidina. Este comportamiento
coincide con las contribuciones atémicas observadas y la naturaleza de las interacciones
enzimaticas identificadas mediante acoplamiento molecular.

Adicionalmente, los estudios indicaron que los conférmeros planos (P) muestran
brechas energéticas HOMO-LUMO menores que los no planos (Z), lo que sugiere una mayor
reactividad de los conférmeros P. En consecuencia, estos conférmeros presentaron una
mayor actividad antimutagénica.

Por ultimo, el estudio del efecto estérico de los sustituyentes en el anillo B mediante
mapas de contorno confirmd que el aumento del volumen de estos grupos mejora la
capacidad de inhibicién de CYP3A4 (Shityakov et al, 2014). De esta forma, los valores de
ICso obtenidos mostraron que malvidina (ICso = 14 pM) fue el inhibidor mas eficaz entre las
antocianidinas metoxiladas, seguida por peonidina (ICso = 16 uM) y petunidina (ICso = 23,4
uM), en el orden malvidina > peonidina > petunidina (Tabla 6.9). Este resultado coincide
con las contribuciones atémicas al HOMO (Figura 6.12 y Figura 6.13) y el efecto estérico
observado.

En conclusion, la actividad antimutagénica de las antocianidinas estd intrinsecamente
relacionada con su capacidad de inhibir a la enzima CYP3A4, mecanismo que depende de
las interacciones estéricas, electrostaticas y la formacién de puentes de hidrégeno entre los
grupos funcionales de las antocianidinas y los aminoacidos de la enzima. El analisis de los
orbitales moleculares de frontera proporcioné informaciéon crucial para entender la
influencia de la estructura electrénica y estérica en esta bioactividad. Los resultados
obtenidos respaldan que pelargonidina y malvidina son los inhibidores mas potentes de
CYP3A4 y, por lo tanto, poseen la mayor actividad antimutagénica.

6.7. Conclusiones del Capitulo 6

En este Capitulo se realizé una caracterizacion integral del espacio conformacional de
las antocianidinas hidroxiladas y metoxiladas, evaluando sus propiedades estructurales y
electrénicas tanto en vacio como en presencia de solventes (acido acético, metanol y agua).
Uno de los aspectos relevantes fue la caracterizacion de estructuras del tipo quinoidal
cargadas positivamente dentro del espacio conformacional, las cuales contribuyen
significativamente a la deslocalizacién electrénica y a la estabilidad de los sistemas
analizados. Este analisis permiti6 comprender mejor las relaciones entre la estructura
molecular y las propiedades electrdénicas de las antocianidinas.

El estudio de propiedades electrénicas como el momento dipolar aparente, la
polarizabilidad y las energias HOMO-LUMO permitié identificar tendencias consistentes
con el grado de sustitucion en el anillo B. Se observé que un mayor niumero de sustituyentes
esta asociado con una disminucién en la brecha HOMO-LUMO, lo que implica un incremento
en la reactividad quimica y la bioactividad potencial. Estos resultados fueron consistentes
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tanto en vacio como en los solventes evaluados, lo que reafirmala influencia de la estructura
molecular sobre las propiedades electrdnicas.

La influencia de los solventes se evidencié tanto en la estabilidad general de las
estructuras como en las poblaciones relativas de los conférmeros. Se observé que los
solventes polares favorecen conformaciones especificas y contribuyen al ajuste de las
propiedades electronicas, lo que refuerza la capacidad de las antocianidinas para
interactuar eficazmente en medios polares, caracteristicas que respaldan su potencial
bioactivo.

Por ultimo, este estudio destac6é la importancia de considerar el espacio
conformacional completo mediante promedios estadisticos basados en la distribucién de
Maxwell-Boltzmann. Se logro asi obtener una representacién mas precisa y completa de las
propiedades estructurales y electrénicas, evitando sesgos derivados de evaluar inicamente
el conférmero mas estable. De esta manera, los resultados obtenidos proporcionan una
aproximacion tedrica mas cercana al comportamiento experimental esperado.
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7.1. Estudios de relaciones cuantitativas estructura-actividad
(QSAR)

Desde hace décadas, ha existido un creciente interés por predecir diversas
propiedades fisicoquimicas, bioldégicas y farmacolégicas de sustancias en estudio. Este
interés ha impulsado la aplicacién de métodos derivados de la Mecanica Cuantica, con el
objetivo de representar de manera mas precisa y realista los fendmenos implicados. Sin
embargo, la dificultad inherente a esta aproximacién radica en la necesidad de describir
exhaustivamente todas las interacciones presentes en el sistema fisico de particulas, lo que
actualmente esta lejos de ser alcanzable. Si bien los calculos obtenidos a partir de la teoria
mecano-cuantica aportan una comprension de los aspectos mecanisticos que subyacen en
una propiedad determinada, no ofrecen una explicacién directa sobre como los cambios en
la estructura quimica de una sustancia influyen en sus propiedades macroscopicas.

Cuando el objetivo es predecir y cuantificar alguna propiedad macroscopica de
moléculas en interaccion, basada en cambios en su estructura, resulta indispensable
recurrir a las formulaciones de las Relaciones Cuantitativas Estructura-Propiedad (QSPR,
Quantitative Structure-Property Relationships) y Relaciones Cuantitativas Estructura-
Actividad (QSAR, Quantitative Structure-Activity Relationships). Estas formulaciones son
especialmente utiles cuando se dispone de informacién estructural de las sustancias en
cuestion, ya que permiten predecir valores experimentales de propiedades especificas
mediante el desarrollo de modelos. Estos modelos combinan herramientas de estadistica
matematica con métodos de quimica computacional. Asi, se puede concluir que la estructura
de una molécula es el factor determinante en la definicién de sus propiedades quimicas,
fisicoquimicas, biologicas o farmacolégicas.

7.1.1. Relacién de Estructura-Actividad (SAR)

Los estudios conocidos como Relaciéon de Estructura-Actividad (SAR, Structure-
Activity Relationship) buscan comprender y predecir como varia la actividad de un
compuesto en funcion de cambios en su estructura quimica. Uno de los principios
fundamentales de estos estudios es el de similaridad estructural, que establece que
moléculas con estructuras similares tienden a presentar propiedades similares, mientras
que aquellas con estructuras diferentes exhiben propiedades distintas (Johnson &
Maggiora, 1990). Si bien desde hace tiempo se reconoce que diferentes sustancias tienen
distintos efectos biologicos, los avances en la determinacidn estructural han permitido
formalizar y estabilizar estas relaciones, evidenciando cémo ciertos cambios en la
estructura quimica de un compuesto pueden alterar su actividad biolégica (Carb6-Dorca et
al, 2000).
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7.1.2. La teoria QSAR/QSPR

El estudio pionero sobre las relaciones estructura-actividad fue publicado en 1962
por Hansch, Maloney y Fujita, estableciendo una correlaciéon entre los reguladores del
crecimiento de las plantas, las constantes de Hammett y la hidrofobicidad. Este trabajo
relacioné propiedades fisicoquimicas con actividades biolégicas dentro de un marco que
posteriormente se conocié como el Andlisis de Hansch (Hansch et al, 1995; Franke &
Gruska, 2003). Dos afios mas tarde, en 1964, Free y Wilson propusieron un modelo basado
en contribuciones aditivas de los sustituyentes quimicos a la actividad bioldgica,
dependiendo de la presencia o ausencia de los mismos. Este modelo se fundamentaba en la
hipétesis de que cada sustituyente tiene un efecto aditivo y constante sobre la actividad
biol6gica, independientemente de la presencia de otros sustituyentes, denominandose a
este enfoque como “de novo” (Kubinyi, 1988; Franke & Gruska, 2003). Estos dos estudios
fueron determinantes para sentar las bases del campo de conocimiento que hoy se conoce
como QSAR/QSPR.

El término QSAR se refiere al desarrollo de correlaciones matematicas entre una
respuesta y ciertas caracteristicas quimicas definidas (descriptores moleculares, huellas
digitales moleculares) del conjunto de moléculas analizadas. Dependiendo de la naturaleza
de la respuesta modelada, pueden identificarse diferentes tipos de estudios especificos, a
los cuales se les atribuyen nombres distintos. Estos estudios se agrupan en dos grandes
categorias: relaciones cuantitativas estructura-actividad (QSAR) y relaciones cuantitativas
estructura-propiedad (QSPR). No obstante, cuando se abordan respuestas mas especificas,
también pueden utilizarse otros términos, como por ejemplo (Kaliszan, 2007; Todeschini &
Consonni, 2009; Roy et al., 2015a; Rojas et al., 2016):

e Relaciones cuantitativas forma-actividad (QShAR).

e Relaciones cuantitativas estructura-toxicidad (QSTR).

e Relaciones cuantitativas similaridad-actividad (QSiAR).

e Relaciones cuantitativas estructura-citotoxicidad (QSCR).
e Relaciones cuantitativas estructura-reactividad (QSRR).
e Relaciones cuantitativas propiedad-propiedad (QPPR).

e Relaciones cuantitativas estructura-dulzor relativo (QSRSR).
e Relaciones cuantitativas estructura-retencién (QSRR).

e Relaciones cuantitativas propiedad-actividad (QPAR).

e Relaciones cuantitativas actividad-actividad (QAAR).

e Relaciones cuantitativas toxicidad-toxicidad (QTTR).

Estos tipos especificos de estudios, que permiten predecir la actividad de moléculas
nuevas o hipotéticas en funcién de sus caracteristicas moleculares, se engloban dentro de la
teoria QSAR. Matematicamente, la teoria QSAR puede representarse de la siguiente manera
(Todeschini & Consonni, 2009; Hongmao, 2015; Roy et al.,, 2015a) (Ecuacién 7.1):

‘ Actividad/Propiedad Biolégica = f (Estructura Quimica) ‘ (Ecuaci6n 7.1)
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Las moléculas a estudiar presentan propiedades fisicoquimicas determinadas
experimentalmente (como la presiéon de vapor, densidad, entre otras) y caracteristicas
tedricas derivadas de su estructura quimica (descriptores moleculares y huellas digitales
moleculares). Esta informacién tedrica juega un papel crucial en el desarrollo de modelos
QSAR/QSPR, como se ilustra en la Figura 7.1. La expresion matematica general mencionada
puede aplicarse tanto en modelos continuos (regresion) como en modelos discretos
(clasificacion) (Chaudhry et al., 2007; Todeschini & Consonni, 2009; Hongmao, 2015; Liaw
& Svetnik, 2015).

Experimenfosl I Moléculas |7 Bioensayos

Teoria ]

Actividad
biolagica

[ Propiedades ]

Descriptores y/o
huellas digitales
moleculares

Figura 7.1. Esquema general de un estudio QSAR/QSPR.

Si la actividad o propiedad puede tomar cualquier valor dentro de una escala
continua, el modelo es de tipo regresién. En cambio, en los modelos de clasificacién, la
actividad se representa en categorias no ordenadas. En estos casos, el equilibrio entre las
clases es crucial para la calidad del modelo, ya que suelen sesgarse hacia la clase mas
numerosa. Por ello, es habitual que el grupo de calibraciéon se disefe teniendo en cuenta la
proporcion relativa de cada clase (Hongmao, 2015).

7.1.3. Objetivos de un modelo QSAR

El principal objetivo de un modelo QSAR es generar una representacion matematica
con capacidad predictiva y, a su vez, permitir una interpretacién racional de la informacién
quimica involucrada. Para desarrollar dicho modelo, es necesario contar con datos sobre
una propiedad o actividad determinada de un conjunto de moléculas, lo que permite
predecir dicha propiedad o actividad en un conjunto mayor (Hamzeh-Mivehroud et al,
2015). De este modo, el desarrollo de modelos QSAR no sdlo resulta ttil en la investigacion,
sino que adquiere gran relevancia en otros campos donde es importante predecir las
propiedades o actividades de compuestos quimicos (Cronin, 2010; Roy et al., 2015a).

En el marco de nuestro estudio, existe escasa bibliografia sobre estudios QSAR
aplicados a antocianinas (Jing et al, 2014; Shityakov et al., 2014), a pesar del creciente
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interés en los ultimos afios por investigar sus propiedades y actividades bioldgicas. Esto
pone de manifiesto que esta area de investigacién ain no ha sido explotada en su totalidad.

Las teorias QSAR y QSPR son herramientas fundamentales para el analisis de
sustancias que requieren procedimientos complejos, ya sea por su inestabilidad, toxicidad,
dificultad de acceso o costo elevado, o por el tiempo que demanda su sintesis. A mayor
precision en la descripcion de la estructura molecular, mas precisa sera la extrapolacion de
informacién de una serie de moléculas a otra. Otra aplicacién destacada de esta teoria es el
uso de los datos obtenidos para el disefio y optimizaciéon de compuestos en la industria
farmacéutica y, en general, para inferir mecanismos de reaccién en compuestos organicos
(Cronin, 2010; Roy et al, 2015b).

7.1.4. Aplicacion de la teoria QSAR

Las areas de aplicacion de la teoria QSAR han experimentado un crecimiento
significativo a lo largo del tiempo, abarcando una amplia variedad de campos cientificos.
Este tipo de modelo se ha consolidado como una herramienta clave para el monitoreo
racional de las propiedades y actividades de los compuestos quimicos, resultando de gran
utilidad en diversas disciplinas. Las aplicaciones de los modelos QSAR pueden agruparse de
distintas maneras (Roy et al., 2015a).

Desde la perspectiva de la naturaleza de la respuesta, las aplicaciones se clasifican en
tres categorias: actividad, propiedad y toxicidad. Si se considera la naturaleza de los
compuestos quimicos, se pueden diferenciar entre aquellos beneficiosos para la salud, los
utilizados en procesos industriales y de laboratorio, y los que presentan efectos nocivos. De
manera mas especifica, las areas de aplicacion de la teoria QSAR se subdividen en tres
grandes categorias: disefno de farmacos, ciencia de los materiales y toxicologia predictiva.

En el campo de Disefio de Farmacos, el modelado ADME (Absorcién, Distribucion,
Metabolismo y Excrecién) permite evaluar el perfil farmacocinético de un compuesto
potencial antes de su sintesis, optimizando asi el proceso de desarrollo dentro de sistemas
biolégicos. En cuanto a su aplicacién en la Ciencia de los Materiales, 1a teoria QSAR se utiliza
en el estudio de polimeros, liquidos idnicos, catdlisis, nanomateriales, fullerenos,
surfactantes, biomateriales, ceramicos, entre otros. Finalmente, en Toxicologia Predictiva,
la teoria QSAR se aplica para evaluar la toxicidad sistémica (sobre 6rganos especificos) y los
riesgos ecotoxicolégicos de los compuestos en estudio, contribuyendo al control de dafios
en el ecosistema.

7.1.5. El modelo QSAR

El desarrollo de un modelo QSAR implica la recopilacién de datos cuantitativos, en
combinaciéon con técnicas quimiométricas apropiadas. Los datos cuantitativos de los
compuestos quimicos pueden obtenerse de manera experimental, mediante la medicién de
la actividad o propiedad de interés, o a través de la informaciéon quimica codificada en
descriptores moleculares. Estos descriptores derivan de diversas teorias que representan
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las moléculas, y dada la gran cantidad de informacién generada, es esencial el uso de
herramientas computacionales para el procesamiento de los datos. Todo modelo QSAR
sigue una serie de pasos sistematicos a lo largo de su desarrollo (Roy et al., 2015b; Golbraikh
etal, 2017).

El primer paso en un estudio QSAR es la organizacién de los compuestos quimicos con
una respuesta de interés conocida (actividad o propiedad). Un aspecto crucial en esta etapa
es evitar la dispersién en la escala de los datos, para lo cual suele aplicarse una
transformacion, generalmente logaritmica, que ajusta los valores numéricos de la actividad
a un rango mas manejable (habitualmente dentro de 3 o 4 unidades logaritmicas).
Asimismo, es esencial una correcta representacion de las estructuras quimicas para
permitir el calculo de descriptores moleculares (variables independientes), que seran
posteriormente correlacionados con la actividad o propiedad de interés. Este proceso es de
vital importancia, ya que la calidad de la representacion estructural influye directamente en
la capacidad predictiva del modelo.

Una vez que los datos han sido organizados, el siguiente paso es su preprocesamiento,
que incluye la eliminacién de moléculas duplicadas, descriptores con valores faltantes o
nulos, y descriptores constantes o casi constantes, asi como aquellos que presentan alta
correlacién entre sf, superando un umbral determinado.

En la construccién de un modelo QSAR predictivo, resulta fundamental la correcta
division de la matriz de datos en dos conjuntos: el grupo de entrenamiento o calibracién (cal)
y el grupo de validacién o prediccion (val). Esta division puede hacerse de manera aleatoria
o mediante el uso de técnicas quimiométricas, pero es importante asegurar una distribucion
homogénea de las moléculas entre los dos conjuntos, ya que ésta impactara directamente
en la validez estadistica y predictiva del modelo.

El conjunto de calibracién se utiliza para ajustar el modelo predictivo mediante
técnicas de regresion o clasificacion, acopladas con métodos de seleccion de variables. El
modelo desarrollado se valida posteriormente mediante procedimientos de validacién
interna o cruzada (cross-validation), asi como a través de la validacién externa con los datos
del conjunto de validacién. Ademas, es crucial definir el dominio de aplicabilidad (AD,
Applicability Domain) del modelo, y en algunos casos se pueden emplear otros criterios
adicionales para su validacidn.

Uno de los pasos mas importantes en el desarrollo de un modelo QSAR es la
interpretacion de la informacién codificada en los descriptores moleculares, una vez que el
modelo ha sido validado. Esta informacién puede utilizarse para explorar mecanismos de
accién en los compuestos quimicos analizados, asi como para disefiar nuevas sustancias con
la actividad o propiedad deseada.

7.1.6. Enfoques especificos QSAR

En la literatura relacionada con la teoria QSAR, se han propuesto diversos enfoques,
denominados de maneras variadas, lo que dificulta la creacién de un sistema de clasificacion
bien definido. Una posible aproximacion para clasificar estos enfoques podria basarse en el
objetivo a alcanzar, como el diseflo de farmacos o el andlisis de similaridad molecular, el
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tipo de propiedad molecular modelada (como ADME, QSAR ambiental, relaciones lineales
de energia de solvatacion (LSERs, Linear Solvation Energy Relationships) y QSAR binario),
los descriptores moleculares empleados (2D QSAR, 3D QSAR y 4D QSAR), o el método
matematico o algoritmo computacional utilizado para estimar los parametros del modelo,
como los métodos de contribucién de grupos, analisis estructural y técnicas QSAR basadas
en grillas (Todeschini et al., 2009).

7.1.7. Principios del modelado QOSAR

El objetivo central en el desarrollo de un modelo QSAR es obtener un modelo
matematico con capacidad predictiva. Para garantizar la fiabilidad de las predicciones, se
deben cumplir ciertas condiciones. La Organizacion para la Cooperacion y el Desarrollo
Econémicos (OECD, The Organisation for Economic Cooperation and Development) ha
establecido principios clave para la validaciéon de modelos QSAR (OECD, 2007), los cuales
son ampliamente aceptados en el &mbito cientifico y regulatorio.

Uno de los primeros principios establece que la actividad o propiedad a ser modelada
debe definirse claramente, ya que una misma propiedad puede medirse mediante distintos
protocolos experimentales y bajo diferentes condiciones. Este principio asegura
transparencia en el algoritmo utilizado para desarrollar el modelo, ya que la calidad del
mismo no puede evaluarse de manera independiente sin informacién sobre el algoritmo.

El dmbito de aplicabilidad de un modelo QSAR estd limitado a compuestos
estructuralmente similares a los empleados en su calibracidn. Esto se debe a las limitaciones
inherentes a los modelos QSAR, que dependen de los tipos de estructuras quimicas
consideradas, las propiedades fisicoquimicas y los mecanismos de accién que se pueden
predecir de manera confiable. Por ello, cada modelo debe asociarse a un dominio de
aplicabilidad que certifique su capacidad predictiva dentro de un rango de estructuras
similares.

Es esencial evaluar la robustez del modelo, evitando el sobreajuste y asegurando su
capacidad de prediccién para moléculas no incluidas en el conjunto de entrenamiento. La
validacion de un modelo QSAR involucra tanto validaciones internas (bondad de ajuste y
robustez) como validaciones externas (capacidad predictiva) mediante el uso de conjuntos
de calibracion y validacién respectivamente.

Un aspecto critico en el desarrollo de un modelo QSAR es la interpretacion de los
descriptores moleculares utilizados, que pueden ofrecer una vision mecanistica de la
relacién entre la estructura molecular y la actividad o propiedad predicha. Aunque no
siempre es posible obtener una interpretacion mecanistica, ésto no necesariamente invalida
la utilidad de un modelo dentro de un contexto regulatorio.

7.1.8. Descriptores moleculares

Los descriptores moleculares son uno de los pilares fundamentales en la teoria
QSAR/QSPR. Estos constituyen las variables independientes en los modelos y permiten
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predecir la actividad o propiedad de interés. De este modo, es crucial que la estructura
molecular de los compuestos esté representada de manera adecuada para obtener modelos
predictivos de calidad. La capacidad de plasmar la informacion codificada en una estructura
quimica y transformarla en valores numéricos es esencial para establecer relaciones
cuantitativas con las propiedades o actividades de las moléculas (Gasteiger & Engel, 2006).

El desarrollo histérico de los descriptores moleculares estd estrechamente ligado al
concepto de estructura molecular, reflejando la creatividad de los autores para representar
quimicamente una molécula y extraer informacién util de dicha representacion. Existen
multiples formas de representar una molécula, y, por lo tanto, el conjunto de descriptores
moleculares no es Unico. En general, se pueden dividir en dos grandes clases: descriptores
moleculares experimentales y tedricos. Los primeros se obtienen mediante experimentos
estandarizados, mientras que los tedricos se generan mediante algoritmos matematicos
aplicados a la representacion de una estructura molecular (Todeschini & Consonni, 2009).

El campo de los descriptores moleculares es interdisciplinario, involucrando diversas
teorias y disciplinas. Su aplicacién abarca desde areas clasicas como la Fisico-Quimica y la
Quimica Medicinal, hasta areas mas recientes como el estudio de nanomateriales,
polimeros, péptidos y liquidos idnicos (Mauri et al, 2016). El concepto de descriptor
molecular esta asociado a una representacién matematica derivada de una especie quimica,
ya sea mediante un algoritmo especifico o un procedimiento experimental (Consonni &
Todeschini, 2010; Mauri et al,, 2016).

En el afio 2000, Todeschini & Consonni propusieron la siguiente definicién: “El
descriptor molecular es el resultado final de un procedimiento légico y matematico que
transforma la informaciéon quimica codificada en una representacion simbélica de una
molécula en un ndmero util o el resultado de algiin experimento estandarizado” (Todeschini
& Consonni, 2009). Considerando esta definicién, queda claro que el campo de los
descriptores moleculares es multidisciplinario y abarca teorias de distintos niveles. Dado
que este campo es tan amplio y variado, continuamente se desarrollan nuevos descriptores,
lo que requiere conocimientos en Algebra, Teoria de Grafos, Teoria de la Informacion,
Quimica Computacional, y Fisico-Quimica, entre otros.

Para que un descriptor molecular sea aceptado, debe cumplir con ciertas reglas
basicas (Randic, 1996; Guha & Willighagen, 2012):

e Serinvariante al etiquetado y enumeracion de los atomos.

e Serinvariante a la rotacién y traslacién de la molécula.

e Estar definido por un algoritmo inequivoco.

e Tener aplicabilidad bien definida a estructuras moleculares especificas.

Estas reglas ayudan a determinar si un descriptor molecular esta bien definido,
aunque no necesariamente aseguran que sea adecuado para predecir una actividad o
propiedad especifica. Para que un descriptor sea util en un modelo QSAR/QSPR, debe
proporcionar una interpretacién adecuada de la estructura de los compuestos, ser
independiente de otros descriptores, y poder captar variaciones minimas en la estructura
molecular. Ademas, debe ser capaz de discriminar entre isémeros y ser aplicable a una
amplia gama de moléculas.
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7.1.9. La estructura molecular

Al igual que en cualquier ambito, para transmitir una idea de manera efectiva en
Quimica es necesario utilizar un lenguaje comun. Sin embargo, en esta disciplina se presenta
un desafio adicional: la representacion de las moléculas.

Con el avance de las tecnologias y los métodos de determinacion estructural, se ha
obtenido una creciente cantidad de informacidn sobre el arreglo espacial de los &tomos, asi
como sobre los tipos, dngulos y distancias de los enlaces. Este progreso permitio superar la
representacion bidimensional de los compuestos, donde sélo se indicaba qué atomos
estaban conectados y por qué tipo de enlace (topologia), y avanzar hacia una descripciéon
tridimensional mas precisa (topografia). Esta nueva representacion hizo posible diferenciar
compuestos que, bajo la descripciéon mas simple, parecian ser idénticos, como en el caso de
los isémeros, y brindé mayor informacién sobre los mecanismos de accién de reacciones
quimicas, basada en los potenciales electrostaticos y densidades electrdnicas presentes en
las moléculas.

La correcta representacion de la estructura molecular es crucial en la teoria QSAR, ya
que de ella depende el valor de las propiedades a predecir. Segun el tipo de representacion
molecular utilizada, se obtiene distinta informaciéon reflejada en los descriptores
moleculares calculados (Testa & Kier, 1991).

La forma mas simple de representar la estructura de una molécula es mediante su
férmula quimica, que sélo indica el niimero y tipo de &tomos presentes. Sin embargo, esta
representacion ofrece informaciéon muy limitada, ya que no especifica la conectividad
atémica ni la conformacién de la molécula. Por ello, los descriptores moleculares calculados
a partir de esta representacién se denominan descriptores de tipo 0D o constitucionales, e
incluyen informacién basica como el nimero de atomos de carbono o de nitrégeno en una
molécula.

Cuando la férmula quimica se detalla mas, proporcionando informacién sobre los
fragmentos estructurales dentro de la molécula, los descriptores moleculares obtenidos se
denominan descriptores 1D. Estos se utilizan cominmente en el andlisis de
similaridad/diversidad o en el cribado virtual de grandes bases de datos, ya que los
fragmentos no representan la topologia completa de la estructura quimica y, por lo tanto,
pueden ser calculados e interpretados facilmente.

Una de las formas mas comunes y muy utilizadas para representar una estructura
molecular es la representacion topolégica, que es bidimensional y se basa en grafos
moleculares. Los descriptores moleculares calculados a partir de la representacion
topolodgica se denominan descriptores 2D.

Con el objetivo de proporcionar una descripcién mdas detallada de la estructura
molecular, se utiliza una representacion geométrica tridimensional que refleja la
disposicion de los atomos en el espacio. Los descriptores moleculares calculados con esta
representacidon se conocen como descriptores 3D. Debido a que los compuestos quimicos
existen en diversas conformaciones que minimizan su energia, los valores de los
descriptores 3D pueden variar segin la conformacidn utilizada para su calculo (Garcia et al.,
2016).
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7.1.10. Antecedentes y estado del arte

Hace algiin tiempo nuestro grupo de investigaciéon compilé los estudios 2D- y 3D-
QSAR de flavonoides, biflavonas y chalconas (Mercader & Pomilio, 2012a) analizando su
actividad antiviral, antibacteriana, antifingica y antimicobacteriana. Las principales
conclusiones mostraron que los flavonoides, biflavonoides y chalconas presentan
numerosas propiedades beneficiosas para la salud humana con un potencial muy alto como
productos medicinales. Ya que, si bien su potencia no es excepcionalmente alta, se sabe que
son naturales e inocuos. Ademas, han demostrado ser muy favorables potenciadores de
tratamientos; por ejemplo, han mostrado resultados prometedores en un tratamiento
combinado con TRAIL (Tumor Necrosis Factor-related apoptosis-inducing ligand; ligando
inductor de apoptosis relacionado con el factor de necrosis tumoral) y otros agentes
actuales de quimioterapia (Mercader & Pomilio, 2012b).

Por otro lado, result6 evidente que el niimero y la calidad de los estudios de analisis
estructural dependen del nimero de datos experimentales disponibles de la actividad en
cuestion; como ejemplo, existen numerosos estudios estructurales de los inhibidores de la
integrasa anti-VIH-1. Por el contrario, todavia no se han realizado estudios predictivos
QSAR sobre la familia de los biflavonoides inicamente; en dichos estudios, los biflavonoides
participan s6lo como parte del conjunto de datos. Esto también fue evidente en un estudio
QSAR de flavonoides y biflavonoides como inhibidores de la neuraminidasa del virus H1N1,
donde quedd claro que se necesitaban mas mediciones de biflavonoides para llegar a
predicciones mas confiables (Mercader & Pomilio, 2010).

Al revisar los estudios de actividad cuantitativa de los dltimos afios, se puede ver que
el panorama no ha cambiado, ya que, si bien el nimero de estudios experimentales ha
aumentado, los datos disponibles para cada uno de ellos son, en su mayoria, escasos.

Se han investigado modelos QSAR que permiten predecir el potencial uso de los
flavonoides como farmacos, sin necesidad de efectuar trabajos experimentales. Esta
metodologia es utilizada por las grandes empresas farmacéuticas y alimentarias.

La principal bioactividad analizada ha sido la citotoxicidad (Ohno et al, 2013), en
especial en la linea celular de células madre de cancer de mama humano MCF7-SC (Jung et
al, 2015), y la actividad anticarcinogénica, en particular para la linea celular cancerosa
HepG2, que se usa para estudiar el carcinoma hepatocelular y la funcién hepatica (Qian et
al., 2015). Asimismo, se estudiaron los modelos QSAR de la actividad inhibitoria in vivo ante
la proteina de resistencia del cancer de mama, BCRP (Breast Cancer Resistance Protein) que,
como transportadora, hace que las células cancerosas se vuelvan resistentes a los
medicamentos contra el cancer (Qian et al., 2014; Sachan et al., 2014). Los flavonoides como
bloqueantes de BCRP son prometedores en la terapia anti-cancer.

Los estudios QSAR de flavonoides abarcan también la inhibicién de algunas enzimas
de interés clinico, como:

e [nhibicidn de acetilcolinesterasa: Se encuentra en el sistema nervioso central,
las terminales nerviosas y los glébulos rojos. Los inhibidores de

acetilcolinesterasa se usan para tratar la miastenia grave y la enfermedad de
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Alzheimer, entre otras (Goyal et al, 2014; Gunda et al., 2015a; Smida et al,
2015; Zhou et al, 2015). Se demostr6 que las propiedades estéricas,
electrostaticas, hidrofébicas, donantes y aceptoras de puentes de hidrégeno
tienen un rol importantisimo en la enfermedad de Alzheimer (Gunda et al,
2015a).

Inhibicidn de la enzima aromatasa: Actia en el metabolismo de las hormonas

sexuales, y tiene accidn contra el cancer de mama dependiente de estrégeno
(Awasthi et al,, 2015).

Inhibicion de la enzima proteina tirosin-quinasa P56Ick: Es especifica de
leucocitos, y se encuentra en los linfocitos que son células especializadas del

sistema inmunitario. Lck fosforila a unidades de tirosina de ciertas proteinas
que participan en las vias de sefializacion intracelular de estos linfocitos.
P56lck interviene en la regulacién de la homeostasis del sistema inmunitario.
Las mutaciones de P56lck estdn asociadas a enfermedades como la
inmunodeficiencia combinada severa, y la sobreexpresion de P56lck esta
ligada a: cancer, asma, diabetes tipo 1 y artritis reumatoide. Los flavonoides
son inhibidores de P56Ick como se demostrd por estudios QSAR utilizando
campos estéricos, electrostaticos, donantes y aceptores de puentes de
hidrégeno (Gunda et al., 2014).

Inhibicidn de la enzima aldosa-reductasa: Cataliza la conversion de glucosa en

sorbitol. Estos inhibidores son importantes en el tratamiento de la neuropatia
diabética, que es una complicacién comun en la diabetes (Ray & Manna, 2013;
Vyas et al., 2015).

Inhibicidn de la enzima telomerasa: Ayuda a las células a mantenerse vivas al

alargar los telémeros (estructuras que se encuentran en los extremos de los
cromosomas). Es un marcador hormonal, pues aumenta en la mayoria de los
canceres humanos. La telomerasa tiene implicancias en oncologia,
gerontologia y medicina regenerativa. Los flavonoides la inhiben segln
estudios QSAR (Manivannan & Moorthy, 2013).

Inhibicién de la enzima aldehido-oxidasa: Interviene en la metabolizacién de

los farmacos (farmacocinética). Su inhibicién disminuye las especies reactivas
de oxigeno (ROS, Reactive Oxygen Species) como H,0,. De esta manera, los
flavonoides son moduladores en procesos de enfermedad (Hamzeh-
Mivehroud et al., 2014). Por QSAR se vio que el tamafio de los flavonoides es
relevante para la actividad.

Ademas, los flavonoides mostraron:

Interaccion con la enzima lisozima: Se encuentra en saliva, lagrimas, leche

materna, plasma sanguineo, bazo y pulmones. Posee propiedades bactericidas
y antivirésicas (antiherpes, como el herpes zoster, herpes simple, varicela,
sarampion, gripe, entre otras enfermedades virésicas) (Yang et al., 2012).

Inhibicién del receptor del factor activador de plaquetas (PAF, Platelet

Activating Factor): Participa en varias condiciones fisiopatologicas como la
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inflamacion, la aterosclerosis, el asma y la trombosis. PAF es un fosfolipido
que provoca agregacion plaquetaria y disminuye la permeabilidad vascular
(Abdullah et al,, 2014).

e Actividad contra Escherichia coli: Se mostro6 que la actividad de los flavonoides
puede estar relacionada con la hidrofobicidad molecular (CLogP) y las cargas
en C-3 (Wuetal, 2013).

o Actividad antioxidante: Se han desarrollado diversos modelos QSAR referidos
a esta actividad (Das et al, 2014; Djeradi et al., 2014; Qian et al.,, 2014; Wang
et al, 2014) estudiando diferentes radicales, y utilizando desplazamientos
qu micos de 13C-RMN (8¢) y la entalp a m nima de disociacion de enlace
(BDEm n, Minimal O-H Bond Dissociation Enthalpy) (Luci¢ et al., 2014). Se llego
a la conclusion que el valor minimo de &¢ esta relacionado con las
subestructuras 3’,4’-dihidroxilo en el anillo B y el grupo 3-OH fenolico en el

anillo C, es decir los sitios preferidos del ataque radical. Los &¢ de los
carbonos que portan grupos OH fenolicos estan de acuerdo con los BDEs de
0-H, es decir, describen la capacidad de donacion de atomos de H de los
grupos OH fenolicos (Luci¢ et al., 2014).

Estos resultados QSAR muestran la potencial utilizacion clinica de los flavonoides
contra varias enfermedades, respetando los parametros y limitaciones propias de cada
modelo como el dominio de aplicabilidad y las propiedades o interacciones intervinientes.

7.1.11. Estudios QSAR en antocianinas

El estudio de las antocianinas y antocianidinas ha demostrado su potencial biolégico
en diversas actividades, entre las que se destacan sus efectos antioxidantes,
antimutagénicos y anticarcinogénicos. Sin embargo, la inestabilidad de estos compuestos
y las dificultades en su aislamiento representan limitaciones importantes en Ila
recoleccion de datos experimentales detallados. En este contexto, los modelos QSAR
ofrecen una alternativa invaluable. Estos modelos permiten establecer
correlaciones matematicas entre la estructura molecular y la actividad biolégica,
facilitando la prediccion de propiedades en un amplio rango de compuestos sin necesidad
de su obtencién experimental. Esta capacidad predictiva de los estudios QSAR es
particularmente relevante en la investigacion de moléculas complejas como las
antocianinas, donde la recoleccion de datos experimentales es un proceso arduo y costoso.
Asi, los modelos QSAR no sé6lo optimizan recursos, sino que permiten profundizar en el
conocimiento de la actividad biolégica de estos compuestos con un enfoque eficiente y
sistematico.

Si bien el empleo de modelos QSAR en el estudio de antocianinas y antocianidinas es
aun incipiente, su potencial para revelar aspectos de su actividad biolégica, como
la actividad antioxidante (Jing et al, 2014), y contribuir al disefio de nuevos
compuestos bioactivos subraya su importancia en este campo de investigacion. La
aplicabilidad de estos modelos en el &mbito farmacéutico, por ejemplo, ha impulsado el
desarrollo de compuestos con propiedades mejoradas y abre la posibilidad de
optimizar sus efectos mediante modificaciones estructurales especificas.
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Dado el intrincado espacio conformacional de las antocianinas, caracterizado por
multiples conférmeros coexistentes (estudiado en los Capitulos 5 y 6 de esta Tesis), en estos
estudios se optd por emplear descriptores independientes de la conformacidn. Al restringir
el andlisis a aspectos estructurales sin considerar las variaciones conformacionales, el
modelo QSAR refleja con precision propiedades fundamentales, garantizando su
aplicabilidad en compuestos con flexibilidad estructural significativa y manteniendo una
eficiencia computacional elevada. Esta eleccién permite, ademas, evitar la ambigiiedad que
podria introducirse al intentar representar todas las conformaciones posibles de cada
molécula en el espacio conformacional.

La complejidad adicional en el desarrollo de estos modelos proviene del reducido
tamafio del conjunto molecular disponible, situacién que obliga a adoptar procedimientos
de mayor rigurosidad en la generacion, calibracion y validacién de los modelos QSAR. Para
determinar el nimero adecuado de descriptores en la relaciéon estructura-actividad, se
consider6 el razonamiento de Occam, siguiendo también las reglas practicas que
recomiendan incluir aproximadamente un descriptor por cada 6 o 7 datos en el conjunto de
calibracion (N,,;). Asimismo, al separar el conjunto en subconjuntos de calibraciéon y
validacion, se intenta mantener un minimo de 18 moléculas en el conjunto de calibracién,
lo cual permite generar modelos de hasta tres descriptores. Este proceso asegura que los
modelos desarrollados no s6lo sean ajustados a los datos disponibles, sino que también
mantengan la capacidad de abarcar nuevas estructuras, incrementando su validez en el
andlisis predictivo.

La metodologia aplicada incluye una serie de pasos sistematicos que comprenden la
organizacion y preprocesamiento de los datos, la seleccidn rigurosa de descriptores y la
validacion estadistica de los modelos mediante técnicas de validacién cruzada y validacién
externa. La combinacién de estas técnicas garantiza la precisidn y aplicabilidad del modelo
en compuestos estructuralmente complejos como las antocianinas. Asi, los estudios
abordados en esta Tesis no s6lo avanzan en el desarrollo de herramientas predictivas para
evaluar la actividad bioldégica de las antocianinas y antocianidinas, sino que también
contribuyen al campo de la Quimica Computacional y al disefio racional de nuevos
compuestos bioactivos.

7.2. Analisis QSAR de la actividad antioxidante y captacion de
radicales libres de antocianinas

Los organismos vivos mantienen un sistema redox que asegura el equilibrio adecuado
para una homeostasis saludable, esencial para la sostenibilidad de la vida. Los antioxidantes
son compuestos que actian en la reduccidn, inhibicién o prevencion de la oxidacion de
materiales oxidables, lo que contribuye a disminuir el estrés oxidativo. Estos compuestos
pueden intervenir en distintas etapas de la cadena de reacciones de radicales libres,
incluyendo la iniciacién, propagacién, terminaciéon, descomposicion y la oxidacion
subsecuente de los productos (Suja et al., 2004; Carocho & Ferreira, 2013). En contraste, los
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pro-oxidantes son especies reactivas de oxigeno (ROS) o de nitrégeno (RNS, Reactive
Nitrogen Species), presentes en sistemas biologicos y con diversas fuentes de origen
(Carocho & Ferreira, 2013), las cuales se encuentran tanto en alimentos como en los
sistemas biolégicos.

Algunos ROS, como el peréxido de hidrégeno (H202) (Wang & Jiao, 2000), y RNS son
potentes reguladores de la replicacién celular y desempefian roles cruciales en la
transduccion de sefales (Khan & Wilson, 1995). Estos procesos de sefializacion celular
(Droge, 2002; Miguel, 2011) ocurren constantemente durante el metabolismo normal,
aunque también pueden provenir del metabolismo de toxinas ambientales o carcindgenas,
delaradiacionionizante, o de la actividad de células fagociticas involucradas en la respuesta
inflamatoria.

En los alimentos, la auto-oxidacion y la generacion de rancidez son causadas por la
peroxidacion lipidica, mientras que, en los sistemas vivos, los radicales libres atacan a
moléculas bioldgicas clave, contribuyendo al desarrollo de diversas enfermedades
degenerativas. Sin embargo, los radicales libres, y en particular el peréxido de hidrégeno,
resultan esenciales para la vida celular y de los organismos (Nagy, 2001; Droge, 2002).

Cuando el equilibrio redox se pierde, se genera estrés oxidativo, una condicién
caracterizada por un exceso de ROS/RNS que supera la capacidad antioxidante endégena,
resultando en la oxidacién de proteinas, enzimas, ADN y lipidos (Figura 7.2). El estrés
oxidativo desempefia un papel significativo en el desarrollo de enfermedades degenerativas
cronicas (Dai & Mumper, 2010).

Las antocianinas, en particular, presentan un potencial quimiopreventivo
considerable debido a sus propiedades antioxidantes (Kampa et al., 2007), ya que pueden
inhibir el dafio oxidativo celular inducido por carcinégenos y toxinas. Por ejemplo, las
antocianinas presentes en las bayas y el vino han demostrado reducir el estrés oxidativo
asociado con el envejecimiento y mejorar las funciones neuronales y cognitivas (Bagchi et
al., 2004). En general, las antocianinas protegen la integridad del ADN y elevan los niveles
antioxidantes en los tejidos.

Las propiedades antioxidantes de las antocianinas (Bowen-Forbes et al., 2010; Li et
al., 2015) se deben a: 1) Su capacidad para neutralizar ROS, en particular el peréxido de
hidrégeno (Wang & Jiao, 2000). 2) Su habilidad para descomponer peréxidos y formar
productos no radicalarios, como alcoholes. 3) La inhibicién de la formacién de ROS/RNS
mediante la supresién de ciertas enzimas y la quelaciéon de metales traza que participan en
la generacion de radicales libres (Cotelle, 2001; Kong et al., 2003; Dai & Mumper, 2010;
Miguel, 2011), lo cual ayuda a prevenir la aparicién de tumores (Shih et al., 2007; Yi et al.,
2010; Lin et al., 2017).

Cabe mencionar que, debido a su alta reactividad, los radicales libres son
extremadamente inestables y tienen un tiempo de vida breve. Su presencia en los
organismos vivos es posible gracias a su compartimentalizacion a nivel celular (Thankam
Finosh & Jayabalan, 2013). Asi, el H20, se produce como el principal subproducto del
metabolismo celular, favorecido termodindmicamente debido a su potencial redox positivo.
Las antocianinas intervienen eliminando el H;0- de las células, mayormente a través de la
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reaccion de Fenton, lo cual concuerda con el mecanismo propuesto para esta reaccion
(Vitale et al,, 2016).

Fuentes exdgenas
(tabaco, radiaciones, ozono, luz
solar, xenobioticos, aditivos}

Metabelismo celular Envejecimiento y
(mitocondrias, microsomas) ( enfermedades por la edad
ANTIOXIDANTES Enzimas superéxido-dismutasa (50D},

catalasa, vitamina C, vitamina E, glutation

Dafios a proteinas, ADN,
lipidos e hidratos de carbono

v

| MUERTE CELULAR |

Figura 7.2. Estrés oxidativo y accién de antioxidantes endogenos y exdgenos.

Numerosos estudios han comprobado los efectos antioxidantes de las antocianinas en
diferentes lineas celulares, como células de colon (Parry et al., 2006; Renis et al., 2007),
endoteliales (Bagchi et al., 2004), hepaticas (Meyers et al., 2003; Shih et al., 2007), de mama
(Olsson et al., 2004; Singletary et al., 2007), leucémicas (Feng et al., 2007) y queratinocitos
(Afaq et al., 2007). En estos estudios, las antocianinas han mostrado efectos antitéxicos y
anticancerigenos, tales como: captura de ROS, induccién de la expresion de enzimas
detoxificantes de fase II, reduccion de aductos oxidativos en el ADN, disminucion de la
peroxidacion lipidica, inhibicién de la mutagénesis por toxinas ambientales y carcinégenos,
y reduccion de la proliferacion celular mediante la modulacién de las vias de sefializacion
celular (Wang & Stoner, 2008; Lin et al., 2017).

Un ejemplo relevante es la capacidad de las antocianinas para inducir enzimas
detoxificantes y antioxidantes de fase Il en células en cultivo (Shih et al., 2005), incluidas
aquellas asociadas al glutation, como glutatiéon-reductasa, glutation-peroxidasa y glutation-
S-transferasa. El mecanismo de acciéon de las antocianinas en estos efectos incluye la
activacion del elemento de respuesta antioxidante (ARE, Antioxidant Response Element). El
efecto promotor de las antocianinas sobre la expresion de enzimas de fase Il reguladas por
ARE es fundamental para la defensa celular contra el estrés oxidativo (Shih et al., 2007;
Thoppil et al., 2012).

En conclusiéon, las propiedades antioxidantes de las antocianinas les permiten
proteger a las células humanas de mutaciones malignas en presencia de altos niveles de
ROS, previniendo mutaciones puntuales y ejerciendo asi su efecto antimutagénico. Cabe
destacar que esta actividad depende en gran medida de su estructura quimica, aspecto que
se analiza en el presente estudio.



164 Capitulo 7

7.2.1. Actividad antioxidante y capacidad de captacion de radicales libres de

antocianinas

Se seleccionaron 17 antocianinas y 6 antocianidinas para las que se disponia de datos
experimentales de ensayos antioxidantes (Kidhkoénen & Heinonen, 2003). Las estructuras
quimicas de las antocianinas seleccionadas, de notable complejidad, incluyeron: (a)
antocianidinas (no glicosiladas) como: pelargonidina (1), cianidina (2), delfinidina (3),
peonidina (4), petunidina (5) y malvidina (6); (b) antocianinas: 3-0O-monoglicésidos de
antocianidinas, con monosacaridos (glucosa, galactosa y arabinosa) en la posicion 3 de la
aglicona, como: pelargonidina-3-0-glucésido (7), cianidina-3-0-glucésido (8), delfinidina-
3-0-glucésido (9), peonidina-3-0-glucésido (10), petunidina-3-0-glucésido (11),
malvidina-3-0-glucésido (12); cianidina-3-0-galactésido (13), peonidina-3-0-galactésido
(14), malvidina-3-0-galactésido (15); cianidina-3-0-arabinésido (16), peonidina-3-0-
arabinoésido (17); (c) antocianinas: 3-0-diglicésidos de antocianidinas, con disacarido
(rutinosa = disacarido 6-0-a-L-ramnopiranosil-f-D-glucopiranosa) en la posiciéon 3 de la
aglicona, como: cianidina-3-O-rutinésido (18) y delfinidina-3-0-rutinésido (19); (d)

antocianinas: 3,5-0-diglicésidos de antocianidinas, con monosacaridos (glucosa) en las
posiciones 3 y 5 de la aglicona, como: cianidina-3,5-di-0-glucésido (20) y malvidina-3,5-di-
O-glucosido (21); (e) una antocianina: 3-0-diglicésido-5-0-monoglicésido de antocianidina,
con disacarido (xilosilglucésido = sambubiosa = disacarido 2-0-B-D-xilopiranosil-3-D-
glucopiranosa) en la posicién 3 y monosacarido (galactosa) en la posicién 5 de la
antocianidina, como: cianidina-3-0-sambubidsido-5-0-galactésido (22); y (f) una
antocianina monoacilada: 3-0-monoacildiglicésido-5-0-monoglicésido de antocianidina, con
disacarido monoacilado (cumaroil-xilosilglucésido = (E)-p-cumaroilsambubiésido = 6”-0-
(E)-p-cumaroilsambubidsido) en la posicion 3 y monosacarido (galactosa) en la posicién 5
de la antocianidina, donde el grupo acilo corresponde a un derivado del acido cinamico, p-
cumaroilo, como: cianidina-3-0-(6"-0-(E)-p-cumaroil)sambubidsido-5-0-galactésido (23).
Para fines comparativos se incluyeron antioxidantes bien conocidos, como el acido
ascorbico, a-tocoferol y Trolox; tres acidos fendlicos: acido galico, acido cafeico y acido
clorogénico; y tres flavonoides: quercetina, rutina y catequina (Bentz et al., 2017).

La actividad antioxidante de las antocianidinas y sus derivados glicosilados fue
evaluada en tres medios lipidicos distintos: aceite emulsionado y en fase a granel (linoleato
de metilo, MeLo) mediante ensayos in vitro y en LDL de origen humano, conocidas como
colesterol malo, en un ensayo ex vivo. Las concentraciones aplicadas fueron de 250 pM, 25
UM y 50 puM para cada inhibidor en los respectivos medios. Asimismo, se estudid la
capacidad de captacién de radicales libres de estos compuestos frente al radical 1,1-difenil-
2-picrilhidrazilo (DPPH?®).

7.2.2. Desarrollo de los modelos QSAR para la actividad antioxidante

Se desarrollaron Relaciones Cuantitativas Estructura-Actividad (QSAR) con el
objetivo de predecir el porcentaje de inhibicidn de la formacién de productos de oxidacion
(% I) cuando los inhibidores se afiadieron a diferentes concentraciones. Para representar
las estructuras de las antocianinas, se utilizaron descriptores moleculares independientes
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de la conformacion, reflejando su naturaleza constitucional y topolégica. La principal
ventaja de prescindir de las conformaciones moleculares es que la Unica informacién
experimental necesaria para construir los modelos QSAR es la actividad bioldgica de interés,
en este caso la actividad antioxidante (Duchowicz et al., 2012, 2014; Ortiz et al., 2017;
Aranda et al.,, 2017; Duchowicz, 2018). Asi, no se requiere informacién experimental
adicional a nivel microscopico, como la obtenida de datos cristalograficos por rayos-X, los
cuales muchas veces son desconocidos. Esto permite establecer un modelo QSAR basado en
la minima informacién experimental imprescindible (actividad biol6gica experimental, %
1), lo que hace que los estudios QSAR independientes de la conformacién sean sumamente
utiles para una amplia variedad de sistemas quimicos.

Las estructuras moleculares de las 17 antocianinas y 6 antocianidinas fueron
generadas en formato MDL (Method Detection Limit) .mol (V2000) utilizando el software
gratuito ACD/ChemSketch (2019). Posteriormente, se calcularon 46.994 descriptores
linealmente independientes mediante herramientas de acceso libre.

El programa Pharmaceutical Data Exploration Laboratory (PaDEL) version 2.20
(2019) permiti6é calcular descriptores moleculares tipo 0D-2D, junto a diversas huellas
dactilares o fingerprints (representacion abstracta de las caracteristicas estructurales de
una molécula).

Por otro lado, mediante el software Molecular Descriptors from 2D Structures (Mold?)
(Hong et al., 2008) se obtuvieron descriptores moleculares 1D-2D de facil interpretacion,
mientras que descriptores mas complejos fueron obtenidos utilizando el software
Quadratic, Bilinear and N-Linear Map$S (QuBiLS-MAS) (Valdes-Martini et al., 2012) mediante
el modulo Graph-Theoretic Electronic Density Matrices and Atomic Weightings (MAS) de la
plataforma gratuita ToMoCoMD-CARDD, los cuales reflejan exclusivamente las
caracteristicas constitucionales y topoldgicas de las moléculas estudiadas.

Mediante el programa Estimation Programs Interface (EPI) Suite (2018), se
obtuvieron estimaciones de propiedades fisicas, quimicas y de caracter ambiental,
codificadas en descriptores moleculares.

Por ultimo, se calcularon descriptores basados en la densidad de carga atémica que
codifican informacién electréonica y estructural relevante para la quimica de las
interacciones intermoleculares, mediante el software RECON (Lavine et al., 2003).

Las moléculas en este estudio fueron divididas en un conjunto de calibracion (cal) para
la seleccion de descriptores y el ajuste de pardmetros en la regresion lineal multivariable
(MLR, Multivariable Linear Regression), y en un conjunto de validacion externa (val) para
evaluar la capacidad predictiva del modelo final. Para esta division se utiliz6 la técnica de
Subconjuntos Balanceados (BSM, Balanced Subsets Method) (Rojas et al., 2015). Ademas de
la validacion externa, cada modelo fue sometido a una validacién tedrica mediante la técnica
de validacidn cruzada de "Dejar-Uno-Afuera" (LOO, Leave One Out) (Gramatica, 2007).

La seleccion de descriptores afecta directamente la precision, complejidad y
capacidad predictiva de los modelos QSAR/QSPR. La estrategia mas sencilla empleada fue
MLR, en la que se eligen unos pocos descriptores que mejor predicen la propiedad de
interés. Dado que la seleccion de descriptores es un proceso complejo, se utilizé el Método
del Reemplazo (RM, Replacement Method) (Duchowicz et al, 2006 a), un algoritmo
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matematico desarrollado por nuestro grupo de investigacion, que selecciona los mejores
descriptores minimizando la raiz cuadrada del error cuadratico medio (RMSE, Root Mean
Square Error) del conjunto de calibracidon. Este enfoque permite obtener soluciones
aproximadas que, en algunos casos, coinciden con las soluciones exactas (evaluacién
exhaustiva de todas las combinaciones de variables) y, en otros casos, son muy cercanas
(Duchowicz et al., 2006 a; Mercader et al., 2010, 2011). Todos los algoritmos de Matlab
utilizados fueron desarrollados por nuestro grupo y estan disponibles bajo solicitud.

Finalmente, tras identificar la mejor solucién, la capacidad del modelo se evalué
utilizando técnicas de validacion cruzada y validacién externa, asi como el analisis del
dominio de aplicabilidad, para confirmar que el modelo alcanzado sea aceptable y robusto.

7.2.3. Resultados y Discusion

La Tabla 7.2 proporciona una descripciéon resumida de los descriptores moleculares
mas representativos seleccionados entre los 46.994 descriptores linealmente
independientes disponibles. Estos descriptores son esenciales en las diferentes relaciones
cuantitativas estructura-actividad antioxidante de las 23 antocianinas analizadas.

Tabla 7.2. Breve descripcion de los descriptores de los modelos QSAR.

Tipo de
& ] Simbolo Descripcion
descriptor
Klekota Roth KR1653 Presencia de fenol disustituido en posicién 2,5
qub1l, qub2, qub3, indices matematicos obtenidos de formas algebraicas de tipo
QuBiLS-MAS qub4, qub5, qubé, cuadratica, bilineal y lineal, basados en matrices de la teoria
qub7, qub8 de Grafos y pesos atdmicos
Bader SIKA8 Descriptor topoldgico de la teoria de Bader
Electrotopolégico minHBint4 Minimo descript_or clie estado-E de fuerza par:.a potenciales
enlaces hidrégeno de trayecto de longitud 4
Mold2 D197 Indice electrotopolégico

Autocorrelacion de Geary de orden 4-pesado por voliumenes

D458
Autocorrelacién de van der Waals
2D Autocorrelacion de Geary de orden 6-pesado por
GATSé6p o
polarizabilidades
Indice basado en el autovector tipo Randic de la matriz de
VR1.Dzm
Barysz / pesado por la masa
Matriz de Barysz ;
Indice basado en el autovector tipo Randic normalizado de la
VR2.Dzs

matriz de Barysz / pesado por el estado-I

A continuacién, se exponen las regresiones lineales de QSAR mas relevantes, las
cuales predicen el porcentaje de inhibicién de formacién de productos de oxidaciéon (% I)
cuando los inhibidores se incorporan a distintas concentraciones. Cada modelo mantiene
una relacién adecuada entre el nimero de moléculas y el numero de descriptores (N4; / d
> 6), evitando asi el sobreajuste de los datos.
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- DPPH’ (17 pM):

Log (% [+100) = - 3,26GATS6p - 0,096qubl1 + 10,47

Neqi = 18; RZ, = 0,87; RMSE 4 = 0,04; 02 = 0; R% 4, = 0,82

N,y =5; R%,; = 0,45; RMSE ,,; = 0,04; R%, = 0,81; RMSE,,, = 0,04

- MeLo emulsionado (50 uM):

Log (% [+100) = 3,07x10-*VR1.Dzm - 0,027VR2.Dzs - 0,26qub2 + 5,20

N.q = 18; R%,, = 0,93; RMSE,, = 0,11; 02 = 0; R, .. = 0,69

ijmax

Nyg = 5; RZ, = 0,35, RMSE,,,; = 0,11; R, = 0,90; RMSE,,, = 0,14

- MeLo emulsionado (250 pM):

Log(%I+100) = 0,10KR1653 + 0,71qub3 - 0,27qub4 + 1,16

N.q = 18; R%,, = 0,78; RMSE,; = 0,05; 02,5 = 0; R%. = 0,53

ijmax

Nyq = 5; R2,, = 0,68; RMSE,,; = 0,05; R2,, = 0,71; RMSE),, = 0,06

- LDL humano (2,5 pM):

Log(%I1+100) = - 0,19qub5 + 9,44

N.g = 10; RZ,, = 0,88; RMSE,; = 0,06; 02 =0

Nyo = 2; R2,, = 1,00; RMSE,,; = 0,06; R, = 0,81; RMSE,,, = 0,07

- LDL humano (10 pM):

Log(%I+100) = 1,89qub6 - 1,89x105qub7 - 6,71x10-2qub8 + 13,84

N.q = 18; R2,, = 0,83; RMSE,; = 0,20; 02,5 = 0; R%,_. = 0,72

ijmax

Nyq = 5; R2,, = 0,76; RMSE,,; = 0,24; R2, = 0,71; RMSE),,, = 0,26
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(Ec. 7.5)
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- LDL humano (25 uM):

Log(%I+100) = 0,15minHBint4 - 5,18x10-*D197 + 6,92x10-3SIKA8 + 4,29

(Ec.7.7)
Ncq = 18; Ry = 0,87; RMSE 4 = 0,13; 03 = 0; Rf; 4, = 0,85
N,q =5; R%,, = 0,45; RMSE ,,; = 0,16; R%, = 0,78; RMSE,, = 0,16
- MeLo a granel (50 pM):
Log(%I+100) = 2,61D458 + 3,42
(Ec. 7.8)

N =9; R%,;=0,79; RMSE ;= 0,13;02 =0
N,q = 2; R%,, =1,00; RMSE ,;; = 0,09; R, = 0,70; RMSE,, = 0,15

En estas ecuaciones, R? representa el coeficiente de correlacién lineal, N, indica el
numero de moléculas de calibracién con un residuo superiora m. RMSE ., donde RMSE

2

es la desviacion estandar de calibracion, y R4, sefiala la correlacion maxima entre pares

de descriptores.

Los descriptores moleculares en las Ecuaciones (7.2 - 7.8) predicen de manera
confiable el potencial antioxidante. La Figura 7.3 muestra una tendencia lineal al graficar
la actividad antioxidante predicha frente a la actividad experimental, lo que respalda la
precision de cada modelo. La colinealidad maxima entre pares de descriptores (Rizjméx) no
resulta significativa en las Ecuaciones (7.2 - 7.8), 1o que indica que cada descriptor incluido
en la regresion lineal es necesario para la prediccion de la bioactividad.
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Figura 7.3. Predicciones de la actividad antioxidante segtiin los modelos QSAR de las Ecuaciones
(7.2 -7.8).
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La Figura 7.4 presenta los graficos de dispersion de residuos para los modelos QSAR,
donde los datos se distribuyen de manera aleatoria alrededor de la linea de cero, lo cual

sugiere la ausencia de errores sistematicos en el modelado. Aunque el patrén mostrado en
estos graficos no permite una conclusién definitiva debido a la cantidad limitada de
observaciones (N = 23), se decidié no eliminar ninguna estructura quimica con alto residuo,

de modo que todas las moléculas del conjunto puedan ser analizadas y predichas. Ademas,

ningtin modelo presenta residuos superiores a 3 veces S, (03), lo que indica que no existen
moléculas con comportamientos anémalos en las relaciones estructura-actividad.
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Figura 7.4. Graficos de dispersién de residuos para los modelos propuestos.

La capacidad predictiva de estos modelos QSAR para la actividad antioxidante es
adecuada, como lo indica el parametro RMSE,;, el cual es comparable o menor que RMSE .
en las Ecuaciones (7.2 - 7.8). Esto confirma que las antocianinas del conjunto de validacion
externa son correctamente predichas por los modelos basados inicamente en el conjunto
de calibracién. Cabe mencionar que el parametro R2,; no es considerado relevante en este
analisis debido al limitado nimero de moléculas de validacién utilizadas (N,,; < 5).

Ademas de contar con un conjunto de validacién, cada modelo fue validado
tedricamente mediante la técnica de validacién cruzada ‘Dejar-Uno-Afuera’ (LOO). Los
parametros R, y RMSE,, revelan que las Ecuaciones (7.2 - 7.8) son estables al remover
cualquier molécula del conjunto de calibracién y recalcular el modelo con las restantes,
manteniendo los mismos descriptores.

Un modelo QSAR predictivo sélo puede realizar predicciones confiables para
moléculas dentro de su dominio de aplicabilidad (AD), evitando asi predicciones no
confiables por extrapolacion (Gramatica, 2007; Roy et al., 2015). En este estudio, el AD se
evalia mediante el parametro de influencia (h) (Eriksson et al., 2003); la prediccién de una
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molécula de validacién se considera confiable si su influencia es menor a la influencia limite
(h*). En la Figura 7.5 se observa que las antocianinas de validacién en las Ecuaciones (7.2
- 7.8) estan dentro del AD de cada modelo, lo que asegura la fiabilidad de sus predicciones.

Los descriptores moleculares empleados en los modelos QSAR de este trabajo son
independientes de la conformacion, y reflejan Gnicamente aspectos constitucionales y
topoldgicos. Aunque muchos de estos descriptores son abstractos y carecen de una
interpretacion fisica directa (Tabla 7.2), los modelos resultan utiles como guias QSAR para
la sintesis de nuevas estructuras antioxidantes, siempre que las antocianinas en cuestion
pertenezcan a los dominios de aplicabilidad de los modelos desarrollados.

Por ejemplo, en el modelo QSAR de la Ecuaciéon 7.2 para DPPH* (17 uM), los
inhibidores cuyas estructuras presenten valores bajos en los descriptores GATS6p y qub1
mostrarian mayor actividad antioxidante predicha. Esto se debe a que los descriptores en
las Ecuaciones (7.2 - 7.8) tienen valores positivos, y la contribucién de cada descriptor a la
actividad predicha depende del signo y la magnitud de su coeficiente de regresion.
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MeLo a granel (50 pM)
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Figura 7.5. Residuos estandarizados en funcién del parametro de influencia. Se indica la influencia

limite.

7.2.4. Conclusiones de los modelos QSAR obtenidos para la actividad antioxidante

En el presente estudio se desarrollaron siete modelos basados en relaciones
cuantitativas estructura-actividad (QSAR) para evaluar la capacidad antioxidante de
diversas antocianinas en tres tipos de medios lipidicos: aceite emulsionado y en fase a
granel (MeLo) y en lipoproteinas de baja densidad (LDL) de origen humano, a

concentraciones de inhibidor de 250 uM, 25 uM y 50 uM. Ademas, se evalué la capacidad de
captacion de radicales libres de estas moléculas frente al radical 1,1-difenil-2-picrilhidrazilo
(DPPH").

Los modelos QSAR generados, por primera vez, para los diferentes ensayos

antioxidantes demostraron una capacidad predictiva adecuada, lo cual permite su uso para

predecir la actividad antioxidante de antocianinas cuyo valor experimental no se haya
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determinado. Estos modelos se fundamentan exclusivamente en descriptores
constitucionales y topoldgicos de las estructuras moleculares, lo cual facilita su calculo.

Los resultados obtenidos en este trabajo permiten: 1 establecer relaciones
estructura-actividad satisfactorias para la prediccion de propiedades antioxidantes
mediante el uso de descriptores moleculares; 2 interpretar algunos de los fenémenos
observados a nivel molecular; y 3 demostrar el potencial de los estudios QSAR para el
disefio de nuevas moléculas con propiedades antioxidantes optimizadas. Sin embargo,
resulta necesario proponer y desarrollar continuamente nuevas herramientas
computacionales capaces de evaluar la capacidad antioxidante en un mayor nimero de
conjuntos moleculares, dada la estrecha relacion existente entre los procesos oxidativos y
diversas enfermedades cronicas.

7.3. Analisis QSAR de la actividad antimutagénica por medio de la
modulacion del citocromo P4503A4 (CYP3A4)

La familia de proteinas del citocromo P4so (CYP estd ampliamente distribuida en
todos los reinos de la vida, desde bacterias, arqueas y virus hasta plantas y animales
superiores. Estas proteinas metabolizan una gran variedad de sustratos, tanto enddgenos
como exdgenos, incluyendo compuestos producidos por el metabolismo celular y sustancias
externas como aminas biogénicas (Sanchez-Jiménez et al, 2013, agentes citostaticos
(Evteev et al, 2006y esteroides (Yamazaki et al., 1998. Las CYP, que son monooxigenasas
que contienen un grupo hemo, catalizan multiples reacciones quimicas como hidroxilacion,
epoxidacion, oxidacién, reduccién, desaminacién, deshalogenacién, desalquilacién,
deshidrogenacion y desmetoxigenacion (Ortiz de Montellano & De Voss, 2005; Gillam &
Hunter, 2007.

Entre las isoformas humanas, CYP3A4 es la mas abundante y estd presente
principalmente en el higado, donde metaboliza, total o parcialmente, entre el 45% y 60% de
los farmacos clinicamente utilizados (Li et al.,, 2018. Por ello, la regulacion de su expresion
y actividad resulta de gran relevancia clinica (Zanger & Schwab, 2013. Diversos
flavonoides, incluidas las proantocianidinas (Lobayan et al, 2009 y los biflavonoides
(Mercader & Pomilio, 2011, presentes en frutas, verduras y suplementos dietarios, han
mostrado la capacidad de modificar la actividad del sistema CYP (Miron et al., 2017,
alterando asi la farmacodinamia y farmacocinética de numerosos farmacos comerciales
(Moon et al., 2006; Dreiseitel et al., 2008.

Estudios previos han informado que antocianinas y sus derivados, como agliconas y
procianidinas, presentan una inhibicion de CYP dependiente de la concentracién (Dreiseitel
et al., 2008. Asimismo, se ha sugerido que el nimero de fracciones de azlcar en estas
moléculas reduce su efecto sobre CYP3A4, subrayando la necesidad de obtener datos mas
detallados sobre las relaciones estructura-actividad. Por ejemplo, las antocianinas aisladas
de Aronia melanocarpa han demostrado inhibir la actividad mutagénica de compuestos
como o-benzopireno y 2-aminofluoreno en el test de Ames (Gasiorowski et al., 1997),
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evidenciando propiedades antimutagénicas. Ademas, la capacidad de estas moléculas para
inhibir las CYP podria considerarse antimutagénica, dado que estas enzimas estan
implicadas en la carcinogénesis en varios drganos y contribuyen a la toxicidad y al dafio al
ADN.

En este contexto, diversos estudios de modelado (Langowski & Long, 2002; Kirton,
2002 han investigado la relevancia del conjunto de enzimas CYP y su interaccién con
diversas moléculas. Esto ha motivado la busqueda predictiva y selectiva dentro de la familia
de antocianinas, asi como de sus precursores y derivados, de modelos QSAR (Bentz et al.,
2017; Duchowicz et al., 2019 que relacionen la estructura molecular, codificada a través de
descriptores moleculares (Todeschini & Consonni, 2009, con actividades bioldgicas
especificas (Pomilio et al., 2019.

En esta Tesis hemos desarrollado modelos QSAR innovadores, simples y facilmente
interpretables para evaluar una serie de derivados de antocianinas como inhibidores de
CYP3A4. Esto se realiza mediante la comparaciéon de los valores experimentales de la
constante de inhibicidn (K;de CYP3A4 con los obtenidos a partir de modelos predictivos.
Para este proposito, se emple6 analisis de regresién lineal multivariable (MLR, una técnica
ampliamente utilizada en estudios QSAR previos, que permite establecer relaciones
hipotéticas entre las estructuras quimicas y sus actividades bioldgicas (Ortiz et al, 2017;
Fioressi et al.,, 2010.

En este estudio, se desarrollaron modelos QSAR de regresion lineal univariable para
predecir la actividad inhibidora de CYP3A4 en un conjunto molecular compuesto por 16
antocianinas. Posteriormente, se compararon estos modelos con un modelo
QSAR tridimensional (3D QSAR) previamente descrito (Shityakov et al., 2014).

7.3.1. Conjunto molecular en estudio y datos de la actividad inhibitoria
experimental

Se seleccionaron 10 antocianinas y 6 antocianidinas para las que se disponia de
datos experimentales de las actividades inhibitorias de citocromo P450 3A4 (Shityakov et
al, 2014) y se expresaron como el logaritmo decimal negativo de la constante de
inhibicion experimental (pKi), obteniendo los valores de concentracién inhibitoria media
(pIC50) (Selvaraj et al., 2011) de acuerdo con la ecuacion de interaccién enzima-sustrato
de Michaelis-Menten para especies no competitivas. El parametro pKi varia en el intervalo
(3,6030 - 4,9100). Los compuestos seleccionados para este estudio son: cianidina (1),
cianidina-3,5-di-O-glucésido (2), cianidina-3-0-galactésido (3), cianidina-3-0-glucésido
(4), cianidina-3-O-rutinésido (5), delfinidina-3-0-glucésido (6), malvidina-3,5-di-O-
glucésido (7), malvidina-3-0-galactésido (8), malvidina-3-0-glucésido (9), pelargonidina
(10), peonidina (11), petunidina (12), delfinidina (13), malvidina (14), pelargonidina-3,5-
di-O-glucédsido (15), peonidina-3-0-glucésido (16).
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7.3.2. Desarrollo de los modelos QSAR para la actividad antimutagénica

Las estructuras quimicas de las 16 antocianinas se generaron utilizando el software
gratuito ACDLabs/ChemSketch (2019), exportandolas en formato MDL mol (V2000). Para
convertir estos archivos a otros formatos, se emple6 el programa Open Babel para Windows
(2019). En el presente trabajo, se calcularon descriptores moleculares convencionales
independientes de la conformacién a partir de distintas herramientas computacionales,
detalladas a continuacidn.

El programa PaDEL versidn 2.20 (2019), fue utilizado debido a su caracter de codigo
abierto y libre acceso. Este software permite el calculo de 17.536 descriptores moleculares
de tipo 0D-2D, junto con diversas huellas dactilares. Complementariamente, se utiliz6
PyDescriptor (Masand & Rastija, 2017), que calcula un conjunto diverso de 16.299
descriptores moleculares de tipo 1D-2D, los cuales codifican patrones farmacoféricos,
fragmentos atomicos y otras huellas dactilares estructurales.

Ademas, con el software Mold2 (Hong et al., 2008), se calcularon 777 variables
estructurales 1D-2D. Estas fueron generadas a partir de moléculas en formato MDL sdf,
proporcionando descriptores moleculares facilmente comprensibles. Para explorar
descriptores moleculares mas avanzados, se utiliz6 la suite QuBiLs-MAS (Valdés-Martini et
al,, 2017). Este moédulo calcula 67.584 descriptores 2D basados en mapas cuadraticos,
bilineales y lineales, construidos a partir de matrices de densidad electrénica pseudografica
y ponderaciones atémicas, utilizando invariantes como ‘distancia euclidiana’, ‘media
aritmética’ y ‘desviacion estandar’.

Por ultimo, se empled el software que pertenece al programa ISIDA (In Sllico Design
and data Analysis), ISIDA/Fragmentor (2017), para contabilizar atomos y fragmentos
estructurales lineales con longitudes de 2 a 5 4tomos, generando un total de 64 posibles
tipos de fragmentos y &tomos para este conjunto de datos. Todas las moléculas analizadas
se procesaron en formato MDL sdf (Structure Data File).

En total, se exploraron 102.260 descriptores moleculares no conformacionales sobre
los derivados catidnicos de antocianinas. Estos descriptores capturan las caracteristicas
estructurales mas relevantes que influyen en la actividad antimutagénica estudiada,
proporcionando una base robusta para los analisis QSAR realizados en esta Tesis.

El andlisis inicial del conjunto de 102.260 descriptores moleculares no
conformacionales tuvo como objetivo eliminar aquellos que presentaban colinealidad, es
decir, informacidn estructural redundante. Para ello, se identificaron pares de descriptores
linealmente dependientes y se conservo unicamente una variable representativa de cada
par. Este proceso permitié reducir el conjunto a 47.117 descriptores linealmente
independientes, facilitando el analisis posterior.

En el desarrollo de los modelos QSAR, se adopt6 la "regla empirica” (Tute, 1971),
ampliamente aceptada en estudios QSAR con datos experimentales limitados. Segiin esta
regla, es necesario contar con al menos seis observaciones experimentales por variable para
minimizar el riesgo de sobreajuste y evitar correlaciones espureas. Por esta razdn, se opto
por establecer modelos de regresion lineal univariable, identificando los descriptores que
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proporcionaran los menores valores de RMSE o la desviacién estandar (S) en el conjunto de
entrenamiento.

Para construir y validar los modelos, las 16 moléculas de antocianinas se dividieron
en dos subconjuntos: un conjunto de entrenamiento (12 compuestos, 75%), utilizado para
ajustar los modelos, y un conjunto de validacién (4 compuestos, 25%), destinado a evaluar
su capacidad predictiva. Esta division se realizé empleando dos enfoques:

- Método de seleccion aleatoria: Implementado mediante el médulo Strike 1.9
integrado en la suite de modelado molecular Maestro 9.1 (2019), siguiendo la
metodologia descrita por Shityakov y colaboradores (Shityakov et al, 2014).

- Método de Subconjuntos Balanceados (BSM): Propuesto por Rojas et al. (2015)
y desarrollado por nuestro grupo, este método asegura la generaciéon de
subconjuntos equilibrados, de modo que los conjuntos de entrenamiento y prueba
reflejen relaciones estructura-propiedad similares, en lugar de depender de una
seleccidn aleatoria.

Ademads, cada modelo se sometié a validacién tedrica mediante el enfoque de
validacién cruzada LOO, ampliamente utilizado para evaluar la robustez y estabilidad de
modelos predictivos. Adicionalmente, se calcularon parametros de validacion
complementarios segiin las recomendaciones de la literatura especializada (Chirico &
Gramatica, 2012; Roy et al, 2013), asegurando un analisis riguroso y estadisticamente
sélido de los modelos generados.

7.3.3. Resultados y discusion

El conjunto reducido de 47.117 descriptores linealmente independientes fue
analizado para identificar modelos de regresion lineal univariable. Se seleccionaron
aquellos que minimizaban RMSE en el conjunto de entrenamiento. Una vez identificado el
modelo inicial, se evaluaron criterios adicionales, como el RMSE en el conjunto de
validacion, los resultados de validacion cruzada, el nimero de compuestos atipicos y otras
estrategias de validacion tedrica, para garantizar la calidad y confiabilidad del modelo.

Siguiendo la metodologia de particién aleatoria empleada en estudios previos
(Shityakov et al, 2014), se desarrollé un modelo QSAR basado en un descriptor molecular
seleccionado entre los 47.117 disponibles:

(1):

pKi=-0,0029 d; + 5,33

(Ec. 7.9)

N, =12; R?,,=0,97; RMSE ;= 0,07;02,5=0
Nyq = 4; R%,, =0,98; RMSE ,;; = 0,10; R%, = 0,95; RMSE,, = 0,09
RZrana = 0;94’; RMSqna = 0;09; Rz, = 0:86
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Este modelo (1), descrito por la Ecuacidn 7.9, no presenta compuestos atipicos en el
conjunto de entrenamiento con residuos superiores a 2,5 veces S.4; (02,5), como se detalla
en la Figura 7.6 (A).

El modelo fue validado mediante diversas técnicas. La aleatorizacién de la variable
dependiente (Y-randomization) (Riicker et al, 2007) demostr6 que el modelo tiene valores
de RMSE,,; menores que RMSE, 4,4 ¥ R%4q inferiores a R2,;, confirmando que la relacién
establecida entre la estructura molecular y el pK; no es producto de una correlacién
aleatoria. Ademas, la validacion cruzada LOO (Golbraikh & Tropsha, 2002) mostrd
resultados satisfactorios (RZ,, > 0,5),y el indice R2, (Roy etal, 2009) también fue aceptable
(RZ, > 0,5), respaldando la solidez del modelo.
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Figura 7.6. Constantes de inhibicidn predichas y experimentales para diferentes antocianinas
segtn: (A) Ecuacién 7.9; y (B) Ecuacidn 7.10.

El poder predictivo de la Ecuaciéon 7.9 fue evaluado utilizando un conjunto de
validacion externo de cuatro antocianinas. Los resultados indicaron que estas moléculas se
encuentran dentro del dominio de aplicabilidad (AD) del modelo (Eriksson et al, 2003), ya
que sus valores de influencia (h) son menores que el limite de advertencia (h* = 0,5). El
grafico de Williams correspondiente, que relaciona los residuos estandarizados con los
valores de influencia, se presenta en la Figura 7.7.

El descriptor molecular d;, calculado con QuBiLs-MAS, desempeiia un papel clave en
este modelo. Este descriptor, denotado como N2_Q _AB_nCi_2_DS14_T_KA_psa_MAS,
representa un indice cuadratico global no quiral basado en 4tomos de orden 14, calculado a
partir de matrices de densidad electréonica de grafos estocasticos (Valdés-Martini et al,
2017). Aunque su interpretacién quimica permanece oculta tras su definicion algebraica, su
importancia radica en que permite predecir el pKi segtin el signo del coeficiente de regresion
en la Ecuacion 7.9. Valores mayores de d; predicen un menor pK; (mayor potencia
inhibitoria) para antocianinas dentro del AD.
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Figura 7.7. Residuos estandarizados en funcion del parametro de influencia, segin: (A) Ecuacion
7.9;y (B) Ecuacién 7.10. Se indica la influencia limite.

Empleando un método de particién mas racional como BSM (Rojas et al, 2015), se
desarrollé un segundo modelo QSAR descrito por la Ecuaciéon 7.10:

(2):

pKi=0,45d; + 0,84

(Ec.7.10)

N.g = 12; R%,, = 0,99; RMSE,; = 0,05; 03 =0

Nyq =4; R%,, =0,98; RMSE ,,; = 0,09; RZ, = 0,98; RMSE,, = 0,06

val

RZrna = 0;91; RMSqna = 0:13; Rz, = 0:94

Este modelo (2) muestra una calidad estadistica superior a la de la Ecuaciéon 7.9,
como se observa en las predicciones de pK; (Figura 7.6 (B)) y el andlisis del dominio de
aplicabilidad (Figura 7.7 (B)), donde las moléculas del conjunto de validacién permanecen
dentro del AD. Estos resultados subrayan la mejora en la capacidad predictiva y la robustez
estadistica lograda con el método BSM.

Para fortalecer la validez de las Ecuaciones 7.9 y 7.10, se incorporaron parametros
adicionales de validacién propuestos en la literatura, como Q%;, Q%,, Q%s, CCC, R2, R}?, AR,

y R2, cuyos resultados se presentan en la Tabla 7.3. Los valores obtenidos indican un
desempefio estadistico satisfactorio para ambos modelos QSAR.

El descriptor mas relevante identificado para la Ecuaciéon 7.10 fue d;, calculado
mediante el software QuBiLs-MAS y denotado como SD_B_AB_nCi_2_SS1_D_KA_psa-r_MAS.
Este descriptor representa un indice bilineal local y no quiral asociado a donantes de
enlaces de hidrégeno (d&tomos de N y O enlazados con H). Se calcula a partir de la matriz de
densidad electrénica estocastica simple de primer orden de un pseudografo molecular,
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integrando la desviacién estandar como invariante y utilizando tanto el area de superficie
polar topolégica y la refractividad, como pesos atdmicos (Valdés-Martini et al., 2017).

Tabla 7.3. Parametros de validacion para los modelos QSAR obtenidos.

Modelo Q2 Q2, Q% cce R, R2 ARZ, RZ,
(1) ‘ 0,95 0,95 0,94 0,97 0,86 0,83 0,04 0,84

2) ‘ 0,92 0,92 0,96 0,96 0,94 0,91 0,02 0,93

Para la Ecuacién 7.10, se establece una guia QSAR relevante: cuanto menor sea el
valor del descriptor d;, menor sera el pK; predicho, lo que indica una mayor capacidad
inhibitoria para las antocianinas dentro del AD del modelo.

Los resultados de las Ecuaciones 7.9 y 7.10 se compararon con modelos 3D-QSAR
previos basados en los modelos estadisticos de andlisis comparativo de campo molecular
(CoMFA, Comparative Molecular Field Analysis) y andlisis comparativo de indices de
similaridades moleculares (CoMSIA, Comparative Molecular Similarity Indices Analysis)
(Shityakov et al, 2014), cuyos parametros estadisticos se resumen en la Tabla 7.4. Los
modelos desarrollados en este estudio demostraron un mejor desempefio predictivo en el
conjunto de validacién, tanto al emplear particion aleatoria como al utilizar el BSM.

Tabla 7.4. Calidad estadistica de los modelos 3D-QSAR y el presente estudio para predecir la
constante de inhibicion.

Modelo Rirain RMSirqin Riest RMS;es¢

CoMFA+ 0,96 0,08 0,82 0,20

CoMSIA+ 0,95 0,09 0,81 0,20
(1) 0,97 0,07 0,98 0,10
2) 0,99 0,05 0,98 0,09

La principal ventaja del enfoque QSAR independiente de la conformacién empleado
aqui radica en la utilizacién de un gran niimero de descriptores moleculares de tipo 0D-2D,
que se basan exclusivamente en representaciones constitucionales y topoldgicas de las
estructuras quimicas, evitando la necesidad de informacién conformacional (Duchowicz et
al,2015; Arandaetal., 2016; Ortizetal, 2017; Fioressi et al, 2019). Esta estrategia se refleja
en la prediccion precisa de las antocianinas con isomeria, como cianidina-3-0-galactésido y
cianidina-3-0-glucésido, y malvidina-3-0-galactésido y malvidina-3-0-glucésido, todas
dentro del AD.

Aunque las Ecuaciones 7.9 y 7.10 muestran una capacidad predictiva aceptable en
los conjuntos de entrenamiento y prueba, es necesario considerar ciertas limitaciones
inherentes al modelo. El uso de un conjunto reducido de datos experimentales y el analisis
de un elevado ntimero de descriptores incrementan el riesgo de correlaciones aleatorias, a
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pesar de las rigurosas evaluaciones de desempefio realizadas. Por ello, se recomienda
ampliar la base de datos experimental en futuros estudios para fortalecer los modelos QSAR
desarrollados y mejorar la comprensidn de la inhibiciéon de la actividad antimutagénica
debida a antocianinas.

7.3.4. Conclusiones de los QSAR obtenidos para la actividad antimutagénica

El uso de diversas herramientas gratuitas para el calculo de descriptores moleculares,
que han demostrado ser efectivas en un conjunto especifico de datos, constituye un recurso
invaluable paralos estudios QSAR. Asimismo, la implementacién de una particién adecuada
del conjunto molecular, que tenga en cuenta las relaciones estructura-actividad en los
conjuntos de entrenamiento y prueba, contribuye significativamente a mejorar la calidad
estadistica de los modelos QSAR desarrollados.

En este trabajo, por primera vez, el analisis de 102.260 descriptores moleculares no
conformacionales mediante modelos de regresion lineal univariable ha demostrado una
capacidad predictiva superior en el conjunto de validacién, en comparaciéon con técnicas
mas avanzadas como CoMSIA y CoMFA. Si bien algunos descriptores moleculares pueden
carecer de una interpretacién quimica directa debido a su naturaleza matematica compleja,
su valor radica en la capacidad predictiva, permitiendo establecer guias QSAR. Estas guias
resultan fundamentales para orientar la sintesis de nuevas antocianinas con niveles
predichos de actividad antimutagénica alta o baja.

7.4. Analisis QSAR de la actividad anticarcinogénica evaluada en
la linea celular MCF-7

El cancer de mama es el tipo de cdncer mas frecuente entre las mujeres,
representando alrededor del 24,5% de los casos nuevos de cancer en 2020 y siendo
responsable de mas de 680.000 muertes anuales a nivel mundial (Sung et al,, 2021). Afecta
tanto a mujeres como a hombres, aunque en estos dltimos es mucho menos comun,
representando sélo alrededor del 1% de los casos (Bray et al., 2012). A pesar de los avances
significativos en el diagnéstico temprano y los tratamientos, incluyendo cirugia,
quimioterapia, radioterapia y terapias hormonales, la mortalidad asociada al cancer de
mama sigue siendo elevada, especialmente en paises con menor acceso a atenciéon médica
(DeSantis et al, 2019; Mao et al, 2022). Los desafios actuales incluyen la resistencia al
tratamiento y los efectos secundarios severos, lo que subraya la necesidad de desarrollar
terapias mas efectivas y menos tdxicas (Siegel et al., 2022).

En este contexto, los compuestos naturales, como los flavonoides, han ganado una
atencion significativa debido a sus efectos antioxidantes y anticarcinogénicos (Cheynier et
al., 2015; Khoo et al., 2017; Mitra et al., 2022; Shi et al., 2024). La actividad antioxidante de
los flavonoides ayuda a neutralizar los radicales libres y otras ROS como el peroxido de
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hidrégeno, todas especies quimicas altamente reactivas que se generan en los procesos
metabolicos normales y que pueden causar dafio celular, contribuyendo al desarrollo de
diversas enfermedades crénicas, como cancer, enfermedades cardiovasculares y
neurodegenerativas (Valko et al,, 2007; Phaniendra et al., 2015; Pizzino et al., 2017; Teles et
al., 2018). Cuando esta presente en exceso, el canferol, como flavonol, muestra propiedades
antioxidantes en condiciones cobre (Cu)-Fenton (Simunkova et al., 2021). Se ha demostrado
que el canferol es eficaz en el tratamiento de canceres de mama, es6fago, cuello uterino,
ovario e higado, asi como en la leucemia, probablemente debido a las propiedades pro-
oxidantes de los complejos Cu-canferol y la activacion de vias pro-apoptoéticas. Por lo tanto,
los flavonoides son moléculas adecuadas para la prevencion o el tratamiento de afecciones
médicas relacionadas con el estrés oxidativo, que implican un metabolismo alterado de
metales redox como el cobre, tales como la enfermedad de Menkes y los trastornos
neurolégicos, incluida la enfermedad de Alzheimer (Simunkova et al., 2021).

Dentro de los flavonoides, las antocianinas y sus agliconas, las antocianidinas (He &
Giusti, 2010), no s6lo sirven para el tratamiento de enfermedades crénicas como la obesidad
y la osteoporosis (Pomilio et al., 2024), sino también han demostrado ser particularmente
efectivas en la prevencién y tratamiento del cancer a través de diversos mecanismos
moleculares, tales como la induccién de apoptosis, la inhibicién de la angiogénesis y la
reduccion de la proliferacion celular (Hou et al.,, 2005; Lin et al., 2017; Rabelo et al., 2023).
El estrés oxidativo, causado por la produccién excesiva ROS y la disminucién de los sistemas
antioxidantes endodgenos, esta estrechamente vinculado al desarrollo de diversas
patologias, incluido el cancer (Valko et al., 2007; Halliwell, 2012). Se ha demostrado que las
antocianinas, tienen la capacidad de reducir el estrés oxidativo al neutralizarlos, lo que
podria ser una de las bases de su actividad anticarcinogénica (Khoo et al., 2017; Mattioli et
al., 2020). Ademas, estudios recientes sugieren que estos compuestos no sélo actiian como
antioxidantes, sino que también influyen en diversas vias de sefializacidn celular, modulan
la expresién génica y afectan el microambiente tumoral (Lin et al., 2017; Shi et al,, 2021;
Rabelo et al., 2023).

Hemos extendido nuestro enfoque QSAR al andlisis de la actividad anticarcinogénica
de flavonoides, particularmente antocianinas y antocianidinas, en la linea celular de cancer
de mama MCF-7 (Michigan Cancer Foundation-7). Esta linea celular es muy utilizada en
estudios preclinicos debido a su capacidad para retener caracteristicas especificas del
cancer de mama, incluyendo la expresién de receptores hormonales y la respuesta a agentes
quimioterapéuticos (Soule et al., 1973). Utilizando el ensayo colorimétrico de viabilidad
celular MTT (bromuro de 3-(4,5-dimetiltiazol-2-il)-2,5-difeniltetrazolio) a 48 y 72 horas,
hemos correlacionado diversos descriptores moleculares con la actividad anticarcinogénica
de los compuestos, con el objetivo de identificar nuevas moléculas con potencial terapéutico
para el tratamiento del cAncer de mama (Mosmann, 1983).
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7.4.1. Conjunto molecular en estudio y datos de la concentracion inhibitoria

media (ICs0) experimental

Se realizé una busqueda exhaustiva en diversas bases de datos cientificas para
seleccionar un grupo de 40 antocianinas, compuestos relacionados de la familia de los
flavonoides y moléculas de estructura similar, con el fin de evaluar su actividad antitumoral
frente a la linea celular de cdncer de mama MCF-7. Considerando los aspectos
experimentales del ensayo para la evaluaciéon de la actividad, los compuestos fueron
divididos en dos conjuntos de datos. El primer conjunto incluyé 23 moléculas, analizadas
tras un tiempo de incubacién de 48 horas (p1) (Zhang et al.,, 2005; Vareed et al., 2006; Liu
et al, 2012; Ranganathan et al, 2015; Sudha et al, 2018; Goodarzi et al, 2020;
Santhanakrishnan et al, 2020; Aghaei et al., 2021), mientras que el segundo conjunto,
conformado por 17 moléculas, fue evaluado tras 72 horas de incubacién (p2) (Grigalius &
Petrikaite, 2017; Ye et al., 2022). Los compuestos que integran p1 son: malvidina (1),
pelargonidina (2), delfinidina (3), petunidina (4), delfinidina-3-0-glucésido (5), delfinidina-
3-O-rutinésido (6), 5-hidroxi-3’,4’,7-trimetilflavona (7), quercetina (8), 5,7,4’-trihidroxi-
3,6,3’-trimetoxiflavona-7-0-glucésido (9), 3,5,7,4’-tetrahidroxi-6,3’-dimetoxiflavona-7-0-
glucosido (10), apigenina-7-0-acetilglucésido (11), apigenina-7-0-acetillactésido (12),
apigenina-7-0-lactésido (13), acacetina-7-0-acetilglucésido (14), 4’-O-bencilapigenina-7-

O-acetilglucosido (15), luteolina (16), luteolina-7-0-glucésido (17), apegenina-7-0-
glucodsido (18), cuminoide A (19), a-mangostina (20), 3,6-diacetil-a-mangostina (21), y-
mangostina (22) y 3,6,7-triacetil-y-mangostina (23). Por otro lado, los compuestos que
integran p2 son: 3’,4’-dihidroxiflavonol (24), 3,3’,6-trihidroxiflavona (25), 3,3’,7-
trihidroxiflavona (26), 3,4’,7-trihidroxiflavona (27), 3’,4’,5-trihidroxiflavona (28), 2’,5,7-
trihidroxiflavona (29), 2’,3’,6-trihidroxiflavona (30), 3’,4’,6-trihidroxiflavona (31), 3’,6,7-
trihidroxiflavona (32), 2’,7,8-trihidroxiflavona (33), 4’,7,8-trihidroxiflavona (34),
apigenina (35), baicaleina (36), 5-hidroxinoracronicina (37), 1,6-dihidroxi-2,3,4-trimetoxi-
9(10H)-acridona (38), 3’4’5,6,7,8-hexametoxiflavonol (39) y 5-hidroxi-4’,6,7,8-
tetrametoxiflavanona (40).

Para obtener una mejor distribucién de los datos experimentales, los valores de ICsg
(concentracién inhibitoria media) se transformaron a unidades logaritmicas naturales,
logrando que los valores de In (ICs¢) oscilaran entre 1,05 y 5,14.

7.4.2. Desarrollo de los modelos QSAR para la actividad anticarcinogénica

Las estructuras de las moléculas fueron dibujadas utilizando el software gratuito
ACDLabs/ChemSketch (2019) en formato MDL mol (V2000). Posteriormente, todas las
conversiones de formato de archivo se llevaron a cabo utilizando el software Open Babel
para Windows (2019). En el presente trabajo, se calcularon descriptores moleculares
convencionales independientes de la conformacién a partir de distintas herramientas
computacionales, detalladas a continuacién.
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El programa PaDEL versién 2.20 (2019), fue utilizado debido a su caracter de cddigo
abierto y libre acceso. Este software permite el calculo de 17.536 descriptores moleculares
de tipo 0D-2D, junto con diversas huellas dactilares.

Ademas, con el software Mold2 (Hong et al., 2008), se calcularon 777 variables
estructurales 1D-2D. Estas fueron generadas a partir de moléculas en formato MDL sdf,
proporcionando descriptores moleculares facilmente comprensibles.

Se emple6 el software ISIDA/Fragmentor (2017) para contabilizar atomos y
fragmentos estructurales lineales con longitudes de 2 a 5 &tomos, generando un total de 254
posibles tipos de fragmentos y 4tomos para este conjunto de datos. Todas las moléculas
analizadas se procesaron en formato MDL sdf. Complementariamente, se generaron 3.072
descriptores moleculares observando los aspectos estructurales de las moléculas
analizadas en los dos conjuntos moleculares.

Por ultimo, se utiliz6 el software MD-LOVIs 1.0 (Molecular Descriptors from Local
Vertex Invariants and Related Maps) para el calculo de 48.400 descriptores moleculares a
partir de LOVIs (Local Vertex Invariants) o vectores ponderados atémicos (Martinez-Lopez
etal, 2020).

En total, se exploraron 70.039 descriptores moleculares no conformacionales paralos
conjuntos pl y p2. Estos descriptores capturan las caracteristicas estructurales mas
relevantes de las antocianinas, flavonoides y moléculas estructuralmente relacionadas, que
influyen en la actividad anticarcinogénica estudiada, permitiendo el desarrollo de los
modelos QSAR.

Se eliminaron las variables no informativas, como los descriptores repetidos
(colineales), los descriptores que tienen un tnico valor no constante y los descriptores con
valores faltantes. Esto da como resultado D=32.185 descriptores para pl y D=29.259
descriptores para p2.

Debido a que los estudios QSAR suelen trabajar con conjuntos de datos limitados, la
"regla empirica" (Tute, 1971) sugiere que es necesario contar con al menos seis
observaciones experimentales por variable para evitar el sobreajuste y la correlacion
espuria. Para cumplir con esta recomendacién, se optdé por desarrollar modelos de
regresion lineal multivariable, seleccionando los descriptores mas relevantes mediante la
minimizacién de RMSE y la desviacién estandar (S) del modelo.

El conjunto pl de 23 moléculas se dividi6 en dos grupos: un conjunto de
entrenamiento (19 compuestos, 82% del total) para el ajuste del modelo, y un conjunto de
validaciéon (4 compuestos, 18% del total) para la validacién. De manera similar, en el
conjunto p2, formado por 17 moléculas, se emplearon 14 compuestos (82%) para el
conjunto de entrenamiento y 3 compuestos (18%) para el conjunto de validacién. La divisién
de los conjuntos se llevo a cabo utilizando BSM (Rojas et al, 2015). Este procedimiento
asegura que los subconjuntos generados sean representativos del conjunto total,
manteniendo relaciones estructura-actividad similares entre los datos de entrenamiento y
validacion.

La seleccidén de los descriptores moleculares se realiz6 con el Método del reemplazo
(RM, Replacement Method), lo que permitié desarrollar modelos de regresion lineal
multivariable (Duchowicz et al, 2006). Este enfoque facilité la identificacién de los
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descriptores mas relevantes entre los 32.185 y 29.259 disponibles para pl y p2
respectivamente, optimizando los valores de RMSE y desviacién estandar (S) para el
conjunto de entrenamiento. Ademas de utilizar un conjunto de validacién independiente, se
validaron los modelos mediante validacién cruzada LOO (Golbraikh & Tropsha, 2002; Wold
etal, 2008; Roy et al.,, 2016).

7.4.3. Resultados y discusion

Para las actividades p1 y p2, se seleccionaron inicialmente 32.185 y 29.259
descriptores moleculares respectivamente. A partir de estos, se identificaron los mejores
modelos de regresion lineal univariables mediante la minimizacién de RMSE en el conjunto
de entrenamiento. Este andalisis preliminar permitié identificar los descriptores mas
relevantes, optimizando inicialmente los valores de RMSE. Posteriormente, se establecieron
diversos criterios para evaluar los modelos resultantes, con el objetivo de seleccionar el
modelo lineal mas adecuado para cada actividad.

Entre los criterios de evaluacidn considerados se incluyen: el valor del RMSE en el
conjunto de validacidn, los resultados obtenidos a través de la validacién cruzada (LOO), el
ndmero de compuestos considerados como outliers (0), y otros parametros de validacién
tedrica que aseguran la robustez de los modelos. Este proceso de optimizacién condujo a la
seleccién de modelos QSAR multivariables, compuestos por tres descriptores para p1y dos
descriptores para p2, seleccionados entre los descriptores moleculares no
conformacionales disponibles:

p1 (48h):
pKi=0,0754 d; - 4,95 d, + 14,61 d3 + 5,51
(Ec. 7.11)
Near = 19; RZy; = 0,88; RMSE 4 = 0,42; 02,5 = 0; R4, = 0,56
Nyq =4; R%, = 0,95; RMSE ,,; = 0,50; RZ, = 0,81; RMSE,, = 0,53
p2 (72h):
pKi=29,57 ds + 0,48 ds - 25,453
(Ec. 7.12)
Neq = 14; RZ;; = 0,86; RMSE 4 = 0,23; 02,5 = 0; R4, = 0,19

Nyq = 3; R%,, = 0,94; RMSE ,,; = 0,27; R%, = 0,82; RMSE,, = 0,27

La seleccion de tres descriptores para el modelo de p1 y dos descriptores para p2 se
justifica por los coeficientes de correlacion entre pares de descriptores. En el caso de p1, se

2 = 0,56, mientras que para

obtuvo un coeficiente de correlacion maximo entre pares R4, =

p2 fue de Rizjméx = 0,19. Estos valores sugieren que no hay una superposicion significativa
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de la informacidn estructural entre los descriptores seleccionados en cada modelo, lo que
respalda su independencia y validez. Los indices topolégicos que aparecen en estas
ecuaciones derivan de los programas PADEL y MD-LOVIs. Para su calculo se utilizan
diversos pesos atomicos, LOVIs clasicos y operadores de agregacion (Martinez-Lopez et al.,
2020). Aunque la interpretaciéon quimica de dichas variables permanece oculta tras su
definicién algebraica, estos descriptores son importantes para tipificar las estructuras
quimicas. La clasificacion de los descriptores seleccionados se muestra en la Tabla 7.5.

Tabla 7.5. Nomenclatura para los mejores descriptores moleculares seleccionados.

Descriptor Tipo de descriptor Simbolo
di PADEL ZMIC1
dz 7TS-NE(N2)-C-WH-CB
ds 7TS-NE(M)-C-WH-IS
MD-LOVIs
ds MI-NE(N2)-S-WH-T
ds 4TS-NE(DE)-BD-WH-HT

Los signos de los coeficientes de regresion, asi como los valores numéricos de los
descriptores, determinan la magnitud de la actividad predicha por cada modelo. En ambos
casos, las Ecuaciones 7.11 y 7.12 revelan que cuanto menor sea el valor de ICsy predicho,
mayor serd la actividad anticarcinogénica del compuesto evaluado.

Las representaciones graficas de las predicciones en funcién de los valores
experimentales se muestran en la Figura 7.8, observando una tendencia lineal, lo que revela
la idoneidad de los modelos lineales y destaca la capacidad de los modelos para reproducir
la actividad bioldgica de los compuestos. No se obtienen compuestos atipicos a partir de
estas ecuaciones QSAR, ya que los residuos (diferencia entre la actividad experimental y la
predicha) son inferiores a 2,5 veces S.4; (2,55 limite).

6.0 1 P 5.0 -
In(1C5y) predicho e ’ A In(ICsy) predicho
L’
5.0 45 B
, ] R
II‘ [ ] II 40
e . ~
4.0 4 e .
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+» e 7 354
I/ ° r’
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. 2 3.0 A :
II ™ .. I/ I/‘
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2.0 4 i . = ‘,' ®  conjunto de calibracién , conjunto de calibracién
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: » L - = = = 2.55 limite 2.0 4 - - - - 2.55 limite
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Figura 7.8. Actividades antimutagénicas predichas y experimentales para diferentes compuestos
segun: (A) Ecuacion 7.11; y (B) Ecuaciéon 7.12.
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Los resultados indicaron que estas moléculas se encuentran dentro del dominio de
aplicabilidad (AD) del modelo (Eriksson et al, 2003), ya que sus valores de influencia (h)
son menores que el limite de advertencia (h*= 0,63 para pl y h* = 0,64 para p2). El grafico
de Williams correspondiente, que relaciona los residuos estandarizados con los valores de
influencia, se presenta en la Figura 7.9.

5.0 4 Residuo conjunto de calibracién 50 - Residuo conjunto de calibracién
' estandar conjunto de validacién ’ estandar 4 conjunto de validacién
4.0 - h limite 40 h limite
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Figura 7.9. Residuos estandarizados en funcion del parametro de influencia, segiin: (A) Ecuacion
7.11; y (B) Ecuacién 7.12. Se indica la influencia limite.

Como aplicacion practica de los modelos QSAR obtenidos, se realiz6 la prediccion de
bioactividades para 21 antocianinas y flavonoides estructuralmente relacionados, cuyas
actividades experimentales son desconocidas (compuestos 41-61), presentados en la
Tabla 7.6. Los descriptores correspondientes a estos compuestos fueron calculados
siguiendo la metodologia previamente descrita. Los resultados obtenidos indican que
algunas de estas predicciones pueden considerarse confiables, siempre que los compuestos
se encuentren dentro del dominio de aplicabilidad (AD) de los modelos establecidos, lo que
puede evaluarse mediante el valor h. Asimismo, para que estas predicciones sean
consistentes, deben situarse dentro del rango experimental de variabilidad de bioactividad
definido por los modelos, que corresponde a (1,053 - 5,1399) para p1y (1,9615 - 4.2697)
para p2, expresados en unidades logaritmicas.
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Tabla 7.6. Actividad anticarcinogénica prevista para 21 compuestos con valores desconocidos. El

parametro h aparece entre paréntesis.

Capitulo 7

Compuesto Ec. 7.11 Ec. 7.12
41 S 5,658 (0,276) 2,477 (0,069)
42 Peonidina 5,504 (0,209) 2,197 (0,148)
43 Apigenidina 5299 (0,161) 3,850 (0,204)
44 Luteolina 5,392 (0,198) 2,608 (0,070)
45 Capensinidina 3,763 (0,051) 2,721 (0,409)
46 Aurantinidina 5,950 (0,338) 3,197 (0,073 )
47 Europinidina 4,153 (0,065) 1,815(0,329)
48 Rosinidina 4,610 (0,087) 2,169(0,146)
49 Cation flavilio 8,901 (1,228) 2,375(6,684)
50 Cianidina-3-0-B-D-glucopiranésido 3,562 (0,066) 0,608 (1,632)
51 | pelargonidina-3-0-B-D- glucopiranésido 3,577 (0,059) 1,457 (1,824)
52 Peonidina-3-0-3-D-glucopirandsido 3,857(0,074) 0,506 (1,236)
53 Petunidina-3-0-f-D-glucopiranésido 3,010 (0,060) 0,273 (0,939)
54 Malvidina-3-0-B-D-glucopiranésido 2,794 (0,064) 0,973(0,750)
55 Tricetinidina 4,896 (0,149) 2,552(0,286)
56 Pulchellidina 4,295(0,081) 2,625(0,194)
57 Cianidina-3-0-B-D-rutinésido 3,854 (0,181) -0,960(2,008)
58 Pelargonidina-3-0-f-D-rutindsido 3,756 (0,159) -0,470(2,106)
59 Peonidina-3-0-B-D-rutinésido 4,216 (0,221) -1,039 (1,641)
60 Petunidina-3-0-B-D-rutinésido 3,584 (0,158) -1,203(1,407)
61 Malvidina-3-0-B-D-rutinésido 3,480 (0,148) -0,509(1,162)

7.4.4. Conclusiones de los modelos QSAR obtenidos para la actividad

anticarcinogénica

Por primera vez, el presente estudio ha demostrado la eficacia de los modelos QSAR
para predecir la actividad anticarcinogénica de antocianinas, flavonoides y moléculas
estructuralmente relacionadas frente a la linea celular de cancer de mama MCF-7. Los
resultados obtenidos confirman que es posible identificar descriptores moleculares clave
que se correlacionan de manera significativa con la actividad bioldégica de estos compuestos,
lo que representa un avance sustancial en la comprension de los factores estructurales que
influyen en su eficacia anticancerigena.

Se desarrollaron modelos predictivos robustos, validados mediante métodos de
validacion cruzada y conjuntos de pruebas independientes. Estos modelos no s6lo permiten
predecir la bioactividad de los compuestos evaluados, sino que también proporcionan una
base so6lida para el disefio racional de nuevas moléculas con potencial terapéutico. La
seleccién rigurosa de descriptores, combinada con la minimizacién de la multicolinealidad,
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ha mejorado la precisién de los modelos, reforzando asi su validez y aplicabilidad en la
investigacién de agentes anticarcinogénicos.

No obstante, el tamafio limitado del conjunto de datos plantea ciertas restricciones
que deberian abordarse en estudios futuros. La expansion de la base de datos de
compuestos, tanto en diversidad estructural como en cantidad, contribuiria a mejorar la
robustez de los modelos y su capacidad de generalizacion. Este desafio pone de manifiesto
la complejidad inherente a la construccion de una base de datos confiable para un grupo
molecular tan diverso como el de los flavonoides y, en particular, las antocianinas.

En conclusion, este estudio resalta el potencial de los modelos QSAR como una
herramienta valiosa en la busqueda de nuevos compuestos con actividad anticarcinogénica,
proporcionando un enfoque racional y eficiente para el desarrollo de terapias mas eficaces
y personalizadas en el tratamiento del cancer de mama.

7.5. Conclusiones del Capitulo 7

Los modelos QSAR han sido ampliamente utilizados para establecer relaciones
cuantitativas entre la estructura molecular y diversas actividades bioldgicas de interés. Sin
embargo, mas alld de su aplicacion convencional en la prediccion de bioactividad, estas
técnicas también pueden proporcionar informacién relevante sobre las metodologias
experimentales empleadas para la obtencion de dichos valores. En este sentido, los modelos
QSAR pueden ser una herramienta clave para identificar y diferenciar variaciones asociadas
a las condiciones experimentales, permitiendo discriminar entre discrepancias derivadas
de diferencias en los protocolos analiticos, el tiempo de ensayo, el tipo de reactivo empleado
o incluso la sensibilidad de la técnica utilizada.

Esta aplicacién indirecta de los modelos QSAR es de particular interés en el analisis
critico de datos experimentales, ya que permite evaluar la coherencia de los resultados
obtenidos a partir de distintas metodologias y detectar posibles inconsistencias que podrian
afectar la interpretacién de la bioactividad de un compuesto. Al analizar conjuntos de datos
que incluyen mediciones obtenidas mediante diferentes técnicas, los
descriptores seleccionados en los modelos QSAR pueden reflejar no sélo la interaccién
entre la estructura quimica y la actividad biolégica, sino también la influencia de
factores experimentales en los valores registrados. Esto abre una nueva perspectiva en el
uso de la técnica QSAR, en la que los modelos no sélo contribuyen a la prediccién de la
actividad, sino que también facilitan la estandarizacion y validacion de datos
experimentales, optimizando su reproducibilidad y comparabilidad.

A pesar de su relevancia, esta aplicacion de los modelos QSAR sigue siendo un campo
poco explorado en la literatura cientifica. Su implementacién sistematica podria mejorar
significativamente la interpretacion de estudios de bioactividad, permitiendo distinguir
entre variaciones reales en la respuesta bioldgica y efectos derivados de diferencias en las
condiciones experimentales. De este modo, los modelos QSAR no sélo se consolidan como
una herramienta predictiva fundamental, sino que también adquieren un rol crucial en la
caracterizacion y validacion de los métodos empleados en la evaluaciéon de actividades
biolégicas.






Capitulo 8. Antocianinas de fuentes naturales.
Evaluacion de estudios in vitro, in vivo y ensayos clinicos
en humanos
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8.1. Introduccion

La osteoartritis o artrosis es una enfermedad articular degenerativa croénica
multifactorial discapacitante que se caracteriza por una inflamacién pronunciada
(Goldring & Otero, 2011), la degradacion del cartilago y la erosién 6sea, junto con la
inflamacién sinovial y la formacion de osteofitos (Glyn-Jones et al., 2015).

Si bien la fisiopatologia de la artrosis hasta el momento no esta clara, el cartilago
articular y la membrana sinovial son las estructuras articulares primarias sujetas al dafio.
La membrana sinovial puede afectar a los cambios patolégicos en el cartilago articular a
través del sistema inmunolégico innato, alterando asi el progreso de la artrosis (Wang et
al,, 2018).

Se distinguen varios tipos de artritis: la artritis reumatoide autoinmune, la
osteoartritis o artrosis, la gota, la artritis alérgica y la artritis psoriasica. La artritis
generalmente afecta a las articulaciones moviles, como las rodillas, la cadera, las manos y
la columna vertebral. La artrosis de rodilla es frecuente en mujeres, mientras que la de
cadera en hombres.

Los pacientes con artrosis utilizan una variedad de medicamentos analgésicos y
antiinflamatorios, por lo que estan expuestos a efectos adversos secundarios. Por lo tanto,
se adoptan opciones terapéuticas paliativas, como: la medicina regenerativa (Marc, 2018),
fisioterapia (Abdel-Aziem et al., 2018); terapia de ejercicios (Goh et al, 2019; Kim et al,
2017), balneoterapia (Fioravanti et al., 2017) y terapia con rad6n (Kojima et al.,, 2018).
Ademas, se ha utilizado inmunoterapia anticitoquinas, que incluye el anti-factor de
necrosis tumoral-alfa (TNF-a), anti-interleuquina (IL)-6 y anti-IL-1, aunque se ha asociado
con una regulacion positiva anormal de los niveles de colesterol total (CT), triglicéridos y
colesterol de lipoproteina de baja densidad (LDLc, low density lipoprotein cholesterol)
también llamado colesterol malo (Strang et al., 2013), asi como riesgos cardiovasculares
aterotrombdticos (Ait-Oufella et al., 2019). El riesgo de los tratamientos antiinflamatorios
es la infeccion articular (Wang & He, 2018).

El consumo de alimentos juega un papel importante para los pacientes con artrosis,
especialmente debido a la funcién reconocida de una nutricién adecuada en la prevencion
eficaz, el manejo exitoso y la recuperacién gradual (Basu et al, 2018). El tratamiento
antiobesidad es parte de la terapia (Deveza & Hunter, 2016) ya que ambas condiciones
muestran factores de transcripcién y compuestos de sefalizacion en comun. Por lo tanto,
luchar contra la obesidad es una forma posible de tratar adecuadamente la artrosis.

Las antocianinas han mostrado una baja toxicidad in vivo, siendo por lo tanto
apropiadas como agentes quimiopreventivos y de tratamiento contra enfermedades
crénicas, como diabetes tipo II (Li et al, 2015), sindrome metabdlico, antiproliferativas
(De Masi et al, 2020), retinopatias, control de la obesidad (Wu et al, 2013b),
enfermedades neurodegenerativas como Parkinson y Alzheimer (Winter & Bickford,
2019) y trastornos cardiovasculares (Alvarez-Suarez et al, 2014). Sin embargo, las
antocianinas de los alimentos demostraron ser mas efectivas que los compuestos aislados,
probablemente debido a la sinergia con otros compuestos, y principalmente por efectos
de la co-pigmentacién, como hemos visto en el Capitulo 2.
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Actualmente, existen evidencias sobre los efectos beneficiosos de una dieta natural
saludable y el uso de suplementos de antocianinas debido a sus propiedades
antioxidantes, antiinflamatorias e inmunomoduladoras (Wallace & Giusti, 2019; Casedas et
al, 2020), para aliviar el dolor y la rigidez en la artrosis, contribuyendo a mejorar la
actividad diaria y los datos biométricos. Por lo tanto, destacamos en el final de esta Tesis la
relevancia clinica de las antocianinas dietarias para la prevenciéon y el manejo de la
artrosis y las comorbilidades crénicas.

8.2. Efectos de alimentos ricos en antocianidinas, antocianinas y
metabolitos en condrocitos humanos

Las antocianinas se han estudiado extensamente en ensayos in vitro e in vivo (lineas
celulares y modelos animales) y ensayos clinicos. En la presente Tesis se incluyen ensayos
en condrocitos humanos y ensayos clinicos en humanos. De cincuenta y dos articulos de
investigacidn, se seleccionaron once estudios en condrocitos de pacientes con artrosis. No
se incluyeron condrocitos de otras artritis, como la artritis reumatoide y la gota.

La relevancia de estos estudios es que los condrocitos se obtienen de explantos de
cartilago de pacientes con artrosis, se cultivan, se estimulan con IL-1f y se utilizan para
ensayar antocianinas, antocianidinas, metabolitos y extractos de alimentos. Esta es una
forma directa de saber si las antocianinas son bioactivas y qué enzimas y/o vias participan
en la accion.

La pregunta es por qué analizar pruebas que utilizan condrocitos. El hecho es que,
en condiciones normales, existe un equilibrio dindmico entre la apoptosis y la
proliferaciéon de los condrocitos articulares, manteniendo la estructura y la funcién del
cartilago articular. Por lo tanto, los condrocitos son el objetivo para modular la
degradacion del cartilago. Se ha demostrado que la apoptosis de los condrocitos es
significativamente mayor en pacientes con artrosis que en controles. Las vias moleculares
que conducen a la muerte celular se comportan en respuesta a inductores, como: IL-1,
TNF-a, leptina, donantes de 6xido nitrico (NO) y estrés mecanico (Grassel & Aszodi, 2019).
TNF-a actiia sobre la superficie celular para activar las vias de sefializaciéon de la proteina
quinasa activada por mitégenos (MAPK, mitogen-activated protein kinase) y para regular la
expresion corriente abajo de la quinasa N-terminal c-Jun (JNK, c-jun N-terminal Kinase), la
quinasa regulada por sefiales extracelulares (ERK, extracellular signal-regulated kinase) y
p38. Las ultimas tres quinasas interactian entre si para promover la activacion selectiva
de la familia AP-1 (proteina activadora 1; activator protein 1) y para regular la expresion
de genes diana. Las antocianinas inhiben la expresion de la ciclooxigenasa-2 (COX-2) y la
transactivaciéon de AP-1, que es un factor de transcripcidn que regula la expresion del gen
COX-2, como se muestra en la Tabla 8.1, referida a ensayos de antocianinas, metabolitos y
extractos de alimentos en condrocitos humanos y en cultivos celulares relacionados.

La citoquina proinflamatoria IL-1f3 indujo en los condrocitos humanos la expresion
de las metaloproteinasas de matriz (MMPs, matrix metalloproteinases), conocidas por
participar en la resorcién del cartilago y la degradacion articular en la artrosis. Los
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condrocitos activados produjeron y liberaron las colagenasas MMP-1 y MMP-13, la liasa de
matriz MMP-3 y varias agrecanasas, entre ellas la agrecanasa-1 [una desintegrina y
metaloproteinasa con motivos de trombospondina (ADAMTS: a disintegrin and
metalloproteinase with thrombospondin motifs)-4] y la agrecanasa-2 (ADAMTS-5), que son
enzimas proteoliticas de la familia ADAMTS. Todas estas MMPs y enzimas proteoliticas
tienen una funciéon relevante en la degradacion de la matriz extracelular (ECM,
Extracellular Matrix) del cartilago en la artrosis, la apoptosis de los condrocitos y la
resorcion oOsea al inhibir la sintesis de proteoglicanos y coldgeno tipo II (componente
principal de la ECM del cartilago) (Gréssel & Aszodi, 2019).

Se analiz6 el efecto del extracto de fruta de granada (Ahmed et al, 2005; Rasheed et
al, 2010), las hojas de morera (Jeong et al, 2016; Jung et al, 2019), las antocianidinas
cianidina (Cn), delfinidina (Df) y malvidina (Mv) (Haseeb et al., 2013), los metabolitos de
la antocianina como el acido protocatéquico, florogliceraldehido, acido vainillinico y acido
ferulico (Ziadlou et al,, 2019), y los 0-gluc6sidos como Cn-3-0-glucésido, Pn-3-0-glucésido
y su metabolito acido protocatéquico de tres cultivares de arroz morado tailandés
Thai (Wongwichai et al,, 2019) (Tabla 8.1).

Las propiedades antiinflamatorias de las antocianinas también se refieren a la
inhibicién de la biosintesis de eicosanoides, formados por la oxidacién del acido
araquidonico que se encuentra en los fosfolipidos de membrana, u otros acidos grasos
poliinsaturados similares, por las enzimas ciclooxigenasa (COX) y 5-lipooxigenasa (5-LO).
La enzima COX-2 participa en la inflamacién crénica y el dolor de la artrosis. La actividad
antiinflamatoria de las antocianinas y las agliconas se asoci6 a la inhibicién de la cascada
COX-2 y su producto, el lipido prostaglandina E, (PGE2) (Haseeb et al, 2013), como se
demostr6 con Cn y Df (Haseeb et al, 2013; Jiang et al., 2019; Lee et al, 2020). La sintesis
de PGE:> se sobre-regula por estimulos proinflamatorios como IL-1f y el factor de
necrosis tumoral (TNF)-a.

Se demostré que la accién antiinflamatoria y la antidegradacién de Cn por parte de
la matriz extracelular que disminuye la progresién de la artrosis se produce via el eje
Sirtuina 6 (Sirt6)/NF-xB (Jiang et al., 2019). La activacion de Sirt6 mediada por Cn resulto
en una disminucion de la respuesta inflamatoria al inhibir la via de sefializaciéon NF-«xB
(Jiang et al., 2019) (Tabla 8.1).

Las antocianinas aciladas con p-cumaroilo provenientes de un cultivar de papa de
pulpa purpura oscura inhibieron la sefializacién de NF-kB y STAT1/3 (transductor de
senales y activador de la transcripciébn 1/3) en macréfagos. En consecuencia,
disminuyeron las ROS y los mediadores proinflamatorios (Lee et al., 2017). Los porotos
rojos (Phaseolus radiatus L. var. aurea) bloquearon significativamente las respuestas
inflamatorias en macréfagos estimulados con LPS al disminuir el NO celular y subregular
las expresiones genéticas de iNOS, COX-2, TNF-a e IL-6 (Chao et al, 2015) (Tabla 8.1).

Una de las principales limitaciones de los ensayos (Tabla 8.1) es que no se tuvieron
en cuenta la cantidad de antocianinas/extracto de alimentos analizados ni el resultado de
la relacion dosis-respuesta, excepto en el caso de los ensayos con granadas (Ahmed et al,,
2005), Cn (Jiang et al, 2019) y Df (Lee et al, 2020). Las fortalezas corresponden a que
estos ensayos mostraron el comportamiento molecular de las antocianinas a nivel celular
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y demostraron de manera convincente que los extractos de frutas, como las granadas y las
moras, suprimieron significativamente la produccién de mediadores inflamatorios en
condrocitos humanos (Ahmed et al,, 2005; Rasheed et al., 2010; Jung et al., 2019).

Las antocianinas y las agliconas tienen algunas bioactividades en comun, pero
existen marcadas diferencias segun la sustitucion del anillo B, como se demostr6 para Df,
Cn, peonidina (Pn) y glic6sidos en estos ensayos (Tabla 8.1).

Estas pruebas respaldaron que las antocianinas son agentes antiinflamatorios y
antioxidantes efectivos. Sin embargo, se debe evaluar la ruta metabédlica y la
biodisponibilidad de estos compuestos dietarios para conocer mas a fondo la posible
administracién en pacientes. Df y Cn, dos de las antocianidinas mas comunes que se
encuentran en diferentes matrices alimentarias, no demostraron citotoxicidad a
concentraciones inferiores a 50 uM durante 24 hy 100 uM durante 48 h respectivamente.
Estos estudios son importantes para comprender los mecanismos condroprotectores y las
posibles aplicaciones de las antocianinas y sus agliconas para la prevencion y el
tratamiento de la artrosis.
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Tabla 8.1. Ensayos de antocianinas, metabolitos y extractos de alimentos en condrocitos humanos y cultivos de células relacionados.

Estudios in vitro

Compuestos en células .
pue Mecanismo molecular Hallazgos Resultados Ref.
(Matriz) humanas [y
estudios in vivo]
IL-18 induce la expresion de las MMPs - PFE inhibe la degradacion de proteoglicanczs inducida in vitro por IL-
. s 1B en explantos de cartilago.
involucradas en la resorcién del
- car.tllago.y la degradacién de las - A nivel celular, PFE (6,25-25 mg/L) inhibe la expresion inducida por Los componentes de PFE
Antocianinas y articulaciones afectadas por OA. IL-1 . . . .
o -1B de las proteinas MMP-1, -3 y -13 en el medio. protegen el cartilago articular y
elagitaninos. Explantos de . .
cartilago in vitro. La actividad de unién al ADN de NF-kB contribuyen a mejorar la
’ . - Dosis bajas de PFE inhiben la fosforilacion inducida por IL-1f3 de p38- patogénesis de la OA.
Extracto de frutos en los HC afectados por OA esta . Ahmed et al,
. . L MAPK, pero no la de JNK o ERK. PFE bloquea la actividad de p38-
de granada (PFE: Condrocitos relacionada con la produccién de s s 2005.
; - . - MAPK. PFE inhibe la degradacion del
pomegranate fruit | humanos (HC) con citoquinas en las sinovias de los . -
: : cartilago en la OA y contribuye a
extract) (Punica OA. pacientes con OA. Los factores de e S . - .
L L - PFE también inhibe la fosforilacién inducida por IL-1f de IxkBa y la mantener la integridad y la
granatum L.) transcripcion NF-kB participan en la .. ‘s S <. ; .
. - A actividad de unién al ADN del factor de transcripcion NF-«B en HC con funcién de las articulaciones.
inflamacion, la degradacion del OA
cartilago, la proliferacion celular, la ’
angiogénesis y la formacién del pannus.
- PFE inhibe la activacién inducida por IL-13 de MKK3, p38a-MAPK y
el factor de transcripciéon RUNX-2 en HC con OA.
Antocianinas y ‘t)fagr;:/c[lﬁié(iéer? ;:i:r;zlgznel;l{)aaloie - LosHC con OA expresan las isoformas p38-MAPK p38a, -y y -6, pero PFE bloquea la activacién
elagitaninos. ’ no p38. inducida por IL-1p de MKK3, las | Rasheedetal,
HC con OA. R } - IL-1B aumenta la fosforilacién de las isoformas p38a-MAPK y p38y- isoformas p38-MAPKy el factor 2010.
Extracto de frutos La activacion d_e p38-MAPK en los HC de MAPK, pero no de la isoforma p388-MAPK en HC con OA. de transcripciéon RUNX-2 en
la OA estd mediada preferentemente por )
de granada (PFE). la activacion de MKK3 condrocitos con OA humana
’ - PFE inhibe la activacion inducida por IL-18 de MKK3, la isoforma primaria.
p38a-MAPK Yy la actividad de unién al ADN del factor de transcripciéon
RUNX-2.
La articulacién afectada por OA muestra - Df inhibe la expresién de COX-2 inducida por IL-1B y la produccién
una mayor expresion de citoquinas de PGEzen HC.
proinflamatorias, como IL-1p. - Df también inhibe la fosforilacién de IRAK-15€r376 mediada por IL- Df contribuye a nuevas Haseeb et al
Df HC con OA. 1B; la fosforilacién de IKKa/B; la expresion de IKKp; la degradacion de | estrategias terapéuticas para la 2013 N
IL-1B induce la activacién de NF-«f, la IkBa; la activacién y translocacién nuclear de NF-kB/p65. prevencion y el tratamiento de ’
expresion de COX-2 y la producci6n de - No se observa fosforilacién de la quinasa 1 activada por TGF-B, pero OA.
PGEz. NIK es fosforilada y bloqueada por Df en HC tratados con IL-1f.
Extracto etanoélico
de porotos rojos ; Cuando son estimulados por patégenos - RBE a 50-200 pg/mL suprime significativamente las respuestas S
Linea de . . . . . . ) p Los porotos rojos ejercen una
(RBE: red bean ] o moléculas derivadas del huésped, inflamatorias en macréfagos estimulados con LPS a través de la - .
; macréfagos . T < . respuesta antiinflamatoria y Chaoetal,
ethanolic extract) como LPS e IFN-y, los macréfagos disminucién del NO celular y la subregulacion de las expresiones .
RAW264.7 . . ; - . . muestran potencial como 2015.
(Phaseolus secretan mediadores inflamatorios y genéticas de iNOS, COX-2, TNF-a e IL-6 de manera dependiente de la
. . . . agente promotor de la salud.
radiatus L. var. citoquinas. dosis.
aurea)
Hojas de morera La citoquina proinflamatoria IL-18 - MBL disminuyen significativamente la liberacién de MMP-1 y MMP- MBL ofrece condroproteccién
(MBL: mulberry HC SW1353 (ATCC desempefia un papel importante en la 13 inducida por IL-1, asociada con la inhibicién de la expresion de contra la degradaciéon de la Jeongetal,
matriz de coladgeno en el 2016.

leaves) (Morus
alba L.).

HTB94).

patogénesis de la OA al activar varios
mediadores que dan lugar a la

ARNm de MMP-1 y MMP-13 y de proteina, de manera dependiente de
la dosis.

cartilago con OA.
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degradacion del cartilago. - MBL también atentian la producciéon de NO y PGE2 inducida por IL-
Compuestos 1B, y disminuyen la expresion de iNOS y COX-2.
fenolicos, - MBL inhiben fuertemente la translocacién nuclear de NF-«xB inducida

flavonoides y
antocianinas.

por IL-18, que se correlaciona con los efectos inhibidores de MBL
sobre la degradacién de IkB; la fosforilacion de p38 MAPK es
restaurada selectivamente por MBL tras la estimulacién con IL-18.

Mezcla de
antocianinas de p-
cumaroilo de
Jayoung (JCA:
Jayoung p-
coumaroyl
anthocyanins)
(peonanina,
malvanina y
pelanina)
Solanum
tuberosum L. cv
Jayoung

Linea de
macréfagos
RAW264.7

LPS es una endotoxina bacteriana que
activa a los macréfagos y conduce a un
aumento de citoquinas proinflamatorias
y enzimas relacionadas mediante la
activacion de varias vias de sefializacién
celular, incluidas MAPKs, PI3K/Akt
(serina/treonina proteina quinasa B),
NF-kB, AP-1y proteinas STAT.

- JCA inhibe varios genes proinflamatorios, como iNOS, COX-2, TNF-a e
IL-6, en macréfagos RAW264.7 inducidos por LPS.

- JCA inhibe la actividad transcripcional inducida por LPS de NF-kB de
una manera dependiente de la concentracion.

- JCA suprime la produccién y la expresion de ARNm de TNF-a e IL-6.

JCA es un posible tratamiento
opcional para enfermedades
inflamatorias.

Lee et al,
2017.

Cn

Células madre
mesenquimales
(MSCs)

- Las MSCs se pueden diferenciar en
precondrocitos, que se utilizan como
células madre en la ingenieria de tejidos.
En el cartilago regenerado, los
condrocitos derivados de MSCs apenas
pueden mantener la homeostasis y
muestran un fenotipo hipertrofico.

- Efectos de Cn sobre la diferenciacién
condrogénica y la subsiguiente
diferenciacién hipertréfica de MSCs con
el fin de lograr enfoques para inhibir la
hipertrofia de los condrocitos.

- Expresion de genes marcadores
condrogénicos e hipertréficos debido a
Cn mediante RT-PCR, Western blot,
tincién con azul Alcian e
inmunocitoquimica.

- Cn inhibe tanto los genes SOX9 y Col2A1 relacionados con la
condrogénesis, asi como los genes runx2'y Col10A1 marcadores
hipertréficos.

- Cn promueve la expresion de Nrf2 y p62, y suprime la expresion de
LC3B durante la etapa condrogénica de las MSCs.

- Cn inactiva la fosforilacién de IkBa y la proteina LC3B relacionada
con el autofagosoma durante la etapa hipertréfica de los condrocitos.

- Larapamicina, un activador de la autofagia, suprime el efecto
inhibidor de Cn sobre la diferenciaciéon condrogénica e hipertroéfica de
las MSCs.

Cn inhibe la diferenciacién
condrogénica e hipertroéfica
de las MSCs al suprimir la
autofagia.

Cn es un agente adecuado
para mantener las funciones
de los condrocitos maduros.

Caoetal.,
2018.

Cn

- HC con OA

-[Modelos de OA en
ratones]

La inflamacién es el factor de riesgo mas
importante para el inicio y la progresion
de OA.

Cn puede ejercer efectos protectores
durante el desarrollo de OA mediante la
activacion de Sirt6, que a su vez reprime

la via de sefializacion de NF-kB.

- [Cn] <100 pM no es citotoxica para los condrocitos humanos antes de
las 48 hs. Por lo tanto, se utilizan [Cn]: 12,5, 25y 50 pM.
En HC con OA: Cn inhibe fuertemente la expresiéon de mediadores
inflamatorios inducidos por IL-1 (NO, PGE;, iNOs, COX-2, TNF-q, IL-6)
de manera dependiente de la dosis.

- Cn sobre-regula la expresion de proteinas de colageno Il y agrecano,
y subregula la expresion de los principales contribuyentes a la
degeneracién de la matriz extracelular (MMP13, ADAMTS5) de

manera dependiente de la dosis.

Cn alivia la degradacién de la
matriz extracelular inducida
por IL-1B y la respuesta
inflamatoria en HC con OA a
través de la inhibicién de NF-xB
mediada por Sirté.

El tratamiento con Cn
disminuye la progresién de OA
en un modelo de ratones
inducidos quirdrgicamente.

Jiang et al.,
2019.
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Extracto de frutos
de morera (MBF:

Los LPSs son potentes inductores de la

- MBF inhibe al mediador inflamatorio como: la liberacién de NO y la
expresion de ARNm de NOS2 en células RAW264.7 inducidas por LPS.

MBF muestra efectos
antiinflamatorios al inhibir

mulberry fruit -le?a de respuesta inflamatoria, activando las - MBF suprime las expresiones de ARNm y de proteina de PTGS2. varios mediadores (liberacién Jung et al,
extract) (frutos de macréfagos A .
células de la respuesta inmune y de NO, NOS2, PTGS2) y 2019.
Morus alba L.). RAW264.7 . . . . . i . . . o . . . . .
Lo liberando citoquinas proinflamatorias. - MBF reduce la secrecién de citoquinas proinflamatorias, inducida por | citoquinas proinflamatorias (IL-
Anthocianinas y
LPS, como IL-6 y TNF-a. 6, TNF-a).
flavanoles.
Tres cultivares de IL-1B, TNF-a, ADAMTS-4 y -5, junto con | - Cn-3-0-Gluy Pn-3-0-Glu inhiben la degradacién del cartilago porcino. | Las antocianinas del salvado de
arroz morado -Cartilago articular la regulacién positiva de mediadores - PA muestra potencial condroprotector al disminuir la degradacién de arroz integral y morado
tailandés. porcino inducido proinflamatorios adicionales, conducen | GAG y de colageno en explantos de cartilago porcino inducidos por IL- muestran efectos beneficiosos
por IL-1B. a la autodestruccion gradual del 1B/oncostatina M en condiciones a largo plazo. sobre la condroproteccién o Wonewichai
Cn-3-0-Gluy Pn-3- cartilago, junto con una disminucién de - Cn-3-0-Glu, Pn-3-0-Glu y sus metabolitos disminuyen la induccién de efectos sintomaticos; posibles ot aIg 2019
0-Glu. - HC con 04, la diferenciacién condrogénica y la MMPs causada por CH estimulados por IL-1f. candidatos para detener o v ’
inducidos por IL- expresion de quinasas y factores de - Cn-3-0-Gluy, Pn-3-0-Glu y sus metabolitos inhiben significativamente retrasar la progresion de la
Cn, Pny PA son 1B transcripcién nuclear, como NF-kB y la degradacion de IkBa, el nivel de fosfo-p65 y la via ERK/MAPK. enfermedad articular
metabolitos. MAPKs. - PA aumenta la fosforilacién de JNK en CH estimulados por IL-1j3 inflamatoria.
Moléculas
pequefias de Una terapia biolégica eficaz contra OA - Delos 34 TFIMC, ?l.a(:ldo va.lmll.l,nlco, las epmge.dmas Ay C,,el 2"-0-
hierbas. . ramnosil-icarisido II, la icariina, la psoralidina, el aldehido .
debe contrarrestar el catabolismo P s . . . . . . TCMC y sus combinaciones
. protocatéquico, el acido 4-hidroxibenzoico y el 5-hidroximetilfurfural . .
elevado y aumentar el anabolismo. o . pueden considerarse farmacos .
34 compuestos de muestran los efectos anabdlicos mas fuertes. . . 1 Ziadlou et al.,
. HC con OA . . s . < antiinflamatorios y anabdlicos
la medicina S . . - Después de la induccién de la inflamacion, se sobre-regulan los genes - 2019.
- . Es necesario inhibir las citoqquinas . . - L e para el tratamiento de la OA
tradicional china . . proinflamatorios y catabélicos y disminuye la relacién GAG/ADN.
. proinflamatorias que abundan en las . . < temprana.
(TCMC: Traditional articulaciones afectadas por OA - Después de un tratamiento de 2 semanas con TCMC, la relacién
Chinese Medicine p ' GAG/ADN se restablece en comparacién con el grupo control negativo.
compounds)
- Las hMSCs son células madre adultas
multipotentes responsables de la
regeneracion de grasa, hueso y cartilago - Df inhibe la adipogénesis de las MSCs mediante la subregulacién de )
(diferenciacién de las MSCs derivadas los genes FABP4y adiponectina. -Mv, Cny Dfinducen
del tejido adiposo en adipocitos, osteggene51s y conc.lrogenesm,
osteocitos y condrocitos). - Mv induce osteogénesis; depdsitos de calcio significativamente altos mientras que]Df 1ph1be la Saulite et al.
My, Cny Df hMSCs - Los efectos de Mv, Cny Df en la y sobre-regulacion de la expresion de BMP-2 y runx-2 especifica de adipogénesis. 2019 v
diferenciacion de las MSCs en osteocitos; también induce la secrecién de BMP-2. o :
condiciones de cultivo celular estan - Efectos. positivos de las
respaldados por la tincién citoquimica y - Cn y Df estimulan la condrogénesis mediante la sobre-regulaciéon de antoc1an1(.11,nas. enla
la expresién de genes y proteinas Col2A1 y agrecano; aumento de GAG. regeneracion tisular.
especificos del tejido. Liraglutida se usa
como farmaco de referencia.
- [Df]< 50 pM durante 24 hs no afecta la viabilidad de los HC. .
- Df inhibe la apoptosis inducida por ROS al disminuir Df protege a los condrocitos del
significativamente los marcadores de apoptosis c-caspasa-3 y c-PARP, estrés oxidativo relacionado
El estrés oxidativo participa en la mientras aumenta el marcador antiapoptético Bcl-XL y las vias de conla ?dad y otros fa(lictor‘:s
Df - Células C28/12 de patogénesis de OA y, por lo tanto, las respuesta antioxidante NF-kB y Nrf2. para el tratamiento de OA. Lee etal,
- Df activa la autofagia citoprotectora para proteger a los HC durante el 2020.

CH (SCC043)

enzimas antioxidantes disminuyen en
los pacientes con OA.

estrés oxidativo. La activacion de la autofagia con el inductor de
autofagia rapamicina también inhibe la muerte celular inducida por
ROS y disminuye las proteinas proapoptoéticas, pero aumenta la

proteina antiapoptdtica (Bcl-Xi, NF-xB, Nrf2).

Df desempeiia un papel
fundamental en la prevencién
del desarrollo y la progresion

de OA.
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Comparacion del
extracto de frutas de
granada (PFE),
insaponificable de
palta/soja (ASU:
avocado/soybean
unsaponifiable) y
PFE+ASU (1:1).

Células madre
derivadas de
tejido adiposo
humano (hASCs:
human adipose
stem cells)

- Efecto de PFE, ASU y PFE+ASU en la
condrogénesis de hASCs.

- Ensayo MTT para evaluacion de la
viabilidad celular, PCR en tiempo real
para expresion de los genes del cartilago
y azul de toluidina, safranina O e
inmunohistoquimica para tincioén de
constructos.

- La viabilidad celular, la expresion génica del cartilago, la densidad de
tincion de la matriz y los niveles de proteina de coladgeno Il son
significativamente mas altos en las muestras de PFE que en las de ASU
y PFE+ASU.

- Las evaluaciones histoldgicas revelan significativamente mas centros
condrogénicos en las muestras de PFE en comparacion con los otros
grupos.

PFE fue el mejor factor de
induccién en comparaciéon con
ASU y PFE+ASU para estudios

condrogénicos y aplicaciones en
ingenieria de tejidos de
cartilago.

Teimourinejad
etal, 2020.

Antocianinas del
maiz morado (Zea
mays L.)

Cn-3-0-Glu, Pg-3-
0-Glu y Pn-3-0-
Glu.

Antocianinas
menores: Mv-3-0-
Glu,
Pg-3-0-(6"-
malonyl)Glu y Pn-
3-0-(6"-
malonyl)Glu.

-HC
- Cartilago articular
porcino

- Estudio de los efectos
condroprotectores del extracto de maiz
morado sobre la degradacion del
cartilago inducida por AGEs.

- AGEs estan asociados con la diabetes
mellitus y contribuyen a OA mediante la
degradacion del cartilago articular,
mediada por la inflamacion.

- Otra causa de OA inducida por AGEs:
La interaccién de AGEs con RAGEs en las
membranas celulares de los condrocitos
estimula la inflamacién via la activacién
de NF-kB y MAPK, seguida de sobre-
regulacion de las citoquinas
proinflamatorias. A su vez, las
citoquinas proinflamatorias inducen a
HC a secretar MMPs, que degradan la
matriz extracelular del cartilago y
contribuyen a OA.

- Las antocianinas tienen propiedades antidiabéticas y muestran
efectos antiinflamatorios consecuentes.

- Disminucién de GAG liberados de explantos de cartilago inducidos
por AGEs, correspondiente a una disminucion de la pérdida de acido
urdnico de la matriz del cartilago.

- El efecto antiinflamatorio de las antocianinas del maiz morado y el
metabolito PA sobre los HC articulares inducidos por AGE se produce
via la inactivacién de las vias de sefializacién NFkB y MAPK.

Las antocianinas del maiz
morado y PA disminuyen la
inflamacion mediada por AGEs
y la degradacion del cartilago
mediada por la diabetes.

Chuntakaruk
etal,2021.

Todos los procedimientos experimentales con animales fueron aprobados por el Comité de Etica de Animales Experimentales de las Universidades y Centros de Investigacién involucrados.
La recoleccién de tejido de artrosis humana y los experimentos que involucraron artrosis humana fueron aprobados por los Comités de Etica y siguieron las pautas de la Declaracién de
Helsinki. Los participantes humanos firmaron consentimientos informados por escrito, después de recibir informacién detallada de los protocolos de investigacion.

Abreviaturas: AGEs (advanced glycation end products): productos finales de glicacion avanzada; Akt, serine/threonine protein kinase B): protein-quinasa B de serina/treonina; Bcl-xL (B-

cell ymphoma-extra large): linfoma de células B extra grandes; BMP-2 (bone morphogenic protein 2): proteina morfogénica 6sea 2; c-caspase-3 (cleaved-cysteinyl aspartate specific proteinase-
3): proteinasa-3 especifica de aspartato de cisteinilo escindido; Col2A1: colageno tipo II alfa 1; Col10A1 (collagen type X alpha 1 chain): cadena alfa 1 de colageno tipo X; c-PARP [cleaved
poly(ADP-ribose) polymerase N-acetylcysteine]: poli(ADP-ribosa) polimerasa N-acetilcisteina escindida; [Cn]: concentracién de cianidina; Cn-3-0-Glu: cianidina-3-0-glucésido; [Df]:
concentracion de delfinidina; ECM (extracellular matrix): matriz extracelular; FABP4 (fatty acid binding protein 4): proteina de unién a acidos grasos 4; GAG: glicosaminoglicanos; hASCs
(human adipose-derived stem cells): células madre derivadas de tejido adiposo humano; HC (human condrocytes): condrocitos humanos; hMSCs (human mesenchymal stem cells): células
madre mesenquimales humanas; IkBa: inhibitor of kappaBalpha; IRAK-1 (Ser376) [interleukin-1 receptor-associated kinase-1 (Serine 376)]: quinasa-1 asociada al receptor de interleuquina-1
(serina 376); LC3B (light chain 3b microtubule-associated proteins 1a/1b): cadena ligera 3b de las proteinas 1a/1b asociadas a microtubulos; MAPK (mitogen-activated protein kinase):
protein-quinasa activada por mitégeno; MBL (mulberry leaves): hojas de morera; MMPs: metaloproteinasas; MSCs (mesenchymal stem cells): células madre mesenquimales; Mv: malvidina;
NF-kB (nuclear factor-kappa-light-chain-enhancer of activated B cells): factor nuclear potenciador de la cadena ligera kappa de las células B activadas; Nrf2 (nuclear factor-erythroid factor 2-
related factor 2): factor nuclear relacionado con el factor eritroide 2; OA: osteoartritis; PA (protocatechuic acid): acido protocatequico; PFE (pomegranate fruit extract): extracto de frutos de
granada; Pg-3-0-Glu: pelargonidina-3-0-glucésido; PI3K (phosphoinositide 3-kinase): fosfoinositido 3-quinasa; Pn: peonidina; Pn-3-0-Glu: peonidina-3-0-glucésido; RAGEs (receptor for
advanced glycation end products): receptor para productos finales de glicacién avanzada; PCR en tiempo real (real-time PCR, real-time polymerase chain reaction): reaccién en cadena de la
polimerasa en tiempo real; RT-PCR (reverse transcription polymerase chain reaction): reaccién en cadena de la polimerasa con transcripcion reversa; runx2 (runt-related transcription factor
2): factor de transcripcién 2 relacionado con runt; SOX9 (SRY-box transcription factor 9): factor de transcripcién 9 SRY-box; proteinas STAT (STAT proteins; signal transducer and activator of
transcription protein family): transductor de sefiales y activador de la familia de proteinas de transcripcién.
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8.3. Efectos de los alimentos ricos en antocianinas en pacientes
con artrosis en ensayos clinicos en humanos

Dado que los ensayos clinicos en pacientes con artrosis son muy heterogéneos, en
esta Tesis se seleccionaron diecinueve articulos de investigacion consistentes para su
andlisis critico. Todos estos estudios se refieren a la artrosis; no se incluyeron otras artritis
como la artritis reumatoide y la gota. Catorce ensayos son estudios de intervencion y cinco
son estudios observacionales (Tabla 8.2).

Se utilizaron frutos de escaramujo o rosehip [frutos pomdaceos de los arbustos del
género Rosa, como la rosa mosqueta (Rosa eglanteria) y el rosal silvestre (Rosa canina)],
cascaras de maracuyd o mburucuyad morado, cerezas Aacidas, granadas, frutillas y
arandanos. La mayoria de ellos son ensayos clinicos aleatorizados, doble ciego, cruzados y
controlados con placebo a excepcién de algunos estudios piloto, todos los cuales se
analizan en la Tabla 8.2. Los participantes informaron sobre el dolor, la rigidez, la funcién
articular y el bienestar general después de responder cuestionarios especificos sobre la
artrosis. En los altimos afos, se ha incluido una evaluacion adicional de los marcadores
inflamatorios séricos, como en el caso de las cerezas acidas (Kuehl et al, 2012;
Schumacher et al., 2013).

Todos los ensayos clinicos sobre el escaramujo y la artrosis demostraron con éxito
un alivio del dolor y una mejoria fisica en los pacientes con artrosis segtn el indice de
osteoartritis Western Ontario McMaster (WOMAC, Western Ontario McMaster
Osteoarthritis Index) y la Escala de resultados de lesiones de rodilla y osteoartritis
(KOOS, Knee Injury and Osteoarthritis Outcome Score) (Warholm et al., 2003; Rein et al.,
2004; Winther et al, 2005; Chrubasik et al., 2008; Christensen et al.,, 2014; Chrubasik-
Hausmann et al, 2014; Marstrand et al, 2017) (Tabla 8.2). Una limitacién general es la
falta de analisis de antocianinas de las bebidas y de andlisis bioquimicos de los pacientes.

El extracto de cascaras del fruto de maracuyd o mburucuyd morado como
suplemento dietario mostré6 actividad antioxidante y fuerte accién antioxidante en corto
tiempo en la dosis adecuada (Farid et al.,, 2010) (Tabla 8.2)

El jugo de cerezas acidas es conocido como una bebida antioxidante debido a las
antocianinas, como: Cn-3-0-glucosilrutinésido y Cn-3-O-rutinésido como componentes
principales, y Cn-3-0-sofordsido y Cn-3-0-glucésido como componentes secundarios
(Damar & Eksi, 2012; Schumacher et al., 2013). En el ensayo, la proteina C reactiva de alta
sensibilidad (hsCRP, high-sensitivity C-reactive protein) sérica fue seleccionada con éxito
como marcador de inflamacion y puede asociarse a la progresion de la artrosis (Pearle et
al, 2007). Los niveles séricos de hsCRP disminuyeron significativamente durante el
tratamiento con cerezas, lo que se asocié con mejores puntajes WOMAC (Schumacher et
al, 2013). Por lo tanto, la disminucion de los sintomas de artrosis estuvo directamente
relacionada con el efecto antiinflamatorio del jugo de cerezas.

Se conocen varios ensayos clinicos con jugos de cerezas, en los cuales se miden
algunos biomarcadores inflamatorios séricos [proteina C reactiva, CRP, IL-6, 11-10 y TNF-

a], junto con las puntuaciones de WOMAC y la escala analdgica visual (VAS, visual analog
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scale) (Kuehl et al, 2012) (Tabla 8.2). Los resultados mostraron una disminucion
estadisticamente significativa en CRP en el grupo de cerezas de acuerdo con la actividad
antiinflamatoria de sus antocianinas (Kuehl et al., 2012).

La granada es una de las frutas mas antiguas asociadas a leyendas, influencias
socioculturales y usos medicinales ancestrales (Viuda-Martos et al,, 2010), originaria de
Oriente Medio, desde Iran hasta la India expandida hasta el area mediterranea.
Actualmente, la granada se considera una fruta funcional. El jugo de granada contiene 3-0-
glucosidos y 3,5-0-diglucosidos de Cn, Df y pelargonidina (Pg), que son antioxidantes
fuertes como hemos visto en esta Tesis (Di Stefano et al, 2019; Gardeli et al, 2019). Los
taninos hidrolizables (elagitaninos llamados punicalaginas), las antocianinas poliméricas y
los 4cidos fendlicos también estan presentes en los frutos (Gardeli et al., 2019).

Los ensayos clinicos realizados con frutos de granada suelen ser estudios a corto
plazo, en los que se midié el dolor, la rigidez y el rendimiento fisico. Se hizo un
seguimiento de algunos de los marcadores de inflamacién y degradacién del cartilago. El
alivio de la rigidez articular, el dolor y el comportamiento funcional se ha atribuido
durante mucho tiempo a los elagitaninos, pero los estudios actuales demostraron la
actividad antioxidante y antiinflamatoria de las antocianinas de la granada y los complejos
antocianina-tanino (Tabla 8.2).

El jugo de granada inhibid la expresion de MMPs (MMP-1, -3 y -13) al subregular la
activacion de MAPKs (fosforilacion de p38-MAPK e IkBa), lo que respalda los ensayos con
condrocitos (Ahmed et al, 2005; Rasheed et al.,, 2010) (Tabla 8.1). Los resultados fueron
prometedores y mostraron que la granada mejor6 la funcién fisica en las actividades
diarias y disminuy6 significativamente la rigidez. Dado que las MMPs participan en la
resorcion del cartilago y la degradacién de las articulaciones en la artrosis, la protecciéon
del cartilago articular por la granada se debe a su inhibicidn. Este jugo también inhibié la
actividad de unién al ADN de NF-«B, que esta relacionada con la produccién de citoquinas
en la sinovia de los pacientes con artrosis. Como los factores de transcripciéon NF-kB estan
involucrados en la inflamacién, la degradacion del cartilago, la proliferacién celular y la
angiogénesis, el bloqueo de NF-kB resulté en una mejora de la artrosis (Ahmed et al,
2005; Ghoochani et al., 2016).

Se estudiaron los efectos de la suplementacién con frutillas en pacientes con artrosis
de rodilla. Las variedades de frutillas contienen antocianinas, como Pg-3-0-glucésido (77-
90%), Pg-3-O-rutindsido (6-11%) y Cn-3-0-glucésido (3-10%) (Lopes da Silva et al,
2007). El consumo de frutillas disminuy6 los marcadores séricos de inflamacion sistémica
y mejor6 la funcién de la rodilla en pacientes con artrosis sintomatica de rodilla (Schell et
al, 2017; Basu et al., 2018).

Los efectos de los arandanos y el placebo sobre el peso y el indice de masa corporal
(IMC), la presion arterial sistolica y diastdlica, los valores de WOMAC total y las
subpuntuaciones de dolor, rigidez y dificultad para realizar actividades diarias, asi como
las citoquinas inflamatorias plasmaticas (TNF-a, IL-18 e IL-6), las citoquinas
antiinflamatorias (IL-10 e IL-13), las MMPs (MMP-3 y MMP-13) y la proteina
quimioatrayente de monocitos-1 (MCP-1, monocyte chemoattractant protein-1).
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Los hallazgos de este ensayo sugirieron que los arandanos disminuyeron
significativamente el dolor, la rigidez y la dificultad para realizar actividades diarias
(WOMAC), como los valores de presion arterial sistolica y diastélica, mostrando resultados
muy prometedores (Du et al.,, 2019).

Se encontr6 un aumento significativo en el biomarcador antiinflamatorio IL-13 y una
tendencia decreciente en los niveles plasmaticos de MCP-1 en el grupo de arandanos.
Como se sabe, MCP-1 aumenta en enfermedades inflamatorias y participa en el
reclutamiento de leucocitos hacia los focos inflamatorios. Estos hallazgos sobre IL-13 y
MCP-1 estan demostrando la actividad antiinflamatoria de los frutos de arandanos (Du et
al,, 2019).

Por otro lado, se realizaron estudios observacionales como un estudio de cohorte
longitudinal (n = 4330 sujetos norteamericanos con alto riesgo o con artrosis de rodilla)
con un periodo de seguimiento medio de 4 afios, que compard la dieta occidental con la
dieta mediterranea, destacando y mostrando las ventajas significativas de esta ultima
(Veronese et al., 2019) (Tabla 8.2). Otro estudio de cohorte longitudinal reciente de la
investigacidn de la iniciativa artrosis dio cuenta de 4976 sujetos con artrosis de rodilla
seguidos durante unos 72 meses, mostrando estadisticamente que un patrén dietario
saludable se asoci6 con una disminucién de la progresién de la artrosis de rodilla (Xu et al.,
2020) (Tabla 8.2).

Hay tres estudios observacionales restantes sobre la artrosis en América Latina
(Reginato et al, 2015). Uno de ellos incluyé 1210 pacientes con artrosis de rodilla de
Argentina, Brasil y Méjico, que mostré6 que las variables demograficas, clinicas y
terapéuticas estaban significativamente influenciadas por el pais de origen y el sistema de
atenciéon médica (Burgos Vargas et al, 2014) (Tabla 8.2). Todos estos estudios
observacionales bien disefiados caracterizados por analisis estadisticos adecuados se
incluyeron para resaltar la relevancia de conocer las caracteristicas de los pacientes con
artrosis y la importancia del patréon de dieta, la medicacién para aliviar el dolor y la
disponibilidad de atencion médica. Este conocimiento juega un papel importante al
abordar un ensayo clinico sobre artrosis.
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Tabla 8.2. Ensayos clinicos en humanos sobre los efectos de los alimentos ricos en antocianinas en pacientes con artrosis.
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Matriz
alimentaria

Disefio del estudio. Tipo de
ensayo. Duracion. Dosis.

Pacientes con artrosis:
n, género, edad

Principales hallazgos

Ref.

Estudios de intervencion

POIV? Ensayo RPCT, doble ciegoy de un - La movilidad de la articulacion de la cadera mejora significativamente en el grupo PEE vs PLA.
estandarizado solo centro. . L L A
. 100 pacientes con diagndstico - El dolor disminuye significativamente en el grupo PEE vs PLA.
de escaramujo .
o rosa 4-meses de OA de cadera o rodilla. Warholm et al,,
. A (65F/35M) - El grupo PEE estandarizado disminuye los sintomas de OA. El grupo PEE mejora la flexion de la 2003.
mosqueta 2x 5 capsulas/dia, 0,5 g de PEE. L - - - ;
) . cadera y disminuye el dolor en pacientes con OA. (64,6 % de los pacientes informaron cierta
(PEE) (Rosa No se informa el contenido de - C .
; . 65,2 + 11,1 afos de edad. disminucién del dolor durante el tratamiento).
canina L.) antocianinas.
Ensayo RPCT cruzado, doble 112 pacientes con OA - Los pacientes muestran cambios en el dolor y la rigidez de las articulaciones después de cada
ciego. primaria en cadera, rodillas, tratamiento.
Polvo manos, hombros o cuello, o - El grupo A (PLA primero) muestra una mejora significativamente mayor con Hyben Vital que con
comercial 6 meses 14 dias combinadas. (F/M) PLA, en lo que respecta a dolor y rigidez. Los resultados de los dos grupos después del tratamiento Rein et al.. 2004
Hyben Vital 5 g/dia (5 capsulas de 0,5 g por la cruzado muestran un fuerte efecto de arrastre de Hyben Vital. v '
(PEE) mafiana y por la noche). 67,17 + 11,6 afios de edad. - Resultados similares para el bienestar general.
No se informa el contenido de
antocianinas. Sobrepeso - Hyben Vital disminuye los sintomas de OA.
RPCT cruzado, doble ciego. . - El tratamiento con PEE produce una disminucién significativa del dolor segtin WOMAC vs PLA,
94 pacientes con OA de cadera . .
. después de 3 semanas de tratamiento.
. o rodillas. (54F/40M) S - P . .
. 3 meses cada tratamiento - El consumo de medicacién de rescate disminuye significativamente debido al tratamiento. .
Hyben Vital . . . .. L, Winther et al.,
(PEE) F 38-92 afios de edad: - No hay cambios en la discapacidad, la rigidez y la evaluacién global de la gravedad de la 2005
5g/dia ’ enfermedad segin WOMAC después de 3 semanas, pero sf una disminucién significativa después de !
No se informa el contenido de M 48-75 afios de edad 3 meses de tratamiento.
antocianinas. ) - El tratamiento con Hyben Vital alivia los sintomas de OA.
152 pacientes con dolor
crénico agudo, 124 con dolor
Vigilancia piloto. lumbar inespecifico, 20 con - El analisis multivariable sugiere una mejora general apreciable durante la vigilancia,
dolor lumbar inespecifico independientemente del grupo, como se muestra en el ANOVA de medidas repetidas. .
~ Chrubasik et al,,
PEE 1 afio superpuesto al dolor de OA 2008

3 mg de galactolipidos/dia.

(grupo rodilla-cadera) y 8 con
dolor lumbar especifico.
Sélo 77 pacientes
completaron la vigilancia.

- Los anadlisis de regresion multiple indican que los cambios porcentuales con respecto al valor
inicial son mayores en pacientes con mayor grado de dolor y discapacidad.

Extracto de
cascara de
maracuya o
mburucuya
morado (ECM)
(Passiflora
edulis Sims)

RPCT de doble ciego con disefio
de grupo paralelo.

2-meses
Pastillas de ECM (150 mg/dia).
Informe cualitativo (no
cuantitativo) sobre antocianinas y
otros flavonoides.

40 pacientes con OA de rodilla
(33 completaron el estudio).
(8M/25F)

25-69 afios de edad.

- Mejora significativa del grupo ECM en la puntuacién total de WOMAC y en la subescala WOMAC de
funcion fisica después de 30 dias y dolor después de 2 meses.

- En el grupo ECM, disminucién del dolor (18,6 %), de la rigidez (18 %), de la funcién fisica (19,6 %)
y delas puntuaciones compuestas de WOMAC (19,2 %) después de 2 meses.
- El1 ECM alivia sustancialmente los sintomas de OA, probablemente debido a las propiedades
antioxidantes y antiinflamatorias.

Farid etal., 2010.

Jugo de cerezas
acidas (Prunus
cerasus L.
cultivar
Montmorency)

RPCT de doble ciego.

Protocolo de 3 semanas. 6-8
meses
2 botellas/dia, 1 por la mafiana y
1 por la noche. 40 mg de

20 pacientes con OA, no
diabéticos, con OA al menos
moderada. (F)

30-70 afios de edad.
Obesidad clase I y sobrepeso

- Disminucién significativa del biomarcador inflamatorio sérico CRP después de la intervencién con
jugo de cerezas acidas.

- Alivio del dolor y mejora de la discapacidad funcional.

Kuehl et al., 2012.
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equiv de Cn-3-0-Glu.
Estudio cruzado, aleatorizado,

58 pacientes con OA no

Jugo de cerezas
acidas

doble ciego.

14-semanas

2 botellas/dia (mafiana y tarde);
al menos 30 mg de antocianinas
como equiv de Cn-3-0-Glu.
Ensayo controlado, aleatorizado,

diabéticos con OA de rodilla
leve y moderada. (44M/14F)

18-80 afios de edad.

Sobrepeso y obesidad

- Mejora significativa del dolor y la funcién en la escala WOMAC.
- Las puntuaciones WOMAC (alivio de los sintomas) disminuyen significativamente después de la
ingesta del jugo de cerezas, pero no después de la ingesta de PLA.

- Eljugo de cerezas disminuye significativamente hsCRP vs PLA debido a la mejora de las
puntuaciones WOMAC.
- El tiempo de caminata, el urato sérico y la creatinina no se ven afectados por los tratamientos.

Schumacher et al,
2013.

Complemento
dietario: polvo
de escaramujo

exploratorio, paralelo y de un solo
centro (fase 2).

12-semanas

A: 4500 mg de PEE original (pulpa
+ semillas) + 80 mg de vit C una

259 pacientes con OA de
rodilla. Se asignaron al azar
150 pacientes con OA de
rodilla. (M/F)

- Diversas preparaciones y dosis de PEE en pacientes con OA de rodilla todas disminuyen el dolor al
caminar sobre una superficie plana. El cambio en el dolor al caminar no muestra un efecto
significativo del tratamiento a lo largo del tiempo, pero si una posible interaccion estadistica entre
el tratamiento y el tiempo, que es la respuesta a varias formulaciones de PEE a lo largo del tiempo.

- Los sintomas de KOOS mejoran significativamente con PEE mejorado (3 capsulas/dia) vs PEE
original.

granatum L.)

200 ml/dia de ]G sin aztcar ni
aditivos.

30-80 afios de edad.

Obesidad clase I y sobrepeso

Christensen et al,
mgsmj:ta vez al dia (6 capsulas/dia), B: > 40 afios de edad - Los cambios en la calidad de vida de los participantes (componente mental) son estadisticamente 2014.
(P](E]E) 4500 mg de PEE mejorado (sin - ’ mejores en el grupo de PEE mejorado (6 capsulas/dia) vs RHP original.
' semillas) + 80 mg de vit C una vez .
al dia (6 capsulas/dia) y C: 2250 Sobrepeso y obesidad clase I - E1 PEE mejorado es al menos tan bueno como el PEE original, incluso si se toman 3 capsulas/dia
mg de PEE mejorado (media en pacientes con OA sintomatica.
dosis) + 80 mg de vit C una vez al
dia (3 capsulas/dia). - Este ensayo contribuye a la decisién de realizar un ensayo subsiguiente tipo fase III.
- No hubo diferencias en ninguna variable genérica o especifica de la enfermedad de los resultados
Frutos de Estud | 52 pacientes que sufrieron entre los pacientes que consumieron PEE con cascara y los que consumieron el polvo de
i studio piloto. itozi ik-
;Z;Zrcaarmg E exacerbaciones agudas de pseudofruta Litozin. Hacgrrnl;t;iqslekt al
) . dolor lumbar o dolor de . o . s o . . u N
3-meses
(PEE con ) rodilla - Las fracciones lipofilicas de PEE con cascara y la pseudo-fruta inhiben la expresién de citoquinas. 2014.
cascara). 20 g/dia de PEE con cascara. ’ PEE con cascara puede ser el mejor material de partida para un futuro PEE preparado con un
solvente lipofilico.

Ensayo controlado aleatorizado Socgicg)i;lge:rr;(;i(ﬁ:t;e;;os - Disminucién significativa de las puntuaciones totales de WOMAC, rigidez y funcion fisica en el

Jugo de de ramas paralelas. completaron este ensayo. grupo de JG vs control.
granadas (JG) 6-semanas (4M/34F)

(Punica

- Disminucién significativa de MMP-13 sérica y aumento significativo de la glutatién peroxidasa
(GPx) en el grupo de ]G vs control después del estudio.

- No hubo cambios significativos en la puntuacion del dolor después de la intervencién.

Ghoochani et al.,
2016.

Polvo de
escaramujo o
rosa mosqueta
(PEE)

Estudio de fase 111, doble ciego,
RPCT paralelo.

12-semanas

5 g/dia de PEE (5+5 capsulas)

durante las 3 semanas iniciales.

Las siguientes 9 semanas, la dosis

se redujo a 2,5 g diarios (5
capsulas).

120 pacientes con OA de
cadera y/o rodilla. (M/F)

> 40 afios de edad.

- Correlacion positiva significativa entre el PC del paciente y la puntuacién de los sintomas, al
representar graficamente las puntuaciones de los sintomas vs PC en el grupo PEE.
- Cuanto menor es PC, mayor es la disminucion de las puntuaciones de los sintomas de dolor y
actividad de la vida diaria.

- No hay correlacién significativa en el grupo PLA entre las puntuaciones y el PC en ninguno de los
parametros evaluados.

- Aumento significativo menor en HDLc después de 12 semanas con PEE vs otros grupos. Ningun
cambio en CT o LDLc.

- La variacién estacional esperada de CRP en el grupo PLA (aumento del 32 %). EI 18 % de CRP

disminuye significativamente en el grupo PEE.

- El tratamiento con dosis bajas de PEE no disminuye los sintomas de OA al evaluar todo el grupo de
pacientes.

Marstrand et al.,
2017.
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enteros (PLAE).

Estudios observacionales sobre la osteoartritis

2 paquetes/dia de PLAE (20 g
cada uno), reconstituidos en 10-
12 oz de agua, antes del consumo.

45-79 afios de edad.

Obesidad clase I.

- Aumento significativo de IL-13 y disminucion de MCP-1 en el grupo PLAE.
- No hay cambios significativos en TNF-q, IL-1f3, IL-6, IL-10, MMP-3 y MMP-13 en ambos grupos.
- Aumento significativo en % de apoyo simple en caminar a ritmo normal para ambas extremidades
y disminucién significativa en % de apoyo doble para ambas extremidades en el grupo PLAE.
- Ligero aumento en ROM para ambas rodillas en el grupo tratado con PLAE.
- Tendencia creciente en IGF-1 con IGFBP-3 estable en el grupo tratado con PLAE. Disminucién de
IGF-1 y aumento de IGFBP-3 para PLA durante todo el estudio.

Ensayo cruzado, aleatorizado y
. doble ciego.
Bet.nda 17 adultos ot?escl)s., no - Los biomarcadores séricos IL-6, IL-13 y MMP-3, asi como el dolor constante, intermitente y total,
reconstituyente 26-semanas fumadores y no diabéticos con dismi ionificati te d s de la bebida FL 1 trol
de frutillas . ¢ . OA de rodilla. (4M/13F) Isminuyen signiticativamente despues de fa beblda L vs el grupo control. Schell et al, 2017.
liofilizadas Bebida FL.(SO g/dia), equiva 500 . . o .
(FL). gde ‘fruFlllas frescas (§6 mg de 57+ 7 afios de edad. - No hay efectos del tratamiento en los perfiles de CRP, nitrito, glucosa y lipidos.
antocianinas como equiv a Cn-3-
0-Glu).
- Las frutillas alivian el dolor.
RPCT cruzado. 17 pacientes obesos, no - S6lo se detectan 12 biomarcadores de inflamacion de los 24 examinados en todas las muestras.
fumadores y con OA de rodilla - Las frutillas disminuyen significativamente el TNF-« circulante y su receptor soluble sérico 2
Frutillas 26-semanas completaron el estudio, a (sTNF-R2).
liofilizadas partir de 35 evaluados, - No se observan cambios en otros biomarcadores de la superfamilia TNF, ni en las hormonas Basuetal, 2018.
(FL). Bebida FL (50 g/dia), equiva 500 (4M/13F) séricas relacionadas con la obesidad o la osteocalcina, PC o WC.
g de frutillas frescas; 66 mg de - Los biomarcadores séricos de estrés oxidativo, 4-hidroxinonenal y dienos conjugados, también
antocianinas. 57 + 3 afios de edad. disminuyen significativamente. Las frutillas disminuyen los productos de peroxidacién lipidica en
adultos obesos con OA de rodilla.
Polvo 63 pacientes con OA de rodilla, - Las puntuaciones totales de WOMAC, incluidos los subgrupos de dolor, rigidez y dificultad para
liofilizado d RPCT de doble ciego. no diabéticos y no fumadores. realizar actividades diarias, disminuyen significativamente en el grupo tratado con PLAE vs PLA.
io 1llza ode (16M/47F)
arandanos 4-meses

Duetal, 2019a,
2019b.

1210 pacientes (Argentina

0A de rodilla

en tres paises

de América
Latina

Estudio observacional, transversal
de pacientes con OA sintomdtica
de rodilla, derivados de centros
médicos de primera atencién a
servicios de reumatologia.

12-meses

398; Brasil 402; Méjico 410)
con diagndstico de OA de
rodilla (criterios ACR). (M/F;
80,8% F)

>18 afios de edad; 61,8 afios
de edad en promedio.

- E1 74% de los pacientes con OA de rodilla tiene limitaciones funcionales, pero muy pocos de ellos
perdieron su trabajo debido a la OA de rodilla.
- Alrededor del 71% ha tomado medicamentos, pero el 63% depende de su propio bolsillo para
afrontar el costo de la OA de rodilla.

- La mayoria de las variables demograficas y clinicas difieren entre paises, en particular el nivel de
dolor, discapacidad, tratamiento y acceso a la atencién. La variable pais de origen influye en el nivel
de dolor, discapacidad y uso de NSAIDs en los modelos de regresion logistica; la edad, el dolor, el

tratamiento y el acceso a la atencion médica influyen en al menos 2 de los modelos.
- La carga de OA de rodilla en Argentina, Brasil y México depende de variables demograficas,
clinicas y terapéuticas, incluido el sistema de salud.

Burgos-Vargas et
al, 2014.

OA en América
Latina:
Caracteristicas
demogréficas y
clinicas

OA temprana
de rodilla

Estudio multicéntrico, descriptivo,
observacional, de corte
transversal en 13 paises de
América Latina.

Durante 3 meses

Estudio transversal

164 pacientes con eKOA (KL <

3040 pacientes con OA (~88%

OA primaria; criterios ACR).

Se incluyen pacientes con OA

cervical y lumbar. (M/F)
(1:4,8).

62,5 afios de edad en
promedio.

- IMC > 30 kg/m?. Se encontré obesidad en 38,2%. Articulaciones con OA: rodillas 31,2%; manos
9,5%; manos y rodillas 22,9%; articulaciones interfalangicas proximales y distales (OA erosiva)
6,5%; axial 6,6%; cadera 1,3%. Gravedad radiogréfica de grado 2 o 3 de Kellgren y Lawrence (KL):
88,5%.
- Tratamiento de OA: principalmente con NSAIDs, también en combinacién con sulfato de
glucosamina/condroitina y visco-suplementos.
- Comorbilidades asociadas: hipertension (39%); obesidad (36,3%); diabetes mellitus (12%); sin
comorbilidad (12,7%).

Reginato et al.,
2015.

(eKOA: early

2).(110 sin MetSy 54 con

MetS) y 42 HS. (M/F) (87% F

- IMC es significativamente mayor en pacientes con eKOA MetS (31,32 + 4,08) vs eKOA sin MetS
(28,76 + 4,34) y HS (26,48 + 4,83).

Espinosa et al,,
2016.
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knee OA) vs en eKOAy 95% F en HS). - [Adipoquinas] son mas altas en el grupo eKOA vs HS; la leptina es 962 vs 490; la adiponectina 62
sujetos sanos 602 vs 37 391, laresistina 31 047 vs 11 174.
(HS) en una 47,56 afios de edad en - Entre los grupos eKOA, OA con MetS muestra una [leptina] mas alta y la OA sin MetS la mas alta
poblacién promedio (pacientes eKOA) vs . . [adlpon_ectlna] y [re51st1na].. . . .
. ~ - Los pacientes eKOA con MetS tienen los niveles mds altos de citoquinas inflamatorias, como TNF-
mejicana 46,92 afios de edad en «, IL-6, IL-8, NGF, quimioquinas MCP-1 y PAI-1 vs eKOA sin MetS.
promedio.
- Es probable que en la poblacién latinoamericana se presenten fenotipos metabdlicos,
inflamatorios o combinaciones de ambos en la OA de rodilla. Es necesario analizar las posibles
implicancias de estas diferencias en las manifestaciones clinicas (dolor, calidad de vida, imagenes
de impacto).
4330 sujetos con dolor de - Los sujetos con una alta adherencia a la dieta mediterranea (Q5) presentan un menor riesgo de
rodilla o alto riesgo de empeoramiento del dolor vs aquellos que tienen puntuaciones mas bajas (Q1), segiin un analisis
desarrollar OA de rodilla multivariable de regresién de Poisson.
Dieta Estudio de cohorte longitudinal (M/F) (58,0 % F). . . . ) . . .
mediterrénea y - Una mayor ad.here’n.aa ala dieta medlt.erljanea se asocia con un menor riesgo de. 0OA d(? rodilla Veronese et al.,
0A de rodilla Periodo medio de seguimiento de sintomatica radiografica durant.e el seg.ulmlle.nto er.l un 9% (Q5 vs.Ql] en 2994 sujetos sin OA de 2019.
4 afos. 61,1 afios de edad en rodilla radiografica al inicio del estudio.
promedio. °N - ionificati ‘s . . . .
o surgen asociaciones significativas entre una puntuacién de dieta mediterranea validada
(aMED) y la incidencia de OA radiogréfica.
- La investigacién de la Iniciativa OA se basa en la asociacion de los principales patrones dietarios
derivados del andlisis de componentes principales (PCA) con la progresién radiografica y
sintomatica de la OA de rodilla.
La Iniciativa OA EStudlolgrel;:;(;);Tr];?ﬁltumnal’ roti?l(l):;:]lzzzsacglri)g?rgga - A medida que aumenta la puntuacién del patrén prudente (prudent pattern score), el riesgo de
' ) empeoramiento de KL disminuye significativamente, junto con la pérdida de la amplitud del
(The 0A (M/F) o AR - > Xu et al., 2020.
Initiative) Seguimiento de los participantes espacio articulary l.a disminucién de las pr.obabllldades de una mayor progresion de WOMAC (odds
durante <72 meses. 62 afios de edad en promedio. of higher WOMAC progression) en modelos ajustados multivariables.
- Un patrén dietario prudente basado en el consumo de frutas, verduras, legumbres, pescado y
cereales integrales se asocia con una disminucién de la progresion radiografica y sintomatica de OA
de rodilla vs una dieta occidental que aumenta la OA de rodilla.

Los criterios de exclusion para el reclutamiento se informan en la Ref. correspondiente.

En todos los estudios, los pacientes con OA fueron informados sobre el objetivo y el procedimiento de la investigacion, los beneficios y los riesgos, y tuvieron la libertad de abandonar en
cualquier momento. Una vez informados sobre el estudio, los participantes firmaron el consentimiento informado por escrito. Los protocolos de los ensayos clinicos fueron aprobados por los
Comités de Etica de las instituciones académicas participantes.

Abreviaturas: ACR (American College of Rheumatology): Colegio Americano de Reumatologia; [Adipoquinas]: concentracién de adipoquinas; [adiponectina]: concentracién de
adiponectina; ANOVA (analysis of variance): andlisis de varianza; CRP (C-reactive protein): proteina C reactiva; CT: colesterol total; Cn: cianidina; eKOA (early knee OA): OA de rodilla
temprana; F: género femenino; g/d: gramos por dia; GPx: glutatién-peroxidasa;; HDLc (high-density lipoprotein cholesterol): colesterol de lipoproteinas de alta densidad; HS (healthy subjects):
sujetos sanos; hsCRP (high-sensitivity C-reactive protein): proteina C reactiva de alta sensibilidad; IGF-1 (insulin-like growth factor 1): factor de crecimiento similar a la insulina 1; IGFBP-3
(insulin-like growth factor binding protein 3): proteina de unién al factor de crecimiento similar a la insulina 3; IMC: indice de masa corporal; KL: Kellgren y Lawrence; KOOS (Knee Injury and
Osteoarthritis Outcome Score): puntuacién de resultados de lesidn de rodilla y osteoartritis; LDLc (low-density lipoprotein cholesterol): colesterol de lipoproteina de baja densidad; M: género
masculino; [leptina]: concentracién de leptina; MetS (metabolic syndrome): sindrome metabélico; NGF (nerve growth factor): factor de crecimiento nervioso; NIH (National Institutes of
Health): Institutos Nacionales de Salud de EE.UU.; NSAIDs (nonsteroidal anti-inflammatory drugs): firmacos antiinflamatorios no esteroidales; OA: osteoartritis; PAI-1 (plasminogen activator
inhibitor-1): inhibidor del activador del plasminégeno-1; PC: peso corporal; PCA (Principal Component Analysis): analisis de componentes principales; PLA: placebo; [resistina]: concentracién
de resistina; ROM (range of motion): rango de movimiento; RPCT (randomized PLA-controlled trial): ensayo aleatorizado controlado con PLA; vit: vitamina; WC (waist circumference):
circunferencia de la cintura; WOMAC (Western Ontario McMaster Osteoarthritis Index): indice occidental de osteoartritis McMaster de Ontario.
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8.4. Efectos de los alimentos ricos en antocianinas en pacientes
con sobrepeso/obesidad en ensayos clinicos en humanos

La obesidad es un trastorno metabdlico multifactorial y una enfermedad
inflamatoria, caracterizada por un IMC > 30 kg/m? (De Lorenzo et al, 2019). Ademas, se
han detectado niveles desregulados de adipoquinas/citoquinas y desequilibrio de las
citoquinas de las células T colaboradoras de tipo 1 (Twl, T helper cell type-1) y tipo 2 (T2,
T helper cell type-2) (Ignacio et al., 2014). La obesidad en adultos se asocia con el riesgo de
enfermedades crénicas, como hipertension, hipercolesterolemia, diabetes tipo 2,
enfermedades cardiovasculares, enfermedades pulmonares, accidente cerebrovascular,
apnea del suefio, algunos canceres y artrosis (Dale et al., 2017; Winter & Bickford, 2019).

Las lesiones, la edad y la obesidad (trastornos del metabolismo lipidico y 6seo) estan
asociadas con artrosis, como se demostré en los ensayos clinicos de la Tabla 8.2, donde la
mayoria de los pacientes con artrosis tenian sobrepeso u obesidad. Ademas, la obesidad
aumenta el estrés mecanico en la articulacion y los cartilagos (Messier et al., 2005). Por lo
tanto, perder peso alivi6é los sintomas de artrosis en pacientes obesos con osteoartritis
debido a la disminucién de las cargas en la rodilla, asi como la produccién y respuesta de
factores inflamatorios (Messier et al, 2005; Miller et al, 2008). Una predisposicion
genética, la dieta y la falta de ejercicio contribuyen a la obesidad. La obesidad se ha
considerado una "enfermedad epigenética”. La nutricion puede afectar la expresion
genética y las antocianinas dietarias pueden alterar los mecanismos celulares epigenéticos
(Vanhees et al.,, 2014).

En la Tabla 8.3 se muestran veintidés ensayos clinicos seleccionados en pacientes
con sobrepeso y obesidad, sin ninguna enfermedad sintomatica. Hay veintiin estudios de
intervencion y un estudio observacional (Guo et al., 2017). Los ensayos clinicos realizados
en sujetos con sobrepeso/obesidad y dislipidemia abordan los perfiles lipidicos, las
enzimas implicadas, incluidos los parametros antioxidantes y antiinflamatorios, ya que la
obesidad suele ir acompafiada de estrés oxidativo e inflamacién (Tabla 8.3).

Se obtuvieron hallazgos prometedores a partir de marcadores séricos y urinarios
exhaustivos. También se proporcionaron analisis estadisticos adecuados (Udani et al,
2011; Alqurashi et al., 2016; Abubakar et al,, 2019).

Se utilizaron tratamientos en ensayos clinicos con bayas mixtas (moras, arandanos,
frambuesas y frutillas) (Solverson et al, 2019), jugo de arandanos (Chew et al, 2019),
moras (Solverson et al., 2018), frutillas (Basu et al, 2014; Park et al, 2016) y el jugo
comercial Medox (arandanos y grosellas negras) con 40, 80 y 320 mg/dia de antocianinas
(Zhang et al, 2020; Xu et al, 2021), bayas de maqui (Davinelli et al, 2015), aronias
(Kardum et al., 2014), soja negra (Lee et al., 2016), cerezas cornalinas (Asgary et al., 2013),
zanahorias moradas (Wright et al, 2013), jugo de bayas de jucara (Santamarina et al,
2020) y bayas de acai (Udani et al, 2011; Alqurashi et al, 2016; Aranha et al, 2020)
(Tabla 8.3).

Se observoé una disminucién de la insulina sérica y la glucorregulacién posprandial
(Solverson et al., 2019), aumento del colesterol de lipoproteina de alta densidad (HDLc,
high-density lipoprotein cholesterol) (colesterol bueno), disminucién de la CRP (mejora del



208 Capitulo 8

estado inflamatorio) y aumento del interferén-gamma (IFN-y) (mediador inflamatorio
secretado por las células Ty1) (Tabla 8.3).

Las antocianinas derivadas de bayas produjeron efectos favorables en las
concentraciones de lipoproteinas (Qin et al, 2009), como: disminucién de la concentraciéon
de LDLc (colesterol malo) y aumento de la de HDLc (colesterol bueno), sin efecto sobre el
colesterol total (CT). Actualmente, el aumento del HDLc se considera importante para
prevenir y controlar las enfermedades cardiovasculares. Los autores descubrieron que las
antocianinas de las bayas se comportaban como auténticos inhibidores de la proteina de
transferencia de ésteres de colesterol (CETP, cholesteryl ester transfer protein), en
particular Cn-3-0-glucésido (Qin et al, 2009). Es decir que, la suplementacién con
antocianinas redujo el LDLc sérico y aumenté el HDLc en parte, via la inhibicion de la CETP
diana (Tabla 8.3).

Las citoquinas IL-6, TNF-a y los marcadores oxidativos urinarios 8-
isoprostaglandina Fzq (8-iso-PGFzq 8-isoprostaglandin F2.), 8-hidroxi-2'-desoxiguanosina
(8-OHdG) y malonaldehido sérico (MDA) disminuyeron al final del ensayo (Zhang et al.,
2020).

La ingesta de un extracto estandarizado de bayas de maqui también disminuyo
significativamente la lipoproteina de baja densidad oxidada plasmatica (OxLDL, oxidized
low-density lipoprotein) y la 8-iso-PGF2q en sujetos con sobrepeso, mostrando las marcadas
propiedades antioxidantes de estas bayas en un ensayo simple y bien disefiado (Davinelli
etal, 2015).

El resto de los ensayos mostroé los andlisis de perfiles lipidicos y algunos parametros
involucrados en el metabolismo lipidico, como los ensayos completos bien disefiados
sobre aronias (Kardum et al, 2014) y soja negra (Lee et al., 2016). Estos estudios son
relevantes principalmente para sujetos dislipidémicos, quienes se caracterizan por tener
riesgo de enfermedades cerebrovasculares y cardiovasculares. La mayoria de las fuentes
de alimentos son diferentes tipos de bayas, a excepcién del té de Rosella, las zanahorias
moradas y la soja negra (Tabla 8.3).

La tendencia a la mejora del perfil lipidico, del estado de la apolipoproteina y de la
inflamacién vascular se demostr6 en un ensayo sobre el consumo de cerezas cornalinas
(Asgary et al, 2013). Las antocianinas dietarias de los jugos de frutas generalmente
interactian con las moléculas de adhesion celular (CAMs, cellular adhesion molecules),
suprimiendo la expresion inducida por TNF-a de la molécula de adhesion celular vascular-
1 (VCAM-1, vascular cell adhesion molecule-1) y subregulando la molécula de adhesiéon
intercelular-1 (ICAM-1, intercellular adhesion molecule-1). Sin embargo, sélo apoAl
mostrd una diferencia significativa y una diferencia limitrofe para ICAM-1 (Asgary et al,
2013).

Se demostré la mejora de la funcion vascular posprandial después del consumo del
té de Rosella (extracto de calices de Hibiscus sabdariffa L.) (Abubakar et al, 2019). Los
efectos deseados del té de Rosella sobre la obesidad se han atribuido tipicamente a las
antocianinas. Sin embargo, las flores también contienen acidos organicos como el acido
hibiscus, el acido dimetilhibiscus y los acidos hidroxicitricos que pueden contribuir a estos
efectos (Morales-Luna et al.,, 2019) (Tabla 8.3).
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El ensayo en humanos de més largo plazo sobre los efectos del consumo de cerezas
acidas se incluy6 en la Tabla 8.3 (Chai et al, 2019). Este estudio demostro que el jugo de
cerezas redujo significativamente la presién arterial y LDLc (colesterol malo),
probablemente a través de las propiedades antioxidantes y antiinflamatorias, respaldadas
por el aumento significativo en la actividad de reparacién del ADN de la enzima 8-
oxoguanina glicosilasa (0GG1) y la disminucién de la CRP, MDA y OxLDL plasmaticos (Chai
et al, 2019). También el jugo de cerezas disminuy6 significativamente MCP-1
proinflamatorio en adultos con sobrepeso/obesidad (Martin et al., 2018).

Las antocianinas de jucara revirtieron el proceso proinflamatorio producido en
sujetos obesos que tenian niveles disminuidos de IL-10, citoquina antiinflamatoria
asociada con IL-6 y TNF-a, mediada por TNF tipo 1 (TNFR1, TNF receptor type-1)
(Santamarina et al, 2018, 2020). Un ensayo similar con resultados prometedores fue
disefiado satisfactoriamente para las bayas de agai (Udani et al, 2011; Alqurashi et al,
2016; Aranha et al., 2020).

El estudio observacional incluido en la Tabla 8.3 ha sido disefiado adecuadamente
para un seguimiento de 5 afios de una gran poblacién obesa, lo que conduce a una
asociacién significativa inversa entre la excrecién urinaria de polifenoles totales y las
medidas antropométricas relacionadas con la obesidad (Guo et al., 2017).

Estos estudios demostraron claramente que las antocianinas actlian como agentes
eficaces para el tratamiento de la artrosis mediante la inhibicion de las respuestas
oxidativas e inflamatorias. Estas ultimas desempefian un papel importante.
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Tabla 8.3. Ensayos clinicos en humanos sobre los efectos de los alimentos ricos en antocianinas en pacientes con sobrepeso/obesidad.

Matriz Disefio del estudio. Duracidn. Pacientes con OA: Principales hallazeos Ref
alimentaria Dosis. n, (género), edad P 8 )

Capsulas Medox: RPCT doble ciego - Aumento significativo de [HDLc] en el grupo de antocianinas vs PLA.

anréocianinas de, £0- 120 suietos - Disminucion significativa de [LDLc] en el grupo de antocianinas vs PLA.
ardndanos 12- semanas disli idémigos (F/M) - El eflujo del colesterol celular al suero aumenta significativamente en el grupo de antocianinas vs PLA.
(Vaccinium 2 capsulas de 80 me de antocianinas p - Disminucién de la masa y la actividad de CETP plasmatica en el grupo de antocianinas vs PLA. Qinetal,
myrillus L) y dos leces aldia (des?oués del desayun'o 40-65 afios de edad - En el grupo de antocianinas, el cambio en HDLc se correlaciona negativamente con el cambio en la 20009.
grosellas negras y la cena). Ingesta total: 320 mg de IMC 22,4-30,7 kg/m?. . . act1v1d.a.d de CETP. .
(Ribes nigrum L.) antocianinas/dia - El cambio en LDLc se correlaciona positivamente con el cambio en la masa de CETP.
9 ) ) - El cambio en el eflujo de colesterol celular al suero se correlaciona positivamente con el cambio de HDLc.
Estudio piloto. abierto. no controlado - Disminucién significativa de los niveles de glucosa e insulina en ayunas después de 30 dias de tratamiento
Bavas de acai p ! ! ’ 10 adultos con vs valor inicial (o linea de base).
¢ ’ 1-mes de tratamiento sobrepeso (5M/5F)

(Euterpe oleracea 100 2 de pulpa de acai dos veces al dia - Disminucién significativa del CT y disminuciones significativas limitrofes de LDLc y CT/HDLc. Udani etal,
4 g de pulpa de ag | 18-65afios de edad. 2011.
Mart.) Pulpa de agai: 0,77 mg/mL de . 2 i s S C e .

antocianinas totales como equiv a Cn- IMC: 25-30 kg/m - En comparacion con el valor inicial, el agai disminuye significativamente el aumento posprandial de la
3-0-Glu glucosa plasmatica.
i - Sin efecto sobre la presion arterial, la hsCRP o los metabolitos del NO exhalado
RPCT.
Cerezas cornalinas 40 nifios y - Después de 6 semanas, disminucidn significativa de CT, GT, LDLc, ApoB, ICAM-1y VCAM-1 en el grupo CM,
6-semanas adolescentes y aumento de HDLc y ApoA1 vs valor inicial. S6lo ICAM-1 cambia significativamente en el grupo control. Asgary et al
2x 50 g/dia de frutas frescas después dislipidémicos. sary v
(Cornus mas L.) s . . e . . . 2013.
(CM) del almuerzo y la cena. No se midi6 el - La comparacidén entre grupos muestra una diferencia significativa s6lo para ApoA1, una diferencia
contenido de antocianinas en los 9-16 afios de edad. significativa limitrofe para ICAM-1 y ninguna diferencia significativa para IMC, WC/HC o CRP.
frutos de cerezas cornalinas.
RPCT doble ciego. 16C\(1)(:11111rr11;:£:‘)150i2205 - No hay un efecto significativo de las antocianinas de las zanahorias moradas sobre la masa corporal, la
linidicos e composicién corporal, WC, LDLc, CT, la presién arterial, la proteina C reactiva o la inflamacién sistémica en
Extracto de 4-semanas inﬂgmatorios los participantes obesos, a la dosis y la duracién del ensayo. Wright et
zanahorias 3 sobres de 8,3 g de zanahorias normales (M) - Tendencia hacia niveles mds bajos de apetito general en el grupo de zanahoria. al,, 2013.
moradas secas moradas secas con la primera comida, =
- . 18-65 afos de edad. I . . .
almuerzo y cena (equiv al contenido de IMC: 25-35 kg/m? - HDLc es significativamente mas bajo en el grupo de zanahoria.
antocianinas: 39,5 + 1,3 mg/sobre). Obésidad clagse I ’ - AST y ALAT no cambian, lo que indica que la intervencion es segura.
Ensayo controlado, aleatorizado, de 60 voluntarios - Los andlisis de dosis-respuesta revelan disminuciones significativamente mayores en CT y LDLc séricos y
dosis-respuesta, de 4 ramas. en las particulas LDL pequeiias derivadas de RMN en los pacientes con dosis altas de FL vs pacientes con
(5M/55F)
dosis bajas de FL durante 12 semanas.
Frutillas 12-semanas 49 + 10 afios de edad - S6lo la disminucién en CT y LDLc en los pacientes con dosis altas de FL siguen siendo significativas vs Basuetal,
liofilizadas (FL). Bebidas con 25 g/dia o 50 g/dia de FL. 11\7[C- 36 + 5 kg/m? ' control durante 12 semanas. 2014.
Antocianinas totales en mg equiv a Cn- Obe;sida_d Claie 1 - Ambas dosis de FL muestran una disminucién similar en MDA sérico a las 12 semanas vs controles.
3-0-Glu: FL de dosis baja: 78; FL de - FL no afecta ninguna medida de adiposidad, presion arterial, glucemia y [HDLc], [GT], [CRP] y moléculas
) 8! p p g y y
dosis alta: 155. de adhesién séricas.
'Slllpc:edlzeAttoon?: 4-semanas 20 participantes (F) - Aumento significativo de los PUFAs n-3 en los fosfolipidos de membrana.
Jug ' - Aumento significativo marcado de DHA. Kardum et
Aronia 100 mL/dia de suplemento. 45-65 afios de edad. - Disminucién significativa en la relacién de FA n-6 y n-3. al. 2014
melanocarpa Antocianinas totales: 15,3 + 0,2mg Cn- | IMC: 36,1 * 4,4 kg/m? - Aaumento significativo en la actividad de GPx. v ’

(Michx.) Elliott.

3-0-Glu equiv/100 mL.

Obesidad clase I1

- Disminucién significativa en IMC, WC y PA sistélica después de la intervencion.

Extracto de bayas
de maqui (EBM)

RPCT doble ciego.
4-semanas

42 sujetos sanos, con
sobrepeso y

- Disminucién significativa de Ox-LDL en el grupo EBM vs valor inicial.

- Disminucién significativa de 8-iso-PGF2q urinaria a las 4 semanas vs el valor inicial en el grupo EBM. Sin

Davinelli et
al, 2015.
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[Aristotelia 3 capsulas de 150 mg de EBM (54 mg fumadores. embargo, no hubo diferencias a los 40 dias de seguimiento.
chilensis (Molina) de antocianinas/capsula; 162 mg de - En la cuarta semana, no hubo diferencias significativas en las caracteristicas antropométricas, la presion
Stuntz] (Delfinol) antocianinas totales/dia) 45-65 afios de edad. arterial y el perfil lipidico.
Ensayo controlado ale.atorlzado_, 'doble . - BA mejora la funcién vascular, con aumento posprandial de FMD desde la linea de base de 1,4 % alas 2 h
ciego, cruzado, de intervencion 23 voluntarios sanos, .
. > . vs 0,4 % después del consumo del control, y aumentos a las 6 h en 0,8 % para BA vs 0,3 % para el control.
dietaria aguda con alto contenido de no fumadores y con . P s ‘o .
. . - Un AUC incremental significativamente menor para el estado oxidativo de pero6xido total después de la
Batido de agai grasas. sobrepeso (M) - .
(BA) ingesta de BA vs control. Alqurashi et
p . < al, 2016.
1-dia de experimento 30-65 afios de edad. e s . . ;
. . - No hay cambios significativos en la presién arterial, la frecuencia cardiaca o la respuesta de la glucosa
Un batido de Agai (BA) (150 g) con un 1 . . . . . .
. posprandial. Sin embargo, el primer pico de insulina posprandial (después del desayuno) y AUC
desayuno rico en grasas. 493 mg de IMC 25-30 kg/m? - - .
- P incremental para la insulina aumentan para BA vs control.
antocianinas/porcién de 200 g.
- Disminucidn significativa de los marcadores de grasa abdominal (WC y HC) y de todos los marcadores
RPCT doble ciego metabélicos (CT, GT, LDLc y no HDLc) en el grupo tratado vs PLA al final del ensayo.
80- 63 adultos obesos o - Disminucién significativa de los marcadores hematolégicos de aterosclerosis, como CT/HDLcy Leeetal,
Testa de soja 8-semanas con sobrepeso (M/F) LDLc/HDLc para el grupo de soja, pero sin cambios en el grupo PLA. 2016.
negra - Correlaciones positivas fuertes y significativas entre la masa de grasa corporal y IMC, WCy IMC,y WCy la
[Glycine max (L.) . 19-65 afios de edad. relacion cintura-cadera antes y después del tratamiento.
2 capsulas antes de cada una de las 3 . . o . . . .
Merr.]. . o . . - No hay diferencias entre ambos grupos en cuanto a energia, ingesta dietaria ajustada y actividad fisica: El
comidas diarias (dosis: 2,5 g/dia). . . . s P . L,
. L : IMC > 23 kg/m? grupo de soja mejora considerablemente los perfiles lipidicos plasmaticos, relacionados con la disminucién
Dosis de antocianinas: 31,45 mg/dia. . . . . . . . .
de WC (marcador de grasa abdominal) siempre que se mantengan dietas ricas en fibra dietaria y bajas en
colesterol.
Ensayo controlado aleatorizado, - Disminucidn significativa de la [insulina] posprandial (6 h) después de la bebida de 40 g de FL vs otras
cruzado, de dosis-respuesta, bebidas.
controlado con dieta, simple ciego, de 21 adultos no - No hay diferencia en la [glucosa] 6 h posprandial, pero el cociente insulina/glucosa es significativamente
cuatro ramas. diabéticos y no diferente entre las bebidas.
Frutillas fumadores (F/M) con - Pg-glucuronido estd significativamente asociado de manera inversa con [insulina] media después de 20 y Parketal,
liofilizadas (FL). 6-horas RL 40 g de FL. 2016.
Bebida con 0 g, 10, 20 0 40 g de FL.

Antocianinas totales (mg/bebida): 10 g
de FL: 42,2; 20 g de FL: 87,9; 40 g de
FL: 154,5.

> 18 afios de edad.

- Disminucion significativa de Ox-LDL después de 20 g de FL; IL-6 no es diferente entre los tratamientos.
- La ingesta de frutillas disminuye la demanda de insulina para controlar la glucosa posprandial en obesos
con resistencia a la insulina (RI), que esta relacionada con la [antocianinas/Pg] plasmatica.

- Las frutillas mejoran la sensibilidad a la insulina en sujetos con RI.

Jugo de cerezas
acidas (JCA)

Estudio piloto cruzado, RPCT.

10-semanas

10 participantes en
riesgo (8F/2M)
38,1 + 12,5 afios de
edad promedio.

- JCA disminuye significativamente la velocidad de sedimentacién globular o de eritrocitos (VSG) (marcador
de inflamacidn crénica) vs PLA, que aumenta VSG en un 19 %.

Martin et al.,

) - JCA no afecta a [hsCRP] (marcador de inflamacién aguda). hsCRP basal media es de 7,0 + 5,2 mg/L. 2018.
Ingesta de 240 ml/dia. Contenido de IMC > 25,0 kg/m?
JCA: 9,9-241,2 mg de antocianinas 5 obesos, 5 con - JCA disminuye la quimioquina MCP-1y la citoquina TNF-o vs PLA.
totales/8 oz de JCA. sobrepeso - IL-6 e IL-10 plasmaticas no son diferentes entre los tratamientos.
RPCT doble ciego. 27 participantes - Jucara mejora el perfil sérico de AGs en los niveles de AGs insaturados.
obesos (F/M)
Bayas de jugara 6-semanas - Los marcadores epigenéticos mejoran después del tratamiento.
31-59 afios de edad. Santamarina
(Euterpe edulis 5 g/d de pulpa liofilizada de jucara, - El nivel de ADN metilado aumenta después del tratamiento. etal,2018.
Mart.) equiv a 50 g de pulpa de jucara fresca. IMC 30,0-39,9 kg/m?
Antocianinas totales (mg/100 g de - El suplemento de Jugara es un predictor de la proteina-2 de unién a metil-CpG (MeCP2: methyl-CpG
frutas frescas) 262,4 +8,6. Obesidad clase Iy II binding protein 2) en monocitos.
RPCT cruzado, con 2 tratamientos. 27 sujetos con - Disminucién significativa del cociente respiratorio (RQ) promedio de 24 h en moras vs gelatina (GEL,
1-semana de tratamiento + test de sobrepeso u obesidad control sin flavonoides) debido al aumento de la oxidacién de grasas. Durante MTT, RQ disminuye
Moras

tolerancia a la glucosa basado en
comidas (MTT)+24 h + 1 semana de

lavado + 1 semana de tratamiento

M.

significativamente con moras vs GEL. Un aislamiento de 4 h durante la cena muestra efectos de tratamiento

IMC > 25 kg/m?2.

similares, donde RQ disminuye y la oxidacién de grasas aumenta con moras (moras vs GEL).

Solverson et
al., 2018.

- El drea bajo la curva (AUC) de glucosa no es diferente entre los tratamientos con moras y GEL durante
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2x 300 g/dia moras (desayuno y cena).

Dosis de moras: ~361 mg/dia de
antocianinas totales.

MTT.
- AUC de insulina disminuye significativamente con moras vs GEL y HOMA-IR mejora con moras.

Extracto de célices

Ensayo controlado aleatorio, cruzado,
agudo, simple ciego.

25 participantes con

- Aumento significativo del % de FMD, disminucion no significativa de la presion arterial sistdlica y
diastdlica; aumento no significativo del NO urinario y plasmatico y disminucion de la respuesta de los

o enfermedades . PN . Lo .
de Hibiscus hepaticas o crénicas niveles de glucosa sérica, insulina plasmatica, GT y CRP séricos. Abubakar et al
sabdariffa L. (EHS) 2-semanas y 8-horas p ’ - Mejora significativa del area bajo la curva de respuesta antioxidante sistémica (0 a 2 h); sin cambios 2019 N
(té de Rosella) ) 30-65 afios de edad significativos en la rigidez arterial después del consumo de EHS. ’
250 mL.de EHC después d.e un (M) ' - El acido galico, los 4cidos 3- y 4-0-metil gélicos y el acido hiptirico son los principales metabolitos
desayuno rico en grasas. Equiva 150 ’ fenolicos detectados que alcanzan una concentracion plasmatica maxima 1 h después de la ingesta de EHS.
mg de antocianinas y 311 mg de GAE.
Ensayo controlado aleatorio. 37 participantes - Después de la intervencidn, JCA aumenta significativamente los niveles plasmaticos de la actividad de
(M/F), 34 i .2 o .
reparacién del ADN de OGG1 y disminuye significativamente [CRP] media vs control.
Jugo de cerezas completaron el ‘ d iemificati ) Lo F d ionificati
4cidas 12 semanas estudio. - Hay un efecto de grupo significativo para CRP y MDA plasmaticas, y un efecto de grupo significativo
Montmorenc 65-80 afios de edad limitrofe para las OxLDL plasmaticas. Chai etal,
(JCA) (Prunuz 480 ml/dia de JCA. Las cerezas acidas ' - El analisis intragrupo muestra que los niveles plasmaticos de CRP, MDA y OxLDL disminuyen en un 25 %, 2019.
son ricas en antocianinas, 3 %y 11 % respectivamente, después de 12 semanas de ingesta de JCA vs valores iniciales.
cerasus L.). ; IMC 23,1-32,2 kg/m?2. h L . c 1o
especificamente Cn-3-0-GluRut, Cn-3- ; - La capacidad del JCA para disminuir la presion arterial sistélica y LDLc, en parte, puede deberse a las
. Sobrepeso/obesidad . L o .
0-Rut, Cn-3-0-Glu y la aglicona Cn. clase I propiedades antioxidantes y antiinflamatorias.
L . 78 sujetos con
RPCT de disefio paralelo, doble ciego. sobrepeso u obesidad - En la linea de base, al inicio, disminucién significativa de endotelina-1 y aumento de NO y glutation
Bebida de extracto 8-semanas y adiposidad reducido/oxidado vs PLA. Chew et al
de arandanos abdominal (M/F) - Aumento significativo de IFN-y después de la dosis de BEA al inicio. 2019 v
(BEA). :

450 mL/dia de BEA con alto contenido
de polifenoles.

30-70 afios de edad.
IMC 27-35 kg/m?

- Después de 8 semanas de intervencién con BEA, disminucién significativa de CRP en ayunas.
- Disminucién significativa de la insulina sérica y aumento de HDLc vs PLA.

Mezcla de bayas

Estudio aleatorizado, cruzado, con 4
periodos de tratamiento. Cada
tratamiento:

36 sujetos con
sobrepeso/obesidad,

ricas en . no fumadores (M/F) - No hay diferencias en la glucosa, la lIlSLlllI-la y AGS no esterificados séricos entre los tratamientos
antocianinas (MB) 8-dias + 2-semanﬁs de descanso individuales. Solverson et
[moras, entre ellos. ~
arandanos, 109 mg/dia-218 mg/dia, con una 587 ig;)nsec(i;oedad - En un andlisis secundario, las preparaciones combinadas de MB disminuyen el AUC de la insulina sérica vs al, 2019.
frambuesas y ingesta media de 143,5 mg/dia. Jugo p ' los tratamientos combinados de gelatina, mientras que la diferencia en la glucosa sérica no es significativa.
frutillas]. de bayas: 77 mg/dia-155 mg/dia de IMC 30,8 kg/m?
ingesta de antocianinas, con una ’ ’
ingesta media de 101 mg/dia.
RPCT doble ciego -La [8-isoprostano] plasmatica disminuye significativamente 60 dias después de la intervencién con agai.
80- Diferencia significativa entre los grupos de estudio (agaf vs PLA).
. 90-dias . . . . A P . Aranha et
Pulpa de Acai. 69 voluntarios. - Parametros del estado inflamatorio: IL-6 disminuye significativamente en el grupo con dieta al. 2020
200 g de pulpa de acaf. No se midié el hipoenergética + agai, e IFN-y disminuye significativamente en ambos grupos, el de dieta hipoenergética + v '
gcontini%o de agnt;)cianinas acaiy el de dieta hipoenergética + PLA; sin embargo, no hay diferencias entre los grupos. Los parametros
) del perfil lipidico y los niveles de glucosa en sangre no cambian en ningiin grupo de estudio.
RPCT doble ciego. 27 adultos obesos - Jucara disminuye el ARNm de TLR4 e IL-6 vs PLA.
Bayas de Jucara (F/M) - Jugara aumenta ARNm de IL-10. La expresion de proteinas de la via TLR4, respuesta primaria de
y sar 6-semanas diferenciacién mieloide-88 (MYD88: myeloid differentiation primary response-88), disminuye en el grupo de | Santamarina
(Euterpe edulis = :

Mart) 31-59 afios de edad. jucara vs PLA. etal, 2020.

5 g de pulpa liofilizada de Jugara. No se
midi6 el contenido de antocianinas.

IMC: 30,0-39,9 kg/m?

- Jugara disminuye pIKKa/{3 vs PLA. Los niveles de proteina del receptor de leptina (Ob-R) son mas altos en
el grupo de jucara vs pre-tratamiento. La produccién de IL-6, TNF-a y MCP-1 por parte de los monocitos
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disminuye con el suplemento de jugara vs pre-tratamiento.
- IL-10 aumenta en el grupo de jucara con LPS vs pre-tratamiento y vs grupo de jucara sin LPS.
RPCT doble ciego con suplementacién - El suplemento de antocianinas (320 mg/dla) durante 6 semanas mejora significativamente la superéxido
de 3 dosis de antocianinas (40, 80 dismutasa total vs valor inicial.
Capsulas Medox; 320 mg/dia) o0y - Una ligera disminucion de IL-6 y TNF-a séricos y 8-iso-PGFz« urinaria del valor inicial a las 12 semanas en
antocianinas de 5 169 participantes el grupo de antocianinas de 40 mg/dia.
arandanos o2 particlp - Las antocianinas (80 mg/dia) disminuyen significativamente IL-6 (-20%) y TNF-a (-11%) séricos y la 8-
L. 12-semanas dislipidémicos (F/M) . Lo L Zhang et al,
(Vaccinium is0-PGF2q urinaria (-27%) vs valor inicial. 2020
i - i i i i i - - 0, - - 0, - 0, :
myrtillus L.) y 2 cépsulas dos veces al dfa después del 35.70 afios de edad. ) .El suplem?nto de antocianinas de 320 mg/dia dlsr.mm.lye IL-6 (-40 A)),.TNF a(-21 A)).y MDA ( ZE) %)
grosellas negras . séricos y la 8-is0-PGF2« (-37%) y la 8-OHdG (-36%) urinarias en comparacién con las dosis 80 mg/diay 40
. ; desayuno y la cena. Las capsulas .
(Ribes nigrum L.). Medox contienen 40 mg u 80 mg de mg/dia.
|+ mg g - Fuerte correlacion positiva entre los cambios en los niveles urinarios de 8-iso-PGF2a, 8-OHdG y de IL-6
antocianinas. - . - .
sérica en sujetos de los grupos de antocianinas después de 12 semanas.
. RPCT doble ciego con suplementacién - Después de 12 semanas de suplementacidn: Diferencia significativa en la capacidad de eflujo de colesterol,
Capsulas Medox; . .
antocianinas de de 3 dosis de antocianinas (40,80 y HDLcy ApoA1l entre los 4 grupos.
ardndanos 320 mg/dia). 176 sujetos - En comparacién con PLA, 320 mg/dia de antocianinas aumentan significativamente la capacidad de eflujo
L dislipidémicos (F/M) de colesterol (35,8 %), HDLc (0,07 mmol/L) y ApoA1 (0,07 g/L). Xuetal,
(Vaccinium Ao . . . g .
myrtillus L) y 12-semanas - El andlisis de tendencia lineal mostré que Medox tiene una fuerte relacién dosis-respuesta con la 2021.
W ’ 2 capsulas dos veces al dia después de 35-70 afios de edad. capacidad de eflujo de colesterol, HDLc y ApoAl.
grosellas negras ) id snsulas Med El del idad de efluio de col 1 lacié i 1 d
(Ribes nigrum L). as comidas. Capsulas Medox que - El aumento de la capacidad de eflujo de colesterol muestra una correlacién positiva con el aumento de
contienen 40 u 80 mg de antocianinas. HDLcy ApoAl.
Estudio observacional
Estudio transversal 573 participantes del
ISRCTN35739639 ’ ensayo PREDIMED. - Después de un seguimiento de 5 afios: Correlaciones inversas significativas entre TPE en el quinto afio y Guo etal,
5-afios Reclutados en 2 PC, IMC, WC y relacién cintura-altura. 2017.
centros.

Los criterios de exclusién para el reclutamiento se informan en la Ref. correspondiente.

Abreviaturas: AGs: 4cido grasos; ALAT: alanina aminotransferasa; ApoA1l: Apolipoproteina A-I; ApoB: Apolipoproteina B; AST: aspartato aminotransferasa; AUC (area under the curve):
area bajo la curva; CETP (cholesteryl ester transfer protein): proteina de transferencia de ésteres de colesterol; Cn: cianidina; Cn-3-0-Glu: cianidina-3-0-glucésido; Cn-3-0-GluRut: cianidina-3-
0-glucosilrutinésido; Cn-3-0-Rut: cianidina-3-0-rutinésido; [CRP] (concentration of C-reactive protein): concentraciéon de proteina C reactiva; CT: colesterol total; equiv: equivalentes; DHA
(docosahexaenoic acid): acido docosahexaenoico; F: género femenino; FMD (flow-mediated vasodilatation): vasodilatacion mediada por flujo; GAE (gallic acid equivalents): equivalentes de
acido galico; GPx: glutation peroxidasa; GT: glicéridos totales; 8-iso-PGFzq«: 8-isoprostaglandina Faae; HC (hip circumference): circunferencia de cadera; HOMA-IR (homeostatic model
assessment-insulin resistance): evaluacion del modelo homeostatico-resistencia a la insulina; [HDLc] (concentration of high-density lipoprotein cholesterol): concentracién de colesterol de
lipoproteina de alta densidad; [hsCRP] (concentration of high-sensitivity C-reactive protein): concentracion de proteina C reactiva de alta sensibilidad; ICAM-1 (intercellular adhesion molecule-
1): molécula de adhesién intercelular-1; IMC: indice de masa corporal; [insulina]: concentracién de insulina; [LDLc] (concentration of low-density lipoprotein cholesterol): concentracion de
colesterol de lipoproteina de baja densidad; LPS: lipopolisacarido; M: género masculino; MDA: malonaldehido; MTT (meal-based glucose tolerance test): prueba de tolerancia a la glucosa
basada en las comidas; PC: peso corporal; RMN: Resonancia Magnética Nuclear; OA: osteoartritis; OGG1: 8-oxoguanina glicosilasa; 8-OHdG: 8-hidroxi-2’-desoxiguanosina; OXLDL (oxidized
low-density lipoprotein): lipoproteina de baja densidad oxidada; PA: presion arterial; Pg: pelargonidina; PLA: placebo; PUFAs (polyunsaturated fatty acids): acidos grasos poliinsaturados; RI:
resistencia a la insulina; RPCT (randomized PLA-controlled trial): ensayo aleatorizado controlado con PLA; RQ (respiratory quotient): cociente respiratorio; TLR4 (toll-like receptor 4 receptor
tipo Toll 4; TPE (total polyphenol excretion): excrecion total de polifenoles; VCAM-1 (vascular cell adhesion molecule-1): molécula de adhesion celular vascular-1; VSG: velocidad de
sedimentacion globular o de eritrocitos; WC (waist circumference): circunferencia de la cintura.
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8.5. Conclusiones del Capitulo 8

Se sabe que las antocianinas modifican las uniones de los ligandos con los
receptores, la permeabilidad de la membrana celular y las vias de sefializacién
intracelular. Por lo tanto, las antocianinas tienen propiedades antioxidantes,
antiinflamatorias e inmunomoduladoras, como se muestra en los once ensayos con
condrocitos humanos (Tabla 8.1) y diecinueve ensayos clinicos en pacientes con
osteoartritis (Tabla 8.2) y veintidés ensayos en pacientes con sobrepeso/obesidad (Tabla
8.3) analizados en esta Tesis. El conjunto de los tres ensayos clave contribuye a la
comprension de los mecanismos y vias subyacentes involucradas. Ademas, este conjunto
muestra el valor de las antocianinas para contrarrestar la progresion de la osteoartritis y
obesidad.

La interaccién entre la inflamacién de la osteoartritis y la obesidad, y la subsiguiente
regulacion/inmunomodulacién se realiz6 via las antocianinas dietarias. Las frutillas, las
cerezas, las bayas, la granada, las frutas tropicales, el escaramujo, el arroz morado, el maiz
morado, los porotos rojos y la soja negra, junto con las agliconas cianidina, delfinidina,
malvidina y peonidina, algunos 3-0-glucésidos, los metabolitos y las antocianinas aciladas
de una variedad de papa han mostrado los mejores resultados.

Si bien los resultados en pacientes con artrosis y sujetos con sobrepeso/obesidad
fueron prometedores, especialmente en el caso de las bayas, las frutillas, las cerezas, la
soja negra y la granada, se necesitan mas ensayos clinicos que incluyan anadlisis dosis-
respuesta.

Aunque se han establecido los beneficios para la salud y la seguridad de las
antocianinas en pacientes con artrosis/sobrepeso, se deben realizar mas estudios de
intervencion para determinar las dosis adecuadas para la suplementacién con
antocianinas, la dosis-respuesta y la duracién del consumo, para incluir recomendaciones
dietarias para pacientes con artrosis/sobrepeso con fines preventivos y de tratamiento.



Capitulo 9. Parte experimental
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9.1. Solventes, reactivos y compuestos quimicos

Todos los reactivos, solventes y compuestos quimicos utilizados en esta Tesis se
obtuvieron de la mayor pureza disponible, de grado analitico. Se usaron metanol, agua y
acetonitrilo, grado HPLC, para cromatografia liquida de alta resolucién (HPLC, high-
performance liquid chromatography) y los mismos solventes, pero grado CL-EM para
realizar cromatografia liquida-espectrometria de masa. El agua se purificé con un sistema
de purificacién Milli-Q Plus para obtener agua ultrapura. Se controld la pureza de los
solventes mediante métodos cromatograficos [cromatografia gas-liquido (CGL); HPLC] y
los que se usaron con deteccién UV, para verificar que no contuvieran interferencia que
absorbieran al UV (Pomilio & Vitale, 1988).

9.2. Antocianinas aciladas provenientes de Ipomoea cairica

9.2.1. Material vegetal

Las plantas de Ipomoea cairica (L.) Sweet fueron recolectadas en los parques de la
Facultad de Agronomia (Universidad de Buenos Aires) e identificadas por especialistas
taxénomos de la Facultad de Ciencias Exactas y Naturales de la Universidad de Buenos
Aires (Prof. Dr. Ing. Ramoén Palacios y Prof. Dr. Enrique Zallocchi), guardando material de
herbario que incluia flores.

9.2.2. Extraccion y aislamiento de las antocianinas

Se utilizaron flores frescas. Las flores, una vez separadas de la planta, fueron
inmediatamente extraidas repetidas veces con acido clorhidrico metandlico al 0,1% (v/v)
hasta obtener soluciones casi incoloras, en atmoésfera de nitrégeno a 0°C. Los sucesivos
extractos metandlicos fueron concentrados bajo presidn reducida a temperaturas menores
de 40°C, en oscuridad y atmosfera de nitrégeno. Los cromatogramas de los extractos
crudos obtenidos con distintos medios fueron comparados respecto al rendimiento y
degradacion. El medio acido permitié mantener las antocianinas como sales de flavilio.

El extracto que contenia las antocianas aciladas se aplic6é a una columna Diaion HP-
20 (500 x 70 mm) que se lavo con AcOH al 5% y se eluy6 con AcOH al 5% en EtOH al 70%.
El eluido se separ6 en fracciones principales mediante Sephadex LH-20 (500 x 70 mm)
usando MeOH-AcOH-H;0 (10:1:10, en volumen) como solvente de desarrollo.

9.2.3. Separacion de las antocianas aciladas

La separacién de las antocianas se realizd mediante cromatografia en papel
preparativo (descendente), Whatman 3 MM en el cual se sembr6 el concentrado del
extracto original, con extremo de Whatman 1 para absorcion gradual del solvente de
desarrollo. En la etapa inicial de aislamiento se usé como solvente BAA (n-butanol, acido
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acético glacial, agua; 4:1:5, en volumen; fase superior. Preparado inmediatamente antes de
su empleo), con tiempos de desarrollo no menores de 30 horas con el fin de lograr buena
separacién de las bandas. El desarrollo de las cromatografias se realizé en oscuridad y
atmésfera de nitrégeno.

Los cromatogramas se analizaron por observacién directa y bajo luz UV (A = 366
nm). Cada banda fue eluida individualmente usando como eluyentes: AcOH-MeOH-H,0
(5:70:25, en volumen) 6 (5:90:5, en volumen) y sometida, previa concentracién, a
ulteriores purificaciones (como minimo dos) utilizando los siguientes solventes: BAA, ACA
(acido acético glacial, acido clorhidrico concentrado, agua; 15:3:82, en volumen). y AcOH
5% (acido acético glacial-agua; v/v).

También se utiliz6 cromatografia en capa delgada (TLC: thin-layer
chromatography), analitica y preparativa. Asimismo, se us6 cromatografia en columna a
mediana presion para la purificaciéon de las antocianinas aciladas y cromatografia
liquida de alta resolucion (HPLC, high-performance liquid chromatography) para la
purificacién fina que dio siete polvos amorfos rojos como trifltioracetatos (sales de acido
triflioracetico: TFA).

9.3. Técnicas cromatograficas

9.3.1. Cromatografia en capa delgada

La cromatografia en capa delgada (TLC), analitica y preparativa, en placas
comerciales recubiertas con celulosa microcristalina y silicagel o gel de silice 60 con
indicador fluorescente para 254 nm (Silicagel 60 Fs4) utilizando como fases méviles: BAA
(n-BuOH-AcOH-H0, 4:1:5; fase superior), BuHCl (n-BuOH-2N HCl, 1:1, v/v) y EAFA
(AcOEt-AcOH-HCO;H-H,0, 100:11:11:26, en volumen) para las antocianinas vy
tolueno-AcOH-H,0 (40:10:5, en volumen), BAA (n-BuOH-AcOH-H;0, 4:1:2, en
volumen), EtOAc-AcOH-H;0 (3:1:1, en volumen) y EtOAc-HCO;H-H,O (5:2:1, en
volumen) para los acidos fendlicos (deteccion: luz UV) y azdcares.

La cromatografia preparativa se efectu6 en placas de celulosa con acido férmico al
10% (HCO2H 10%) como solvente de desarrollo.

9.3.2. Cromatografia de alta resolucion en capa delgada (HPTLC, high-

performance thin layer chromatography)

Se utilizaron cromatoplacas de alta resolucién de silicagel 60 F2s4 y como solventes
de desarrollo: 2-butanol-acetato de etilo-agua (14:12:5 v/v/v) y cloroformo-metanol-agua
(65:25:4 v/v/v).
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9.3.3. Cromatografia liquida de alta resolucién (HPLC), analitica v preparativa

La cromatografia liquida de alta resolucién analitica se realizé en columnas de
octadecilsilano (ODS; Cig; 50 x 4,6 mm + 250 x 4,6 mm) a 25°C con deteccién a 520 nm. Se
utilizaron los siguientes solventes para la elucién en gradiente a una velocidad de flujo de
1 ml/min: Solvente A (H3POs 1,5% en H,0) y Solvente B (H3PO4 1,5%, CH3COOH 20%,
MeCN 25% en H;0). Condiciones del gradiente: 0-7 min, gradiente lineal de 25 a 32 % de
solvente B en solvente A; 7-47 minutos, gradiente lineal de 32 a 42% de solvente B en
solvente A.

Se utilizd también otro sistema de solventes con gradiente lineal durante 20
minutos, desde 40 a 75% de B (MeOH-H,0-HCO.H, 75:24,5:0,5, en volumen) en A (H»O-
HCO2H, 60:1, v/v); luego se mantuvo una elucion isocratica durante 10 min.

La cromatografia liquida de alta resolucién preparativa se realizé en una columna
PREP-0ODS (C1s; 250 mm x 20 mm d.i.; tamafio de particula: 10 um) con una velocidad de
flujo de 7 ml/min con una elucién isocratica utilizando una mezcla de 88 o 70% del
solvente A (CH3COOH 15% en H»0) con detecciéon a 520 nm con detector de arreglo de
diodos y con el solvente B (CH;COOH 15%, MeCN 30% en H;0) con deteccion a 330 nm.

9.4. Determinacion estructural de las antocianinas aciladas

9.4.1. Métodos quimicos

Se llevaron a cabo hidrélisis acida parcial y total, e hidroélisis alcalina. La hidrdlisis
acida permitié determinar la aglicona, los azdcares y la presencia de dos derivados del
acido cindmico. La hidroélisis alcalina separ6 el grupo acilo presente, obteniendo ademas la
antocianina desacilada. También se realiz6 la oxidaciéon con agua oxigenada que permitid
identificar el sacarido unido al HO-3 de la antocianina.

9.4.1.1. Hidrdlisis alcalina

Cada antocianina acilada en polvo (aprox. 1 mg) fue tratada con hidréxido de sodio
2N, a temperatura ambiente, en oscuridad y atmdsfera de nitrégeno, en ampolla cerrada,
para eliminar los grupos acilo. Al cabo de 15 a 40 minutos, segtin los casos, se acidificé con
AcOH. Se obtuvieron la antocianina desacilada y el acido correspondiente al grupo acilo
para cada antocianina acilada, a los cuales se les realiz6 el analisis espectroscopico y
cromatografico correspondiente. Los componentes de la mezcla se analizaron mediante
cromatografia liquida de alta resolucién analitica.

Se realiz6 cromatografia en placa delgada (TLC) preparativa en silicagel o gel de
silice para purificar las unidades de acilo antes de la caracterizacion final mediante TLC
analitica comparando con estandares.
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9.4.1.2. Hidrdlisis dcida total

Cada antocianina acilada (2 mg) se calenté a reflujo (aprox. 45-60 minutos) en
atmésfera de nitrégeno y oscuridad, con una solucién (2,5-3,5 ml) de acido clorhidrico 2N
en etanol (1:1, v/v). El hidrolizado se enfri6 y la aglicona se extrajo con alcohol iso-amilico,
permaneciendo los hidratos de carbono en la fase acuosa.

La fase acuosa resultante en cada caso, fue evaporada a sequedad y el residuo fue
derivatizado usando piridina/N-(trimetilsilil)Jimidazol (2:1), calentando a 60°C durante 15
minutos. Los trimetilsilil (TMSi) derivados de las unidades de azicar se identificaron por
cromatografia gas-liquido (CGL) en una columna capilar CP-Sil-8-CB (25 m x 0,32 mm D.
I.; con 5% de grupos fenilo incorporados al polimero dimetilpolisiloxano, aumentando su
polaridad; mejor selectividad para compuestos aromadticos) en comparaciéon con
estandares de azucar auténticos.

El extracto de alcohol iso-amilico fue concentrado al vacio; el residuo obtenido
(aglicona) se estudio6 por cromatografia y por 1H- y 13C-RMN para micromuestras.

9.4.1.3. Hidrdlisis dcida parcial

Se realiz6 bajo las mismas condiciones que la hidrdlisis total, tomando alicuotas
cada 5 minutos hasta completar la reaccion. Estas alicuotas se estudiaron
cromatograficamente.

9.4.1.4. Oxidacion degradativa de las antocianinas con agua oxigenada

Se utiliz6 el método de Karrer y de Meuron (1932) modificado por Chandler y
Harper (1961) y adaptado por Pomilio y Sproviero (1972 a,b,c). Se disolvié 1 mg de
antociana en metanol (0,2 ml) y se agregaron 40 ul de agua oxigenada al 30%. Se dejo
cuatro horas a temperatura ambiente, y se descompuso el exceso de oxidante tratando con
3 mg de paladio sobre carbén (Pd 10%) durante 20 horas. Luego, se agregd amoniaco (50
pl) y se calenté (3 minutos) en bafio de agua a ebullicién. El producto de oxidacion se
estudié cromatograficamente con los solventes BPA (n-butanol, piridina, agua; 9:5:8, en
volumen) y BEA (n-butanol, etanol 95%, agua; 4:1:5, en volumen; capa superior) y la
identificacion se realizé empleando la determinacién de azicares ya indicada.

9.4.2. Métodos espectroscopicos

9.4.2.1. Espectros UV-Vis

Los espectros de absorcién UV y visible de las antocianidinas y de las antocianinas
aciladas y sin acilar, se llevaron a cabo en un espectrofotémetro en solucion de HClI-MeOH
al 0,01% (de 250 a 600 nm). Los desplazamientos batocrémicos correspondientes al
maximo del visible se determinaron agregando a la celda tres gotas de una solucién de
cloruro de aluminio (AlCl3) anhidro al 5% (p/v) en metanol.
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9.4.2.2. Espectroscopia infrarroja

Los espectros de absorcion infrarroja con transformacion de Fourier (FT-IR) se
obtuvieron en un espectrofotémetro Unicam modelo Mattson Galaxy 3020 (resolucién de
2 nm) con programas de andlisis de datos Mattson. Las determinaciones se hicieron en
pastillas de bromuro de potasio (300 mg). Los valores de nimero de onda maximo se
expresaron en cm-L.

9.4.2.3. Espectroscopia de resonancia magnética nuclear proténica (1H-RMN) y
de carbono-13 (13C-RMN)

Se midieron en un equipo Bruker 700 (!H-RMN: 700 MHz; 13C-RMN: 175 MHz)
(Universidad de Heidelberg, Alemania Federal) en DMSO-ds:TFA-d: (9:1, en volumen) con
tetrametilsilano (TMS) como estandar interno. Los desplazamientos quimicos se
expresaron en ppm (8u ¥ 8¢). Los datos de RMN fueron procesados en una estaciéon de
trabajo Bruker. Se realizaron espectros mono- (1D-RMN) y bidimensionales (2D-RMN). Se
pudieron realizar espectros con 1 mg y menos de muestra, lo cual no fue posible en los
equipos Bruker de 200,1 MHz, 500 MHz y 600 MHz para 'H-RMN en nuestro pafs.

Se realizaron ademas espectros bidimensionales para poder establecer la
conectividad entre las unidades de aglicona, azucar y acilo en cada antocianina acilada.
También se realizaron los espectros bidimensionales de las antocianinas desaciladas. Se
efectud espectroscopia de correlacion (COSY; DFQ-COSY) homonuclear (1H-1H-COSY,
Homonuclear Correlated Spectroscopy) y heteronuclear (1H,13C-COSY, Heteronuclear
Correlated Spectroscopy) para identificar la unién de los protones entre si y de cada protén
con cada carbono. Ambos tipos de estudios presentan los espectros en ordenada y abscisa
y también la proyeccion en la diagonal. En todos los espectros se us6 DQF-COSY que es una
modificacion de 1H,'H-COSY que requiere mayor tiempo de medicion, pero tiene la ventaja
de eliminar las sefiales de protones no acoplados, entre ellos las sefiales de agua, lo cual
ayuda a la resolucion de las resonancias de los protones de las unidades de azuicar en esa
region del espectro.

También se aplicaron secuencias inversas de pulso en 2D, como es el caso de la
correlacién de enlaces multiples heteronucleares o correlacion heteronuclear de largo
alcance (HMBC, heteronuclear multiple bond connectivity o long-range H,C-COSY) que da
s6lo sefiales de carbonos protonados, permite identificar conectividades H-C a través de
dos o mas uniones y datos H,C—COSY con miligramos o submiligramos de muestra.

Se realizaron estudios 1D NOE o sea, espectros de diferencia NOE (difference NOE
spectra), en los cuales se muestra una serie de espectros que representan el efecto sobre el
espectro original de la irradiacion de protones seleccionados y los correspondientes
espectros bidimensionales (NOESY, nuclear Overhauser enhancement spectroscopy).

9.4.2.4. Espectrometria de masa (EM)

Se realizaron espectros de masa con ionizaciéon suave por bombardeo de dtomos
rapidos (FAB, fast atom bombardment).
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9.4.2.5. Cromatografia liquida-espectrometria de masa con ionizacion por
electrospray (ESI, electrospray ionization) (CL-ESI-EM)

Los extractos de Ipomoea cairica se separaron en una columna Cis de fase reversa
(250 x 4,6 mm; tamafio de particula: 5 um) utilizando un cromatégrafo equipado con un
detector de longitud de onda variable. La muestra, disuelta en 4cido trifluoroacético (TFA)
al 0,1%, se inyect6 directamente.

El solvente A fue acetato de amonio 0,02 M, pH 5, y el solvente B fue acetonitrilo. Se
usé el siguiente programa: 10 % B durante 4 minutos, luego 18 % B durante 6 minutos,
luego un gradiente lineal de 18 % B a 100 % B durante 20 minutos, a una velocidad de
flujo de 1 ml/min. En cada corrida, se inyectd un volumen de 30 pL. El eluido se controlé a
250, 295 y 305 nm. El analisis de masa del eluido se realiz6 con un espectrometro de masa
de cuadrupolo simple en modo de polaridad positiva con un rango de exploracién de 700-
1000 m/z. Los iones se generaron mediante electrospray con un ajuste de voltaje capilar
de 5 kV y una temperatura del gas de secado (nitrégeno) de 350°C.

9.5. Caracteristicas de las antocianinas estudiadas

Los resultados de los tratamientos quimicos y los datos espectroscépicos completos
de las antocianinas aciladas y desaciladas se encuentran detallados en el Capitulo 4.

Las relaciones Eacilo.max/Evismax permitieron estimar el nimero de grupos acilo en cada
antocianina acilada. Se obtuvieron valores de Eacilo.max/Evismax €n el rango de 95- 100% para
las antocianinas diaciladas 1-5 y valores de Eacilo.max/Evismax €n el rango de 50-65% para las
antocianinas monoaciladas 6 y 7.

Los datos de 13C- y 1H-RMN de las antocianinas aciladas 1, 2 y 4 y de la antocianina
desacilada 8 se enumeran en la Tabla 4.2. del Capitulo 4. Los datos de 13C- y tTH-RMN de
las antocianina aciladas 3 y 5 se muestran en la Tabla 4.3. del Capitulo 4. Los datos de 13C-
y tH-RMN de las antocianinas aciladas 6 y 7 y de la antocianina desacilada 9 se presentan
en la Tabla 4.4. del Capitulo 4.

9.6. Ensayo de estabilidad de las antocianinas 1-9

Se estudi6 la estabilidad de las antocianinas diaciladas (1-5) y las antocianinas
monoaciladas (6 y 7) y su comparacion con las antocianinas desaciladas: cianidina-3-0-
soforésido-5-0-glucésido (8) y peonidina-3-0-sofor6sido-5-0-glucésido 9
correspondientes. El estudio de estabilidad se realiz6é en solucién acuosa neutra, en bafo
termostatizado a 25°C, usando el método de vida media (ti/2), definido como el tiempo
necesario para alcanzar el 50 % de color residual. Cada sal de TFA de antocianina se
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disolvié en solucién buffer de Mcllvaine (pH 7,0; citrato 0,1 M - fosfato 0,2 M) para
preparar una solucién de ensayo de 50 puM, y los espectros en la region del visible (400-
700 nm) se midieron automaticamente a intervalos de tiempo apropiados. En base a la
absorbancia correspondiente a Avismax de cada espectro, se calculd el color residual (%)
como porcentaje de la absorbancia inicial (= 100%).

Con los valores de vida media se realizé el estudio de la cinética de degradacion de
las antocianinas 1-9, calculando las constantes de reaccién segiin una cinética de primer
orden correspondiente a una degradacién o descomposiciéon de un compuesto organico, en
este caso antociani(di)nas.

9.7. Actividad antioxidante de las antocianinas 1-9: Ensayo de
actividad de captacion de radicales 1,1-difenil-2-picrilhidrazilo
(DPPH")

La actividad de captacion de radicales de las antocianinas aciladas 1-7 se ensayd
segun el método colorimétrico DPPH*, como hemos visto en el Capitulo 3,y se compard
con la actividad de las antocianinas desaciladas 8 y 9, a-tocoferol como antioxidante
natural y butilhidroxitolueno (BHT) como antioxidante sintético.

Cada muestra se disolvié en EtOH a una concentracion de 500 uM. A la solucion de la
muestra (25 pL) se le agregaron 375 pL de EtOH, 350 uL de solucién buffer Tris-HCI (pH
7,4,0,1 M) y 250 pL de solucion DPPH-EtOH 500 puM (para obtener una concentracion final
de muestra de 12,5 uM), se agit6 inmediatamente y se dej6 reposar durante 20 minutos en
oscuridad a temperatura ambiente.

La absorbancia del DPPH* residual en la solucion de muestra se midié a 520 nm. Las
absorbancias inicial y la del blanco se midieron sin sustrato y sin DPPH® respectivamente.

La actividad de captacién de radicales DPPH* (CR%) se calculé como:
CR% =100 [(Ai = Am + Ap) /Ai]

Donde: A, Am y Ay se refieren a las absorbancias a 520 nm de las soluciones inicial,
de muestra y del blanco respectivamente. El experimento se llevd a cabo por triplicado.

9.8. Estudio teodrico y caracterizacion del espacio conformacional
de antocianidinas hidroxiladas y metoxiladas

9.8.1. Estudio conformacional

Se llevé a cabo utilizando la teoria del funcional de la densidad (DFT, Density
Functional theory) (Becke, 2014), implementada en el software Gaussian 09 (Frisch et al,
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2009). Se utiliz6 principalmente el nivel de teoria B3LYP (Becke, 1988, 2014; McLean &
Chandler, 1980).

El software grafico libre ChemSketch (ACDLabs/ChemSketch) se us6 para dibujar las
estructuras de las antocianidinas que se optimizaron al nivel de teoria B3LYP/6-31G. La
re-optimizaciéon de las geometrias iniciales se efectué a un nivel de teoria superior,
B3LYP/6-311G++(d,p), que fue empleado en todos los calculos posteriores.

Las superficies de energia potencial de los compuestos analizados se determinaron
mediante escaneos rigidos de 10° para los dngulos diedros de interés (Foresman & Frisch,
2015). Se seleccionaron los conférmeros de minima y maxima energia, que fueron
posteriormente optimizados al mismo nivel de teoria (B3LYP/6-311G++(d,p)), con
geometrias completamente relajadas.

Se usd el modelo del continuo polarizable (PCM, Polarizable Continuum Model)
(Miertus & Scrocco, 1981) para evaluar los distintos conférmeros en tres solventes (acido
acético, metanol y agua). Se calcularon las frecuencias vibracionales para verificar si las
estructuras optimizadas tenian en cuenta los minimos de energia. Se determin6 también la
energia del punto cero (ZPE, Zero-Point Energy) al mismo nivel de calculo.

9.9. Analisis topoladgico y electronico del espacio conformacional
de antocianidinas y su relacion con bioactividades

Con las estructuras totalmente optimizadas, se calcularon parametros geométricos,
como: distancias de enlace, angulos de enlace y dngulos diedros relevantes para el analisis
detallado de la estructura geométrica de cada antocianidina en estudio.

Se utiliz6 la distribucién de Maxwell-Boltzmann para calcular los promedios
ponderados de cada conférmero, lo que permitié determinar su abundancia relativa
dentro del espacio conformacional de cada antocianidina.

Se estimaron tanto el momento dipolar aparente (u*) como la polarizabilidad
molecular (<a>) para cada conférmero y se calcul6 el promedio ponderado de estas
propiedades estructurales en todo el espacio conformacional, empleando la distribucién
de Maxwell-Boltzmann.

Para el andlisis electrdnico, se evaluaron los orbitales moleculares de frontera, el
orbital ocupado de mayor energia (HOMO) y el orbital desocupado de menor energia
(LUMO), asi como las diferencias energéticas HOMO-LUMO, junto con la contribucién
atémica porcentual a estos orbitales. Se determinaron estas propiedades electrénicas en
todo el espacio conformacional.

Con el programa NBO 7.0 (Glendening et al, 2018) se calcularon los Orbitales
Naturales de Enlace (NBOs), las cargas naturales atémicas, las ocupaciones electrénicas y
las transferencias de carga entre orbitales. Por otro lado, el software PROAIM (Biegler-
Konig et al, 1982) permitio el analisis de la topologia de los enlaces obteniendo los
valores de elipticidad (g). Todos los calculos se realizaron al mismo nivel de teor a
(B3LYP/6-311G++(d,p))
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En el primer Capitulo de esta Tesis se establecen los fundamentos tedricos sobre las
antocianinas, destacando su naturaleza como metabolitos secundarios fendlicos
ampliamente distribuidos en el reino vegetal. Se presentaron sus funciones bioldgicas
primordiales, como la polinizacién, la dispersién de semillas y la adaptacién a factores de
estrés bidtico y abiotico, subrayando su papel protector contra la radiacion UV y los
depredadores. Ademas, se mencioné su importancia en la industria alimentaria, cosmética
y farmacéutica debido a su potencial como colorantes naturales y por su notable actividad
antioxidante, la cual se ha asociado con efectos terapéuticos significativos en
enfermedades crénicas como las cardiovasculares, la obesidad y la diabetes.

La biosintesis de las antocianinas, abordada en este capitulo, evidencié la
complejidad de los procesos enzimaticos involucrados y la funcién reguladora de los genes
estructurales y transcripcionales. Se destacé la importancia de la via fenilpropanoide como
punto de partida para la sintesis de flavonoides y antocianinas, asf como la contribucién de
factores como la luz, y las hormonas vegetales en la modulacién de su acumulacion y
expresion fenotipica.

Desde el punto de vista estructural, se presentdé un analisis detallado de las
antocianidinas, enfocandose en su organizacion molecular basada en un nucleo flavilio
caracterizado por su carga positiva, y en la variedad de sustituyentes que modulan sus
propiedades fisicas y quimicas. Se enfatizo el impacto de la glicosilacién y la acilacién en su
estabilidad y funcionalidad, destacando que estas modificaciones afectan directamente su
interaccién con el entorno y sus aplicaciones tecnolégicas.

Asimismo, se resaltd que, a pesar de los avances en la identificacién y
caracterizacion de estas moléculas, persisten retos significativos en la estabilizacién de las
antocianinas, dado que factores como el pH, la temperatura y la luz afectan negativamente
su integridad quimica. Esto plantea la necesidad de explorar estrategias innovadoras para
maximizar su utilidad en aplicaciones practicas.

Por esta razon, en el Capitulo 2 se aborda la estabilidad de las antocianinas como un
tema central del mismo. La estabilidad quimica de las antocianinas fue identificada como
un desafio crucial, ya que estas moléculas son particularmente sensibles a factores
ambientales. El andlisis demostré que el pH es un determinante clave: en condiciones
acidas, las antocianinas predominan en su forma de cation flavilio, que es mas estable y
responsable de su intensa coloraciéon roja. Al aumentar el pH, el catién flavilio se
encuentran en equilibrio con estructuras quinoidales. Sin embargo, en condiciones neutras
o alcalinas, las formas quinoidales y carbinol son menos estables y conducen a una pérdida
de color. Asimismo, se observé que la temperatura y la luz aceleran los procesos de
degradacion, mientras que la presencia de agentes oxidantes puede promover la
formacion de compuestos intermedios no deseados.

Un aspecto adicional de relevancia fue la relacion entre estructura y coloracion,
donde se evidencid que las propiedades Odpticas de las antocianinas dependen
directamente de su entorno quimico. La transiciéon entre formas estructurales (cation
flavilio, base quinoidal, carbinol y chalcona) se asocia a cambios espectrales y determina
su percepcion visual. Este comportamiento es fundamental para su aplicacion como
colorantes naturales, especialmente en productos sensibles a cambios de pH y
temperatura.
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Se resaltd ademas que las modificaciones estructurales, como la glicosilacion y la
acilacion, desempefian un papel protector al mejorar la resistencia de las antocianinas a la
degradacién quimica y aumentar su solubilidad. En particular, la glicosilacion en el anillo C
y la acilacién con acidos fendlicos potencian su estabilidad y versatilidad en aplicaciones
industriales. Por otro lado, se identific6 que los grupos hidroxilo libres en el anillo B, si
bien contribuyen a la actividad antioxidante, pueden comprometer la estabilidad en
condiciones neutras o basicas debido a la reactividad de estos sitios.

El capitulo también explor6 las estrategias para preservar la estabilidad de las
antocianinas, como la co-pigmentacién. Este efecto permite minimizar la degradacion,
ampliando el rango de estabilidad del catién flavilio mediante interacciones del tipo
autoasociacidn, interacciones intra- e intermoleculares y complejacion con metales.

Otro tema abordado fue la biodisponibilidad de estos compuestos, destacando que,
aunque las antocianinas poseen actividades antioxidantes, antiinflamatorias y
anticancerigenas comprobadas, su absorcion en el tracto gastrointestinal es limitada, y su
metabolismo da lugar a metabolitos activos en bajas concentraciones. Estudios in vitro e in
vivo revelaron que estas moléculas y sus derivados son distribuidos transitoriamente en
tejidos clave, como el cerebro y los ojos, aunque en niveles bajos y con una
biodisponibilidad influenciada por factores interindividuales como el microbioma
intestinal. También se sefnald la necesidad de mejorar las metodologias para evaluar con
mayor precisién su biodisponibilidad, considerando el costo y la complejidad de los
ensayos prolongados.

Se ha vinculado la estabilidad y la biodisponibilidad de las antocianinas con la
actividad bioldgica. La capacidad antioxidante de estas moléculas estad estrechamente
relacionada con su estructura quimica y su resistencia a la degradacion, factores que
influyen directamente en su efectividad frente al estrés oxidativo. Esta transicion entre los
Capitulos 2 y 3 resalta la importancia de entender cémo los factores quimicos y
estructurales determinan no solo la estabilidad y biodisponibilidad, sino también las
aplicaciones terapéuticas y funcionales de las antocianinas en la prevenciéon de
enfermedades cronicas y su uso en alimentos funcionales y suplementos nutracéuticos.

Se examina la relacién entre las antocianinas y su actividad antioxidante, destacando
su capacidad para neutralizar especies reactivas de oxigeno y nitrégeno, lo que las
convierte en compuestos de gran interés para la salud. Se discuten las variaciones en la
actividad antioxidante de las antocianidinas y antocianinas segiin su estructura quimica, la
influencia de grupos funcionales y la importancia de la glicosilacidon.

Los grupos hidroxilo y metoxilo influyen significativamente en la actividad
antioxidante de las antocianinas. La actividad antioxidante y antirradicalaria de estos
compuestos esta relacionada con sus caracteristicas estructurales, especificamente el tipo,
numero y posicién de los sustituyentes hidroxilo y metoxilo. En particular, la estructura
orto-dihidroxilo (catecol) en el anillo B y los dobles enlaces conjugados son determinantes
importantes para la actividad atrapante de radicales de las antocianidinas. Ademas, la
presencia de grupos hidroxilo en posiciones especificas puede afectar la reversibilidad de
las reacciones de oxidacidn, lo que también impacta su capacidad antioxidante.
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Las antocianinas potencian la respuesta antioxidante en el organismo a través de
varios mecanismos, entre los cuales se destacan:

Estimulacion de sistemas de defensa antioxidante: Las antocianinas pueden
aumentar la actividad de enzimas antioxidantes end6genas, como la superéxido-dismutasa
(SOD) y la glutatién-peroxidasa (GPx), lo que contribuye a una mayor capacidad
antioxidante total en las células.

Activacion de vias de sefalizacion: Estos compuestos pueden influir en la
expresién génica y activar el factor nuclear eritroide 2 relacionado con el factor 2 (Nrf2),
que es crucial para la regulacién de la respuesta antioxidante y la defensa celular contra el
estrés oxidativo.

Efectos antiinflamatorios: Las antocianinas también pueden tener propiedades
antiinflamatorias, lo que ayuda a reducir el estrés oxidativo asociado con la inflamacién.

Estos mecanismos permiten que las antocianinas no so6lo actiien como antioxidantes
directos, sino que también modulen la respuesta antioxidante del organismo de manera
mas amplia.

Partiendo de la base de las diferentes caracteristicas y aspectos de las antocianinas
abordados en los primeros tres Capitulos de esta Tesis, se realizé el estudio experimental
de antocianinas aciladas complejas presentes en las flores de Ipomoea cairica (Capitulo 4).
Las etapas de extraccién, separaciéon y purificacién de estos compuestos proponen
grandes desafios debido a su sensibilidad frente a la luz, oxigeno atmosférico, pH y
temperatura, como se ha mencionado en el Capitulo 2. Estas caracteristicas proponen
limitaciones respecto a su manipulacién y exigen condiciones rigurosas para su estudio.
Otra etapa que presenté un desafio adicional fue la elucidaciéon de las estructuras
complejas de las antocianinas aciladas. Se utilizaron tanto métodos quimicos (hidroélisis
acida parcial y total, hidrélisis alcalina y oxidacién degradativa), como técnicas
espectroscopicas (espectros UV-Vis y desplazamientos batocrémicos; 1H-RMN y 13C-RMN
mono- y bidimensional (2D RMN) y espectrometria de masa (EM)).

Se identificaron siete antocianinas aciladas y dos antocianinas desaciladas. Las
diferencias estructurales entre las antocianinas aciladas incluyen variaciones en la
aglicona y los grupos acilo unidos. Por ejemplo, los compuestos 3 y 5 muestran espectros
similares, pero el compuesto 3 produce tanto acido cafeico como acido p-cumarico tras la
hidrolisis, mientras que el compuesto 5 sélo produce acido cafeico. Ademas, el compuesto
3 tiene una correlacién distintiva entre H-2” de la Glucosa-B y la sefial carbonilica del
acido p-cumarico, lo que indica la presencia de un grupo p-cumarico, mientras que el
compuesto 5 muestra correlaciones relacionadas con un grupo cafeoilo. Ademas, los
compuestos 6 y 7 difieren en que el compuesto 7 contiene peonidina en lugar de cianidina
como aglicona, lo que afecta a sus caracteristicas estructurales. La presencia de diferentes
grupos acilo y agliconas contribuye a la diversidad estructural general de estas
antocianinas.

Al disponer de estos compuestos aislados, se propuso evaluar la estabilidad de los
mismos, considerando los aspectos estructurales que los afectan. Las antocianinas aciladas
muestran una mayor estabilidad en soluciones acuosas. Se determind que las antocianinas
diaciladas tienen una vida media mdas larga en comparacién con las antocianinas
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monoaciladas y no aciladas. La presencia de dos grupos acilo proporciona proteccion
adicional a la aglicona, creando una interacciéon hidrofébica que inhibe los procesos de
degradaciéon que conducen a la pérdida de color. Esta mayor estabilidad brinda mayor
resistencia a cambios de pH, calor y luz.

Tambien se evalué la actividad antioxidante de los compuestos aislados, mediante el
ensayo de captacion de radicales libres por DPPH".

Al abordar el estudio tedrico de las antocianidinas (Capitulo 5) y considerando la
escasez de investigaciones previas en la literatura, se evidencié la necesidad de iniciar esta
investigacidon con una caracterizacién detallada de las antocianidinas mas abundantes en
la naturaleza: pelargonidina, cianidina, delfinidina, peonidina, petunidina y malvidina. Esta
decision se justifico en las dificultades experimentales asociadas a su manipulacién y
caracterizacion, lo que resalt6 la relevancia de un enfoque computacional. Asi, se realizd
un andlisis exhaustivo del espacio conformacional de las antocianidinas hidroxiladas y
metoxiladas, compuestos bioactivos reconocidos por sus propiedades antioxidantes.

Inicialmente, se introdujo una nomenclatura estandarizada para identificar y
clasificar los conférmeros en funcién de sus disposiciones estructurales, facilitando la
descripcion y caracterizacion de los diferentes conformeros. A través de calculos basados
en la teoria del funcional de la densidad (DFT) utilizando el método B3LYP, se optimizaron
las estructuras moleculares y se analizé su estabilidad en diferentes solventes. Mediante
curvas de energia potencial, se exploré todo el espacio conformacional, identificando dos
grupos principales de conférmeros: los planos (P) y los no planos (Z). Los resultados
mostraron que los conférmeros planos presentan una mayor estabilidad que los no planos,
y que la estabilidad general de la molécula aumenta con el grado de sustitucién en el anillo
B. Por ejemplo, pelargonidina, con un tnico grupo hidroxilo en dicho anillo, mostré menor
estabilidad global en comparacién con cianidina (dos hidroxilos) o peonidina (un metoxilo
y un hidroxilo). Este efecto se intensific en compuestos trisustituidos, como la delfinidina
y la malvidina.

Tras definir los espacios conformacionales en vacio y en diferentes solventes, se
avanzdé hacia una caracterizacion topologica y electrénica de las antocianidinas (Capitulo
6). Este analisis incluy6 la evaluacion de propiedades geométricas (distancias de enlace,
angulos de enlace y angulos diedros) que permitieron identificar estructuras alejadas de la
representacion clasica de las antocianidinas como sales de flavilio. En su lugar, se encontré
una coexistencia de estructuras de tipo quinoidal cargadas positivamente, junto con
estructuras aromaticas asociadas al cation flavilio. En particular, se observé que los
conférmeros planos (P) tendian a localizar la carga positiva en el oxigeno 0-4’, mientras
que los conférmeros no planos (Z) la ubicaban en el oxigeno 0-7.

Se caracterizaron propiedades electronicas fundamentales, como el momento
dipolar aparente, la polarizabilidad, las energias de los orbitales de frontera (HOMO-
LUMO) y las deslocalizaciones electronicas en el sistema . El uso de teorias NBO (Natural
Bond Orbital) y AIM (Atoms in Molecules) permitié un analisis detallado de las cargas
naturales atémicas, las transferencias de carga y la elipticidad de los enlaces C-C. Estos
estudios confirmaron la presencia predominante de estructuras quinoidales cargadas
positivamente, brindando informacion clave sobre la reactividad de estos compuestos y
coémo las diferentes conformaciones modulan dicha reactividad. Se observo, por ejemplo,



230 Capitulo 10

una mayor carga positiva localizada en el anillo B de pelargonidina y peonidina, lo que
indicaria una menor reactividad de este anillo frente a ataques electrofilicos. Estos
hallazgos son consistentes con observaciones experimentales en reacciones realizadas con
antocianinas aciladas (Capitulo 4).

El andlisis de los orbitales de frontera (HOMO y LUMO) permitié predecir la
bioactividad de estos compuestos, identificando sitios reactivos y posibles interacciones .
Los resultados mostraron que la distribucién electrénica en los orbitales HOMO y LUMO
varia significativamente entre los conférmeros y esta influenciada por el grado y tipo de
sustitucion en los anillos. Asimismo, se evidencié cémo estas propiedades modulan la
actividad antioxidante y antimutagénica, estableciendo una conexién entre la estructura
molecular, el espacio conformacional y las propiedades bioldgicas.

En el Capitulo 7, se desarrollaron estudios QSAR para evaluar cuantitativamente la
actividad antioxidante, antimutagénica y anticancerigena de diferentes antocianinas. Este
enfoque permitié predecir la bioactividad de los compuestos considerando descriptores
no conformacionales, una decision respaldada por la complejidad de los espacios
conformacionales de las antocianidinas (Capitulo 5). Los modelos QSAR obtenidos
demostraron ser herramientas utiles para explicar y predecir propiedades bioactivas
dentro de los dominios de aplicabilidad definidos. Estos estudios subrayan la relevancia de
los enfoques QSAR en la industria farmacéutica, ya que permiten reducir costos, tiempos
de investigacion y desafios asociados a la extracciéon y manipulaciéon de las antocianinas.

Finalmente, el Capitulo 8 aborddé ensayos in vitro, in vivo y estudios clinicos en
humanos, proporcionando evidencia experimental que complementa y valida los hallazgos
tedricos y computacionales.

Este enfoque integral permiti6é establecer una conexidn logica entre los conceptos
basicos estructurales y de estabilidad desarrollados en los primeros capitulos y su
aplicacion en estudios de bioactividad. Desde la caracterizacion tedrica de las antocianinas
hasta su evaluaciéon experimental en modelos bioldgicos, el presente trabajo de Tesis
integra de manera coherente multiples niveles de complejidad, contribuyendo
significativamente al entendimiento y aprovechamiento de estos compuestos en contextos
quimicos, bioldgicos y farmacéuticos.
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