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INTRODUCCION

En la actualidad, la fluorescencia es uno de los métodos mas desarrollados y
confiables para la deteccion quimica y biolégica, ademas de la obtencion de
bioimagenes, lo cual es debido a su funcionamiento sencillo, respuesta rapida,
gran sensibilidad, alta selectividad, increible resolucion temporal y espacial,
visualizacion no invasiva, etc.

Es posible emplear al flavonoide quercetina (3, 5, 7, 3 ', 4'-pentahidroxiflavona o 2-
(3,4-Dihidroxifenil)-5,7-dihidroxi-4H-1-benzopiron-4-ona, cuya formula molecular es
C15H1007) como un sensor natural fluorescente. Dicha molécula ha sido utilizada
en la deteccion de iones y aniones, pequefias biomoléculas y biomacromoléculas.
Por otra parte, la quercetina presenta una buena biocompatibilidad, toxicidad
bioldgica insignificante, biodegradabilidad natural, alta fotoestabilidad, ademas la
guercetina agregada in situ muestra una buena retencion intracelular, por lo que
es posible realizar bioimagenes a largo plazo (aproximadamente 8 horas).

Los calculos tedricos basados en la Teoria del Funcional de la Densidad (DFT),
asi como en Teoria del Funcional de la Densidad Dependiente del Tiempo (TD-
DFT) proporcionan informacion detallada acerca de las propiedades fotoquimicas
y fotofisicas, por lo que en este trabajo de investigacion se calcularon los
espectros de absorcién y emisién de una determinada conformacion mas estable
de la molécula quercetina en fase gas, con la finalidad de proponerla como un
posible biosensor fluorescente.

Esta tesis se encuentra dividida de la siguiente forma: En el capitulo 1 se introduce
el concepto de flavonoides, se da a conocer el flavonoide quercetina y su uso
como biosensor fluorescente en general y al formar complejos de coordinacion con
iones metalicos. En el capitulo 2 se presenta la justificacion, hipétesis y objetivos
del presente trabajo de investigacion. El capitulo 3 corresponde al marco teorico,
gue incluye temas clave sobre los calculos computacionales y espectroscopia
UV/Vis en general y enfocada a flavonoides. El capitulo 4 da a conocer la
metodologia empleada para llevar a cabo un estudio conformacional de la

guercetina, sus aniones y quelatos, asi como el calculo de su espectro absorcion y

1



emision UV/Vis e indices de reactividad quimica global. El capitulo 5 muestra los
resultados y discusién de los célculos previamente mencionados, abarcando un
estudio conformacional, el potencial electrostatico molecular, los espectros de
absorcion y emision UV/Vis incluyendo los orbitales moleculares implicados en las
transiciones electréonicas, y los indices de reactividad quimica global. Finalmente

se incluyen los apartados de conclusiones y perspectivas de esta tesis.



CAPITULO 1

1. ANTECEDENTES

1.1. Flavonoides

Los flavonoides (Figura 1) son una clase de compuestos fendlicos hidroxilados
que presentan una estructura de anillo aromatico. Estos compuestos se clasifican
en distintas subclases que abarcan flavonoles (como la quercetina, miricetina y
fisetina), flavonas (como apigenina y luteolina), isoflavonoides, flavanonas (como

naringenina, flavanona y hesperetina), isoflavonas, catequinas y antocianidinas

(1).

Acilacion Oxidacion

Metilacion Glucosidacion

Hidroxilacion Grado de msaturacion

Figura 1. Estructura general de los flavonoides. Adaptado de (1).

Los flavonoides son compuestos fitoquimicos que se encuentran en diversas
plantas, frutas, hierbas, tallos, cereales, nueces, verduras, flores, semillas y hojas,
con aplicaciones en la medicina. En la actualidad, un gran niamero de trabajos de
investigacion se han enfocado en su aislamiento, sintesis de analogos y efectos
en la salud humana. Por suerte, se han logrado aislar mas de 10,000 compuestos

flavonoides y el nimero aumenta cada vez mas (2).



Diversos flavonoides poseen propiedades anticancerigenas, antimicrobianas,
antivirales, antiangiogénicas, antipaltdicas, antioxidantes, neuroprotectoras,
antitumorales y antiproliferativas (3).

Existen diversos medicamentos empleados en el tratamiento del cancer, sin
embargo, solo unos cuantos presentan inhibicién contra la oncogénesis, ademas
la gran mayoria son toxicos y poseen efectos secundarios adversos que
atormentan a los pacientes (4). Los flavonoides actian como agentes
anticancerigenos, pero también inhiben el crecimiento celular (3).

1.2. Quercetina

La quercetina (3, 5, 7, 3 ', 4'-pentahidroxiflavona o 2-(3,4-Dihidroxifenil)-5,7-
dihidroxi-4H-1-benzopiron-4-ona, Figura 2) es una subclase de flavonoide
(especificamente un flavonol) que siempre esta presente en las plantas, pero en
cantidades diferentes. Es una sustancia amarilla, sélida, cristalina, insoluble en
varios disolventes y de sabor amargo. A pesar de que es generalmente insoluble,
muestra una ligera solubilidad en alcohol, soluciones acuosas alcalinas y en acido
acético glacial (5).

OH
OH

HO O

OH
OH O

Figura 2. Representacion esquematica de la molécula de quercetina, cuya estructura
consta de dos anillos fusionados AC y un anillo adjunto B.



Esta molécula presenta un papel importante en varios procesos fisioldgicos de las
plantas, tales como la germinacion de semillas, el crecimiento del polen, la
magquinaria antioxidante y la fotosintesis, asimismo, induce el crecimiento y
desarrollo apropiado de las plantas. La quercetina es un poderoso antioxidante, en
consecuencia, proporciona a las plantas una tolerancia potente contra diversos
estreses (1). Un dato muy interesante es que la fluctuacion de la densidad de flujo
de fotones fotosintéticos (43-230 umol ms?) regula el contenido de quercetina en
las plantas (5).

La biosintesis de la quercetina se lleva a cabo en la via metabdlica de los
fenilpropanoides, tal como lo muestra la Figura 3. Los flavonoles se acumulan
principalmente en los tejidos externos y aéreos, es decir, en la piel y las hojas de
las frutas y verduras, dado que su biosintesis es estimulada por la luz solar.

En la naturaleza los flavonoles se presentan principalmente en forma de
compuestos conjugados glicosilados, es decir, con una molécula de azucar
(ramnosa, glucosa, galactosa, etc.) unida al anillo C (6). Se ha propuesto que la
guercetina se encuentra principalmente como glucésido en los alimentos (unida
especificamente a glucosa), debido a que la glucosa es el monosacarido mas
abundante (7).

Los flavonoles se encuentran como mono-, di- y triglicésidos, debido a que ese
grupo aumenta la solubilidad en agua de las moléculas hidrofébicas de
flavonoides. Los monoglicésidos se presentan mayormente como 3-0-oglicésidos,
mientras que la glicosilacién en las posiciones 5, 7, 3’ y 4’ son poco comunes (8).
Las estructuras basicas de los flavonoides son agliconas (el fragmento sin azlcar
del glicésido correspondiente) (7) y los efectos biologicos de los flavonoides se
deben principalmente a esta parte (9).

Por otra parte, la molécula de quercetina ha despertado un gran interés por su
aplicacién en medicina, gracias a que presenta diverso tipo de propiedades como:
antialérgicas, antiinflamatorias, anticancerigenas, asi como caracteristicas de
proteccion cardiovascular, antitumorales, antivirales, antimicrobianas,
antidiabéticas, inmunomoduladoras, antienvejecimiento, antihipertensivas vy

gastroprotectoras (10).
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1.3. Quercetina como biosensor

Los biosensores a diferencia de los métodos analiticos convencionales, presentan
caracteristicas de portabilidad, sensibilidad, adecuados limites de deteccidn,
reproducibilidad, selectividad, versatilidad en disefio y arquitectura del biosensor.
Ademas, dentro de las estrategias de monitoreo no se requieren ciertos protocolos
de toma, transporte y procesamiento de muestras en condiciones controladas.

Un biosensor es un dispositivo que produce una sefal medible, la cual es
proporcional a la concentracion de un analito objetivo. Por lo general incorpora un
elemento de deteccion biolégica y mide sefiales derivadas de interacciones
biologicas (11).

Los biosensores han tenido un gran ndmero de aplicaciones, por ejemplo, el
diagnoéstico de enfermedades, el monitoreo ambiental, el monitoreo de la calidad
del agua y de los alimentos, la administracion de medicamentos (12). También en
el descubrimiento de farmacos, la deteccion de contaminantes, microorganismos
patbgenos y marcadores que se consideran indicadores de una enfermedad en
fluidos corporales (como sangre, orina, sudor y saliva) (13).

Un biosensor clasico esta compuesto por un biorreceptor (como una enzima o un
anticuerpo) que se une especificamente a un analito en una interfaz donde tiene
lugar un determinado evento bioldgico, y por un componente electrénico que
genera una sefial medible (14). Este ultimo elemento, detecta, registra y transmite
informacion sobre un cambio fisioldgico o la presencia de distintos materiales
quimicos o bioldgicos en el medio ambiente (12).

El biosensor ideal debe detectar un analito de manera muy especifica, por lo que
las uniones no especificas (con compuestos distintos al analito) son un gran
inconveniente en el desarrollo de biosensores (14).

De manera mas especifica, (13) y (15) seflalan que un biosensor tipico se
compone de los siguientes elementos: A) Analito: Es una sustancia de nuestro
interés que necesitamos detectar. B) Biorreceptor: Es una molécula que reconoce
al analito de manera muy especifica. En este punto es necesario mencionar y
definir el término “biorreconocimiento”, que es el proceso de generacion de

sefales (por ejemplo, en forma de luz, calor, pH, cambio de carga o masa) tras la



interaccion del biorreceptor con el analito. El biorreceptor debe ser altamente
especifico, inmovilizado en la superficie del transductor y estable para ser
almacenado. (16) establecieron que los biorreceptores se clasifican en
biorreceptores cataliticos y no cataliticos (Tabla 1). C) Transductor: Elemento que
convierte una forma de energia en otra, es decir, convierte el evento de
biorreconocimiento en una sefial medible. A este proceso de conversion de
energia se le llama “sefializacion”. Comunmente, los transductores producen
sefales Opticas o eléctricas que suelen ser proporcionales a la cantidad de
interacciones presentes entre el analito y el biorreceptor. D) Electrénica: Es la
parte que procesa la sefal transducida y la prepara para ser visualizada. Es un
circuito electrénico complejo que acondiciona la sefal, la amplifica y la convierte
en sefales de forma analdgica a digital. Posteriormente, las sefiales procesadas
son cuantificadas por la unidad de visualizacién del biosensor. E) Pantalla: Es un
sistema de interpretacién del usuario, puede ser una pantalla de computadora o
una impresora directa que genera cifras o gréficos que el usuario es capaz de
interpretar.

Tabla 1.Biorreceptores cataliticos y no cataliticos.

Tipo de biorreceptor Catalitico No catalitico

La interaccion entre el | La interaccién entre el
biorreceptor 'y el analito | bioreceptor y el analito da como
conduce a la formaciéon de un | resultado que el analito se una
nuevo producto. a la superficie del transductor.

Caracteristica(s)

Monitorizar sustancias en
concentraciones molares o0
micromolares de manera

Analitos que comulUnmente se
encuentran en concentraciones

Aplicacion muy bajas (en el intervalo de

continua.

micro a picomolar).

Ejemplos de analitos

Sustratos de enzimas.

Esteroides, farmacos, toxinas.

Ejemplos de
biorreceptores

Enzimas, materiales tisulares,
microorganismos, aptameros.

Anticuerpos, antigenos, acidos
nucleicos.

Reutilizables

Si.

No, se usan una vez y se
desechan.

En la Figura 4, se presenta un esquema con los elementos de un biosensor.
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Figura 4. Elementos de un biosensor tipico. Adaptado de (12). El biorreceptor también

puede ser un tejido, un organulo, un microorganismo, un receptor celular, un acido
nucleico, etc. (15).

Actualmente, la fluorescencia es uno de los métodos mas desarrollados y elegidos

para la deteccion quimica, biol6gica y bioimagen, gracias a su operacién simple,
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respuesta rapida, increible sensibilidad, alta selectividad, muy buena resolucion
temporal y espacial, asi como visualizacion no invasiva (17).

La fluorescencia es un tipo de fotoluminiscencia y se produce cuando una
molécula absorbe y emite radiacion electromagnética solamente a frecuencias que
corresponden a la separacion de energia entre los estados permitidos. Cuando la
radiacion incide sobre la molécula, solo aquellos fotones cuya energia (hv) es igual
a la separacién de energia (AE) entre dos niveles de energia puede ser absorbida.
Después de absorber la energia, algunos electrones excitados pasan de un estado
fundamental de energia mas baja a un estado excitado de energia mas alta (M +
hv—M*). En el estado fundamental las moléculas tienen sus electrones apareados
es decir spines opuestos (1]). Después de que el electron pasa a un estado de
mayor energia, el spin del electrébn se puede mantener y se denomina estado
singlete (1), pero si el spin del electrén se invierte, se conoce como estado triplete
(11). Cabe mencionar que en el estado triplete, los electrones tienen tres posibles
estados en un campo magnético: a) Los vectores de los spines pueden estar
alineados con el campo, b) pueden estar alineados en direccion contraria al campo
magnético o c¢) pueden ser perpendiculares al campo magnético.

Cuando la molécula se encuentra en un estado excitado puede perder energia
colisionando con otras moléculas o bien puede emitir energia luminosa de menor
longitud de onda. La diferencia entre las longitudes de onda absorbidas y emitidas
se le conoce como desplazamiento de Stokes. Por lo tanto, si la molécula retorna
al estado fundamental desde un estado excitado singlete, a la radiacion emitida se
le denomina fluorescencia, pero si retorna desde un estado excitado triplete, a la
radiacion emitida se denomina fosforescencia. Estos dos procesos hacen parte de
la fotoluminiscencia. Aunque también puede ocurrir el caso en que la energia no
se pierda por alguno de estos dos procesos y la molécula interactie con otro tipo
de elementos modificando su estructura quimica y perdiendo energia sin emitir
radiacion. A este Ultimo proceso se le denomina quimioluminiscencia.

Las moléculas empleadas en los estudios por sus propiedades fluorescentes son
llamados fluoroforos. Los fluoroforos suelen presentar estructuras de anillos

(moléculas arométicas) con enlaces = que distribuyen con facilidad los electrones
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en los orbitales externos en una zona amplia. Una caracteristica importante de los
fluoréforos, se debe a que la diferencia de energia entre los orbitales del estado
excitado y del estado fundamental es bastante pequefia como para emplear
fotones de baja energia en la parte visible del espectro electromagnético para
excitar electrones. Comunmente, cuantos mas enlaces conjugados haya en la
molécula, menor serd la energia excitada y mayor sera la longitud de onda (mas
roja) de la luz excitante. Asimismo, la eficiencia (medida por el rendimiento
cuantico fluorescente) aumenta con el numero de enlaces =« (18).

Actualmente, se han desarrollado distintos biosensores fluorescentes empleando a
la molécula de quercetina. A continuacion, se exponen algunos ejemplos bastante
interesantes.

Los flavonoles cuentan con grupos hidroxilo y carbonilo, los cuales pueden
coordinar iones metdlicos formando complejos. Lo anterior es una manifestacion
de su actividad antioxidante y antirradical. Se ha reportado que los complejos
metalicos muestran distintas propiedades de interés: son antioxidantes, o
prooxidantes, antimicrobianos, antiproliferativos, inflamatorios, antialergénicos,
anticancerigenos, entre otras. Algo digno de mencionar es que las propiedades
bioldgicas de los ligandos pueden verse reforzadas por la formacién del complejo
(como una mayor actividad antioxidante). No obstante, en algunos casos también
se ha reportado una disminucién de la actividad biolégica. De esta manera, los
flavonoles como agentes quelantes se han empleado en terapia de quelacién de
metales, con el fin de eliminar iones metalicos toxicos en el cuerpo (19).

Los flavonoles con grupos hidroxilo adyacentes son sorprendentes indicadores de
iones metalicos a través de interacciones moleculares de coordinacion. Los sitios
coordinados mas comunes se muestran en la Figura 5.

Se ha reportado que la quercetina puede ser un ligando bidentado, el cual es muy
eficiente como agente quelante para ciertos metales de transicion. Se ha
descubierto que forma complejos con varios metales, como Fe(ll), Fe(lll), Cu(ll),
Cd(ll), Zn(I1), Pb(l1), Co(Il) y Sn(ll).

Los compuestos polifendélicos son muy sensibles a los efectos de los disolventes

(sobre todo debido a la presencia de enlaces O-H). Los enlaces de hidrogeno
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intermoleculares entre los grupos fendlicos y las moléculas del entorno disminuyen
la actividad antioxidante. En consecuencia, la formacion de complejos quelatos de
quercetina con metales se ve afectada por factores como el pH del medio. Hay un
buen porcentaje de formacion de complejos quelatos en el intervalo de pH 5.50 a

9.50, siendo 9.50 el valor con el mejor porcentaje (79.9%).

Figura 5. Flavonol como agente quelante. Los sitios de coordinacién mas comunes son C-
OH3 y C=04, C-OH5 y C=04 y C-OH3’ y C-OH4’. No obstante, la coordinacion en los
sitios C-OH3 y C=04 se considera la preferencial debido a que se tienen protones mas
acidos en C-OH3, un enlace de hidrogeno intramolecular relativamente mas débil de O3-
H3:--:O4 y una tendencia de deslocalizacion mas fuerte del par de electrones libres del
oxigeno en C-OH3 gracias a la deslocalizacién de electrones © en toda la molécula.
Adaptado de (8).

Una vez que se lleva a cabo la coordinacion con los iones metalicos, se percibe un
cambio en el proceso ESIPT (transferencia intramolecular de protones del estado
excitado), como en la rigidez de los flavonoles y en las posibles transferencias de
carga intramolecular entre los iones metélicos y los flavonoles. Posteriormente, la
emision ceto mejora o se apaga para detectar los iones metalicos. Por ejemplo, la
guercetina se ha empleado como biosensor en la deteccién de Cu?*. Cuando este

metal se coordina con parte del flavonol, apaga su fluorescencia (8).
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Los complejos de quercetina con metales son muy interesantes, no obstante, algo
maravilloso es que pueden emplearse para detectar biomoléculas como la cisteina
(Cys) y ATP (adenosin trifosfato). Estudiemos el primer caso.

La Cys contiene un grupo tiol que forma interacciones fuertes y complejos muy
estables con distintos iones de metales mono y divalentes (como Li*, Na*, K*,
Be?*, Mg?*, Ca?*, Hg®* y Cu?*) (20). De esta forma, en el caso de un complejo
flavonol-Cu?*, la cisteina puede conjugarse con el Cu?* dando lugar a un complejo
mas estable, haciendo que el Cu?* se libere del flavonol. La unién de Cu?* con el
flavonol apaga la fluorescencia de este ultimo, por o que su separacién genera
como resultado la recuperacion de dicha fluorescencia (especificamente de la
emision ceto).

Por su lado, el cobre es un nutriente metalico esencial para los seres vivos. A
menudo experimenta un ciclo redox entre los estados de oxidacion Cu(l) y Cu(ll)
para cumplir sus funciones fisiologicas. Las propiedades redox del Cu participan
en funciones cataliticas para apoyar procesos biol6gicos como el transporte de
oxigeno, el metabolismo, la respiracion, el crecimiento y la proliferacion (21). El
cobre es uno de los cofactores mas importantes para las proteinas (22). No
obstante, una mala regulacion de la actividad redox dependiente del Cu puede
provocar una produccion preocupante de especies reactivas de oxigeno (ROS), y
junto con el estrés oxidativo contribuye al cancer, enfermedades
neurodegenerativas, inflamacién y respuesta inmune, asi como trastornos
genéticos del metabolismo del cobre (21). Entre las enfermedades que puede
provocar un exceso de iones de cobre, se encuentran el sindrome de Menkes, la
enfermedad de Wilson, la esclerosis lateral amiotrofica familiar, las enfermedades
prionicas y la enfermedad de Alzheimer. Asimismo, la exposicion a un nivel
elevado de cobre puede causar trastornos gastrointestinales y dafios hepaticos o
renales.

En el area ambiental, el Cu(ll) es un contaminante frecuente en aguas residuales.
Con el crecimiento industrial, existen mas iones de cobre en las industrias
eléctrica, electronica, minera, la industria de galvanoplastia, etc. que se estan

liberando al medio ambiente. Consecuentemente, nuestra salud, y la de muchos
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otros seres vivos, se ve afectada (23). Por lo que la deteccion de trazas de ese
metal es importante en el control de la contaminacion y proteccion de ecosistemas
(24).

(25) crearon un sensor fluorescente de nanomicelas biocompatibles Qc-F127,
empleando el método sencillo de autoensamblaje con quercetina y Pluronic-F127.
El sensor posee una alta sensibilidad y selectividad hacia Cu?*. Asimismo, el
sistema Qc-F127-Cu(ll) puede emplearse para detectar cisteina de manera muy
selectiva y altamente sensible, con el cual se han obtenido imagenes de Cys en
células. La L—cisteina (L—Cys) es un componente esencial en diferentes proteinas
y enzimas con un papel fundamental en el mantenimiento homeostatico redox
fisiolégico (26). Los niveles anormales de L-Cys en los sistemas biologicos se
encuentran relacionados con distintas enfermedades humandas, tales como el
crecimiento lento, despigmentacion del cabello y enfermedades cardiovaculares
(27).

El fundamento del biosensor de (25) es aprovechar los cambios en la intensidad
de la fluorescencia de la quercetina al formar complejos con iones metalicos. No
obstante, los autores sefialan que una desventaja del flavonol es su escasa
solubilidad en agua y su débil intensidad de fluorescencia verde en solucion
acuosa. La solucion propuesta por el grupo de investigadores fue emplear
moléculas de polimero anfifilico capaces de autoensamblarse para formar una
nanoparticula de polimero como un contenedor para sustancias hidréfobas, lo que
amplia sustancialmente el intervalo de aplicaciones de materiales luminiscentes
hidrofobos. Pluronic-F127 es un tipo de polimero anfifilico que puede formar una
nanomicela (aproximadamente entre 30 y 50 nm) espontdneamente cuando la
concentracion es igual o superior a la concentracion micelar critica. Su uso en el
biosensor mejoro la intensidad y estabilidad de la fluorescencia.

Al probar Qc-F127 como herramienta de deteccién de Cu?*, se determind que es
altamente especifica y que la intensidad de fluorescencia es proporcional a las
concentraciones de iones de cobre (la intensidad fue inversamente proporcional a

la concentracion del metal). Ademas, el sistema Qc-F127 fue probado en muestras
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de rios y lagos, obteniendo resultados precisos. De esta forma, se concluye que el
sistema puede emplearse en la deteccion cuantitativa de cobre.

Posteriormente, se probo el sistema Qc-F127-Cu(ll) en la deteccion de cisteina. La
Cys contiene azufre, un componente funcional indispensable de las proteinas y
enzimas con un papel muy importante en los sistemas biologicos gracias a su
amplia distribucion en las células vivas y cuya deteccion de Cys es importante. El
procedimiento consiste en el momento en que el sistema Qc-F127 se apaga
gradualmente luego de agregar Cu?*, pero la intensidad de fluorescencia de Qc-
F127-Cu(ll) se restablece gradualmente al adicionar la Cys.

Se estudio la determinacion cuantitativa de Cys empleando Qc-F127-Cu(ll), se
obtuvo que la presencia de otros aminoacidos tiene poca interferencia y que la
intensidad de fluorescencia es proporcional a las concentraciones del aminoacido
de interés.

El segundo caso es la deteccién de Zn(ll) y ATP con un biosensor compuesto por
puntos de carbono (CD), quercetina (QUE) y iones de fluoruro (F).

El Zn(Il) posee un papel importante en la proliferacion y diferenciacion celular, la
expresion genética, la transduccion de sefales y la neurotransmision (28,29). No
obstante, un exceso de Zn(ll) puede provocar trastornos como diabetes, isquemia
cerebral, enfermedad de Alzheimer, epilepsia, cancer y degeneracién neuronal
(30).

El ATP es un nucleétido es reconocido como la principal fuente de energia
utilizable en las células. EI ATP almacena y transfiere energia necesaria para
procesos como contraccion muscular, transporte activo de iones, sintesis de
macromoléculas y propagacion de impulsos nerviosos. Asimismo, actia como una
molécula sefializadora, principalmente en la comunicacién entre células y en la
regulacion de funciones como la inflamacion, la coagulacion y la proliferacion
celular (31). Un nivel bajo de ATP puede indicar defectos en genes mitocondriales
0 nucleares que codifican subunidades de la ATP sintasa, generando
enfermedades neuromusculares, neurodegenerativas (como Alzheimer (32)) y

multisistémicas, asociadas con debilidad muscular, cardiomiopatia, retraso mental
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y acidosis lactica (33,34). Mientras que un nivel alto es poco comun, pero puede
tener efectos en la funcion cerebral (35).

De esta forma, la deteccidn de Zn(ll) y ATP es importante. (36) sinterizaron puntos
de carbono (CD) que emiten fluorescencia roja (610 nm). Luego de una excitacion
de 440 nm, la quercetina (QUE) sola produjo ligeros efectos sobre la fluorescencia
roja de los CD. Al afadir Zn(ll) se el complejo QUE-Zn(ll) se forma rapidamente.
Dicho complejo absorbe luz de excitacion y emite fluorescencia verde brillante a
480 nm. Al mismo tiempo, la fluorescencia roja de los CD se extingue debido al
efecto de filtro interno, de manera proporcional a la concentracion de Zn(ll). Cabe
mencionar que el Al(lll) muestra el mismo comportamiento que Zn(ll), pero al
afadir iones de fluoruro (F) forman complejos méas estables con Al(lll) que el
complejo QUE-AI(III), pero presentan un efecto insignificante sobre el complejo
QUE-Zn(l). Por lo tanto, la interferencia del Al(lll) sobre el Zn(ll) puede arreglarse
de esta manera.

El sistema CD-QUE-F para la deteccién de Zn (Il) posee un rango de deteccion
de 0.14-30 uMy un limite de deteccién de 0.14 uM.

Por otro lado, el adenosin trifosfato (ATP) presenta una mayor afinidad por el
Zn(ll) que la QUE. Como consecuencia, el complejo CD—-QUE-F se reestablece,
mostrando nuevamente una fluorescencia roja a 610 nm de manera proporcional
a la concentracion de ATP. Este biosensor de ATP presenta un rango de
deteccién de 0.55-35 uM y un limite de deteccion de 0.55 uM.

Estos biosensores fueron empleados en la deteccion cuantitativa de Zn(ll) y ATP
en muestras de agua de grifo y de lago con recuperaciones satisfactorias. Sin
embargo, su aplicacion in vivo sigue siendo un reto debido a la coexistencia de Zn
(1) y ATP.

Aunque los biosensores con quercetina antes mencionados son bastante
interesantes, también existen varias aplicaciones en el campo de bioimagen y
teranodstica.

Se ha descubierto que los compuestos que presentan emision inducida por
agregacion (Aggregation-induced emission, AIE) y transferencia intramolecular de

protones (ESIPT, este proceso en detalle sera abordado en la seccién 3.8. del
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presente trabajo de tesis) presentan caracteristicas excelentes en bioimagen. Las
razones son debido a que estas moléculas muestran una alta eficiencia cuéntica
en su estado agregado y una baja sefial de fondo en soluciéon acuosa debido a su
gran desplazamiento de Stokes.

La quercetina exhibe una emisién dual ceto-enol. Generalmente, la emision ceto
se atribuye a la AIE. Por lo tanto, se denomina fluorescencia AIE. (37) obtuvieron
cristales de quercetina de tamafio >200 nm y con una distancia de 0.2 nm entre
ellos, por lo que se favorecio la fluorescencia AlE.

La fluorescencia AIE disminuye a medida que la temperatura pasa de 0 a 37 °C y
casi desaparece cuando se alcanza un valor méximo de 60 °C, mientras que la
fluorescencia del enol aumenta drasticamente a dicho valor (ya que los cristales
comienzan a descomponerse). La fluorescencia AIE no muestra una disminucién
después de la radiacion UV durante 100 minutos, por lo que es fotoestable y
brinda la posibilidad de distintas aplicaciones en las cuales se pueden usar las
moléculas de quercetina.

Para aplicaciones de bioimagen, se necesitd preparar cristales de quercetina a
nanoescala (aproximadamente 5 nm) con la finalidad de que estos presenten una
absorcién celular eficaz. Los nanocristales de quercetina exhiben una excelente
biocompatibildad. Se cultivaron fibroblastos L929 durante 24 horas a 37 °C en
presencia de concentraciones crecientes de nanocristales de quercetina. La
viabilidad fue >95% incluso a una concentracién de 800 ug mL.Al igual que las
condiciones anteriormente mencionadas, también se deben considerarse los
distintos entornos de pH en los sistemas biologicos. La fluorescencia AIE de los
nanocristales es promovida por un pH acido, mientras que en entornos basicos no
mostraron este tipo de fluorescencia.

(37) senalaron que los nanocristales de quercetina pueden emplearse como
fluorescente especial para membranas celulares; no obstante, (38) indicaron que
los nanocristales de quercetina agregados muestran una buena retencién
intracelular, pudiendo realizar bioimagen a largo plazo (aprox. 8 horas). Asimismo,
se realizo un cierto experimento de bioimagen in vivo, inyectando nanocristales de

quercetina en ratones. Se detectaron sefales de fluorescencia en la cabeza 10
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minutos después de la inyeccién, en la parte media 30 y 60 minutos postinyeccion
y finalmente en el extremo posterior de los ratones 2 horas después de la
inyeccion proporcionada (Figura 6a). Lo anterior indica que los nanocristales
circulaban por el cuerpo. Durante el experimento, los corazones, pulmones y
rinones de los ratones no interrumpieron su funcién. Al sacrificar a los ratones para
estudiar la distribucién de los nanocristales, se observé fluorescencia en los
organos vitales como en el higado, estdbmago e intestino, por lo que estos érganos
absorbieron el compuesto (Figura 6b). Se observdo que la mayoria de los
nanocristales se agregaron en el intestino grueso.

Si se une la caracteristica de AIE con las actividades farmacolégicas de los
flavonoides (como es el caso de la molécula de quercetina), se abre una vasta
gama de posibles aplicaciones clinicas. Por ejemplo, en células tumorales, se

consigue una herramienta para obtener imagenes in situ e inhibicién tumoral.
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Figura 6. Imagenes de fluorescencia in vivo en ratones tras la inyeccién intravenosa de
nanocristales de quercetina. Se administraron dosis de 3 nmol por ratén a través de una
vena lateral de la cola. a) imagenes de fluorescencia a los 0, 10, 30, 60 y 120 minutos. b)
Imagenes de fluorescencia de 6rganos disecados de un ratén. Para todas las imagenes,
la longitud de onda de excitacion fue de 420 nm, y la emision de fluorescencia se midid a
600 nm. Tomado de (37).
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La via del receptor del factor de crecimiento epidérmico (EGFR) es una diana
bastante atractiva en el tratamiento del cancer. Li et al. (2018), crearon un sistema
de quercetina con puente disulfuro (QSSQ) y un inhibidor del receptor EGFR,
llamado erlotinib. Se ha reportado que este nanomedicamento es estable en un
entorno fisiologico, hasta que se encuentra con glutation sobreexpresado en el
tejido tumoral. El glutation sobreexpresado rompe el puente disulfuro y libera a los
farmacos (quercetina y erlotinib). El erlotinib bloquea la tirosina quinasa del EGFR,
mientras la quercetina genera una fuerte fluorescencia AIE, brindando imagenes
de la eficiente liberacion del farmaco y actuando como otro farmaco que inhibe la
sefializacion descendente del receptor EFGR.

Finalmente, los autores sefialan que con el nanomedicamento es posible obtener
imagenes de células tumorales con un seguimiento a largo plazo durante 24
horas. Ademas, posee una notable eficacia antitumoral, probada en ratones
portadores de xenoinjertos tumorales.

Estas investigaciones exhiben el gran alcance que podrian tener los biosensores

de quercetina y la importancia de su estudio.
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CAPITULO 2

2. JUSTIFICACION, HIPOTESIS Y OBJETIVOS

2.1. Justificacion
Los flavonoides han estado presentes en la dieta del hombre durante mucho
tiempo. Entre ellos destaca la quercetina (3,3’,4',5,7-pentahidroxiflavona),
gracias a su larga lista de beneficios médicos, y propiedades como la
biocompatibilidad y fluorescencia.
La fluorescencia se ha convertido en uno de los métodos de deteccion
favoritos. No obstante, pocos sensores fluorescentes provienen de aislados
fitoquimicos. Asi, la quercetina es una gran opcion, ya que ha sido empleada
exitosamente como biosensor fluorescente en la deteccion de diferentes
elementos, entre ellos iones como el Cu(ll).
Sin embargo, el estudio de las propiedades de absorciéon y emisién de esta
molécula se complica debido a la alta movilidad que presenta y las distintas
condiciones experimentales. Se requiere una descripcion de las propiedades
estructurales, electronicas y opticas de la molécula de quercetina, sus aniones
y quelatos para poseer un mayor entendimiento de su absorcién y emisién de
luz a través de su comportamiento en espectroscopia UV/Vis, crucial para el
disefio de biosensores fluorescentes basados en estas moléculas.
Los calculos de gquimica computacional son un enfoque adecuado para este
tipo de estudio, incrementando la eficiencia y reduciendo el tiempo, los
recursos, costos y desechos que demanda esta area de investigacion.

2.2. Hipotesis
Sera posible calcular la estructura Optima de la quercetina, aniones y quelatos
y sus indices de reactividad global empleando la teoria del funcional de la

densidad (DFT), asi como sus espectros de absorcion y emisién usando la
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teoria del funcional de la densidad dependiente del tiempo (TD-DFT), para

describir sus caracteristicas como biosensor fluorescente.

2.3. Objetivos

2.3.1. Objetivo general
Calcular tanto la estructura mas estable del estado fundamental como el espectro
de absorcion y de emision del flavonoide quercetina, algunos de sus aniones y

guelatos con la finalidad de proponerlo como un biosensor fluorescente.

2.3.2. Objetivos particulares

1. Calcular la estructura mas estable del estado fundamental de la quercetina, sus
aniones y sus quelatos con Cu(ll).

2. Calcular los orbitales frontera, potencial molecular electrostatico y descriptores
de la reactividad quimica global de la quercetina y sus quelatos.

3. Calcular y realizar un analisis del espectro de absorcién del primer estado
excitado de la quercetina, sus aniones y quelatos.

4. Calcular la estructura molecular del primer estado excitado y el espectro de

emision de la quercetina y sus aniones.
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CAPITULO 3
3. MARCO TEORICO

3.1. Ecuacién de Schrodinger

Es posible definir a la mecanica cuantica como la descripcion matematica correcta
del comportamiento de los electrones y, por ende, de la quimica. Asi pues, juega
un papel indispensable en esta ciencia. En la teoria, la quimica cuantica es capaz
de predecir cualquier propiedad de un atomo individual o de una molécula de
manera exacta. No obstante, en la practica las ecuaciones de mecanica cuantica
Unicamente se han resuelto con exactitud para sistemas con un solo electrén.
Actualmente, se cuenta con un gran nimero de métodos cuénticos que han sido
desarrollados para realizar aproximaciones de la solucion para sistemas de
multiples electrones. Dichos métodos pueden ser utiles, sin embargo, el papel del
investigador es determinar cuando una aproximacion es valida y qué probabilidad
existe de que los resultados sean precisos (39).

Schrédinger y Heisenberg fueron los cientificos brillantes que idearon dos
formulaciones equivalentes a la mecéanica cuantica. Es posible considerar la
mecanica cuantica como el conjunto de reglas y ecuaciones empleadas para
calcular las propiedades de moléculas, atomos y particulas subatoémicas (40). En
este trabajo, Unicamente se abordara la formulacion de Schrodinger debido a que
es la base de casi todos los métodos de quimica computacional.

La famosa ecuacién de Schrodinger es la siguiente:

Ay = Ey (1)

A = Operador Hamiltoniano.
¥ = Funcién de onda.
E

= Energia para el estado estacionario descrito por la funcién de onda.
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Una ecuacion de esta forma es nombrada como ecuacion propia (eigenvalue).
Entonces, ¥ se denomina funcion propia (eigenfunction) y E es conocido como un
valor propio (eigenvalue). El operador Hamiltoniano (H) se puede expresar como
una matriz, mientras que la funcién propia (¥) puede ser un vector, pero no
siempre es asi.

La funcién de onda (¥) es una funcion de las posiciones del electron y del nacleo
(39). Describe al electron como una onda, por lo tanto, los graficos que muestran
la variacion de |¥|? con coordenadas espaciales sefalan la variacion de la
densidad de electrones en el espacio debida a un electron con niumeros cuanticos
n',l' y m’. En otras palabras, el cuadrado de la funcién de onda |¥|? indica la
probabilidad de que los electrones se encuentren en determinados lugares, pero
no puede predecir en donde se sitian de manera exacta (40).

En este punto es conveniente introducir el término “orbital”. (40) lo define como
una region del espacio ocupada por un electron con un conjunto particular de
ndmeros cuanticos, o bien como una funcion ¥ que describe la energia y la forma
del dominio espacial de un electron. En el caso de un 4tomo o molécula con mas
de un electron, la asignaciéon de electrones a orbitales en realidad es una
aproximacion de gran utilidad, dado que los orbitales se derivan de la solucién de
la ecuacion de Schrddinger para un atomo de hidrégeno.

En cuanto al operador Hamiltoniano (H) se tiene la forma matematica general

siguiente:
particulas 5 particulas (2)
A= Z Vi N Z qi9;
; 2m; i< Tij
72—02+62 +02 ?
T ox?  ay? | 0z?
donde:

V? = Operador Laplaciano que acta sobre una particula i.
Las particulas son electrones y nucleos.
m; = Masa de la particula i.
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q; = Carga de la particula i.
r;j = Distancia entre las particulas.

En el operador Hamiltoniano el primer término equivale a la energia cinética de la
particula dentro de una formulacién ondulatoria, mientras que el segundo término
representa la energia gracias a la atraccion o repulsion Couldmbica de las
particulas. Dicha formulacion es la ecuacién de Schrédinger independiente del
tiempo y no relativista. Por lo tanto, si se considera la relatividad o las
interacciones con la radiacion y los campos electromagnéticos, pueden aparecer
términos adicionales en el operador.

El operador Hamiltoniano que se mostr0 previamente no suele usarse
directamente en los programas de calculo de estructura electronica. En realidad, el
problema se simplifica al separar los movimientos de los electrones y el nucleo. Lo
anterior se conoce como la aproximacién de Born-Oppenheimer.

La aproximacion Born-Oppenheimer es una de las aproximaciones mas utilizadas
para simplificar la soluciéon de la ecuacion de Schrodinger. El fundamento de esta
aproximacion es la separacion de los movimientos nucleares y electronicos, ya
gue la masa de un ndcleo suele ser miles de veces mayor que la de un electron.
Por lo tanto, los nlcleos se mueven muy lento con respecto a los electrones,
quieres reaccionan instantdneamente a los cambios en la posicién nuclear. De
esta forma, la distribucién de electrones en una molécula depende de la posicién
de los nucleos y no de su velocidad. En otras palabras, los nucleos parecen fijos a
los electrones, por lo que el movimiento electrénico puede describirse como si se
realizara en un campo de nucleos fijos.

El Hamiltoniano completo para el sistema molecular puede escribirse como:

H = Tele(:(?) + Tnucl(ﬁ) + pnucl—elec (ﬁ} F) + VeleC(F) + Vnucl(ﬁ) (4)
donde:

1, = Posiciones de los electrones.

R; = Posiciones de los nucleos.

TeC(¥) = Energia cinética de los electrones.
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T™l(R) = Energia cinética de los nicleos.
ynucl=elec(R 7) = Interaccién electrostatica entre los nicleos y los electrones.
velec(r) = Interaccion electrostatica entre los electrones.

vmucl(R) = Interaccion electrostética entre los nicleos.

La aproximacion Born-Oppenheimer permite resolver las dos partes del problema
por separado, entonces es posible construir un Hamiltoniano electronico que

desprecie el término de energia cinética para los nucleos:

1electr0nes 52 62 52 electrones nicleo (5)
et s R 2 o ()
2 L dx?  dy? az |R, — 7]
electrones nicleo
© 2 2l 2 )
i j<i |T'—T' I J<I |R1 R]l

donde:

o Elprimer término corresponde a la energia cinética de los electrones.

o [Elsegundo término corresponde a la interaccion electrostatica entre nlicleos y

e clectrones.

e FEltercer término corresponde a la interaccion electrostatica entre los electrones.
e FEl cuarto termino corresponde a la interaccion electrostatica entre los nucleos.

Asi, este Hamiltoniano se emplea en la ecuacién de Schrédinger que describe el

movimiento de los electrones en el campo de nucleos fijos:
Jelecyelec (F, E) — Eeff (E)q;elec‘(?’ ﬁ) (6)

donde:

He'¢ = Hamiltoniano electrénico

pelec = Funcién de onda electrénica

Eeff(ﬁ) = Energia efectiva del sistema electronico para posiciones fijas de los

nucleos.
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Cuando se resuelve esta ecuacion para la funcion de onda electrénica se obtiene
la funcion de potencial nuclear efectivo E¢//. Depende de las coordenadas
nucleares y describe la superficie de energia potencial para el sistema. E¢// se

utiliza como el potencial efectivo para el Hamiltoniano nuclear:
grnucl — Tnucl(ﬁ) + Eeff(ﬁ) (7)

donde:

H™< = Hamiltoniano nuclear.
T”“CZ(R) = Energia cinética de los nucleos.

Eeff(ﬁ) = Energia efectiva del sistema electronico para posiciones fijas de los

nucleos.

Este Hamiltoniano se emplea en la ecuacion de Schrodinger para el movimiento
nuclear. Describe los estados vibracional, rotacional y traslacional de los nucleos.
Para predecir los espectros vibracionales de las moléculas, es necesario resolver
la ecuacion de Schrodinger nuclear (al menos de manera aproximada).

Cuando se determina una funciéon de onda es posible determinar cualquier

propiedad de una molécula. Para esto se toma el valor esperado del operador

para una propiedad, indicado con paréntesis angulados. Por ejemplo, la energia
es el valor esperado del operador Hamiltoniano dado por:

) (8)
(E) = f y* Ay

La solucion exacta es la misma que la energia predicha por la ecuacion de
Schrédinger. Como consecuencia, una funcién de onda aproximada nos brinda
una aproximacién de la energia, la cual es la base de las distintas técnicas de
quimica computacional. Dicha energia se conoce como “energia variacional’
porque siempre es mayor o igual a la energia exacta. Dicho lo anterior, si se desea

obtener diferentes propiedades observables (como el momento dipolar o la
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densidad de energia) entonces se deben sustituir diferentes operadores. Cabe
mencionar que el operador Hamiltoniano Unicamente se utiliza para obtener la
energia en la mayoria de los métodos computacionales, por lo que las

propiedades distintas a la energia no se consideran variacionales (39).

3.2. Teoria del funcional de la densidad (DFT)

La modelizacion computacional de materiales se basa en distintas técnicas
teodricas o computacionales. La DFT (Density functional theory) es una técnica muy
eficaz y se basa en resolver versiones aproximadas de la ecuacién de Schrodinger
de manera directa (41).

El método DFT esta basado en los teoremas de Hohenberg-Kohn. Estos teoremas
dictan que, en el caso de las moléculas en estado fundamental no degenerado,
todas las propiedades electronicas (tales como la energia molecular y la funcién
de onda) estan determinadas por la densidad electronica (42). Por lo tanto, los
métodos DFT determinan las propiedades a partir de célculos basados en la
densidad electronica del sistema molecular y no en una funcién de onda (43).

Los teoremas de Hohenberg-Kohn nos indican como construir su funcional (41).
Pero, ¢qué es un funcional? Un funcional F[f] se define como una regla que
asocia un numero a cada funcién f, en otras palabras, un funcional es una funcién
de una funcién (39). La forma exacta aln se desconoce, pero se han obtenido
aproximaciones muy utiles. Un ejemplo de aproximacion de dicho funcional es el

siguiente:

N - (9)
Fln] = f dr (Vo) + Wnl|T + W)

En esta expresion, el primer término depende de la densidad (n). Asimismo, se
introducen otros dos términos que consideran la energia cinética y la energia de
Coulomb en donde la dependencia de la densidad es solo implicita (41).

No obstante, los teoremas de Hohenberg-Kohn se aplicaban Unicamente para

determinar la energia electrénica del estado fundamental de una molécula.
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Entonces, Kohn y Sham desarrollaron un método similar en estructura al método
HF para darle una aplicacion practica a los teoremas de Hohenberg-Kohn. En el
método de Kohn y Sham, la densidad electronica se expresa como una
combinacion lineal de funciones de base similares en forma matematica a los
orbitales HF. Dichas funciones aportan un determinante, denominado orbitales de
Kohn-Sham. La densidad de electrones de este determinante se usa para calcular
la energia. Asimismo, se emplea un funcional de densidad para obtener la energia
de la densidad electronica. El funcional de densidad electronica exacto es
desconocido, en consecuencia, existe un gran numero de distintos funcionales con
diferentes ventajas y desventajas computacionales (39). Asi pues, (41) indica que
Kohn y Sham tomaron como base los teoremas de Hohenberg-Kohn para tener el
funcional de densidad electrénica que se expone a continuacion:

E = F[n] (10)
n(r)n(r")

=y Excln]

= [ arn@mm - | drgi ()2 (1) + [ [ arar

donde:

e Los primeros tres términos corresponden a la energia total aproximada
como si los electrones fueran independientes.
e El primer término corresponde al potencial exterior.
¢ El segundo término corresponde a la energia cinética.
e Eltercer término corresponde a la energia de Hartree-Fock.
e EI cuarto término (Exc) corresponde a la energia de intercambio vy
correlacion.
La ecuacion descompone el funcional de la densidad (F) en la suma de
contribuciones conocidas tomadas de la aproximacion de electrones
independientes, y una contribucion desconocida, que es la energia de intercambio
y correlacion. En la practica, en realidad se reune todo lo que se desconoce en un
solo lugar, con la esperanza de que dicha parte desconocida no sea demasiado
grande. Si se conociera la energia de intercambio y correlaciéon (Ecn[n]) se podria
calcular la energia total del sistema en su estado fundamental de manera exacta,

E = F[n], empleando la densidad electrénica. No obstante, la densidad en estado
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fundamental (no) no es precisamente la funcion que minimiza la energia total E =
F[n]. Lo anterior se denomina “principio variacional de Hohenberg-Kohn” y puede

expresarse de la siguiente manera:

6F[n] (11)
0
on

No

Si se afirma que la derivada del funcional es 0, esto conduce a una ecuacion para
las funciones de onda (¢i(r)), que puede utilizarse para construir la densidad.

Entonces el principio variacional de Hohenberg-Kohn puede expresarse como:

(12)

1
_EVZ + V(1) + Vy(r) + Vxc (M) | (1) = &:¢i(7)

donde el potencial nuclear externo (Vn), el potencial de Hartree (Vn), y la energia
cinética (—%VZ) son idénticos a los de la aproximacion del campo medio

(empleada para simplificar el tratamiento de sistemas de muchas particulas). El

término Vxc se denomina potencial de intercambio y correlacion, y viene dado por:

6Exc[n] (13)

Vyc(r) = o1

n(r)

Estas ecuaciones se denominan ecuaciones de Kohn-Sham y son la base de la
teoria de Kohn-Sham. Juntas, constituyen una herramienta muy poderosa en el
calculo de muchas propiedades de materiales partiendo de los primeros principios
de la mecanica cuantica.

Se han construido varias funciones de intercambio y correlacién precisas (Exc[n])
para resolver las ecuaciones de Kohn-Sham. Por lo que se cuenta con varias
funciones aproximadas. El funcional de aproximacién de densidad local de la

teoria del funcional de la densidad es el funcional mas simple (41).
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La principal ventaja de este método es su relacibn  costo
computacional/rendimiento en comparacion con otros métodos que estan basados
en la funcion de onda incluyendo la correlacion electrénica. Por lo tanto, es posible
usarlo para estudiar sistemas moleculares grandes con suficiente precision (44).
(45) indico que los métodos DFT pueden emplearse para sistemas que incluyen
cientos de atomos, mientras que (46) sefial6 que las simulaciones DFT y otros
meétodos ab initio generalmente se limitan a un maximo de aproximadamente 200
atomos. El inconveniente que presentan es que, a menudo, no pueden considerar
los efectos de correlacidon de electrones, por lo que necesitan la adicion de
parametros empiricos especificos para incluir dichas contribuciones y asi
representar el comportamiento molecular de un sistema de manera mas precisa
(45). Ademas, (40) indica que el principal problema de la DFT es encontrar
“buenos” funcionales.

Entre las propiedades moleculares que pueden calcularse con buena precision
empleando DFT se encuentran las estructuras de equilibrio, propiedades
vibracionales y espectros vibracionales, energias de enlace de moléculas y
energias de cohesién de solidos, potencial de ionizacién y afinidad electrénica de
las moléculas, estructuras de banda de metales y semiconductores.

No obstante, entre las propiedades que no pueden calcularse de forma fiable con
la DFT se encuentran las bandas electronicas de semiconductores y aislantes,
propiedades magnéticas de los aislantes de Mott-Hubbard y enlace y estructura de
la materia dispersa (como proteinas, donde las fuerzas de van der Waals son
importantes). En conclusion, la DFT presenta limitaciones. A pesar de esto, incluso
en los casos en donde no es el mejor método, las funciones de Kohn-Sham son un

punto de partida util para enfoques mas refinados (y mas lentos) (41).

3.3. Conjuntos de funciones de base

Los conjuntos de funciones de base, como su nombre lo indica, son un conjunto
de funciones matematicas cuyas combinaciones lineales se emplean para
describir la forma de los orbitales de un atomo. Estos conjuntos de funciones se

utilizan en distintos métodos de la quimica cuantica (incluyendo el método DFT)
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con la finalidad de calcular las propiedades de las moléculas. El tipo de calculo
gue se desee realizar y el conjunto de base seleccionado para lograrlo son los dos
factores que mas influyen en la precision de los resultados (39).

Generalmente, las funciones se centran en los nucleos atdbmicos (Figura 7).

z  Funcion de base ¢, centrada en el nticleo atomico 1

-

R Funcion de base ¢, centrada en el nicleo atomico 2

oy x

Figura 7. Esquema en donde se representa una molécula de cuatro atomos en un sistema
de coordenadas. Unicamente se muestra uno de los numerosos electrones posibles. Las
funciones de base (¢) son funciones de un electrén, generalmente centradas en nucleos
atomicos. R1, R2, etc., son vectores que representan coordenadas X,y,z de los ndcleos,
mientras que r es un vector que representa las coordenadas x,y,z de un electron. Las
distancias del electron a los centros de las distintas funciones de base son los valores
absolutos de las distintas diferencias vectoriales: [r-R_1 |, |[r-R_2 |, etc. En una geometria
molecular particular, R1, R2, etc. Son fijos y se introducen las funciones ¢_1, ¢ 2, etc.,
solo para denotar donde estan centradas las ¢, r es la variable en dichas funciones, por lo
tanto ¢(x,y,z) . Es posible centrar varias funciones de base en cada nucleo. Adaptado de
(40).

En 1951, Roothaan y Hall indicaron que es posible representar a los orbitales
moleculares como combinaciones lineales de funciones base. En el método de
Roothaan, una expansién de la funcién de base de un orbital molecular se escribe:

Y1 =111 + 1Pz + 3193 + 0+ Ci P

Yy = Cr201 + o2 + C3203 + 0+ Cra b

Pz = 131 + Ca3 + Ca3¢p3 + -+ Crzi
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lpm = C1m¢1 + C2m¢2 + C3m¢3 + et Cmm¢m (14)

donde:
Y = Funcion de onda del estado fundamental
¢ = Coeficientes de expansion de los orbitales moleculares

¢ = Funcién de base (orbital molecular)

La aproximacion de los orbitales moleculares como combinaciones lineales de
funciones base se denomina LCAO o combinacion lineal de orbitales atomicos. No
obstante, las funciones no son necesariamente orbitales atdmicos convencionales,
sino que pueden ser cualquier conjunto de funciones convenientes de manipular y
gue en combinacion aporten representaciones utiles de orbitales moleculares. De
esta forma, las funciones base describen la distribucion de electrones alrededor de
un atomo y la combinacion de éstas brinda la distribucion de electrones en la
molécula. Existen distintas formas de representar lo anterior, pese a ello, las
funciones de Slater y Gaussianas actualmente son las mas utilizadas. Las
funciones de Slater se usan en céalculos semiempiricos, mientras que las funciones
Gaussianas se emplean en los célculos ab initio.

Una sola funcion gaussiana (nombrada STO-1G) es una mala aproximaciéon a la
descripcion casi ideal de una funcion de onda atbmica que se obtiene con una
funciébn de Slater. En consecuencia, se trabaja con varias gaussianas para
aproximar una funcion de Slater. Un ejemplo es la funcién base STO-3G, que es
un orbital tipo Slater aproximado por tres gaussianas, el cual brinda resultados
muy proximos a los que se obtendrian con una funcién de Slater. STO-3G es la
funcién base mas pequefia utilizada en los calculos ab initio en los programas de
estructura electronica, presentando una gran relacion velocidad/precision en
comparacion con dos y cuatro gaussianos 0 mas.

STO-3G fue un avance importante en la quimica computacional, no obstante,
entre sus deficiencias se encuentra que da geometrias y energias

significativamente menos precisas que la base 3-21G, por lo que se ha sugerido
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abandonar esta base. A pesar de lo anterior, la base STO-3G complementada con
cinco funciones d o de polarizacion (base STO-3G*) da resultados comparables a
los del conjunto de bases 3-21G (40).

Las funciones de polarizacion permiten que la distribucion de electrones se
polarice, es decir, que se desplace a lo largo de una direccion particular. De este
modo, una funcion base de polarizacion puede emplearse para desplazar a otra en
una direccion determinada. Al minimizar la energia de un sistema, el programa
ajusta las contribuciones de las dos funciones para desplazar la densidad de
electrones donde sea necesario con el fin de obtener la energia minima. Este tipo
de funciones suelen ser utilizadas en célculos que incluyen 4tomos pesados (en
quimica computacional los atomos que no son de hidrégeno o helio son atomos
pesados), sin embargo, también pueden afadirse en célculos con hidréogeno y
helio.

Respecto a 6-31G*, consiste en un conjunto de base de valencia desdoblada (split
valence) (empleadas para describir los orbitales de valencia de los atomos en una
molécula) dividido con funciones de polarizacién. El nUmero seis hace referencia a
que los orbitales del nucleo estan representados por una funcién base, y cada
funcion base se compone de seis gaussianos. De la misma forma, el treinta y uno
hace referencia a que la capa de valencia de cada atomo se divide en una parte
interna compuesta por tres gaussianas y una parte externa compuesta por una
gaussiana. En esta base, las funciones de polarizacién (*) se aplican en “atomos
pesados”. Pese a ello, en algunos casos es util tener también funciones de
polarizacion en los hidrégenos (como enlaces de hidrogeno o formacion de
interacciones no-covalentes) y por ese motivo se cred la base 6-31G** (0 6-
31(d,p)). La diferencia entre 6-31G* y 6-31G** radica en que, en la primera, cada
H y He tienen asignadas dos funciones mientras que en la segunda cuentan con
cinco.

La 6-31G* es un conjunto de base de tamafio moderado, y es uno de los
preferidos en la quimica computacional, dado que calcula buenas geometrias y

energias relativas razonables.
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También es importante considerar a las funciones difusas. Las funciones difusas
son aquellas que se emplean para simular el comportamiento de los electrones
que no estan relativamente ligados al ndcleo. Mientras que los electrones
cercanos al nacleo y los que participan en enlaces covalentes estan relativamente
ligados a dicho nucleo. Los electrones con una mayor distancia al ndcleo se
encuentran relativamente poco ligados. Este Ultimo tipo de electrones se
presentan en moléculas con heterodtomos, en aniones y en moléculas
electronicamente excitadas. La idea de las funciones difusas es generar una
densidad electronica significativa a distancias relativamente grandes desde el
nacleo. Cada funcion difusa se compone de una gaussiana con un valor
modificado para cada orbital atbmico de valencia de &tomos pesados. Para afiadir
funciones difusas al hidrogeno y al helio, el conjunto de bases se indica con ++,
por ejemplo, se tiene la base 6-31++G.

Previamente, se mencion6 a 6-31G*, no obstante, si se le afladen funciones
difusas se tienen las bases 6-31+G* (solo para atomos pesados) y 6-31++G*
(para atomos pesados, e hidrogeno y helio) y las bases se vuelven grandes (ya

qgue implican un gran numero de gaussianas).

3.4. Indices de reactividad quimica global

Los célculos quimicos cuanticos poseen la capacidad de proporcionar
predicciones cuantitativas sobre el comportamiento de los compuestos organicos,
tales como su reactividad quimica o sus propiedades fisicoquimicas (47). Por lo
tanto, pueden ser de gran ayuda al estudiar compuestos como los flavonoides.

Los indices de reactividad quimica global son parametros muy U(tiles para
comprender la reactividad, estabilidad y las interacciones moleculares, asi como
las propiedades eléctricas y Opticas de los compuestos.

Existen distintos indicadores quimicos cuanticos, entre los cuales se encuentran la
dureza quimica (n), la blandura global (o), el potencial quimico (u), la

electrofilicidad global (w) y electronegatividad () (48).
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La dureza (n), mide la resistencia que oponen los electrones a ser transferidos

desde un sistema electronico en equilibrio:

_U-4 (15)
2

La blandura global (o) es el indice inverso de la dureza. Las moléculas blandas
presentan cambios en su densidad electrénica mas facilmente que las moléculas
duras, en otras palabras, representa la probabilidad de que un atomo acepte

electrones. Consecuentemente, son mas reactivas:

(16)

El potencial quimico (u) o potencial electrénico, es el indice que mide la tendencia

de escape de los electrones desde un sistema en equilibrio:

1 (17)
n= —5(1 +4)

La electrofilicidad global (w) indica como la energia del sistema se estabiliza

cuando el mismo se satura de electrones provenientes de los alrededores:

p? (18)

La electronegatividad (X) es una medida de resistencia a la pérdida de densidad
electrénica, es decir, es un reflejo de la tendencia de un atomo o grupo de atomos

a atraer electrones:
I+ A (19)

X:—H—T
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Segun el teorema de Koopmans, los valores de potencial de ionizacion (I, la
energia necesaria para arrancar un electréon de un atomo) y de afinidad electronica
(A, la energia que resulta al afadir un electron a un atomo), se pueden relacionar
directamente con las energias de los orbitales moleculares frontera HOMO vy
LUMO, respectivamente de la siguiente manera:

I'=~=Enomo (20)

A=—-Eymo (1)

3.5. Teoria del funcional de la densidad dependiente del tiempo (TD-DFT)

La teoria del funcional de la densidad se ha empleado para calcular datos que
pueden vincularse directamente a los experimentos, como las cantidades,
energias y estructuras obvias. DFT ha mostrado buenos resultados al predecir las
propiedades del estado fundamental de las moléculas, grupos y sélidos (49), no
obstante, es inadecuado en la prediccidén de las energias de excitacion electronica
(42). Los valores de Kohn-Sham no representan energias de excitacion y no existe
un analogo DFT del teorema de Koopmans (44). Por suerte, la teoria del funcional
de la densidad puede extenderse para considerar la naturaleza dependiente del
tiempo (TD) de las ondas electromagnéticas y utilizarse para modelar estados
excitados (50).

La extension TD-DFT es una solucién exacta de la ecuacion de Schrodinger y se
usa para estudiar los estados de excitacion electrénica que generalmente resultan
de interacciones luz-materia. En consecuencia, esta extension es capaz de
realizar calculos de energias de excitacion vertical, longitud de onda de absorcion,
emision y fuerza de oscilador, asi como la energia adiabatica (51).

Una de las ventajas del método DFT y su extensién TD-DFT es su excelente
relacion precisién/costo computacional, por lo tanto, posee una gran variedad de

aplicaciones.
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En el caso de la estimacion de la fluorescencia hay algunas cuestiones que
considerar. A nivel tedrico, se considera que hay una absorcibn y una
fluorescencia vertical. Por el contrario, en la parte experimental los procesos no
pueden considerarse puramente verticales, por lo que las energias de absorcion y
emision calculadas (incluyendo Amax) son aproximaciones.

La TD-DFT permite determinar las geometrias Optimas de los estados de
excitacion electrénica, lo cual es util para analizar la fluorescencia. La
determinacion experimental de las longitudes de enlace y los angulos de enlace
para los estados de excitacion electronica es muy dificil. Las diferencias entre la
geometria de la molécula en estado fundamental y en estado excitado se asocian
con desplazamientos de Stokes. Asimismo, la teoria tiene la capacidad de predecir
cambios conformacionales (como la formacion de enlaces de hidrogeno) en el
estado excitado.

Por otro lado, si se conocen las firmas vibracionales del estado fundamental y el
estado excitado es posible calcular espectros Opticos resueltos vibracionalmente.
Estos calculos proporcionan bandas de absorcion y emision que pueden
compararse directamente con las mediciones experimentales.

Ademas, con TD-DFT es posible calcular cargas atébmicas parciales, momentos
dipolares y densidades electronicas. Lo anterior permite estimar las variaciones de
la polarizacién de la molécula cuando absorbe un fotén, asi como imitar los
estados de trasferencia de carga.

Un pardmetro muy importante a considerar en el caso de las moléculas en estado
excitado es el entorno, por lo que suele considerarse dentro de los calculos TD-
DFT. En el caso de las moléculas microsolubles el célculo puede dividirse en dos
partes: la primera se enfoca en el cromo6foro que absorbe/emite luz utilizando TD-
DFT, y otra considerando el entorno, normalmente un disolvente, tratado en un
nivel simplificado de la teoria.

Existen dos enfoques principales para estimar los efectos de los disolventes,
denominados modelos explicitos e implicitos. En los modelos explicitos se tratan

todas las moléculas del entorno, por lo que es un gran reto computacional.
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Entre los conjuntos de bases mas recomendados para emplear en el método TD-
DFT se encuentra 6-31+G(d) (empleado en el presente trabajo de investigacién),
asi como el funcional M06-2X, dado que generalmente proporciona estimaciones

mas precisas (49).

3.6. Espectro de absorcion
La luz visible, las microondas, las ondas de radio, entre otras, son tipos de
radiacion electromagnética. En conjunto, dan lugar al espectro electromagnético.
Se suele decir que la radiacién electromagnética posee un comportamiento dual:
en determinados aspectos muestra las propiedades de una particula (fotén) y en
otras situaciones se comporta como una onda de energia. Por lo tanto, como
todas las ondas, la radiacién electromagnética presenta:
e Longitud de onda (A): se define como la distancia de un maximo de onda al
siguiente. ”
e Frecuencia (v): se refiere al nUumero de ondas que pasan por un punto fijo
en una unidad de tiempo. Sus unidades suelen ser segundos reciprocos
(s1) o Hertz (Hz, 1 Hz = 1 s%).

e Amplitud: es la altura de una onda, se mide desde el punto medio al pico.

Si se multiplica la longitud de onda en metros (m) por la frecuencia (en segundos
reciprocos (s) de la onda, se obtiene la velocidad de la onda en m/s. La velocidad
del recorrido de toda la radiacion electromagnética en el vacio es un valor
constante, lo anterior es la velocidad de la luz (c), cuyo valor es 2.997 924 58 X
108 m/s, que suele redondearse a 3.00 X 10% m/s. De esta manera tenemos lo
siguiente:

Longitud de onda X Frecuencia = Velocidad
Amxv(sH=c (?)

c c 22
A== o0 v=- 22

La energia electromagnética se transmite en cantidades discretas llamadas
cuantos. La cantidad de energia (¢) que corresponde a 1 cuanto de energia (1
fotén) de una determinada frecuencia (v) es expresada por la ecuacion de Planck:
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hc (23)

donde h = constante de Planck (6.62 X 1034 J - s = 1.58 X 10** cal - s) (52).
Consecuentemente, la ecuacion indica que la energia de un fotdn varia
directamente con su frecuencia (v) e inversamente con su longitud de onda (A).

La espectroscopia se encarga del estudio de la absorcién y emision de la luz
(radiacion electromagnética) por la materia (53).

La espectroscopia de ultravioleta (UV) se aplica Unicamente a los sistemas
conjugados y brinda informacion sobre la naturaleza del sistema electronico n
conjugado. El intervalo de ultravioleta de interés para los investigadores es de 200
a 400 nm y las absorciones se miden en la misma unidad.

Cuando se irradia una molécula organica con energia electromagnética, la
radiacion puede pasar a través de la muestra o ser absorbida, dependiendo de su
energia. En el caso de la radiacion UV, se absorbe la cantidad de energia
necesaria para promover un electrén de un orbital a otro en una molécula con
enlaces conjugados. A nivel cuantico, cuando la molécula absorbe energia se
promueve un electrén 1T del orbital molecular de mayor energia ocupado (HOMO)
al orbital molecular de menor energia desocupado (LUMO). Puesto que se
promueve al electron de un orbital molecular (OM) de enlace nm a un orbital
molecular de antienlace n°, recibe el nombre de excitacion n—.
Consecuentemente, la longitud de onda necesaria para dar lugar a la transicién
n—1 en una molécula conjugada depende de la diferencia de energia entre los
orbitales HOMO y LUMO.

Un espectro de ultravioleta se crea irradiando la muestra de interés con luz
ultravioleta, cambiando continuamente su longitud de onda. Cuando un valor de la
longitud de onda corresponde al nivel de energia necesario para excitar a un
electron a un nivel mas alto, hay una absorcién de energia. Dicha absorcion es
detectada y se plasma en una grafica que traza la absorbancia (A) en funcion de la

longitud de onda. Lo anterior obedece a la siguiente ecuacion:
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Iy (24)

donde:
A = Absorbancia
Iy = Intensidad de la luz incidente

I = Intensidad de la luz transmitida a través de la muestra

La cantidad de luz UV absorbida se expresa como la absortividad molar de la

muestra (€) y se define por la siguiente ecuacion:

A (25)

donde:
€ = Absortividad molar de la muestra

A = Absorbancia

mol

¢ = Concentracién (T

l = Longitud de la trayectoria de la muestra (cm)

La absortividad molar es una constante fisica, caracteristica del sistema
electréonico 1 particular en la molécula. Los valores comunes para los dienos
conjugados se encuentran en el intervalo de ¢ = 10,000 a 25,000 (las unidades
suelen ser omitidas).

Ahora bien, uno de los factores que afecta la longitud de onda de absorcion UV es
el grado de conjugacion de la molécula. Se ha descubierto que la diferencia de
energia entre HOMO y LUMO disminuye a medida que el grado de conjugacién
aumenta. Asimismo, los sistemas como enonas y anillos aromaticos conjugados

presentan absorciones UV caracteristicas, Utiles en la determinacion de la
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estructura. Por ejemplo, la absorcidon UV maxima (Amax) del benceno es de 203 nm,

mientras que la del 1,3-ciclohexadieno es de 256 nm (52).

3.7. Espectro de emisién

Los espectros electronicos que incluyen transiciones de los electrones de valencia
se encuentran en las regiones del visible y ultavioleta, incluyendo su absorcién y
emision. Es posible estudiar el espectro de emision de gases, liquidos y solidos.
Para lo anterior, se hace uso de una lampara de alta intensidad o un laser con el
propésito de que las moléculas presenten un estado electrénico excitado.
Posteriormente, se observa la emisién en angulo recto con respecto a la direccion
del haz incidente. Cuando existe una emisién espontanea por atomos y moléculas
en estados excitados que inmediatamente sigue a la absorcion de luz se nombra
como fluorescencia (53).

Cuando una molécula es excitada por la absorcion de un fotén puede regresar a

su estado fundamental a través de distintas vias (Figura 8).
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Figura 8. Posibles vias que puede tomar una molécula en estado excitado para regresar a
su estado fundamental. Adaptado de (54).

Cuando se excita a un fluoréforo la molécula emplea distintas vias para perder la
energia absorbida y regresar al estado fundamental. En realidad, ocurre una
transicion entre estados electronicos (como de Sz a Si1). De esta forma, se
producen transiciones isoenergéticas (donde la energia inicial y final del sistema
son iguales) desde energias con una baja vibracion de un estado electrénico a
modos de alta vibracion de un estado electrénico inferior. En esta transicion no se
pierde energia, la energia adicional se elimina a través de la relajacion vibracional.
En la relajacion vibracional, la energia vibracional del fluoréforo se transfiere a las

moléculas cercanas. Por ejemplo, en un medio acuoso el agua es el receptor de
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energia mas frecuente. La relajacion vibracional no origina la emision de fotones.
La conversion interna y la relajacion vibracional duran picosegundos y
generalmente regresan a la molécula al nivel de energia mas bajo de Si. En
ocasiones, la conversion interna provoca que las moléculas pasen hasta el estado
fundamental So. No obstante, en el caso de los fluordforos suele suceder que la
diferencia de energia entre los modos vibracionales del estado fundamental y del
primer estado excitado singlete es tan grande como para que se prefiera este
camino. Como resultado, las moléculas excitadas muestran un estado vibracional
similar al que tenian en el estado fundamental, pero el orbital electrénico exterior
aln contiene energia extra.

En los fluor6foros considerados como buenos, la ruta de energia final que se
presenta con mas frecuencia es la expulsion de un fotdon, cuya energia es igual a
la brecha entre el estado vibracional mas bajo de S: y cualquiera de los estados
vibracionales o rotacionales de So. El espectro de emisién de un fluoréforo es el
intervalo de longitudes de onda que puede tener ese fotdn emitido (Figura 9).
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Figura 9. Espectros de absorcion y emision. Adaptado de (18).

Emision

El espectro de emision puede determinarse excitando el fluoréforo (cominmente a

la longitud de onda de su pico de absorbancia) y empleando un dispositivo para

medir el espectro de fluorescencia. La caida hasta el nivel mas bajo de Si no es

radiativa, por lo que la longitud de onda de la luz emitida no tiene relacion con la

longitud de onda de la luz excitadora. Como consecuencia, no se puede desplazar

el espectro de emision cambiando el color de la luz excitadora. Frecuentemente, la

luz emitida tampoco se encuentra relacionada con la direccion de entrada de los

fotones excitantes, consecuentemente se pueden emitir fotones en la direccion
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opuesta a los fotones entrantes (es lo que sucede en los microscopios de
epifluorescencia).

Puesto que el punto de partida de la emision es el nivel mas bajo de Si, la energia
del foton emitido suele ser inferior a la del fotdn absorbido. Esto se debe a que la
relajacion vibracional y la conversion interna eliminan el exceso de energia,
originando el desplazamiento de Stokes. La magnitud del desplazamiento de
Stokes varia significativamente para los distintos fluoréforos. Los desplazamientos
grandes suelen tener la ventaja de separar mas facilmente la luz excitante de la
emitida, es decir, las emisiones fluorescentes se producen a longitudes de onda
mas largas que la luz excitadora. Una minoria de fluoréforos en estado
fundamental se encuentra en uno de los estados vibracionales mas altos de So
cuando son excitados. Por lo tanto, un fotén puede retroceder con un salto
energético mayor que el necesario para llegar a Si, esto resulta en un
solapamiento de los espectros de emision y excitacion.

Otro caso son las emisiones superpuestas debido a la presencia de distintos
fluoréforos en una misma muestra. Como solucion, se han sintetizado fluoroforos
con intervalos espectrales mas amplios a través de la adicibn de mas enlaces
conjugados. Ahora es posible elegir fluoréforos con poco solapamiento de los
espectros de excitacion y emision (18).

Asi pues, existen distintos parametros fisicos y quimicos en el entorno proximo a
la molécula excitada que pueden intervenir en su emision de fluorescencia (54).

Estos pardmetros se exponen en la Figura 10.
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Figura 10. Pardmetros fisicos y quimicos en el entorno proximo a la molécula excitada
gue pueden intervenir en su emision de fluorescencia. Adaptado de (54).

3.8. Mecanismo de fluorescencia de los flavonoles

En 1968, se reportd que los flavonoles (entre ellos la quercetina) emiten una
fluorescencia de color amarillo verdoso. Tiempo después, se revelé que presentan
una transferencia intramolecular de protones en estado excitado (Excited state
intramolecular proton transfer, ESIPT) y un comportamiento de emisién dual de
flavonoles naturales (como la quercetina y morina) y flavonoles sintéticos (55). Se
ha reportado que el fendbmeno ESIPT de los flavonoles es mayor en estado
agregado gracias a la rotacion restringida de los anillos aroméaticos o la reduccion
de su enlace de hidrégeno con el disolvente (56). En consecuencia, los flavonoles
poseen la propiedad de emisién inducida por agregacion (Aggregation-induced
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emission, AIE), lo que es fantastico puesto que la mayoria de los materiales
fluorescentes tradicionales padecen el efecto de extincion provocado por la
agregacion (Aggregation-caused quenching, ACQ). Ademas, los flavonoles
naturales muestran una buena biocompatibilidad, una toxicidad biol6gica
insignificante (55) y una biodegradabiliad natural (57). Por todo lo anterior se
puede afirmar que los flavonoles naturales pueden ser sensores fluorescentes
ideales y valiosos para la deteccion biolégica y deteccion quimica, asi como para
la obtencidn de bioimagenes (55).

Los flavonoides con y-pirona y grupos hidroxilo poseen propiedades fluorescentes
(Kumar et al., 2001); presentan emision dual, incluyendo la emisién ceto-endlica.
El mecanismo de fluorescencia se ha estudiado a nivel tedrico y experimental y se
explica por un proceso ESIPT (58).

Generalmente, las moléculas presentan fluorescencia ESIPT si sus estructuras
presentan una interaccién de enlace de puente hidrégeno intramolecular entre un
donante de enlace de hidrogeno (-OH y —NH2) y un aceptor de enlace de
hidrogeno (=N- y C=0) (59). En realidad, la reaccion ESIPT es un proceso
ultrarrdpido, que se produce en la escala de tiempo de femto a picosegundos (60).
Entre los fluoréforos de ESIPT cominmente utilizados se encuentran las flavonas,

benzofenonas, quinolina, antraquinonas, entre otros (Figura 11).
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Figura 11. Ejemplos representativos de fluoréforos ESIPT.

ESIPT es un proceso fotoquimico compuesto por cuatro niveles, donde el estado
fundamental electronico de los fluoroforos ESIPT suele existir en forma de enol
(E). Una vez que se produce la fotoexcitacion, la carga electronica de estas
moléculas se puede redistribuir, lo que produce una mayor acidez para el grupo
donante del enlace de hidrégeno y una mayor basicidad para el aceptor del enlace
de hidrogeno dentro de la forma E. Como consecuencia, se produce una
fototautomerizacién de la forma enol a la forma ceto extremadamente rapida
(kesieT > 10%%s1), y la forma enol en estado excitado (E*) se convierte rapidamente
a su forma ceto excitada (K*). A continuacion, la molécula se desintegra
radiativamente hasta su estado fundamental electronico y se produce una
transferencia inversa de protones para producir la forma enol (E) original (59). Este

proceso se detalla en la Figura 12.
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Figura 12. Proceso ESIPT de flavonoles. Se tiene un flavonol en su forma enol (E), el cual
se somete a una fotoexcitacion, donde se produce un proceso de transferencia de carga
intramolecular entre el donante de electrones (O1) y el aceptor de electrones (C=4).
Posteriormente E se excita a una forma enol en primer estado excitado (E*) con carga
deslocalizada. La redistribucion de la densidad electrénica en E* mejora la acidez para C-
OH3 (donante de enlaces de hidrégeno) y de la alcalinidad para C=04 (aceptor de
enlaces de hidrégeno). Como resultado, se presenta un evento de fototautomerizacion
ultrarrapido de enol en estado excitado (E*) a ceto en su forma excitada (K*), donde
participan C-O3 y CO=4. A continuacion la molécula se desintegra radiativamente hasta
su estado fundamental electrénico (pasa de K* a K). Existe una brecha de energia menor
entre los estados K* y K que resulta en una emision cetogénica de color amarillo verdoso
(generalmente > 500 nm) con grandes cambios de Stokes (150-200 nm). Finalmente, se
produce una transferencia inversa de protones para producir la forma enol (E) original.
Adaptado de (55).
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En el caso de la molécula de quercetina, existen dos enlaces de hidrégeno
intramoleculares compartidos como aceptor de electrones. Ambos donantes de
protones son grupos hidroxilo y el aceptor comun es el &omo de oxigeno
carbonilo. De esta forma, la molécula presenta dos procesos ESIPT. Ahora la
pregunta es: ¢cual de los dos procesos ESIPT deberia tener lugar primero? Sin
embargo, este increible fenébmeno sigue en estudio.

La configuraciébn de la molécula de quercetina es muy estable en el estado
fundamental (So), por lo que los procesos de ESIPT no pueden ocurrir de manera
espontanea. Después del proceso fotoinducido (E*, Si) se forma el nuevo
tautomero (KS11 o la forma KS2). Los compuestos KS'1 y KS1; tienen un papel muy

importante en la mayoria de las aplicaciones ((61), ver Figura 13).
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de (61).
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La emision dual es sensible a las condiciones ambientales, tales como enlaces de
hidrogeno, polaridad, viscosidad y pH del entorno. Si se desea que la emision ceto
predomine, se necesita emplear un disolvente que no forme enlaces de hidrégeno
(como benceno, triclorometano y diclorometano). Para observar una emisién dual
se deben emplear disolventes que actien como aceptor de enlaces de hidrégeno
y donante (como metanol, etanol y 1-propanol) y aceptor de protones (como
dioxano, acetato de etilo y acetonitrilo). Si se hace uso de un disolvente més polar,
se observa un desplazamiento al rojo de la emisidon de enol gracias a la relajacion
del disolvente. Por otro lado, si se aumenta la viscosidad, se obtiene un cambio
azul de la emision de enol al obstaculizar las redirecciones dipolares. Otro factor
con influencia en las emisiones enol y ceto es el pH, debido a la
desprotonacion/protonacion de C-OHs/C=04, y a que cambia la distribucion de
carga de los flavonoles. Asi, las formas aniénicas de flavonoles muestran una

emision azul distinta, lo que puede emplearse en aplicaciones de deteccion (55).

3.9. Propiedad de emision inducida por agregacion (AIE)

Respecto a la AIE, los compuestos que la presentan muestran una emision tenue
o nula en solucién diluida, pero son increiblemente emisivos en estado agregado.
La emisibn de la forma ceto de la quercetina es muy débil en THF
(tetrahidrofurano puro, un buen disolvente) y una baja concentracion (0.15mg ml-
D). Sin embargo, en una solucién de THF con agua (un disolvente pobre, de 0 a
99% v/v) y un aumento de las concentraciones (0.15 — 10.0 mg ml?), la emisién
ceto aumenta con un rendimiento cuantico alto (10.3% en agua:THF (80:20, v/v).
En THF, la quercetina se dispersa como nanoparticulas con un didmetro menor a
200 nm segun estudios de microscopia electronica de transmision. En agua:THF
(80:20 v/v) la quercetina se agrega como cristales similares a fibras, por lo que se
obtiene una mejora en la emisién ceto.

El proceso ESIPT puede producirse hasta una temperatura de -196 °C, pero
cuando la temperatura disminuye de 37°C a 0°C se mejora la emision ceto. La

razon es que a una baja temperatura la quercetina se agrega y la rotacion de los
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anillos aromaticos se restringe, lo que pude aumentar la descomposicion radiativa

y mejorar la eficiencia de ESIPT (He et al., 2018).

3.10. Desplazamiento de Stokes

Otro factor importante a considerar en los espectros de absorcién emision es la
medicion del desplazamiento de Stokes. El desplazamiento de Stokes se refiere a
la diferencia entre el maximo de emisiéon de fluorescencia y el maximo de
absorcion. Generalmente se expresa en longitud de onda (nm). El espectro de
fluorescencia suele parecerse a la primera banda de absorcion, esto se conoce
como ‘“regla de la imagen especular”, gracias a que las diferencias entre los
niveles vibracionales son similares en los estados basico y excitado.

El desplazamiento de Stokes es un parametro que se emplea para calcular la
cantidad de energia de excitacidon que se pierde por vibraciones moleculares.

Las moléculas rigidas restringen el movimiento y las vibraciones moleculares, de
esta forma presentan una pérdida menor de energia de excitacién. Por lo tanto, en
una sonda fluorescente se busca que la molécula cuente con fragmentos
estructuralmente rigidos, tales como heterociclos aromaticos, grupos arilos y
enlaces dobles o triples (54).

Los fluoréforos ESIPT poseen un desplazamiento de Stokes grande (~200 nm) en
comparacion con los fluoréforos tradicionales como la fluoresceina. Lo anterior
ayuda a evitar la autorreabsorcién indeseada y los efectos de filtro interno.
Asimismo, el proceso ESIPT es responsable de que los flavonoles presenten
capacidad ratiométrica (autocalibracibn con mayor precision) y un gran
desplazamiento de Stokes (>150 nm), por lo que disminuye la interferencia de la

autoabsorcion y la autofluorescencia (59).
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CAPITULO 4

4. METODOLOGIA

Con ayuda de los programas Gaussian 09W (Frisch et al., 2016) y GaussView
6.0 (Dennington et al., 2016) a través de las metodologias DFT y TD-DFT se
estudio la molécula de quercetina y sus quelatos con Cu(ll) empleando la

siguiente metodologia.

4.1. Estudio conformacional de la quercetina, sus aniones y quelatos

4.1.1. Estudio conformacional de la molécula de quercetina

A. Como conformacion inicial para realizar los calculos, se empled la
estructura anhidra cristalizada que fue reportada por (62).

B. Se realizaron 5 calculos de scan 2D rigido con el funcional M06-2X (63) y la

base 6-31+G(d) para estudiar el impacto de la torsion de los hidrogenos de
los grupos hidroxilo y entre los anillos AC y B en la estabilidad de la
molécula de quercetina. Se empled la misma metodologia para realizar un
scan 2D flexible.
La Figura 14 muestra la convenciébn numérica de la quercetina utilizada
para realizar los célculos. Se puede observar que la molécula cuenta con
cuatro grupos hidroxilo: O7H7, O5H5, O3H3, O3'H3' y O4'H4'. Los angulos
diedros estudiados, responsables de las torsiones en los hidrogenos y entre
los anillos AC y B fueron D(H7, O7, C7, C6), D(H5, O5, C5, C10), D(H3, O3,
C3, C4), D(H3', O3', C3', C2"), D(H4', 04, C4', C3") y D(C2', C1', C2, C3).
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Figura 14. Numeracion de los a&tomos de la molécula de quercetina.

De esta forma, en cada calculo de scan 2D se estudié la torsion de un
hidrogeno en conjunto con la torsion entre los anillos AC y B, se obtuvo la
conformacién de menor energia y se adopto6 el valor del &ngulo diedro del
hidrégeno en cuestion para el siguiente calculo con otro hidrégeno. Los
calculos de se realizaron en un intervalo de -180.0 a 180.0 con incrementos
de 10.0 grados, generando asi 36 conformaciones para cada sistema
molecular.

. Optimizacion de geometria y de frecuencias vibracionales con el objetivo de
asegurar la obtencién de la estructura de minima energia sobre la superficie
de energia potencial, usando el funcional M06-2X y la base 6-31+G(d).

. Revisién bibliografica sobre las estructuras de minima energia de la
guercetina reportadas por otros autores. Para cada estructura se realizd un
calculo de optimizacion y de frecuencias vibracionales a nivel de teoria
M06-2X/6-31+G(d) en fase gas, con la finalidad de obtener una
consistencia en el nivel de teoria, comparar las energias resultantes y
determinar la geometria mas estable. Se confirmé la ausencia de
frecuencias imaginarias. Las conformaciones fueron alineadas en el

programa VMD para compararlas de manera visual. Asimismo, con un
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programa creado en nuestro laboratorio, se obtuvieron las RMSD respecto

a la conformacion de menor energia.

4.1.2. Estudio conformacional de los aniones de quercetina

E. Partiendo de la estructura mas estable de la quercetina, se eliminaron uno o
dos hidrégenos de dos de los grupos hidroxilo en los anillos AC: H3 (QUE3"
), H5 (QUE5) o ambos (QUE35’). Los aniones se sometieron a una
optimizaciéon de geometria y de frecuencias vibracionales empleando el
funcional M06-2X y wB97XD usando la base 6-31+G(d) con la finalidad de
comparar los orbitales moleculares frontera de ambos niveles de teoria. Se
confirmd la ausencia de frecuencias imaginarias. Se generaron las
isosuperficies de los orbitales moleculares frontera y potencial electrostéatico
molecular. Se reportan las cargas APT de los atomos que formaran los

complejos de coordinacion con metales.

4.1.3. Estudio conformacional de los quelatos y microsolvatacion.

Se tomaron las estructuras previamente optimizadas de los aniones de
quercetina y se formaron los complejos con cobre: QUE3"_Cu(ll), QUE5S
_Cu(ll) y QUE35_Cu(ll). Asimismo, se llevdé a cabo una microsolvatacion
enlazando dos moléculas de agua o metanol a cada &tomo de cobre, con la
finalidad de mantener la geometria de coordinacién del metal con cuatro
ligandos.

Los complejos metdalicos fueron optimizados usando el funcional M062X
con dispersion D3 (M062X-D3) con la base 6-31+G(d). Este nivel de teoria
fue empleado con la finalidad de describir de manera adecuada las
interacciones no covalentes entre el metal y los aniones de los flavonoides.

Se reportan los resultados de los célculos de optimizacion, energias de

enlace reducidas y analisis de densidad de spin.
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4.2. Célculo del espectro de absorcion y emision de la quercetina, sus
aniones y sus quelatos.

Los espectros de absorcion se obtuvieron mediante la teoria TD-DFT, a traves del
nivel de teoria wB97XD/6-31+G(d). Dado que la quercetina, sus aniones y sus
complejos metalicos formados con los dianiones son estados singletes, se
comprobd que no existiera algun estado excitado prohibido (singlete—triplete).
Posteriormente, se graficaron los espectros, los orbitales moleculares involucrados
en cada estado excitado y se obtuvieron las contribuciones usando el programa
Gaussum (64). En la comparacion de los espectros de absorcion calculados con
espectros obtenidos de manera experimental, el analisis se enfoco en las sefales,
sin tomar en cuenta la intensidad. La comparacion estricta con los espectros
experimentales se considera inapropiada por las limitaciones que posee este
estudio.

4.3. Calculo del espectro de emision de la quercetinay sus aniones.

Los espectros de emision se calcularon al mismo nivel de teoria de los espectros
de absorcion (TD-DFT/wB97XD/6-31+G(d)). Posteriormente, se calculé el

desplazamiento de Stokes.

4.4. Célculo de los indices de reactividad quimica global
Se calculé una variedad de descriptores de reactividad quimica global basados en

el teorema de Koopmans'’ y el marco conceptual DFT.
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CAPITULO 5

5. RESULTADOS

5.1. Estudio conformacional de la quercetina

La estructura molecular de partida para realizar calculos de quimica computacional
suele obtenerse de un cristal, ya que la cristalografia proporciona una
representacion precisa y experimentalmente validada de la geometria molecular y
el empaquetamiento en estado sélido (65).

Con una estructura cristalina, los calculos se ejecutan con una conformacién
realista. Esto es importante debido a que las interacciones intermoleculares y la
disposicion tridimensional influyen en las propiedades y la estabilidad del sistema.
Por lo tanto, el partir de una estructura realista facilita la comparacién de los
resultados computacionales con los datos obtenidos experimentalmente (66).

No obstante, es necesario aclarar que la estructura cristalina representa solo una
de las posibles conformaciones de la molécula (67). El polimorfismo es intrinseco
a los compuestos organicos y esto da paso a multiples fases cristalinas a causa de
las preferencias cinéticas y termodinamicas contrastantes durante la cristalizacion.
Dicho fenémeno es bastante comun para las moléculas con flexibilidad
conformacional y propensas a la formacion de puentes de hidrégeno (como la
guercetina) (68). En consecuencia, una combinacion de los factores previamente
descritos incrementa la probabilidad de polimorfismo en compuestos organicos,
principalmente si se producen pequeiios cambios en las condiciones
experimentales (69).

En casos como la quercetina, pueden existir multiples conformaciones con
energias similares. Debido a lo anterior, los métodos computacionales permiten la
obtencion de distintas conformaciones, prediciendo su estabilidad relativa,
complementando la informacion cristalografica (67). A través de los calculos de
optimizacién, se busca hallar la estructura espacial de la conformacion

energéticamente mas favorable (de menor energia), ya que esta conformacion es
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la mas probable para la molécula en estado libre (por ejemplo, en fase gaseosa)
(70).

Un cristal de quercetina anhidro es una forma en estado sélido de la molécula que
no contiene moléculas de agua en su estructura cristalina (71).

En el caso de la quercetina anhidra, factores como su alta movilidad dificultan la
obtencion de un monocristal. La posicion y conformacion de los grupos hidroxilo, la
torsion entre los anillos AC y B y el momento dipolar son importantes en el estudio
de su estructura. En consecuencia, es complicado definir una estructura exacta.
Las distintas posibilidades conformacionales de la molécula de quercetina que han
sido reportadas, se deben al amplio espectro de su actividad biolégica y al
polimorfismo de la quercetina en el estado cristalino, el cual depende del grado de
hidratacion del cristal. El estudio de la estructura de la molécula de quercetina es
muy util para el analisis “estructura-actividad” de sus propiedades farmacoldgicas
conocidas y por conocer (72).

La quercetina anhidra no forma monocristales suficientemente grandes y de buena
calidad para ser analizados con difraccion de rayos X de monocristal (una técnica
empleada para revelar la estructura atdmica). Al no obtener monocristales
adecuados, la estructura exacta de la quercetina es incierta (71). Como
alternativa, se han empleado métodos como difracciéon de rayos X en polvo junto
con analisis computacional (62) o resonancia magnética nuclear (RMN) (73).
Aunqgue la difraccién de rayos X en polvo enfrenta limitaciones relacionadas a la
resolucion y analisis estructural detallado (74).

Otra opcion consiste en la difraccion de rayos X con cristales monohidratados y
dihidratados de quercetina, que contienen una y dos moléculas de agua por
molécula de quercetina (respectivamente) integradas en su red cristalina. Sin
embargo, la presencia o ausencia de agua afecta la estructura, el
empaquetamiento y las propiedades fisicoquimicas y Opticas del cristal (71).
Debido a las razones previamente expuestas, en este trabajo de investigacion se
recopilaron distintas estructuras de la molécula de quercetina (provenientes de

cristales anhidros, hidratados y monohidratados) reportadas por otros autores, las
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cuales se optimizaron a un mismo nivel de teoria (M06-2X/6-31+G(d)) para

<4

determinar la conformacion mas estable (Figura 15).
e |@

() Lo |®) s
‘»r .\_‘ o SOy q/i\,

o o
] 1 Y
°, © o,
AE=0.0 AE=0.01 AE=0.
(e) o o () % (@
) *‘/“/. ! Jf;;/‘. Sl 1
. f‘:.\ 1/*1/' JA{IJIQ\ 1/-" oIa f:/)
17 Ll ;17
AE=0.85 AE=1.18 AE=1.
1)) i) e, (K
S R
Lo o . oo g
e "Ll ? 71 |
AE=4.69 AE=5.02 AE=8.92 AE=12.21
(m)

q)
N ‘» ‘)‘
? y ‘I
J’. ’/_,J;., ‘/.\ ' ‘/‘\‘
& iri_*j’ &
o o ¢

Figura 15. Moléculas de quercetina de este y otros estudios, optimizadas a nivel de teoria
M06-2X/6-31+G(d). Energia de referencia: -692,644.51 kcal/mol. Ordenadas de mayor a menor
energia: (a) Conformacion de minima energia hallada en este estudio a través de un célculo de
scan 2D flexible a partir de la quercetina anhidra reportada por (62); (b) Reportada por (6) como
“conformacién I” en su articulo; (c) Reportada por (75); (d) Reportada por (6) como “conformacion
II” en su articulo; (e) Conformacién intermedia entre las conformaciones | y Il de (6); (f)
Conformacion resultante de scan 2D rigido con el H7 con rotacion hacia abajo (coplanar), a partir
de la quercetina anhidra reportada por (62); (g) Reportada por (62); (h) Conformaciéon de minima
energia hallada en este estudio a través de un calculo de scan 2D rigido a partir de la quercetina
anhidra reportada por (62); (i) Reportada por (76). (j) Reportada por (77); (k) Modelada en
GaussView 6.0.16 con el anillo C y todos los H ortogonales al plano; (I) Reportada por (78). (m)
Reportada por (71).

La Tabla 2 muestra las energias relativas, los valores de momento dipolar,
polarizabilidad y porcentaje de poblacion calculado (a partir de los valores

energéticos) de las conformaciones optimizadas.
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Tabla 2. Energias relativas, momento dipolar (u), polarizabilidad (a) y porcentaje de
poblacion calculado de las conformaciones optimizadas de quercetina.

Conformacién AE(kcal/mol) p (Debyes) a(u.a.) Poblacion (%)

(@) 0.00 0.17 217.17 25.93
(b) 0.01 0.18 217.17 25.57
() 0.01 0.18 217.17 25.57
(d) 0.59 4.10 21752 9.56
(€) 0.85 2.41 216.00 6.20
(f) 1.18 4.86 215.72 3.51
(9) 1.54 7.11 214.89 1.92
(h) 1.61 7.12 214.94 1.72
() 4.69 2.86 217.57 0.01
() 5.02 1.20 218.01 0.01
(K) 8.92 3.21 209.18 0.00
() 12.21 2.82 212.78 0.00
(m) 13.13 1.65 21353 0.00

La energia conformacional de una molécula es la energia asociada a las distintas
conformaciones que puede adoptar una molécula a causa de la rotacion de
enlaces simples, sin romper enlaces quimicos. Depende de factores como la
repulsidon entre atomos, interacciones electrénicas y efectos estéricos. Asimismo,
esta energia determina la estabilidad relativa de cada conformacién, siendo la
conformacién con menor energia la mas estable (79,80). Las conformaciones mas
estables corresponderian a (a), (b) y (c), mientras que las conformaciones mas
inestables son (k), (I) y (m).

La estabilidad de la quercetina depende en gran medida de su estructura
molecular, la disposicion y el tipo de grupos funcionales, principalmente los grupos
hidroxilo y el grupo carbonilo (81). Es posible obtener diferentes conformaciones
de la molécula de quercetina debido a la rotacion alrededor de los carbonos

C2-C1’ y la disposicioén de los cinco grupos hidroxilo (6,70,72) (Fig. 16).
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'y
Figura 16. Movilidad de la molécula de quercetina y posibles puentes de hidrogeno
intramoleculares. Adaptado de (70).

Es posible observar la presencia de tres puentes de hidrégeno intramoleculares en
la estructura de la quercetina en su forma enol: O3H3...04, O5H5...04 y entre los
grupos hidroxilo del anillo B, ya sea O3’'H3’...04’ u O4’'H4’...03’.

(82) indican que los grupos hidroxi O3H y O5H de una conformacion estable de
quercetina se encuentran blogueados conformacionalmente por puentes de
hidrogeno intramoleculares con 04, mientras que O7H, O3'H y O4’'H son
responsables del desarrollo supramolecular de diversos patrones de enlaces de
hidroégeno en las estructuras cristalinas.

(6) sefiala que, en la conformacion mas estable, los grupos hidroxilo deben
orientarse de tal forma que formen el nimero maximo de puentes de hidrogeno
intramoleculares entre los grupos hidroxilo (tres). No obstante, los puentes de
hidroégeno inusuales C2'H2’/C6'H6’...03 o C2’H2’/C6’'H6’...01 también estabilizan
la estructura (72).

Distintos autores sefialan que la conformacibn mas estable de la quercetina
presenta una torsion cercana a 0 o 180° entre los anillos AC y B (6,76,77,83). El
anillo B de la quercetina puede encontrarse en dos posiciones estables: syn y anti.
Se ha descubierto que la conformacion syn posee cierta preferencia sobre la
conformacion anti, con una pequeiia barrera de interconversion entre los que

serian el primer y el segundo minimo global en la isosuperficie energética
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respectivamente. Por lo tanto se propone una probable coexistencia de ambas
conformaciones (6,62,76,84,85).

La conformacion mas estable de la quercetina que se obtuvo en este trabajo de
investigacién (a) es plana, con el anillo B en posicién syn y con los grupos
hidroxilo formando los puentes de hidrégeno O3H3...04, O5H5...04 vy
O6'H6’...0%’, asi como los puentes de hidrogeno inusuales C6’'HE’...01 y
C2’H2'...03. Esto coindice con lo reportado por (6,70,83). Las conformaciones (b)
y (c) presentan valores muy cercanos a (a), por lo que se infiere que presentan
ligeras diferencias en su geometria conformacional respecto a (a). En cuanto a (d),
corresponde a la conformacion que (6,70,86) sugieren que coexiste con (a).

La Fig. 17 muestra las conformaciones (a) a (m) alineadas con ayuda del
programa VMD. Aparentemente todas las conformaciones, a excepcion de (g), (h)
y (k) son planas y los anillos AC y B se alinean satisfactoriamente (Fig. 17.1); las
conformaciones de menor energia (a, b y c) presentan un alineamiento bastante
bueno (Fig. 17.11); las conformaciones syn (Fig. 17.11l) y anti (Fig. 17.1V) presentan

distintas posiciones en la orientacién de sus grupos hidroxilo.
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Figura 17.Alineamiento de conformaciones optimizadas de quercetina en VMD. Frente y
perfil de: I. Conformaciones (a) a (m); Il. Conformaciones de menor energia (a, b y c); Ill.
Conformaciones syn obtenidas; V. Conformaciones anti obtenidas.
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Una métrica comun para evaluar la diferencia entre distintas conformaciones de
una molécula es la desviacion cuadratica media (Root Mean Square Deviation,
RMSD) (87,88).

Pueden crearse distintos scripts para calcular la RMSD, basdndose en el mapeo
directo uno a uno entre los atomos de distintos conformeros de la molécula de
interés. Cada atomo se encuentra etiqguetado segun su posicion en un archivo de
coordenadas (que puede generarse con ayuda de Gaussview y Gaussian) y se
emparejan segun dicha etiqueta (89).

Un valor bajo de RMSD indica una alta similitud, mientras que un valor alto sefala
diferencias estructurales (90). La Tabla 3 muestra las RMSD de distancias de
enlace, angulos de valencia, angulos diedros y la RMSD total. Mientras que la
Figura 19 expone los graficos correspondientes. Las RMSD fueron calculadas con
un programa creado en nuestro laboratorio.

Tabla 3. Valores de RMSD para las distancias de enlace, los angulos de valencia, los
angulos diedros y el RMSD total para las conformaciones de quercetina optimizadas
respecto a la conformacién de minima energia (a).

Valores de RMSD

Conformacién = Distancias = Angulos de | Angulos

de enlace valencia diedros
(b) 0.0 0.0 0.9 0.3
(c) 0.0 0.0 0.3 0.1
(d) 0.8 13.9 59.8 24.8
(e) 0.8 17.1 65.4 27.8
(f) 0.3 8.8 24.6 11.2
(9) 0.3 11.2 38.4 16.6
(h) 0.3 11.2 37.6 16.4
(i) 0.2 6.3 19.4 8.6
() 0.8 15.6 62.7 26.4
(k) 0.3 7.7 36.5 14.8
(1) 0.9 20.2 77.1 32.7
(m) 0.9 18.7 72.6 30.7

La Figura 18 muestra los graficos RMSD de distancias de enlace, angulos de

valencia, angulos diedros y la RMSD total.
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RMSD. Distancias de enlace. RMDS. Angulos de valencia.
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Figura 18. Valores de RMSD para las distancias de enlace, los angulos de valencia, los
angulos diedros y el RMSD total para las conformaciones de quercetina optimizadas
respecto a la conformacién de minima energia (a).

La Tabla 4 expone las distancias de enlace, angulos de valencia, angulos diedros
y puentes de hidrégeno de interés de las conformaciones (a) a (m) de la molécula
de quercetina. Puesto que los anillos AC presentaron un alineamiento

satisfactorio, se decidié omitir sus valores y enfocarse en datos mas relevantes.
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Tabla 4. Distancias de enlace, angulos de valencia, angulos diedros y puentes de
hidrégeno de interés de las conformaciones (a) a (m) de la molécula de quercetina.

Conformacion (a) (b) (c) ()} (e) ()

C2-C1' 1.467 [ 1.467 | 1.467 | 1.466 | 1.469 | 1.469 | 1.468 | 1.469 | 1.467 | 1.467 | 1.472 | 1.469 | 1.469
C4-04 1.250 [ 1.249 1 1.249 [ 1.249 |1.250 | 1.249 | 1.248 | 1.248 | 1.250 | 1.249 | 1.237 | 1.230 | 1.230
C3-03 1.355[1.355|1.355[1.352|1.353|1.352 | 1.352|1.352 | 1.355 | 1.353 ] 1.361 | 1.350 | 1.351
C5-05 1.338 (1.337 | 1.337 [ 1.338 | 1.338 | 1.338 | 1.338 | 1.338 | 1.338 | 1.338 | 1.337 | 1.348 | 1.347
C7-07 1.354[(1.354|1.354 | 1.355|1.355|1.356 | 1.355 | 1.355 | 1.354 | 1.354 | 1.356 | 1.355 | 1.356
C3'-03' 1.371(1.37211.3721.371|1.358 | 1.358 | 1.357 | 1.358 | 1.359 | 1.360 | 1.368 | 1.360 | 1.359
C4'-04' 1.353 (1.353 | 1.353 | 1.353 | 1.368 | 1.369 | 1.368 | 1.368 | 1.356 | 1.356 | 1.352 | 1.370 | 1.370
01-C2 1.366 [ 1.365 | 1.365 | 1.368 | 1.366 | 1.367 | 1.367 | 1.367 | 1.366 | 1.367 | 1.362 | 1.370 | 1.370
01-C9 1.353 ) 1.352 | 1.352 |1 1.352 | 1.352 | 1.352 | 1.352 | 1.352 | 1.353 | 1.353 | 1.358 | 1.349 | 1.349
C9-01-C2 122.6 [ 122.7 | 122.7 | 122.7 | 122.7 | 122.7 | 122.4 | 122.4 | 122.7 | 122.6 | 120.8 | 122.4 | 122.5
C4-C3-03 114.9(114.9 | 114.9 | 115.1 | 115.0 | 115.1 | 115.3 | 115.2 | 114.9 | 115.1 | 115.2 | 113.9 | 113.9
C10-C5-05 120.8 | 120.8 | 120.8 | 120.8 | 120.8 | 120.9 | 120.6 | 120.6 | 120.9 | 120.9 | 121.0 | 117.4 | 117.6
C6-C7-07 121.3 | 121.3]121.3121.3|121.2[121.2 | 116.1 | 116.1 | 121.3 | 121.4|121.4 | 116.2 | 121.5

C2'-C3'-03' 124.2 [ 124.2 1 124.2 | 124.6 | 119.8 | 119.5 | 119.6 | 119.6 | 123.3 | 123.6 | 124.7 | 119.8 | 119.8
C3'-C4'-04' 120.5[120.5)120.5|120.4 | 1149 115.1 | 115.0 | 115.0 | 117.1 | 116.9 | 120.4 | 115.0 | 115.0

C3-03-H3 105.1 [ 105.0 | 105.0 | 105.3 | 105.2 | 105.4 | 105.3 | 105.3 | 105.1 | 105.2 | 109.5 | 104.3 | 104.4
C5-05-H5 108.6 [ 108.6 | 108.6 | 108.5 | 108.5 | 108.5 | 108.7 | 108.7 | 108.5 | 108.5 | 107.9 | 109.5 | 109.8
C7-07-H7 110.3(110.3110.3|110.2|110.2|110.2 | 110.3|110.4 | 110.3 | 110.3 ] 110.2 | 110.3 | 110.5
C3'-03'-H3' 110.7 [ 110.6 | 110.6 | 110.8 | 108.8 | 108.8 | 108.8 | 108.9 | 109.5 | 109.5 | 111.2 | 108.6 | 108.7
C4'-04'-H4' 108.8 [ 108.7 | 108.7 | 108.8 | 110.8 | 110.8 | 110.9 | 110.8 | 109.8 | 109.7 | 109.0 | 110.7 | 110.6
C3-C4-04 118.8|118.8 118.8|118.9 | 118.8 | 118.8 | 118.8 | 118.8 | 118.9 | 118.9 | 122.0 | 117.5 | 117.6

C10-C4-04 124.6 [ 124.7 | 124.7 | 124.5 | 124.6 | 124.6 | 124.7 | 124.6 | 124.6 | 124.5 | 123.2 | 127.1 | 127.0
C10-C4-C3-03 | 180.0 | 180.0 | 180.0 | 180.0 | 180.0 | 180.0 |-179.3| 179.5 | 180.0 | 180.0 |-177.4|-180.0|-180.0
C4-C10-C5-05 | 0.0 0.0 0.0 0.0 0.0 0.0 -0.1 0.0 0.0 0.0 1.1 0.0 0.0

C5-C6-C7-O7 | 180.0 | 180.0 | 180.0 | 180.0 | 180.0 | 180.0 |-180.0| 180.0 | 180.0 | 180.0 |-179.9| 180.0 | 180.0
C1'-C2'-C3'-03'| 180.0 | 180.0 | 180.0 [-179.9|-180.0| 180.0 | 179.7 |-179.8| 180.0 | 180.0 | 179.4 | 180.0 | 180.0
C2'-C3'-C4'-04'| 180.0 | 180.0 | 180.0 | 180.0 | 180.0 | 180.0 |-180.0| 179.9 | 180.0 | 180.0 |-179.8| 180.0 | 180.0
C3-c2-c1'-c2 0.0 0.0 0.0 |1180.0|180.0| 0.0 |-14.0| 10.3 | 0.0 |180.0| -41.5|180.0 | 180.0
C4-C3-03-H3 0.0 0.0 0.0 0.0 0.0 0.0 0.5 -0.5 0.0 0.0 |158.4| 0.0 0.0

C10-C5-05-H5 | 0.0 0.0 0.0 0.0 0.0 0.0 -0.1 0.1 0.0 0.0 -0.5 |-179.9| 180.0
C6-C7-07-H7 0.0 0.0 0.0 0.0 0.0 0.0 |179.8|-179.7| 0.0 0.0 0.2 |180.0| -0.1

C2'-C3'-03'-H3'| 0.0 0.1 0.0 0.0 |180.0|180.0 (-179.7|179.8| 0.0 0.0 -1.6 |-180.0| 179.9
C3'-C4'-04'-H4'| 0.0 0.0 0.0 0.0 |180.0|180.0|179.5|-179.9| 180.0 | 180.0| -0.6 | 179.9 |179.9

O3H3...04 2.025 | 2.024 | 2.025 | 2.034 | 2.029 | 2.036 | 2.040 | 2.037 | 2.026 | 2.033 1.964 | 1.966
O5H5...04 1.800 [ 1.798 | 1.797 | 1.795 | 1.797 | 1.797 | 1.802 | 1.802 | 1.798 | 1.796 | 1.744

O3'H3'...04'/

O4'H4'...03' 2.129 | 2.128 | 2.128 | 2.128 | 2.137 | 2.135 | 2.135 | 2.135 2.131 | 2.135 | 2.136

C2'H2'/H6'...03| 2.120 | 2.118 | 2.118 | 2.140 | 2.136 | 2.142 | 2.180 | 2.161 | 2.119 | 2.140 | 2.271 | 2.143 | 2.142
C2'H2'/H6'...01| 2.307 | 2.311 | 2.311 | 2.294 | 2.314 | 2.301 | 2.334 | 2.322 | 2.313 | 2.294 | 2.572 | 2.318 | 2.317

Como era de esperarse, las conformaciones (b) y (c) muestran variaciones
insignificantes en todos los parametros evaluados.

De manera general, las trece conformaciones no presentaron variaciones
significativas en sus distancias de enlace y puentes de hidrégeno
intramoleculares, ya que las diferencias son menores a 1 A. Por contraparte, se
obtuvieron diferencias significativas en los valores de angulos de valencia y
angulos diedros, lo que concuerda con las distintas posiciones de los grupos

hidroxilo y entre los anillos AC y B. los angulos de valencia y diedros con mayor
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variacion fueron los asociados a los grupos hidroxilo O3’'H3’ y O4’H4’, asi como el
angulo diedro entre los anillos AC y B.

El momento dipolar presenta variaciones cuando cambia la conformacion de una
molécula, puesto que es una cantidad vectorial relacionada con la posicion
espacial de los atomos. Los cambios en la conformacion afectan directamente la
distribucion de cargas y, por ende, el momento dipolar (91). En moléculas que
presentan multiples conformaciones estables, cada conformacion posee un
momento dipolar y una energia asociada (92).

(75,86) indican que el momento dipolar de la quercetina es muy sensible ante los
cambios en las orientaciones de los grupos hidroxilo. Es posible obtener distintas
conformaciones optimizadas con una pequefia diferencia energética entre ellas,
pero con una gran diferencia entre sus momentos dipolares. No existe una
relacion lineal, pero existe una correlaciéon donde la estabilidad energética esta
influida por la polaridad y las interacciones intramoleculares (como los enlaces de
hidrogeno) (72).

Las conformaciones mas estables (a, b y ¢) presentan los valores de u mas bajos
(0.17, 0.18 y 0.18 D respectivamente). En general, las conformaciones planas
presentan valores de u bajos, lo que coincide con la baja solubilidad en agua de la
quercetina (5,25,93).

El valor de u mas alto corresponde a las estructuras no planas (g) y (h), siendo de
7.11 y 7.12 D respectivamente. (Brovarets’ & Hovorun, 2020) indican que las
conformaciones no planas generalmente poseen momentos dipolares mas altos a
causa de la asimetria electrénica inducida por la rotacibn de los grupos
funcionales. La tercera estructura no plana obtenida (k) presenta un u de 3.21 D.
La posicion de los grupos hidroxilo en conjunto con la posicion del anillo B poseen
una gran relevancia en el valor del momento dipolar, puesto que los grupos
hidroxilo son fragmentos bastante polares (95). Por lo tanto, la posicion de O7H7
entre las conformaciones no planas presenta una gran relevancia.

Por otro lado, un incremento del momento dipolar de la quercetina provoca
desplazamientos de la banda de absorcion observadas en los espectros UV/Vis.

Cabe mencionar que el momento dipolar de la quercetina cambia entre el estado
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fundamental y el estado excitado. Por lo tanto, la interaccion con el solvente y la
reorganizacion electronica tras la excitacion afectan la energia de transicion
electronica. Por lo que un mayor momento dipolar puede inducir un
desplazamiento hacia el rojo (batocromico) en el espectro (96).

La polarizabilidad de una molécula indica cuanto cambia su momento dipolar
cuando se aplica un campo eléctrico externo. De esta forma, refleja la facilidad con
la que la distribucién electrénica de una molécula puede ser distorsionada (97).

En general, se obtuvieron valores similares de polarizabilidad para las trece
conformaciones obtenidas. Aunque los valores de polarizabilidad mas bajos
corresponden a las estructuras no planas (g, h y k) y a las mas inestables (I y m).
En el caso de la quercetina, la polarizabilidad depende principalmente del tamafio
y extension del sistema n conjugado. La presencia del sistema conjugado aumenta
la polarizabilidad, puesto que los electrones n se desplazan con mayor facilidad.
Una conformacion plana permite una mayor conjugacion de los enlaces nt (98,99).
Asimismo, los puentes de hidrogeno intramoleculares estabilizan las
conformaciones de la quercetina, pero también alteran la distribucion de carga en
la molécula (94).

Las moléculas grandes o con electrones deslocalizados suelen ser mas
polarizables (100). Una mayor polarizabilidad permite una mejor adaptacion a
cambios en el entorno, especialmente en solventes polares (91).

La polarizabilidad es importante en espectroscopia, puesto que determina las
respuestas de las moléculas a la luz y otros campos electromagnéticos (100). En
espectroscopia UV/Vis, esta propiedad afecta la intensidad y la energia de las
transiciones electrénicas observadas. Por lo tanto, influye en la probabilidad de
absorcion y el desplazamiento de las bandas espectrales.

Un aumento en la polarizabilidad suele incrementar la intensidad de absorcion, asi
como desplazamientos batocrémicos o hipsocromicos en los espectros de
absorcion y emision (101,102).

Respecto a los porcentajes de poblacién calculados, el valor obtenido para la

conformaciéon de minima energia (a) es consistente con el reportado por (103).
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En cuanto al método empleado, el funcional M06-2X es capaz de manejar
calculos de energia relativa como de estructura geométrica. Mostrando un
rendimiento muy mejorado para quimica organica en comparacion con otros
métodos DFT (104).

M06-2X ha demostrado ser confiable para optimizar geometrias y predecir
energias relativas de conformaciones en el caso de moléculas que contienen C, O
y H (105). Asimismo, considera las interacciones no covalentes que influyen en las
propiedades de las moléculas, tales como los puentes de hidrégeno (con bastante
relevancia en la conformacién de la quercetina) (104,106). Este funcional ofrece
un equilibrio adecuado entre precision experimental y eficiencia computacional
(105).

A comparacion de otros funcionales DFT populares, tales como B3LYP, M06-2X
suele predecir la estabilidad relativa de conformaciones y reproducir con mayor
fidelidad los equilibrios conformacionales observados experimentalmente,
principalmente en sistemas donde las interacciones no covalentes son relevantes
(107,108).

Respecto al conjunto de bases 6-31+G(d), es utilizado con frecuencia en la
optimizacién de conformaciones de moléculas organicas. Este nivel de teoria
predice adecuadamente las conformaciones mas estables y reproduce los datos
experimentales de manera aceptable. Sus resultados han sido validados
experimentalmente a través de espectroscopia IR, NMR y difraccién de rayos X,
obteniendo una buena relacion entre las estructuras predichas y las observadas
en estado solido y en solucién (109). En adicion, la inclusion de funciones de
polarizacion (d) y difusas (+) mejora la descripcion de enlaces y cargas,
principalmente en moléculas con atomos electronegativos como el oxigeno
(110,1112).
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5.2. Aniones de quercetina
5.2.1. Estudio conformacional de los aniones de quercetina
La Figura 19 muestra las conformaciones mas estables obtenidas para quercetina

(a) y sus aniones.

Figura 19. Conformaciones mas estables para quercetina y sus aniones. (a) Conformacién
de quercetina de menor energia obtenida; QUE3" Anién de quercetina sin H3; QUES™:
Anién de quercetina sin H5; QUE3'5": Dianion de quercetina sin H3 y H5.

La Tabla 5 expone las energias relativas, los valores de momento dipolar y
polarizabilidad de la quercetina y sus aniones.

Tabla 5. Energias relativas, momento dipolar (u) y polarizabilidad (a) de la quercetina y
sus aniones. Energia de referencia: -692,645 kcal/mol.

Molécula | AE (kcal/mol) p (Debyes) a (u.a.)

(@) 0.00 0.17 217.17
QUE3 338.50 4.83 235.84
QUES 343.21 10.73 223.33
QUE35S 758.40 11.66 246.61
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La Fig. 20 muestra las conformaciones de quercetina (a) y sus aniones alineadas

con ayuda del programa VMD.

QUE QUE3 @ QUES @ QUE3S

Figura 20. Quercetina (a) y sus aniones alineados en el programa VMD. |: (a) y QUE3’; Il
(d) y QUES’; llI: (a) y QUE3'S alineados por los anillos AC; IV: (a) y QUE3'5™ alineados por
el anillo B.

La Tabla 6 expone las distancias de enlace, angulos de valencia, angulos diedros

y puentes de hidrégeno de interés de la quercetina (a) y sus aniones.
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Tabla 6. Distancias de enlace (A), angulos de valencia, angulos diedros y puentes de
hidrogeno de interés de la quercetina (a) y sus aniones.

Conformacion (a) QUE3" QUE5 QUE35

c2-C1' 1.467 1.454 1.469 1.439
C4-04 1.250 1.247 1.244 1.227
C3-03 1.355 1.261 1.355 1.264
C5-05 1.338 1.340 1.243 1.252
C7-07 1.354 1.370 1.376 1.392
C3'-03 1.371 1.383 1.380 1.393
C4'-04' 1.353 1.374 1.367 1.389
01-C2 1.366 1.392 1.367 1.394
01-C9 1.353 1.329 1.370 1.349
01-c2-Cc1' 112.2 111.2 112.6 111.8
C2'-C1'-C2 121.4 121.0 121.4 121.7
C9-01-C2 122.6 122.0 121.9 122.0
C2-C3-C4 121.4 115.5 122.6 117.1
C3-C4-C10 116.5 117.8 116.0 117.1
C10-C5-C6 119.9 120.5 115.1 115.5
C6-C7-C8 122.2 122.2 122.9 122.5
C4-C3-03 114.9 119.0 112.6 118.6
C10-C5-05 120.8 119.9 123.1 124.4
C6-C7-07 121.3 120.4 121.5 120.5
C2'-C3'-03' 124.2 122.8 123.5 122.1
C3'-C4'-04' 120.5 120.6 120.4 120.5
C3-03-H3 105.1 101.0
C5-05-H5 108.6 105.6

C7-0O7-H7 110.3 108.7 107.6 106.1
C3'-03'-H3' 110.7 108.5 109.4 107.0
C4'-04'-H4' 108.8 107.1 107.6 106.0
C3-C4-04 118.8 121.3 114.2 117.9
C10-C4-04 124.6 120.9 129.8 125.0
C10-C4-C3-03 | 180.0 180.0 180.0 180.0
C4-C10-C5-05 0.0 0.0 0.0 0.0
C5-C6-C7-07 180.0 180.0 180.0 180.0
C1'-C2'-C3'-03'| 180.0 180.0 180.0 180.0
C2'-C3'-C4'-04'| 180.0 180.0 180.0 180.0
C3-Cc2-Cc1'-c2' 0.0 0.0 0.0 0.0
C4-C3-03-H3 0.0 0.0
C10-C5-05-H5 0.0 0.0

C6-C7-0O7-H7 0.0 0.0 0.0 0.0
C2'-C3'-03'-H3' 0.0 0.0 0.0 0.0
C3'-C4'-04'-H4' 0.0 0.0 0.0 0.0
O3H3...04 2.025 1.819
O5H5...04 1.800 1.624

O4'H4'...03' 2.129 2.131 2.126 2.129
C2'H2'...03 2.120 2.038 2.122 2.037
Hé'...01 2.307 2.328 2.323 2.332
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Los aniones no presentaron diferencias significativas en sus distancias de enlace y
angulos diedros respecto a la conformacién (a) de quercetina, manteniendo una
estructura plana. En contraparte, los 4ngulos de valencia de los anillos AC asi
como los asociados a los grupos hidroxilo y carbonilo muestran diferencias
importantes, especialmente en la zona del grupo carbonilo y las zonas
desprotonadas segun el caso. En los aniones, el oxigeno del grupo carbonilo se
acerca al grupo hidroxilo que se mantiene protonado. De esta forma, el puente de
hidrégeno O5H5...04 se acorta en QUE3", mientras que O3H3...04 se acorta en
QUES:..

Al desprotonar el O3 u O5 se genera una carga negativa localizada en el oxigeno,
lo que incrementa la repulsién electronica en esa zona, influyendo en una
distorsiéon del anillo central (C) y de los anillos adyacentes. Asimismo, la
desprotonacién rompe los puentes de hidroégeno intramoleculares con O4 segun
sea el caso. Dichos puentes estabilizan la conformacion plana de la quercetina,
por lo que su ruptura provoca una mayor flexibilidad y facilita la torsion o el arqueo
de los anillos (95,112).

La planaridad de la molécula favorece una deslocalizacion extendida y, por ende,
una buena estabilizacion de las especies anidnicas que se originan a partir de la
desprotonacion de los grupos hidroxilo (6). Asimismo, la deslocalizacion permite
qgue la carga negativa de un anién se distribuya sobre varios atomos, lo que
disminuye la densidad de carga en un solo punto y aumenta la estabilidad del
anion (113,114). Cabe mencionar que las propiedades antioxidantes de los
flavonoides se derivan de su deslocalizacion (115,116).

En los aniones de quercetina se produce una redistribucion de la densidad
electrénica, lo que incrementa el momento dipolar. La desprotonacion de un grupo
hidroxilo genera una mayor separacion de cargas dentro de la molécula (94,95).
La polarizabilidad también aumenta en el caso de los aniones. La carga negativa
del oxigeno desprotonado se deslocaliza sobre el anillo aromatico a través de la
resonancia, lo que aumenta la movilidad de los electrones en la molécula. Esta

mayor deslocalizacion electronica en los aniones permite que la nube electrénica
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responda con mayor facilidad a campos electronicos externos, incrementando su
polarizabilidad (117).

5.2.2. Orbitales moleculares frontera de los aniones de quercetina
Al calcular los orbitales moleculares frontera (OMF) de la quercetina y sus aniones
con el funcional M062X los resultados no fueron satisfactorios. Se procedié a

calcular dichas isosuperficies con el funcional wB97XD manteniendo la base

(6—-31+G(d)). Se halld6 que M062X produce una interconversion de estados (ver
S1).

El funcional wB97XD ha sido empleado en la caracterizacion de OMF en
complejos organicos y aromaticos de manera exitosa, mostrando una descripcion
de la distribucion espacial y energética de los orbitales adecuada (118). En
adicién, ha mostrado una buena correlacion con resultados experimentales,
validando su uso para describir la reactividad y el comportamiento electronico
(119).

La Figura 21 expone los OMF HOMO (Highest Occupied Molecular Orbital) y
LUMO (Lowest Unoccupied Molecular Orbital), asi como la brecha energética
entre ellos (GAP) para la molécula de quecetina y sus aniones. Calculados a nivel
de teoria wB97XD/6-31+G(d).

El HOMO contiene a los electrones de valencia, los electrones con una mayor
facilidad para participar en reacciones quimicas, tal como la transferencia de
electrones, enlaces o excitaciones.

Por otro lado, el LUMO corresponde al primer nivel energético disponible para
aceptar electrones, por lo que es destino de los electrones de valencia en
procesos como la reduccion o la excitacidn electrénica.

La brecha energética determina la facilidad con la que una molécula puede ganar
o perder electrones, por lo que se relaciona con su reactividad quimica (120).

De manera general, el HOMO se encuentra sobre los anillos aromatios y grupos
hidroxilo de la molécula de quercetina y sus aniones. Siendo consistente con lo
reportado por (78) para la quercetina. En el caso de los aniones, el HOMO
aumenta su tamafo en la zona de los oxigenos que fueron desprotonados (con

carga negativa). La localizaciéon de los orbitales en la zona de los oxigenos
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favorece la donacion de electrones y la neutralizacion de especies reactivas

(78,121).
En cuanto al LUMO, se ubica a lo largo de la molécula a excepcion del dianion.
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Figura 21. Orbitales moleculares frontera HOMO y LUMO de la quercetina (a) y sus
aniones. Se reportan sus valores energéticos (en kcal/mol) y su brecha energética (GAP).
Las fases negativa y positiva se representan con violeta y azul, respectivamente.
Calculados con el nivel de teoria wB97XD/6-31+G(d).

Segun los valores de GAP, la quercetina neutra (a) presenta una mayor
estabilidad que sus aniones. A su vez, los monoaniones son mas estables que el
dianién. Por lo tanto, la reactividad y capacidad de transferencia electronica
incrementan en los aniones. De esta manera, los aniones de quercetina presentan
caracteristicas electrénicas distintas a la quercetina neutra, y se ven reflejadas en
la distribucién de los orbitales moleculares frontera y los espectros de absorcién
(78,121).
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5.2.3. Cargas APT y Potencial electrostatico molecular (MEP) de los aniones
de quercetina

La Figura 22 muestra los mapas de potencial electrostatico molecular de la
guercetina y sus aniones. Las regiones con una alta densidad electronica (en color
rojo) son las zonas mas propensas a interacciones con especies electrofilicas
(debido a la mayor localizacion de electrones). Por otro lado, las regiones con
color azul indican las zonas con una densidad electronica baja, por lo que son mas
susceptibles a ataques nucleofilicos.

En la forma neutra de la molécula el anillo B presenta una alta densidad
electrénica, dado que cuenta con un sistema conjugado propio, aunque puede
interactuar con el anillo C mediante el enlace C2-C1' (que conecta los dos
sistemas). Por otro lado, en el anillo C el C4 y los carbonos adyacentes (C10 y
C3) cuentan con una baja densidad electrénica, ya que esta es atraida por el
grupo cetona. En adicién, los hidrégenos de los grupos hidroxilo O3H y O5H se
encuentran cercanos con el oxigeno del grupo cetona, por lo que pueden formarse
puentes de hidrégeno y con ello se redistribuye la densidad electrénica de la zona.
En general, los mapas de potencial electrostatico molecular muestran que la
densidad electrénica es alta en las zonas de los oxigenos de los grupos hidroxilo,
debido a que los oxigenos poseen pares de electrones no compartidos. Asimismo,
existe una baja densidad electrénica en los hidrégenos, ya que los electrones se
encuentran desplazados hacia el oxigeno. Cuando se retira un hidrégeno de un
grupo hidroxilo la densidad electronica se concentra en dicha zona.

Cuando el O3, O5 o ambos oxigenos se desprotonan, la carga se redistribuye,
centrandose en la zona de los oxigenos de los grupos hidroxilo y carbonilo segun
sea el caso. Por lo tanto, son sitios nucleofilicos favorables para la interacciéon con
especies electrofilicas. Esto explica su afinidad por formar complejos con metales
y otros cationes o regiones positivas de otras moléculas (78,122). En adicion, al
eliminar los hidrogenos H3 o H5 la densidad electronica en los oxigenos aumenta
de manera considerable, dando lugar a una repulsion entre ellos y el oxigeno de la
cetona (O4) segun sea el caso, resultando una modificacién en los angulos de

valencia implicados en la posicién de O4.
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Por otro lado, las zonas con una baja densidad electronica se encuentran
principalmente en los hidrogenos H7, H3' y H4’, sugiriendo posibles sitios

electrofilicos.

(a) QUE3

QUES QUE3S

Figura 22. Mapas de potencial electrostatico molecular de la quercetina (a) y sus aniones.
Las zonas rojas indican una alta densidad electronica (potencial negativo), mientras que
las zonas azules una baja densidad electronica (potencial positivo). Calculados a nivel de
teoria M062X/6-31+G(d).

Las cargas APT (Atomic Polar Tensor) son cargas relacionadas con la respuesta
del momento dipolar ante pequefios desplazamientos de los ndcleos atdomicos.
Son derivadas del momento dipolar respecto a las coordenadas cartesianas de los
atomos, por lo que estan Vvinculadas directamente con propiedades
espectroscopicas y la polarizacion electronica local. Las cargas APT representan
el numero de electrones activos en los &tomos (123).

Estas cargas no muestran una gran dependencia al conjunto de bases (124).
Asimismo, exhiben una baja variacion y mayor robustez frente a cambios
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metodoldgicos, a diferencia de otros analisis como las cargas de Mulliken, que
pueden variar de manera considerable y son dependientes del método (125).

La Tabla 7 muestra las cargas APT de los oxigenos desprotonados y carbonos
aledafos. Los valores coinciden con la informacién que proveen los mapas de
potencial electrostatico molecular. Al desprotonar un grupo hidroxilo el oxigeno
adquiere una carga mas negativa. Este aumento de la densidad electrénica puede
estabilizar especies positivas cercanas y facilitar la transferencia de electrones
(126).

Metales como el Cu(ll) presentan un caracter electrofilico, lo que facilita su
interaccibn con moléculas cargadas negativamente y promueve reacciones de
transferencia de carga (127). Cuando el Cu(ll) se enlaza a un oxigeno con carga
negativa, existe una transferencia de electrones desde los orbitales p del oxigeno
hacia los orbitales d del cobre. Lo anterior incrementa el carécter covalente del
enlace, puesto que el Cu(ll) actia como aceptor de electrones, mientras que el
oxigeno como donador (128). De esta forma, la coordinacion extiende el sistema
conjugado de la quercetina, lo que se refleja a través de cambios en los espectros
UV/Vis (121,129).

Los carbonos enlazados al oxigeno desprotonado adquieren una carga mas
positiva. El oxigeno con carga negativa es altamente electronegativo, por lo que
tiende a atraer electrones. Por lo tanto, el carbono al que se encuentra enlazado
experimenta una disminucion en su densidad electrénica. Esto se conoce como
efecto inductivo. El efecto inductivo se define como la capacidad de un atomo o
grupo para atraer electrones a través de enlaces sigma, impactando en la
distribucion de carga en una molécula. El oxigeno posee una alta
electronegatividad que ejerce un fuerte efecto inductivo en compuestos neutros.
No obstante, al aumentar su densidad electronica, su capacidad para atraer
electrones de los 4tomos vecinos se intensifica (130).

A su vez, la densidad electronica aumenta en los carbonos C2, C10 y C6. Esto se
debe a que el oxigeno con carga negativa incrementa la densidad electronica del

sistema al que esta unido, principalmente en posiciones orto y para en el anillo.
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Los electrones no enlazantes del oxigeno desprotonado pueden interactuar con el

sistema conjugado (126).

Tabla 7. Cargas APT de la conformacion mas estable de quercetina (a) y sus aniones.

Molécula/ ) QUEZ QUES QUESS
Atomos
03 -0.638| -0.848| -0.712| -0.850
04 -1.083] -1.109] -0.991| -0.911
05 -0.823| -0.900| -0.963| -1.021
c2 0.816| -0.180] 0.269| -0.597
c3 -0.298] 0.259] 0.011] 0.563
ca 1.439] 1.262 1.307| 1.170
c5 0.863| 0.782] 0.973] 0.945
c6 -0.405| -0.433| -0.496] -0.563
C10 | -0.610] -0.450] -0.808] -0.714

5.4. Complejos quercetina—Cu(ll)

Se incluyeron moléculas de agua y metanol con la finalidad de conservar la
geometria de coordinacion con cuatro ligandos del cobre. Existen otras razones en
la eleccion especifica de estos solventes: el entorno de interés, solubilidad de la
guercetina y utilizacion en espectroscopia UV/Vis.

El agua y el metanol son solventes ampliamente utilizados en espectroscopia
UV/Vis (131). A nivel experimental, el solvente mas popular en la espectroscopia
UV/Vis de la quercetina y sus complejos metalicos es el metanol (132-139). Un
gran namero de flavonoides presentan la mayor solubilidad en este disolvente, lo
gue es un factor importante, ya que las disoluciones suelen prepararse con polvos
del flavonoide, pero los grupos de polvo no se disuelven inmediatamente. La
quercetina es poco soluble en agua (75). No obstante, es interesante estudiar la
microsolvatacion con agua puesto que las aplicaciones mas ambiciosas de los
biosensores de quercetina son in vitro e in vivo.

La Figura 23 muestra las conformaciones optimizadas de los complejos de
coordinacién quercetina—Cu(ll). En todos los complejos, el atomo de cobre se

mantiene en el mismo plano que el flavonoide. No obstante, en los complejos con
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dos moléculas de solvente (2H20 o 2MeOH) se presentan dos geometrias de

coordinacion: cuadrada plana distorsionada en el caso de QUE3"_Cu(ll)_2MeOH,
QUES5"_Cu(ll)_2H20 y QUES5"_Cu(ll)_2MeOH; y tetraédrica distorsionada para el

resto de quelatos.

Las geometrias de coordinacién se desvian de una geometria ideal debido a la

repulsion entre los ligandos. Esto se refleja en pardmetros como los &4ngulos de

enlace M-L-M (140).
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Figura 23. Frente, perfil y nomenclatura de los distintos quelatos QUE_Cu(ll). Estructuras
optimizadas a nivel de teoria M062X-D3/6-31+G(d).

La Figura 24 indica la numeracion empleada de los 4tomos relevantes en los

complejos de coordinacion, mientras que la Tabla 8 da a conocer sus distancias

de enlace y angulos.
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14 13 12

Figura 24. Numeracion empleada para los atomos de interés en los complejos de
coordinacion QUE_Cu(ll), incluyendo a los oxigenos pertenecientes a las moléculas de
solvente (H.O o MeOH).

De manera general, se aprecian ligeras variaciones en los valores de distancias de
enlace. Los enlaces C3-03 y C5-05 se acortan ligeramente al formar los
complejos, mientras el enlace C4-04 se alarga, coincidiendo por lo reportado por
(141). El caso del ultimo enlace es consistente con lo reportado por (83), donde los
investigadores obtuvieron monocristales aptos para difraccion de rayos X de un

quelato de morina con Fe(lll).

Por otro lado, el ligando se mantiene coplanar en la mayoria de los casos. El
angulo diedro entre los anillos AC y B (C3-C2-C1-C2’) se mantiene igual o
cercano a 0.0. No obstante, en el complejo QUE3"_Cu(ll)_2MeOH dicho angulo
posee un valor de -23.3 grados, modificando ligeramente las distancias de los
puentes de hidrégeno entre los anillos. Lo anterior podria deberse a la repulsiéon
entre las moléculas de metanol y el anillo B.

Posteriormente se presenta un analisis mas detallado sobre los enlaces de

coordinacién quercetina—cobre.
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Tabla 8. Distancias de enlace (A) y angulos de interés en los complejos de coordinacion
QUE_Cu(ll).

Q Q Q

omplejo
C3-03 1.268 1.261 1.339 1.325 1.358 1.359 1.230 1.221 1.221
C4-04 1.264 1.253 1.309 1.270 1.303 1.301 1.290 1.266 1.262
C5-05 1.329 1.331 1.343 1.260 1.321 1.317 1.250 1.249 1.249
Cu-03 2.063 2.105 1.880 2.115 2.268 2.314
Cu-0O4 2.067 2.169 1.926 2.072 2.105 2.107
Cu-011 2.228 2.002 2.159 2.075
Cu-012 2.095 2.001 2.085 2.143
Cu-05 1.991 1.855 1.852 1.970 2.035 2.021
Cu-O4 2.011 1.894 1.907 2.083 2.121 2.173
Cu-013 2.012 2.019 2.245 2.084
Cu-014 2.028 2.019 2.169 2.260
O3H3...04 1.932 2.042 2.042
O5H5...04 1.827 1.817 1.832
O4'H4'...03" 2.112 2.116 2.133 2.117 2.127 2.127 2.097 2.100 2.101
C2'H2'...03 2.127 2.131 2.277 2.133 2.132 2.137 2.152 2.147 2.152
C6'H6'...01 2.291 2.297 2.398 2.313 2.309 2.318 2.295 2.309 2.307
C3-03-H3/
C3-03-Cu 111.0 114.2 109.5 106.0 106.5 106.3 113.3 113.2 112.7
C4-04-Cu 110.9 112.3 108.8 115.4 120.1 1211
C4-04-Cu 120.7 122.8 123.3 122.3 126.1 126.0
C5-0O5-H5/
C5-05-Cu 110.1 109.5 108.7 126.1 125.7 126.2 131.0 1335 134.7
03-Cu-04 81.4 77.5 87.4 78.1 73.6 72.7
03-Cu-012 137.6 1755 137.0 131.0
03-Cu-011 126.4 87.4 119.3 116.8
04-Cu-012 127.8 94.9 105.1 97.3
012-Cu-011 79.8 90.5 86.7 99.9
011-Cu-04 111.8 173.2 145.3 143.0
04-Cu-05 95.6 98.4 97.6 91.3 86.3 85.2
04-Cu-013 88.9 87.4 136.3 1145
04-Cu-014 177.4 171.4 108.4 102.7
05-Cu-014 83.3 90.6 1315 112.1
014-Cu-013 89.6 84.5 78.9 93.4
013-Cu-05 171.8 174.9 121.9 1441
C3-C2-C1'-C2' 0.0 -1.1 -23.3 0.0 7.8 9.9 0.0 -1.2 -1.8

La Tabla 9 expone las energias globales, los valores de momento dipolar y

polarizabilidad de los complejos de coordinacién.
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Tabla 9. Valores de energias globales (kcal/mol), momento dipolar (u) y polarizabilidad (a)
de los complejos de coordinacién quercetina—cobre.

Complejo Energia global (kcal/mol) p (Debyes) a (u.a.)
QUE3_Cu(ll) -1721405.25 3.57 282.13
QUE3_Cu(Il)_2H,0 -1817315.17 7.41| 289.51
QUE3_Cu(ll)_2MeOH -1866622.50 12.74 282.82
QUE5™_Cu(ll) -1721394.93 3.16|  417.19
QUES"_Cu(ll)_2H,0 -1817324.01 15.53 265.14
QUES5 _Cu(ll) _2MeOH -1866624.15 15.13 287.62
QUE35 Cu(ll) -2750087.49 4.86 313.43
QUE35_Cu(ll)_2H,0 -2941925.89 6.85 346.45
QUE35 Cu(ll) 2MeOH -3040524.72 5.10 391.49

De manera global, los quelatos presentan una mayor estabilidad que la quercetina
neutra y sus respectivos aniones. En el caso de los complejos con un solo atomo
de cobre, muestran una estabilidad similar. No obstante, los complejos con el sitio
de quelacién O5-04 son ligeramente mas estables que los complejos con el sitio
03-04. Coincidiendo con lo reportado para el complejo morina—Fe(lll) reportado
por (83). En adicion, los complejos con una geometria de coordinacién cuadrada
plana distorsionada son mas estables debido a la preferencia del cobre hacia
dicha geometria. La distorsion hacia una geometria tetraédrica ocurre solo bajo
condiciones de repulsion estérica o ligandos especificos y suele ser menos estable
(142).

La formacion de quelatos da lugar a estructuras de anillos de cinco (cuando el
metal se coordina con O3 y O4) o de seis miembros (cuando el metal se coordina
con O5 y 0O4), siendo el anillo de seis miembros el mas estable. En estructuras
metal-organicas, los anillos de seis miembros permiten una mayor variedad de
arreglos espaciales y suelen ser mas rigidos y estables que los anillos de cinco
miembros (83,143). A pesar de lo anterior, el sitio de quelacion preferencial se
encuentra entre la fraccion carbonilo e hidroxilo del anillo C (sitio O3-04)
(8,83,144-146). La razon es que el hidrogeno en O3H3 es mas acido, gracias al
efecto estabilizador del grupo carbonilo cercano al formar el fuerte puente de
hidrégeno O4...05 (144).
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Los complejos quercetina—Cu(ll) formados con el dianion (QUE35") muestran una

energia global mas negativa que el resto de los complejos, por lo que podria

intuirse que son mas estables. No obstante, la literatura sefiala que estos

complejos no pueden formarse a nivel experimental debido al impedimento

estérico, por lo que no han sido reportados (8,141,146,147). En adicion, las

energias de enlace reducidas (Figura 25) muestran que las distancias de los

enlaces de coordinaciéon son mayores en los complejos formados con el dianion,

por lo que la interaccion podria no ser favorable. Las distancias méas cortas entre

el centro metalico y los ligandos corresponden a interacciones mas fuertes (148).

La obtencion de un complejo QUE35_Cu(ll) podria ser un buen desafio para los

quimicos experimentales.
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Figura 25. Energias de enlace reducidas y distancias de enlace de los complejos

quercetina—Cu(ll).
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Los complejos poseen valores de momento dipolar mayores que la quercetina
neutra. Por otra parte, en los quelatos sin presencia de moléculas de solvente el
momento dipolar disminuye en comparacion a sus respectivos aniones. No
obstante, los valores incrementan considerablemente al incorporar moléculas de
solvente para los complejos formados con los monoaniones, principalmente en los
casos con el sitio de quelacion 04-05.

El momento dipolar es el resultado de la suma de los momentos dipolares locales
(enlaces o grupos funcionales) y de la distribucion de cargas a lo largo de la
molécula. En los complejos, un momento dipolar significativo indica la existencia
de una separacion de cargas notable en la region bajo estudio. Dicha separacion
local contribuye al momento dipolar total de la molécula, haciéndola méas polar en
conjunto. Al incluir los momentos dipolares de los solventes se incluyen momentos
dipolares locales, lo que puede incrementar o disminuir el momento dipolar global
dependiendo de la suma vectorial (si los vectores estan alineados o se cancelan
entre si). En moléculas con sistemas conjugados, como la quercetina, la
deslocalizacién de electrones puede facilitar la transferencia de carga a través de
la molécula, amplificando el efecto de los momentos dipolares locales sobre la
polaridad total (149).

Todos los quelatos poseen una polarizabilidad mas alta que la quercetina neutra y
sus respectivos aniones. Cuando la quercetina se coordina con un ion metalico
como el cobre se produce una interaccion entre los orbitales del metal y los
electrones de la quercetina. La deslocalizacion electrénica aumenta, puesto que el
cobre acepta densidad electréonica de los grupos donadores de la quercetina,
provocando que la nube electrénica sea mas deformable. Asimismo, los metales
de transicion poseen campos eléctricos que inducen una mayor polarizacién en las
moléculas organicas a las que se coordinan (150).

Un analisis de densidad de spin indica en cuales atomos o regiones de la molécula
se concentra la densidad de spin, es decir, donde existe una mayor probabilidad
de encontrar electrones no apareados (151).

La transferencia de carga metal-ligando (metal to ligand charge transfer, MLCT) o

ligando—metal (ligand to metal charge transfer, LMCT) implica el movimiento de
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electrones entre el centro metélico y el ligando, alterando la densidad de carga y la
densidad de spin. El analisis de densidad de spin muestra como, tras una
transferencia de carga, los electrones no apareados pueden localizarse en el
ligando o en el metal (152).

El cobre neutro cuenta con 29 electrones, y su configuracion electronica es
[Ar]4s13d'°. Al perder dos electrones (Cu(ll)), su configuraciéon pasa a ser [Ar]3d°.
Ambos casos presentan un electron desapareado, por lo que su multiplicidad es 2
(son dobletes). Los complejos de quercetina con un solo atomo de cobre son
dobletes, mientras que, los complejos con dos atomos de cobre pasan a ser
singletes (todos sus electrones se encuentran apareados). Por lo tanto, el analisis
de densidad de spin no es aplicable a estos ultimos (Figura 26).
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Figura 26. Andlisis de densidad de spin de los complejos de coordinacién de capa abierta.

Los quelatos sin moléculas de solvente indican que la densidad de spin se sitda en
el ligando. En complejos de Cu(ll) con ligandos aromaticos, la densidad de spin no
se ubica Unicamente en el centro metalico (ya que existe una interaccion
importante entre el metal y el sistema 1 del flavonoide) sino que también puede

distribuirse en los anillos del flavonoide debido a la correlacién electrénica (153).
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En los complejos con geometria de coordinacion cuadrada plana distorsionada se
confirma la presencia del electréon desapareado en los centros metélicos, de
manera consistente con lo reportado por (78). Asimismo, las isosuperficies

sugieren la participacion de los orbitales d del cobre.
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5.5. Célculo de espectros de absorcion

La Tabla 10 presenta las transiciones calculadas, sus correspondientes fuerzas de
oscilador (f) y las probabilidades de transicion de los orbitales electronicos para la
molécula de quercetina, sus aniones y quelatos. Se seleccionaron las transiciones
con mayor fuerza de oscilador y los OM con mayor porcentaje de contribucién en

cada transicion.

Tabla 10. Transiciones con las correspondientes intensidades de oscilador (f), la
probabilidad de transicién de un orbital electronico en porcentajes y la naturaleza de la
transicion. Calculadas a nivel de teoria TD-wB97XD/6-31+g(d).

Longitud de Fuerza de Contribucién de NatOlIJraIeza
onda (A en nm) oscilador (f) orbitales 2la
transicion
(a) QUE
325.8 0.59 HOMO—-LUMO (89%) ICT
218.2 0.59 H-2—LUMO (39%) ICT
QUE3"
414.2 0.42 HOMO—-LUMO (97%) ICT
240.4 0.22 H-3—LUMO (59%)
QUE5
372.0 0.27 HOMO—-LUMO (82%) ICT
248.0 0.28 H-3—LUMO (75%) ICT
QUE35
382.8 0.50 HOMO—L+4 (93%) ICT
3014 0.10 H-1—-L+4 (41%) ICT
QUES3"_Cu(ll
744.8 0.13 HOMO(B)—LUMO(B) (83%) ICT
455.0 0.36 HOMO(a)—LUMO(a) (61%) ICT
QUE3"_Cu(ll)_2H20
684.6 0.10 HOMO(B)—LUMO(B) (78%) ICT
4435 0.25 HOMO(a)—LUMO(a) (50%) ICT
344.7 0.05 H-2(a)—LUMO(a) (36%) ICT
QUES3_Cu(ll)_2MeOH
384.2 0.53 HOMO(a)—LUMO(a) (44%) ICT
325.3 0.08 H-2(B)—LUMO(B) (35%) LMCT
QUES5"_Cu(ll)
454.3 0.07 HOMO(a)—LUMO(a) (38%) ICT
371.7 0.23 HOMO(B)—L+1(B) (28%) ICT
QUES5"_Cu(ll)_2H20
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383.3 0.69 HOMO(a)—LUMO(a) (41%) ICT

306.4 0.07 H-6(B)—LUMO(B) (62%) LMCT
QUE5"_Cu(ll)_2MeOH

382.1 0.67 HOMO(a)—LUMO(a) (41%) ICT

321.4 0.09 H-1(a)—LUMO(a) (35%) ICT
QUE35-_Cu(ll)

677.2 0.35 HOMO—LUMO (95%) ICT

477.8 0.12 H-3—LUMO (69%) ICT

398.4 0.19 H-6—LUMO (55%) MLCT
QUE35"_Cu(ll)_2H20

657.3 0.18 HOMO—LUMO (33%) ICT

579.8 0.13 H-3—LUMO (23%) MLCT

364.5 0.20 H-13—-LUMO (67%) ICT
QUES3'5"_Cu(ll)_2MeOH

706.8 0.14 HOMO—LUMO (42%) MLCT

580.8 0.11 H-7—LUMO (32%) MLCT

364.7 0.21 H-13—-LUMO (66%) ICT

*Segun las isosuperficies de los OM obtenidas.

5.5.1. Espectro de absorcién de la quercetina

El espectro UV/Vis de la mayoria de flavonoides (especialmente flavonoles, con un
hidroxilo en el C3) se caracteriza por dos bandas principales: la banda asociada al
sistema cinamoil en el rango de 320-385 nm (banda 1), y la banda benzoil en el
rango de 240-280 nm (banda II) (8,132,134-136,138,141,147,154-160) (Figura
27).

Benzoil |  Cinamoil
240-280 nm 320-385 nm

Figura 27. Sistemas benzoil y cinamoil de la quercetina.
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El espectro de absorcion UV/Vis calculado para la conformacién mas estable de la
quercetina se muestra en la Figura 28. La banda | se sitia a 325.8 nm, por lo que
es consistente con lo reportado en la literatura. La banda Il se encuentra a 218.2
nm, presentando un margen de error de 9%. La primera banda de absorcion se
asocia a una transicion HOMO—LUMO (89%), mientras que en la segunda
participan los orbitales HOMO-2—LUMO (39%). Se ha propuesto que estas
transiciones son de tipo m —» n* dentro del sistema aromatico de 3 anillos de la
molécula de ligando (8,132,134,154,161,162), lo que coincide con las
isosuperficies graficadas con los orbitales deslocalizados en gran medida.

(a) P (2@
A o ) ‘JO el
‘P e ; )?o
. 0 o. y
H L
° L a®,
’ L)
2 218.2 L : °
2. QaF® 52, 299097
“?3 "?'
218.2 °. i
1 L
= _
> 0.8
= _
=
2 0.6
§ 4
- 0.4 ]
0.2
0 — T T T T T T T T T LIS B B B
200 250 300 350 400
A (nm)

Figura 28. Espectro de absorcion UV/Vis de la conformacion mas estable de la quercetina
(a) calculado por TD-DFT y sus orbitales correspondientes implicados en las transiciones.

5.5.2. Espectros de absorcion de aniones de quercetina
Las Figuras 29-31 muestran los espectros de absorcién obtenidos y los orbitales

moleculares involucrados en las transiciones para los aniones de quercetina (a).
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Por otro lado, la Figura 32 expone una comparacion de los espectros con la

finalidad de apreciar los desplazamientos de las bandas.
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Figura 29. Espectro de absorcion UV/Vis del anién QUE3".
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Figura 30. Espectro de absorcion UV/Vis del anion QUES".
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Figura 32. Espectros de absorcion UV/Vis de quercetina (a) y sus respectivos aniones.

De manera general, se aprecia un ligero desplazamiento batocromico y un efecto
hipocrémico en los espectros de los aniones respecto al espectro de la quercetina
neutra.
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La desprotonacion del grupo O3H3 conduce a la formacion de un monoanién. En
este estado, el oxigeno contribuye con su par de electrones no enlazantes al
sistema nt del anillo C (sistema cinamoilo), lo que incrementa significativamente la
densidad electronica y la conjugacion en esta region del flavonoide. Como
consecuencia, se produce una estabilizacion de los orbitales moleculares frontera,
disminuyendo la brecha de energia entre los orbitales HOMO y LUMO implicados
en la transicion de la banda | (asociada al sistema cinamoilo). Este fenomeno
resulta en un marcado desplazamiento batocrémico de dicha banda. Por el
contrario, la banda Il (asociada principalmente al sistema benzoilo del anillo A) no
experimenta un cambio significativo, ya que la desprotonacién en O3H3 posee una
influencia menor sobre su sistema electronico (163). Podria suceder algo similar al
desprotonar el grupo hidroxilo en el carbono 5 (caso QUES").

Al generarse el dianion, la densidad electrénica y la conjugacion se extienden a lo
largo de toda la molécula, afectando tanto al sistema cinamoilo como al benzoilo.
En este caso, tanto la banda | como la banda Il experimentan un desplazamiento
batocrémico.

Una limitaciéon de este estudio es que no se consideran los valores de pKa de la
quercetina: 7.04, 8.55, 11.26, 13.06 y 15.26. Se ha propuesto que la quercetina se
desprotona en el orden de los sitios 4°, 7, 3, 5 y 3’ (164). Por lo tanto, una
comparacion estricta con la informacién experimental no seria factible. No
obstante, los espectros de absorcién experimentales con valores de pH de 3 a 13
confirman que la desprotonacién de la quercetina produce un desplazamiento de
la bandas hacia el rojo (121). Asimismo, se obtuvieron los porcentajes de error de
las sefales obtenidas en los espectros calculados respecto a valores
experimentales. Las desprotonaciones aisladas que se propusieron en nuestro
estudio no se presentan a nivel experimental, pero se comparan con los casos con
mayor similitud (Ver S2). Los porcentajes de error van de 5.0 a 20.5%, por lo que

se obtuvo una aproximacién bastante buena.
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5.5.3. Espectros de absorcion de los complejos de quercetina con Cu(ll)

Las Figuras 33—-44 exponen los espectros de absorcion obtenidos y los orbitales
moleculares involucrados en las transiciones para los complejos de coordinacion
con cobre y un par de moléculas de disolvente segun sea el caso. Asimismo, se
muestran las comparaciones de los espectros con la finalidad de apreciar los

desplazamientos de las bandas.
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Figura 33. Espectro de absorcion UV/Vis del complejo QUE3_Cu(ll).
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Figura 34.Espectro de absorcién UV/Vis del complejo QUE3™_Cu(ll)_2H.0.
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Figura 35.Espectro de absorcion UV/Vis del complejo QUE3_Cu(ll)_2MeOH.
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Figura 36.Espectros de absorcion UV/Vis de quercetina (a) y los complejos formados con
el anion QUES".
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Figura 37.Espectro de absorcion UV/Vis del complejo QUE5S_Cu(ll).
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Figura 38.Espectro de absorcién UV/Vis del complejo QUE5S™_Cu(ll)_2H.0.
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Figura 39.Espectro de absorcion UV/Vis del complejo QUE5_Cu(ll)_2MeOH.
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Figura 40.Espectros de absorcion UV/Vis de quercetina (a) y los complejos formados con
el anién QUES".
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Figura 42.Espectro de absorcion UV/Vis del complejo QUE35_ Cu(ll)_2H,0.
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Figura 43.Espectro de absorcién UV/Vis del complejo QUE35_Cu(ll)_2MeOH.
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Figura 44.Espectros de absorcion UV/Vis de quercetina (a) y los complejos formados con

el anion QUE3'5'.

De manera general, cuando la quercetina se coordina con iones de cobre el

espectro UV/Vis presenta un desplazamiento batocréomico (hacia el rojo), lo que
concuerda con lo reportado en la literatura (8,78,121,132,134,137,146,147,162).

(8) precisa que la banda Il no suele presentar grandes desplazamientos, mientras

gue la banda | exhibe grandes desplazamientos batocromicos.
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(132) sefialan que los espectros UV/Vis aportan informacion significativa sobre los
sitios de coordinacion de los flavonoides. Un complejo metal-flavonoide 2:1
produce un cambio batocrémico en las dos bandas representativas de los
flavonoides, coincidiendo con lo obtenido en el presente trabajo para los complejos
QUES35_Cu(ll).

Los desplazamientos en los espectros teoricos deberian ser indicativos de los
cambios en las distribuciones de densidad electrénica, causados por la
desprotonacion de la quercetina y por la formacion de sus complejos con cobre
(121), lo que se confirma a través de los mapas de potencial electrostatico
molecular (ver S3). La coordinacion del metal provoca una redistribucion de la
densidad electrénica, extendiendo la conjugacion del sistema n del ligando y
permitiendo un mayor solapamiento entre los orbitales del metal y los del ligando
(8,132,137,162). Como resultado, la energia necesaria para promover un electron
desde el HOMO al LUMO disminuye, lo que se refleja en un desplazamiento de la
banda de absorcién hacia longitudes de onda mas largas (de menor energia)
(147). El incremento en los valores de momento dipolar y polarizabilidad en los
aniones y quelatos también se refleja en el desplazamiento batocrémico calculado.
Segun las isosuperficies de los OM graficadas, en los complejos se producen
transiciones de transferencia de carga intramolecular (intramolecular charge
transfer, ICT) en la quercetina, de metal a ligando (metal to ligand charge transfer,
MLCT) y de ligando a metal (ligand to metal charge transfer, LMCT). En
consistencia con lo reportado por (78). Las ICT se encuentran relacionadas con
transiciones de tipo mw —» n* dentro de los anillos aromaticos del ligando
(8,78,132,134,147,162,165,166), mientras que otros autores indican que una
fuerte transferencia de carga desde el flavonoide al centro metélico (LMCT)
también contribuye al desplazamiento batocrémico (165).

Respecto a la intensidad de las bandas obtenidas, se aprecia un efecto
hipocrémico respecto al espectro de la quercetina neutra. Algunos autores indican
que la formacion de los enlaces de coordinacion pueden facilitar transiciones de
transferencia de carga (MLCT o LLCT), modificando la densidad (167). En
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complejos con metales de transicion, la modificacion de la densidad electronica
altera la eficiencia de absorcion y la intensidad de las bandas (168).

A nivel experimental, (160) reporta que las sefales en los espectros de quercetina
en agua muestran una muy baja intensidad debido a su escasa solubilidad.
Asimismo, se ha descrito que la complejacion quercetina—Cu(ll) en metanol
produce un efecto hipocromico en las bandas (154,169), particularmente en la
banda | (quiza porque el sitio de quelacidén de esos estudios es 3-4) y de manera
significativa cuando la relacibn metal-flavonoide es 2:1 (154). En general, la
intensidad de las bandas es inversamente proporcional a la concentracion de
cobre (134,169). En concordancia con los espectros calculados para los complejos
con dos atomos de cobre.

No obstante, es necesario aclarar que el presente estudio se centra en el calculo
de las contribuciones electrénicas. Mientras que el calculo de las contribuciones
vibracionales relacionadas con el principio de Franck—Condon (170) para una
mejor descripcion de la intensidad de las bandas podria ser una perspectiva.

En cuanto al nUmero de bandas, algunos autores sefialan la aparicion de una
tercera banda en el espectro de absorcién de los complejos quercetina—cobre.
Dicha banda se ha reportado a 430 nm (162),438 nm (169), 436 nm (154), 590 nm
(134), en el rango de 660 a 680 nm (8), o en el rango de 425 a 700 nm (160), por
lo que podria afirmarse que se presenta a longitudes de onda mayores a 400 nm
(160).

Algunos autores mencionan que la tercera banda es atribuible a la reaccion de
formacion del complejo, puesto que ni el ligando ni el metal absorben a dicha
longitud de onda (154). Otros articulos proponen que esta banda corresponde a
una transicion de tipo d —d en compuestos de flavonoides con Cu(ll) con
geometria cuadrada—plana (134). Por lo tanto, el nimero de bandas observadas
en los espectros de los complejos es dos o tres y no esta muy claro a qué se
debe. Nuestros céalculos sugieren que la aparicion de una tercera banda se debe a
la redistribucion de la densidad electrénica como producto de la coordinaciéon del

metal y son transiciones de naturaleza ICT en la quercetina. Esta banda se obtuvo
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en un complejo con un atomo de cobre (QUE3"_Cu(ll)_2H20) y en todos los
complejos formados con el dianion.

De manera general, este trabajo de investigacion presenta distintas limitaciones,
por lo que una comparacion estricta con los espectros experimentales es
inadecuada. No se consideran factores como los valores de pKa de la quercetina,
el efecto de los disolventes y la formacion de distintos complejos de coordinacion.
Los espectros de la quercetina y sus aniones fueron calculados en fase gas. En el
caso de los quelatos se llevé a cabo una microsolvatacion, no obstante, puede no
ser suficiente para estudiar el efecto del entorno y puede considerarse un calculo
en fase gas.

Por otro lado, no se incluyen todos los complejos que podrian formarse. Por
ejemplo los complejos metal-flavonoide 1:2, 1:3 (8,154,169). Experimentos con el
método de Job (Job’s method), sugieren que la relaciéon QUE_Cu(ll) predominante
es 2:1 (169). No obstante, el método puede dar resultados erroneos o ambiguos si
existen varias especies en equilibrio o si los espectros de los complejos y los
reactivos se solapan (171). En adicién, no se consideran las estructuras con dos
atomos de cobre en los sitios de quelacion 3—-4 y 3'-4’ (121).

Debido a las distintas condiciones experimentales, se han reportado diferentes
valores de longitud de onda para las bandas principales de los complejos
quercetina—Cu(ll). Después de una revision bibliografica, se determiné que la
banda | se encuentra en el rango de 375 a 451 nm, la banda Il de 262 a 293 nm y
la banda Ill (en caso de presentarse) se halla en una longitud de onda mayor a
400 nm (132,134,154,155,157,159,162,169). En general, se obtuvo una buena
aproximacion de los espectros calculados respecto a los experimentales (ver S4).
Los complejos que muestran una mejor concordancia con los datos
experimentales son QUE3"_Cu(ll)_2MeOH, QUE5 Cu(ll)_ 2H20 y QUE5
_Cu(ll)_2MeOH. Cuya banda | se situa dentro del rango establecido, la banda Il
presenta un porcentaje de error de 4.6 a 11%, mientras que la banda Ill no se
encuentra presente. Curiosamente, estos son los complejos que muestran una
geometria de coordinacion cuadrada—plana, que suele ser una de las

conformaciones preferidas de estos complejos (172).
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Respecto al nivel de teoria empleado (wB97XD/6-31+G(d)), wB97XD es un
funcional hibrido con correccién de dispersion y separacion de rango, lo que
mejora la descripcién de transiciones electronicas, principalmente aquellas con
caracter de transferencia de carga (173). El nivel de teoria wB97XD/6-31+G(d)
predice los desplazamientos de bandas observados experimentalmente de
manera satisfactoria al formar complejos de quercetina con metales (160).
Asimismo, la correccion de dispersion (D) es importante en la descripcion de las
interacciones no covalentes presentes en complejos de coordinacién (174).
Respecto al costo computacional y exactitud, la combinacién con 6-31+G(d)
brinda un buen compromiso entre precision y recursos computacionales, siendo
una buena opcidn para sistemas de tamafio moderado (173).

No obstante, el nivel de teoria empleado podria presentar algunas desventajas. Su
precision disminuye en la prediccion de bandas de absorcion de alta energia,
donde se han reportado desviaciones respecto a los valores experimentales (173).
La literatura indica que este nivel de teoria puede presentar una subestimacion de
energias de absorcion, lo que puede necesitar correcciones empiricas o una
comparacién cuidadosa con datos experimentales (160). Nuestro estudio sugiere
que este nivel de teoria subestima los valores de energias de absorcién en los

complejos quercetina—Cu(ll) (Ver S4).

5.5.3. Relacién de la absorcion de luz y el color percibido por el ojo humano
Cuando una sustancia absorbe luz visible (entre 400 y 750 nm), parece tener
color. No obstante, este tipo de compuestos no poseen el color correspondiente a
la longitud de onda de la luz absorbida. Existe una relacién inversa entre el color
observado y el color absorbido. Cuando la luz blanca incide sobre un objeto, la luz
con un cierto valor de longitud de onda es absorbida. El resto de luz se refleja.
Nuestro cerebro registra toda la luz reflejada como el color complementario del
color que se absorbi6 (131).

La Figura 45 ilustra la relaciébn que existe entre la longitud de onda de la luz

absorbida por una sustancia y el color percibido por una persona.
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Longitud de onda
absorbida (nm)

380-420
420-440
440-470
470-500
500-520
520-550
550-580
580-620
620-680

680-780

Figura 45. Las longitudes de onda de la luz asociadas a diferentes colores (izquierda), el
color de la luz absorbida y el color complementario asociado que ve el ojo humano
(derecha). Adaptado de (175).

La Tabla 11 muestra los colores que se esperaria observar para la quercetina y

sus complejos, segun los valores de longitud de onda de absorcién calculados en

el presente estudio.

Color absorbido

Violeta -

Azul-verde -
-

Amarillo-verde

Amarillo

Naranja -
oo [N
Purpura -
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Color complementario

Amarillo-verde



Tabla 11. Colores que se observarian para la quercetina, sus aniones y los complejos en
estudio, segun nuestros célculos. En cada caso, se consideré la banda que presentara la
mayor fuerza de oscilador.

Molécula A (nm) ~ Color absorbido  Color observado
(a) QUE 325.8* Region UV* Incoloro*
QUE3" 414.2 Violeta Amarillo verdoso
QUE3" Cu(ll) 454.95 Azul Naranja
QUES3" Cu(ll) 2H20 443.47 Azul Naranja
QUE3" Cu(ll) 2MeOH 384.15 Violeta Amarillo-verdoso
QUES 372.0* Region UV* Incoloro*
QUES" Cu(ll) 371.7* Regién UV* Incoloro*
QUES5" Cu(ll) 2H20 383.3 Violeta Amarillo-verdoso
QUES5" Cu(ll) 2MeOH 382.1 Violeta Amarillo-verdoso
QUE35S 382.8 Violeta Amarillo- verdoso
QUE35"_Cu(ll) 677.2 Rojo Azul-verde
QUE3'5_Cu(ll)_2H20 657.3 Rojo Azul-verde
QUE35 Cu(ll) 2MeOH 364.7 Regién UV* Incoloro*

*Nuestros resultados indican que las moléculas serian incoloras, pero la evidencia
experimental indica que presentarian una coloracion amarilla—verdosa.

La quercetina es un solido cristalino de color amarillo que imparte hermosos
colores a una variedad de flores (176), tal es el caso del Loto americano (Nelumbo
lutea, Fig.46) (177).

Figura 46. Loto americano (Nelumbo lutea). La identificacién de flavonoides totales mostro
gue el loto americano salvaje contiene casi solo flavonoles, donde la quercetina es el
pigmento dominante. Tomado de (177).

Cuando una sal de cobre (II) (como cloruro de cobre) se agrega a una disolucion
de quercetina en un disolvente adecuado (como metanol) se produce un cambio
de color visible, de amarillo a un tono de amarillo mas oscuro y marrén (162,169)
(Figura 47). No obstante, otros indican que los precipitados poseen una coloracion
amarillo palido (134,178).
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Figura 47. lzquierda: Quercetina y CuCls. Centro: Complejo QUE_Cu(ll). Derecha:
Disoluciones de quercetina (Q) y el complejo QUE_Cu(ll). Tomado de (162,169).

Por lo tanto, nuestros resultados muestran una buena aproximacién con los datos
experimentales. En el caso de los complejos formados con el dianion, el que
presenten una coloracion azul-verde, refuerza la premisa de que no se han
observado a nivel experimental.

5.6. Célculo de los espectros de emision

La Tabla 12 presenta los pardmetros calculados para las transiciones de emision

de la molécula de quercetina y sus aniones.

Tabla 12. Longitudes de onda calculadas para el espectro de emision de la quercetina,
sus aniones y quelatos.

Molécula Banda Il (nm) Banda |l (nm) \
(a) QUE 225.3 367.5
QUE3 255.6 526.4
QUES 298.3 479.5
QUE35 382.8 483.6

Las Figuras 48-51 exponen los espectros de absorcion y emision de la quercetina

y sus aniones, asi como su desplazamiento de Stokes.
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Figura 48. Espectros de absorcibn y emision de la quercetina, asi como su
desplazamiento de Stokes (AA).
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Figura 49. Espectros de absorcion y emision del anion QUE3, asi como su
desplazamiento de Stokes (AA).
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Figura 50. Espectros de absorcion y emision del aniébn QUES5, asi como su
desplazamiento de Stokes (AA).
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Figura 51. Espectros de absorciébn y emision del dianibn QUES35, asi como su
desplazamiento de Stokes (AA).

Segun las longitudes de onda de emisién en nuestros calculos, la fluorescencia de
la QUE en su forma enol (<400 nm) no seria percibida por el ojo humano (179).
Por otro lado, QUE3™ mostraria una fluorescencia color verde mientras que QUE5
y QUE3'5 azul verdosa (180).

Al desarrollar biosensores fluorescentes, es deseable que presenten un
desplazamiento de Stokes grande: cercano o superior a 100 nm (181). Un
desplazamiento de Stokes grande separa ampliamente las bandas de excitacion y
emision, evitando o minimizando la reabsorcién de la luz emitida por el propio
fluoréforo (182).

En el marco tedrico se abordo la reaccion ESIPT de los flavonoides. En él, se
presentan dos fototautdmeros de los flavonoides: enol (E*) y ceto (K*). El primero
es responsable de una emision azul-violeta a ~420 nm, mientras que al segundo
se le atribuye una emision amarilla verdosa a una longitud de onda >500 nm y es
responsable del gran y caracteristico desplazamiento de Stokes (150-200 nm) de
los flavonoides como la quercetina (55).

La literatura suele reportar la emision de la forma ceto de la quercetina
(75,137,162,183,184). En la presente investigacion, se trabajé con el tautobmero
enol. Por lo tanto, se podria considerar como una primera aproximacion para
estudiar el desplazamiento de Stokes de la quercetina y sus aniones con

perspectivas de estudiar el comportamiento de la forma ceto.
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La QUE presentd un desplazamiento de Stokes estrecho. Los aniones,
sorprendentemente, poseen un desplazamiento de Stokes bastante grande (=100
nm) segun la escala de (181), lo que es muy prometedor en su utilizacion como
biosensores.

El desplazamiento de Stokes se encuentra relacionado con los cambios
estructurales y del entorno de una molécula tras la excitacidon. Un mayor
desplazamiento de Stokes a menudo indica una mayor reorganizacion estructural
o del entorno (181). La quercetina practicamente mantiene su estructura en su
estado excitado. Los aniones QUE5" y QUE3'5" muestran modificaciones minimas,
mientras que el anién QUE3" exhibe una torsion del anillo C (ver S5).

A nivel experimental, la estabilizacion de una molécula en estado excitado
depende fuertemente de su entorno. El disolvente puede estabilizar estados
excitados a través de interacciones intermoleculares, tales como interacciones
electrostéticas, formacion de puentes de hidrogeno, reorganizacion estructural y
efectos de polaridad. Por consiguiente, esto influye en la energia, la vida media y
las rutas de desactivacion de la molécula excitada (186). Por lo tanto, la inclusiéon
de un disolvente en los célculos es importante (75). Una perspectiva de este
trabajo de investigacion es incluir un disolvente implicito o explicito

Finalmente, la quercetina como biosensor de cobre es un biosensor “de apagado”.
Cuando se tiene una disolucién de quercetina, la adicion de cobre provoca una
disminucién de la intensidad de fluorescencia de manera proporcional a su
concentracion. En otras palabras, se da lugar a un apagamiento de fluorescencia
(fluorescent quenching) (162). Por lo tanto, se considerd innecesario calcular sus

espectros de emision.
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5.7. indices de reactividad global
La Tabla 13 muestra los indices de reactividad global de la quercetina, sus
aniones y quelatos. Los datos seleccionados para realizar los célculos para los

sistemas de capa abierta se muestran en S6.

Tabla 13. indices de reactividad global de la quercetina, sus aniones y complejos
QUE_Cu(ll) estudiados: potencial quimico (u), electronegatividad (x), dureza quimica (n),
blandura (o) y electrofilicidad (w).

HOMO LUMO GAP

Complejo (kcal/mol) (kcal/mol) (kcal/mol) M X n o w
(a) QUE 1164.03 | -31.16 | 132.87 | -97.60 | 97.60 | 66.43 | 0.02 | 71.69
QUE3 5430 | 53.00 | 107.30 | -0.65 | 0.65 | 53.65 | 0.02 | 0.00
QUES 62.10 | 4497 | 107.07 | 857 | 857 | 5353 | 0.02 | 0.69
QUE3S 2491 | 10361 | 7870 | 64.26 | -64.26 | 39.35 | 0.03 | 52.47
QUE3_Cu(ll) 23471 | -157.70 | 77.01 |-196.20| 196.20 | 38.50 | 0.03 | 499.89
QUE3™_Cu(ll)_2H,0 22400 | -144.70 | 79.30 |-184.35| 184.35 | 39.65 | 0.03 | 428.58
QUE3 Cu(ll) 2MeOH | -216.03 | -98.58 | 117.45 |-157.30] 157.30 | 58.73 | 0.02 | 210.67
QUE5™_Cu(ll) 23372 | -171.78 | 61.94 |-202.75| 202.75 | 30.97 | 0.03 | 663.71
QUE5_Cu(ll)_2H,0 217.36 | -100.45 | 116.91 |-158.91| 158.91 | 58.46 | 0.02 | 215.99
QUES Cu(ll) 2MeOH | -215.32 | -97.35 | 117.97 |-156.33] 156.33 | 58.98 | 0.02 | 207.18
QUE35_Cu(ll) 311.77 | -236.25 | 7551 |-274.01| 274.01 | 37.76 | 0.03 | 994.25
QUE35 Cu(ll) 2H,0 | -290.64 | -214.65 | 75.99 |-252.64|252.64 | 38.00 | 0.03 | 839.93
QUE35 Cu(ll) 2MeOH | -288.17 | 21311 | 75.06 |-250.64| 250.64 | 37.53 | 0.03 | 836.90

El GAP disminuye en los aniones y quelatos, sugiriendo una menor estabilidad
electrénica y una mayor reactividad que la quercetina. Los complejos mas estables
son los que presentan una geometria de coordinacién cuadrada plana
distorsionada (QUE3_Cu(ll)_2MeOH, QUES5_Cu(ll)_2H0y 'y  QUES
_Cu(ll)_2MeOH). Por otro lado, las especies mas inestables son los aniones y los
complejos formados con dos iones de cobre.

El potencial quimico incrementa en los aniones y decrece en los quelatos. Al
mismo tiempo, la electronegatividad muestra el comportamiento contrario en cada
caso. En adicion, tanto los aniones como los complejos con Cu(ll) presentan una
mayor blandura y una menor dureza, indicando una mayor facilidad para transferir
electrones, en concordancia con una mayor reactividad global.

La tendencia de los valores correspondientes a los indices de reactividad
previamente reportados son consistentes con lo publicado por (78,187).

Respecto a la electrofilicidad, los valores en los aniones disminuyen respecto a la

guercetina. En cambios, los valores en los complejos incrementan.
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El indice de electrofilicidad se ha relacionado con la toxicidad de la molécula, ya
que moléculas mas electrofilicas tienden a interactuar con nucledfilos biolégicos
(como grupos tiol en proteinas o bases en el ADN), lo que podria generar dafio
celular, estrés oxidativo y efectos toxicos (188). No obstante, la precision de este
indice en la potencia toxica depende de distintas variables que limitan la
accesibilidad al objetivo; por ejemplo, el impedimento estérico y la solubilidad.
Asimismo, se han hallado especies tdxicas con un bajo valor de w (189)

(187) indica que los complejos QUE_Cu(ll) podrian presentar un caracter
donador/aceptor de electrones dependiendo del contexto molecular. Esto coincide
con los mapas de potencial electrostatico molecular graficados para los complejos,
gue presentan zonas rojas (sitios favorables para un ataque electrofilico) y azules
(atractivas para especies nucleofilicas) (S3). Cuando la quercetina se coordina con
cobre, ocurre una transferencia de carga y una fuerte polarizacion en la region
metal-ligando. La redistribucién electrénica conduce a una reduccion en la brecha
HOMO-LUMO y un incremento en la “blandura” quimica, por lo que la reactividad
global y el w aumentan (78,187).

Un factor importante a considerar es que los valores calculados para los indices
de reactividad global Uunicamente describen las propiedades intrinsecas de las
especies de manera aislada (puesto que se encuentran en fase gas). La inclusion
de un solvente implicito o explicito modifica los valores (190).

La electrofilia y la nucleofilia de los complejos de quercetina con cobre presentan
distintos beneficios a nivel bioldgico.

Cuando el quelato presenta propiedades electrofilicas, es capaz de producir un
dafo selectivo a biomoléculas patégenas, reaccionando con nucledfilos biol6gicos
como ADN o proteinas de células tumorales, facilitando la induccién de dafio
oxidativo y la apoptosis en células cancerosas. Por lo tanto, su potencial
antitumoral se ve potenciado (169,191). Asimismo, como electrdfilos, los quelatos
pueden aceptar electrones de especies reductoras, participando en reacciones de
oxidacion que generan especies reactivas de oxigeno (ROS). Este mecanismo es
de utilidad para eliminar patégenos (dafiando o rompiendo las membranas

bacterianas) y para modular procesos celulares en terapias dirigidas (187). Cabe
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mencionar que el complejo ha mostrado actividad antibacteriana ante bacterias
Gram positivas y Gram negativas (192).

Se ha reportado que la actividad antioxidante de la quercetina se produce gracias
a su donacién de electrones hacia ROS. La capacidad antioxidante de los
complejos de quercetina con metales como cobre incrementa debido a distintos
mecanismos: incrementa la solubilidad y biodisponibilidad; son capaces de
eliminar radicales libres, pero la quelacion de iones metalicos también previene la
su generacion (192). Por lo tanto, la dualidad electrofilica—nucleofilica permite que
los complejos de quercetina con cobre puedan ser antioxidantes en células sanas
y prooxidantes en células dafinas, lo que amplia su rango terapéutico
(169,193,194).
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6. PERSPECTIVAS

1. Estudio sobre la formacion y estabilidad de los complejos con dos atomos
de cobre en los sitios de quelacion 3-4 y 4-5 simultdneamente.

2. Calculo de las contribuciones vibracionales relacionadas con el principio de
Franck—Condon para una mejor descripcion de la intensidad de las bandas
en los espectros UV/Vis.

3. Calculo de los espectros de la forma ceto de la quercetina.

4. Estudio de las propiedades 6pticas de los complejos considerando factores
como pH, temperatura y efecto del disolvente (ya sea implicito o explicito
empleando un programa como Solvated).

5. Estudio de otros complejos quercetina-metal de interés con la metodologia
empleada en este trabajo de investigacion con la finalidad de comparar una
coleccién mas amplia de quelatos.
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/. CONCLUSIONES

A.

Variabilidad de la conformacién. La quercetina presenta una alta
variabilidad estructural, relacionada con su actividad biolégica y con la
posible interaccion con distintas dianas bioldgicas.

Conformaciones. La conformacion mas estable de la quercetina es plana,
con el anillo B en posicion syn. Sus grupos hidroxilo se encuentran
formando los puentes de hidrogeno intramoleculares O3H3...04,
O5H5...04 y O6’H6’...05’, los puentes de hidrégeno inusuales C6’H6’...01
y C2’H2’...03 también se encuentran presentes. EI O7H7 se orienta hacia
abajo (con un angulo diedro de 0.0 grados).

Momento dipolar. En la quercetina neutra, el momento dipolar no sigue
una tendencia y depende fuertemente de la disposicién espacial de los
grupos funcionales polares (como los grupos hidroxilo) y de la simetria
global de la molécula. Pequefios cambios conformacionales, tales como la
rotacion de los grupos hidroxilo o entre los anillos AC y B, pueden alterar
significativamente la orientacion y suma vectorial de los dipolos locales,
resultando en distintos valores para el momento dipolar total.
Polarizabilidad. La polarizabilidad de la quercetina se mantiene
relativamente constante en las distintas conformaciones de la molécula.
Una conformacion coplanar favorece el sistema conjugado y, por ende, la
movilidad de los electrones a través de la molécula.

Complejos de coordinacion. La conformacién de los quelatos es mas
estable que el ligando y sus respectivos aniones segun los valores de
energia global. EI Cu (Il) muestra preferencia por la geometria de
coordinacién cuadrado plana distorsionada ante la geometria tetraédrica
distorsionada, la cual solo adopta debido a la repulsién estérica entre los
ligandos.

La energia global de los complejos formados con el sitio de quelacion 5-4
es ligeramente menor que en los complejos con sitio de quelacién 3-4. No
obstante, se ha reportado que el sitio de quelacion preferencial es 3-4.

Los complejos de coordinacion formados con el dianion muestran los
valores de energia global mas negativos, no obstante, su obtencién podria
ser un buen reto para los quimicos experimentales.

En general, el momento dipolar y la polarizabilidad también aumentan, lo
gue se refleja en los espectros de espectroscopia UV/Vis, posiblemente a
través de desplazamientos batocrémicos.

El andlisis de densidad de spin para los complejos de coordinacion de capa
abierta, confirma la presencia del electron desapareado en los centros
metalicos (en el caso de las geometrias de coordinacion cuadrado planas
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distorsionadas) o sobre los anillos del flavonoide debido a su participacion
en el sistema conjugado de la quercetina.

. Espectros de absorciéon UV/Vis. Con el nivel de teoria TD-wB97XD/6-
31+g(d) se obtuvo una buena aproximaciéon de los espectros UV/Vis
estudiados respecto a los datos experimentales. Aunque con una
sobreestimacion de las energias (asociadas con los valores de longitud de
onda).

De manera general, se aprecia un ligero desplazamiento batocrémico y un
efecto hipocrémico en los espectros de los aniones y quelatos respecto al
espectro de la quercetina neutra, asi como la aparicién ocasional de una
tercera banda mayor a 400 nm en el caso de los complejos QUE_Cu(ll).
Estos fendmenos se atribuyen a una redistribucion de la densidad
electronica cuando el metal se coordina, que extiende la conjugacion del
sistema mn del ligando provocando una disminucion en la brecha entre los
OMF HOMO y LUMO vy altera la eficiencia de absorcién (disminuyendo la
intensidad de las bandas). Asimismo, la intensidad disminuye ain mas con
un segundo atomo de cobre. Los resultados sugieren que las transiciones
son de tipo T - w y existen ICT en el ligando, asi como LMCT y MLCT.

Los complejos que muestran una mejor concordancia con los datos
experimentales son QUE3-_Cu(ll)_2MeOH, QUE5"_Cu(ll)_2H20 y QUES5"
_Cu(ll)_2MeOH. Estos son los complejos que muestran una geometria de
coordinacién cuadrada—plana, que suele ser una de las conformaciones
preferidas de estos complejos.

Debido a la variabilidad de las condiciones experimentales, los espectros de
absorcion UV/Vis reportados a menudo difieren. Por lo que los datos
obtenidos de manera tedrica pueden ser un buen punto de referencia para
un mayor entendimiento de esta linea de investigacion.

Emision de fluorescencia. Los sitios 3 y 5 de la quercetina son
prometedores en el uso del flavonoide como biosensor segun nuestros
calculos en fase gas. No obstante, la influencia del disolvente es
importante.

. Indices de reactividad global. La formacion de complejos de quercetina
con cobre incrementa la reactividad electronica global, potenciando tanto la
electrofilia como la nucleofilia dependiendo del contexto molecular, lo que
amplia su rango terapéutico al aplicarlo in vivo. Los complejos mas estables
son los que presentan una geometria de coordinacion cuadrada plana
distorsionada (QUE3"_Cu(ll)_2MeOH, QUE5_Cu(ll) 2H0y y QUE5"
_Cu(ll)_2MeOH). Por otro lado, las especies mas inestables son los
aniones y los complejos formados con dos iones de cobre.
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S 1. Orbitales moleculares frontera de la quercetina (a) y sus aniones (QUES-,
QUE5S" y QUE35), calculados a nivel de teoria M062X/6-31+G(d). Se reportan
sus valores energéticos (en kcal/mol) y su brecha energética (GAP). Las fases
negativa y positiva se representan con violeta y azul, respectivamente.

S 2. Porcentajes de error de las sefales obtenidas en los espectros de absorcion
UV/Vis de Ilos aniones de quercetina calculados respecto a valores
experimentales. Las desprotonaciones aisladas que se propusieron en nuestro
estudio no se presentan a nivel experimental, pero se comparan con los casos con
mayor similitud.

Teodrico Experimental®
: %
Aniones pH 9.0-11.7° pH 11.7-13.0° 0 STt
QUE3’ 4142 | 289.6 | 355 | 305 16.7 | 5.0
QUES 372 | 248 405 | 312 | 81 | 205
QUE35 382.8 | 301.4 405 | 312 | 55 | 34

aTomados de (1).
bEn el rango de pH de 9,0 a 11,7, los grupos hidroxilo en 4', 7 y 3 se desprotonan.
°En el rango de pH de 11,7 a 13,0, los grupos hidroxilo 4', 7, 3 y 5 se desprotonan.
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Complejos QUE3™_Cu(Il)

Complejos QUES™_Cu(Il)

S 3. MEP de la quercetina (a), sus aniones y complejos con cobre estudiados.
Calculados a nivel de teoria M062X/6—31+G(d). Segun los mapas de potencial
electrostatico molecular, la desprotonacion de la quercetina y la posterior
formacion de complejos de coordinacion modifica la distribucion de la densidad
electronica. La densidad electronica se sitla sobre los anillos (principalmente los
anillos A y B) en los complejos formados con los monoaniones, mientras que en
los complejos QUE35_Cu(ll) se presenta una alta densidad electronica sobre
gran parte de la especie.
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S 4. Porcentajes de error de las sefiales obtenidas en los espectros de absorcion
UV/NVis de Ilos complejos QUE_Cu(ll) calculados respecto a valores
experimentales.

Complejo \ Banda Il \%error\ Bandal %error Bandalll %error

Experimental* 262-293 - 375-451 >400

QUE3" Cu(ll) 455.0 0.9 744.8
QUE3"_Cu(ll) 2H20 344.7 17.6 443.5 0.0 684.6

QUE3" Cu(ll) 2MeOH | 325.3 11.0 384.2 0.0

QUE5" Cu(ll) 371.7 26.9 454.3 0.7

QUE5" Cu(ll) 2H20 306.4 4.6 383.3 0.0

QUE5" Cu(ll) 2MeOH | 3214 9.7 382.14 0.0

QUE3'5 Cu(ll) 398.4 36.0 477.8 5.9 677.2 0
QUE35 Cu(ll) 2H.0 | 364.5 24.4 579.8 28.5 657.3 0
(_DCLZJuE(ﬁ)S_ZMeOH 364.7 | 545 | 808 | 555 | 7068 0

*Los espectros presentan distintas variaciones debido a las condiciones
experimentales, por lo que los rangos establecidos para las bandas son resultado
de una revisidon bibliografica (2-9). Los complejos con porcentaje de error 0 se
encuentran dentro del rango de su respectiva banda, mientras que los porcentajes
de error se calcularon respecto al valor limite mas cercano. Por lo tanto, el nivel de

teoria empleado podria estar subestimando las energias.
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S 5.Conformaciones del estado fundamental (rojo) y del estado excitado (azul) de
la quercetina y sus aniones. Se muestran las conformaciones alineadas por cada
uno de sus anillos (frente y perfil).
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S 6. Datos seleccionados para calcular los indices de reactividad global de los
sistemas de capa abierta estudiados. En cada caso, se seleccioné al HOMO de
mayor energia y al LUMO mas cercano para obtener la brecha energética de
menor magnitud.

I HOMOa LUMOa HOMOB LUMOB
Pl€] (kcal/mol) | (kcal/mol) (kcal/mol) (kcal/mol)
QUES3_Cu(ll) -234.71 -116.90 -246.79 -157.70
QUE3_Cu(ll)_2H20 | -224.00 -105.24 -238.58 -144.70
QUE3-
_Cu(ll) 2MeOH -216.28 -98.58 -216.03 -98.53
QUES"_Cu(ll) -239.14 -114.07 -233.72 -171.78
QUES5_Cu(ll)_2H20 | -217.48 -100.45 -217.36 -100.32
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