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Glosario

DFT: teoria del funcional de la densidad.

EPST: mecanismo de transferencia secuencial electrén-proton
FHT: mecanismo de transferencia formal de hidrégeno.

FR: radicales libres.

HAT: mecanismo de transferencia de &tomo de hidrégeno.
HOMO: orbital molecular ocupado de mayor energia.

IRC: coordenada intrinseca de reaccion.

OS: estrés oxidativo.

PCET: mecanismo de transferencia acoplada proton-electron.
PEST: mecanismo de transferencia secuencial proton-electron.
QM-ORSA: prueba basada en mecanica cuantica para la actividad secuestradora de
radicales libres.

RAF: mecanismo de formacion de aduccion de radicales.
RNS: especies reactivas de nitroégeno.

ROS: especies reactivas de oxigeno.

RSS: especies reactivas de azufre.

SCRF: campo de reaccién autoconsistente.

SET: transferencia de electron simple.

SMD: modelo de solvatacion de densidad de solvente.

SOMO: orbital molecular ocupado por un solo electron.
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SPGET: mecanismo de transferencia de ganancia de proton por solvente y transferencia
de electron.

Tryp: radical tript6fano.

TrypNH: cation radical triptofano.

TS: estado de transicion.

TST: teoria del estado de transicion clésica.

Tyr: radical tirosina.
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Resumen

Titulo: Estudio tedrico de la reparacion de radicales libres de Triptéfano y Tirosina ~ mediada
por derivados de 2-piridona *

Autor: Nicolas Espinosa Rincén 7.

Palabras claves: Antioxidantes, 2-Piridonas, Mecanismos FHT, Radical Triptéfano, Radical

Tirosina, Metodologia QM-ORSA.

La presencia de radicales Triptofano y Tirosina han demostrado tener efectos negativos en la salud humana.
Existen reportes que asocian el estrés oxidativo que causan en las células a patologias y enfermedades como
Alzheimer, Parkinson, cancer, desérdenes cardiovasculares, entre otros. En este trabajo, se evalud la capacidad
antioxidante de las moléculas 3-hidroxi-2-piridona, 4-hidroxi-2-piridona, 5-hidroxi-2-piridona y 6-hidroxi-2-
piridona frente a los radicales Triptéfano y Tirosina por medio de la metodologia QM-ORSA, utilizando el software
Gaussian 16. De los analisis termodindmicos, cinéticos y de mecanismos obtenidos, se identificd que todos las
fracciones desprotonadas de los antioxidantes reaccionaron con el catién radical triptéfano por medio de
mecanismos de transferencia electrénica (SET), siendo la 3-hidroxi-2-piridona y 5-hidroxi-2-piridona las que
reaccionaron con mayor constante de velocidad (k ~ 107). Con respecto al radical tirosina, todos los antioxidantes
reaccionaron a excepcion de la 4-hidroxi-2-piridona. Las fracciones neutras reaccionaron a través de transferencia
formal de hidrégeno en forma concertada (PCET) y sus fracciones desprotonadas por transferencia electrénica,
siendo la 3-hidroxi-2-piridona y 5-hidroxi-2-piridona las que mejor capacidad antioxidante presentaron, k ~ 10°
para mecanismo SET y k ~ 108 para mecanismo PCET. Del anélisis de la variacion de la constante de velocidad
con el pH se evidencié que los mecanismos SET se favorecen a valores de pH mayores al pK, de la molécula,
mientras que los mecanismos PCET a valores menores.

*Trabajo de grado

tFacultad de Ciencias. Escuela de Quimica. Director: Dr. Leonardo Mufioz Rugeles. Codirector: Anderson

Arboleda
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Abstract

Title: Theoretical study of free radical repair of Tryptophan and Tyrosine mediated by 2-
pyridone derivatives. *

Author: Nicolas Espinosa Rincon 7.

Keywords: Antioxidants, 2-Pyridones, FHT Mechanisms, Tryptophan Radical, Tyrosine Radical

, QM-ORSA protocol.

The presence of Tryptophan and Tyrosine radicals have been shown to have negative effects on human
health. There are reports that associate the oxidative stress they cause in cells to pathologies and diseases such as
Alzheimer's, Parkinson's, cancer, cardiovascular disorders, among others. In this work, the antioxidant capacity of 3-
hydroxy-2-pyridone, 4-hydroxy-2-pyridone, 5-hydroxy-2-pyridone and 6-hydroxy-2-pyridone molecules was
evaluated against Tryptophan and Tyrosine radicals by means of QM-ORSA methodology, using Gaussian 16
software. From the thermodynamic, kinetic and mechanism analyses obtained, it was identified that all the
deprotonated fractions of the antioxidants reacted with the tryptophan radical cation by electron transfer mechanisms
(SET), with 3-hydroxy-2-pyridone and 5-hydroxy-2-pyridone reacting with the highest rate constant (k =~ 107).
With respect to the tyrosine radical, all antioxidants reacted except for 4-hydroxy-2-pyridone. The neutral fractions
reacted through formal concerted hydrogen transfer (PCET) and their deprotonated fractions by electron transfer,
with 3-hydroxy-2-pyridone and 5-hydroxy-2-pyridone showing the best antioxidant capacity k ~ 10° for SET
mechanism and k ~ 108 for PCET mechanism. From the analysis of the variation of the rate constant with respect
to pH, it was evident that SET mechanisms are favored at pH values higher than the pKa of the molecule, while

PCET mechanisms are favored at lower values.

*Bachelor tesis
tFaculty of Science. School of Chemistry. Director: PhD. Leonardo Mufioz Rugeles. Codirector: Engineer

Anderson Arboleda
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Introduccion

El estrés oxidativo OS (por sus siglas en inglés, Oxidative Stress) se define como el
desbalanceo entre la produccion de radicales libres y su consumo en los sistemas vivos. Este
fendmeno estd asociado al desarrollo de varios problemas de la salud como desérdenes
cardiovasculares, cancer, arterioesclerosis o enfermedades como el Alzheimer o el Parkinson
(Butterfield, 1996, 1997; Butterfield et al., 1999; Fay et al., 2002). Por esto, se han desarrollado
extensas investigaciones en las Ultimas decadas al estudio de mecanismos que prevengan o
reparen el dafio causado por estos procesos quimicos.

Los radicales libres FR (por sus siglas en inglés, Free Radicals) reaccionan con
macromoléculas como el ADN, las proteinas y los lipidos; induciendo mutaciones, pérdidas en la
funcionalidad de las proteinas o en la estructura celular (Cadet et al., 2008; Hands et al., 2011,
Hawkins et al., 2002; Viedma-Poyatos et al., 2021). Debido a esto, se hace necesario desarrollar
sustancias quimicas que reaccionen con los radicales libres o que reparen el dafio molecular
causado por éstos. Estas sustancias son Ilamadas antioxidantes y su funcionalidad depende tanto
de su estructura quimica, como de los radicales con los que reaccionan.

La capacidad antioxidante de una sustancia se puede estudiar tanto experimentalmente
como computacionalmente. Los ensayos experimentales miden esta capacidad en dependencia
del radical que se utiliza en la prueba, por lo que cierta sustancia puede exhibir una buena
capacidad antioxidante frente a un radical, pero ser un antioxidante pobre frente a otros. Debido
a costos de operacion y manejo de sustancias, es Util realizar estudios computacionales para su

desarrollo.
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Los estudios computacionales clasicos se basan en propiedades intrinsecas de los
antioxidantes, como las energias de disociacion de enlace, afinidades protdnicas, entalpias de
transferencia de protdn, entre otras. Sin embargo, como se mencioné anteriormente, la capacidad
antioxidante también depende de los radicales involucrados, y asi mismo, del solvente donde
ocurra la reaccién. Es por esto, que se han desarrollado nuevas estrategias que afiadan estos
efectos, incluyendo ademas estudios cinéticos y termodinamicos de las reacciones.

La metodologia QM-ORSA (por sus siglas en inglés, quantum-mechanics-based test for
overall free radical scavenging activity) ha demostrado ser un protocolo con alta precision para
estos estudios. En comparacion con datos experimentales, sus resultados han dado
incertidumbres no mayores a aquellas obtenidas en los experimentos (Galano & Alvarez-ldaboy,
2013). Su fiabilidad ha sido demostrada mediante el estudio de actividad antioxidante en una
larga serie de compuestos, tanto en ambientes polares como lipidicos (Galano & Alvarez-ldaboy,
2014).

Dentro de los productos derivados por el OS a las proteinas, se encuentran los radicales
de aminoacidos, los cuales debidos a su alta reactividad pueden generar otros dafios dentro de las
proteinas. Por ejemplo, los radicales de Triptofano han demostrado inducir la agregacion de
proteinas como amiloides o la formacion de dimeros de di-Triptofano entre monémeros en la
unidad hSOD1 (Ehrenshaft et al., 2015), efectos que estdn asociados a la enfermedad de
Esclerosis lateral amiotrofica (Graslund et al., 1985).

Por otro lado, los radicales de Tirosina presentan alta reactividad con los iones nitro
formando 3-nitrotirosina, la cual cambia las propiedades del aminoacido, induciendo cambios en
las proteinas y afectando la homeostasis del tejido celular (Murata & Kawanishi, 2004). Este

radical en la proteina M2 también esta asociado a la inhibicion de la enzima ribonucle6tido
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reductasa mediante la reaccion con la tiosemicarbazona 1-formillisoquinolina, lo que afecta el
mecanismo de sintesis de ADN (Liermann et al., 1990).

En este trabajo se estudiaron las moléculas 3-hidroxi-2-piridona, 4-hidroxi-2-piridona, 5-
hidroxi-2-piridona y 6-hidroxi-2-piridona mediante la metodologia QM-ORSA y utilizando el
software Gaussian 16, para identificar los mecanismos de reaccion frente a los radicales
Triptéfano y Tirosina, asi como para estimar su capacidad antioxidante por medio de las

constantes de velocidad de las reacciones de reparacion.
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1. Marco Tedrico

1.1. Antioxidantes

Los antioxidantes son sustancias quimicas que previenen el estrés oxidativo mediante la
prevencion, proteccion o reparacion de los dafios causados por los radicales libres. Estos pueden
ser producidos por los mismos organismos vivos en forma de enzimas como la superoxido
dismutasa o la Glutation peroxidasa, o en forma de compuestos no-enzimaticos, de caracter
natural o sintético, como los polifenoles o flavonoides. Varios estudios confirman que la
presencia de antioxidantes tiene efectos beneficos en patologias como artritis, cataratas y asi
mismo, que poseen propiedades como anticancerigenos, antivirales y antinflamatorios (Rao &
Agarwal, 1999).

Dependiendo de su modo de accion pueden clasificarse como tipo | o tipo II. Los
antioxidantes tipo | reaccionan directamente con los radicales libres mediante diversos
mecanismos de reaccion, formando moléculas con baja reactividad que no puedan inducir dafios
celulares. Para lograr esto, estos antioxidantes deben reaccionar mas rapido con los radicales
libres que con las biomoléculas o estar presentes en altas concentraciones. Algunos de estos
antioxidantes son de Unico uso, es decir, solo reaccionan con un radical y otros se pueden
regenerar en el proceso, reaccionando multiples veces.

Los antioxidantes tipo | también pueden reparar el dafio causado por los radicales libres,
normalmente a traves de reacciones de transferencia electrénica o de hidrdgeno. Esta accién es
importante, puesto que, en algunos casos los mecanismos de reparacion celular son méas rapidos

que la reaccion con los radicales.
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Los antioxidantes tipo Il previenen los efectos del OS mediante absorcion de luz UV (y,
por ende, en la produccién de radicales libres), secuestro de radicales oxigenados o
descomposicion de radicales en derivados no reactivos, reparacion de antioxidantes primarios o
desactivacion de oxigeno en el estado singlete.

La capacidad de una molécula para ser antioxidante depende tanto de su estructura y
propiedades electrénicas como de la naturaleza de los radicales libres con los que reacciona.
Segln esto, existen antioxidantes con multiple funcionalidad por lo que pueden actuar
simultdneamente como tipo 1y tipo II.

Existen algunos factores que son importantes para tener en cuenta en el uso de estas
moléculas. Uno de los mas importantes es la toxicidad, la cual debe ser la menor posible o nula,
tanto antes, durante y despues de su accion. Para difundirse a través de las células, se prefieren
antioxidantes de tamafios moderados y caracter anfipatico, asi como tener una estructura capaz
de no interaccionar con sustancias no radicalarias, es decir, tener selectividad. La difusion debe
dar lugar a que los antioxidantes se localicen en las areas donde se producen los radicales libres
para evitar sus reacciones con las biomoléculas del medio circundante. Otros de las propiedades
importantes son reactividad rapida, pérdida minima en desechos y versatilidad respecto a
radicales libres (Rose & Bode, 1993).

La capacidad antioxidante se puede medir tanto experimentalmente como
computacionalmente. Dentro de los protocolos experimentales se encuentran los ensayos DPPH
(2,2-difenil-1-picrihidrazilo), FCR (reactivo Floin-Ciocalteu), FRAP (Poder antioxidante férrico
reductor), TRAP (Parametro antioxidante para trampas de radicales), ORAC (Capacidad de
absorbancia de radicales de oxigeno), TEAC (Capacidad antioxidante equivalente de Trolox),

entre otros (Antolovich et al., 2002; Frankel & Meyer, 2000; Prior et al., 2005). Estos métodos
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experimentales dependen del radical utilizado en la medicion y no existe ain un protocolo
universal. Por otra parte, la capacidad antioxidante también se ve afectada por la polaridad de
solvente, el pH y la concentracion del antioxidante: por ejemplo, el &cido carndsico y carnosol
son buenos antioxidantes a pH 4, mientras que su capacidad disminuye a pH 7 (Frankel et al.,
1994).

Debido a que en las reacciones involucradas por antioxidantes ocurre normalmente una
transferencia de electrones, protones o atomos de hidrdgeno, en los estudios computacionales las
propiedades més estudiadas son las entalpias de transferencia electrénica, afinidades proténicas,
energias de disociacion de enlace, potenciales de ionizacion, entalpia de transferencia
electronica, entre otras (Galano, 2017).

El enfoque clasico se basa en los calculos de energias de ionizacion y de enlace de
reactivos y productos. Esto es debido a que cada una de estas energias esta asociadas
directamente a un camino de reaccion, por ejemplo, la energia de ionizacion se asocia con los
mecanismos de transferencia electronica, mientras que la entalpia de disociacion de enlace esta
relacionada con transferencias de hidrogeno (Praveena et al., 2014; Wang et al., 2015; Xue et al.,
2013).

Ya que un mecanismo puede darse de forma mas rapida que otro, se hacen necesarios
estudios de cinética de las reacciones y por esto, se han desarrollado nuevos protocolos, como el
protocolo QM-ORSA, en el cual se realizan célculos de constantes de velocidad y energias de
reaccion. A continuacion, se describen los tipos de mecanismos de reaccion y teorias utilizadas

en la metodologia QM-ORSA.
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1.2.  Mecanismos de reaccion Radical-Antioxidante

Los mecanismos de reaccion antioxidante-radical involucran la transferencia de un
electrén SET (por sus siglas en inglés, Single Electron Transfer) o de un atomo de hidrdgeno
FHT (por sus siglas en inglés, Formal Hidrogen Transfer), el cual puede ser transferido como
una entidad completa o por separado mediante la transferencia concertada o secuencial de un
proton y un electrén.

Los mecanismos FHT pueden ocurrir de forma secuencial o concertada, los mecanismos
concertados son los HAT (por sus siglas en inglés, Hydrogen Atom Transfer), el cual sucede
cuando el atomo de hidrogeno se transfiere como una entidad y el PCET (por sus siglas en
inglés, Proton Coupled Electron Transfer), cuando el electron y proton se transfieren de forma
desacoplada.

1.2.1. Mecanismo HAT

El mecanismo HAT corresponde a una transferencia de un atomo de hidrogeno desde el

antioxidante hacia el radical como se expresa en la ecuacion 1.
H,A+ R- - H, ;A-+ HR (1)

Este camino de reaccion se ha descubierto como el principal para polifenoles como la
capsaicina, fisetina, procyanidinas, orientina, acido clorogénico, cynarina, asi como para el
triptofano, glutation y acidos dihidrolipoicos (Galano & Raul Alvarez-Idaboy, 2019).

Debido a que el donor del atomo de hidrégeno es el antioxidante, este mecanismo se ve
afectado cuando el pH del medio induce la desprotonacion de éste. Por esto, es usual encontrar
este mecanismo en medios no polares. En medios polares el pH del solvente debe ser menor que

los valores de pKa de los reactivos para favorecer este mecanismo.
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1.2.2. Mecanismo PCET

El mecanismo PCET da lugar a la transferencia simultanea de un electrén y un protén,
por lo que los productos son iguales a los del mecanismo HAT. Este se ha descubierto como
principal mecanismo en antioxidantes como acidos sulfénicos, diarilaminas, eupatilina,
ubiquinol, flavonoides y alcoholes hidroxibenzilicos (Mendoza-Wilson et al., 2016; Ouyang
et al., 2018; Wang et al., 2015) .

Para poder diferenciar los mecanismos HAT y PCET es necesario acudir a herramientas
tedricas. Dentro de las mas utilizadas esta el analisis poblacional de carga y densidad de espin a
lo largo de la coordenada IRC de la reaccion.

A modo de ejemplo, en la figura 1 se muestran los resultados de este analisis para la
reaccion entre el radical benzilo con el tolueno en las figuras 1a y 1b y el radical fenilo con el
fenol en las figuras 1c y 1d (Mufioz-Rugeles & Alvarez-ldaboy, 2015). Como se observa, el
valor de las cargas atomicas y las densidades de espin se intercambian para el donador y aceptor
de hidrogeno en ambas reacciones. Sin embargo, en las figuras 1c y 1d esta inversion es mas
pronunciada, esto quiere decir que la transferencia del &tomo de hidrogeno se dio en forma
desacoplada, ya que la transferencia del electron causd que la densidad de espin se situara
completamente de donador a aceptor y no de forma parcial como la muestra las figuras 1ay 1b.
Por otro lado, la transferencia independiente del protdn y electron induce los grandes cambios en
los valores de las cargas de los reactivos. Por esto, estos perfiles de analisis de carga y densidad
de espin indican que se trata de un mecanismo PCET. Las figuras 1a y 1b son representaciones

de un mecanismo tipo HAT.
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En el caso de la carga del atomo de hidrogeno, para el mecanismo HAT ésta es menor
que en el mecanismo PCET. Esto sucede debido a que en el mecanismo PCET el proton se
desacopla del electron y se transfiere en forma H*, el cual posee un valor de carga positiva mayor
que en el atomo de hidrogeno.

Si la transferencia del protdn y electrén se realiza de manera independiente y ademas de
forma secuencial, es decir, en dos 0 méas etapas, se da lugar a los mecanismos PEST (por sus
siglas en inglés, Proton-Electron Sequential Transfer), EPST (por sus siglas en inglés, Electron-
Proton Sequential Transfer), SPLET (por sus siglas en inglés, Sequential Proton loss Electron
Transfer) y SPGET (por sus siglas en inglés, Sequential Proton Gain Electron Transfer),

descritos a continuacion:

Figura 1.

a) Analisis de carga atomica de la reaccion entre el radical benzilo y el tolueno b) Densidad de
espin del analisis a. ¢) Analisis de carga de la reaccion de radical fenilo y el fenol. d) Densidad de
espin del andlisis c. Adaptado de: (Mufioz-Rugeles & Alvarez-ldaboy, 2015)
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1.2.3. Mecanismo PEST

En este mecanismo se presenta una transferencia de proton seguida de una transferencia
SET, como se muestra en las ecuaciones 2 y 3.

HA+R- - A +HR" (2
A~ +HRt* - A +HR (3)

De los productos de la primera reaccion se observa la presencia de un cation radical, la
cual puede existir unicamente en medios polares, lo que implica que este mecanismo no se puede
dar en medios lipidicos 0 no polares. Debido a que el segundo paso implica una transferencia de
electrdn, la afinidad electronica del cation radical debe ser alta.

Este mecanismo ha sido encontrando como el principal camino de reaccion de la
reparacion del radical triptéfano por la fraccion completamente protonada del acido Urico, el
acido ascorbico y la fraccion mono-anionica del glutation (Mufioz-Rugeles et al., 2017).

En la figura 2 se muestra el andlisis de poblacion de carga y densidad de espin para la
reaccion entre el radical triptéfano y el acido drico en las figuras 2a'y 2b y la reaccion del radical
triptéfano con el acido ascorbico en las figuras 2c y 2d (Mufioz-Rugeles & Alvarez-ldaboy,
2017).

En el analisis de carga de la figura 1, se coment6 que las cargas en el aceptor de
hidrogeno y en el donor se cruzan y cambian de signo durante los mecanismos concertados
HAT/PCET. En el caso de la figura 2a y 2c, la carga del donor se vuelve mas negativa mientras
que la carga en el aceptor se vuelve mas positiva, esto implica que hubo una transferencia de
proton, sin la presencia de una transferencia SET. Por ende, estos perfiles de analisis de carga y

densidad de espin corresponden a la primera etapa de una reaccion tipo PEST.
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Figura 2.

a) Andlisis de carga atdmica de la reaccion entre el radical triptéfano y el acido drico. b)
Densidad de espin del analisis a. c) Andlisis de carga de la reaccion de radical triptéfano y el
acido ascorbico. d) densidad de espin del anélisis c. Adaptado de: (Mufioz-Rugeles & Alvarez-
Idaboy, 2017)
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Para el andlisis de la densidad de espin, mientras en los mecanismos HAT/PCET se
presentaban cambios en la densidad de espin del donor y aceptor, en el mecanismo PEST las
magnitudes de estas especies permanecen constantes como se muestra en la figura 2b y 2d,
debido a que en la primera etapa no hay transferencia SET y por ende la densidad de espin se
localiza sobre el radical a lo largo de la reaccion.

1.2.4. Mecanismo EPST

El primer paso de este mecanismo consiste en una transferencia SET desde la molécula

neutra del antioxidante hacia el radical, dando lugar al cation radical del antioxidante. El segundo

paso consiste en una transferencia de proton hacia el radical libre, como establecen las
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ecuaciones 4 y 5. Este ultimo paso puede darse directamente desde el antioxidante o ser mediado
por el solvente.
H,A+ R- - H,A* +R~ (4
H,A* +R~ - H,_;A- +HR (5)
Dado que el primero paso implica una transferencia de electron, este mecanismo se
favorece en solventes polares, que estabilicen el cation radical del producto. Asi mismo, la

afinidad electrdnica del antioxidante debe ser baja, mientras que la del radical debe ser alta.

1.2.5. Mecanismo SPLET

Este mecanismo fue propuesto en 2003 por Litwinienko e Ingold, y consta de dos pasos:
el primero representa la deprotonacion de la molécula de antioxidante, formando el
correspondiente anion, y este, en un segundo paso realiza una transferencia SET (Litwinienko &
Ingold, 2003), como se evidencia de las ecuaciones 6y 7.

H,A - H, A~ +H* (6)
Hy_ A~ +R-—> H,_,A- +R~ (7)

Evidentemente para ocurrir el primer paso de este mecanismo el pKa del antioxidante
debe ser menor a aquel del solvente, por lo que este camino de reaccion se da en presencia de
solventes polares.

Dentro de los antioxidantes que reaccionan por medio de este mecanismo se encuentran
el Trolox, fraxetina, isoflavonoides, xantinas, acido galico, erodioles, quercetina, curcumina,
acidos dihidroxibenzoicos e hidroxibenzoicos, entre otros (Galano et al., 2014; Markovic et al.,

2014).
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1.2.6. Mecanismo SPGET

Para este mecanismo, se parte de un proceso de protonacion en el radical, el cual se da de
forma asistida por medio del solvente. Luego de esto, el cation radical hace una transferencia
SET al anion del antioxidante, como se muestra en las ecuaciones 8 y 9.

R-+ H* - HR* (8)
HR* 4+ H, A~ -» HR+ H, ;A (9

Este mecanismo ha sido descubierto recientemente y se ha encontrado en antioxidantes
como el &cido Urico en la reparacion al radical Triptéfano (Mufioz-Rugeles et al., 2017).

Ademas de los mecanismos anteriores, las reacciones entre antioxidantes y radicales
pueden dar lugar a un solo producto, en particular, un aducto o complejo formado entre ambas
especies. Este mecanismo se conoce como RAF (por sus siglas en inglés, Radical Adduction
Formation) y se puede describir como presenta la ecuacion 10.

H,A+R- - [H,A—R]" (10)

Para la formacion de estos aductos se debe contar con sitios de reaccion en los
antioxidantes que no contengan gran cantidad de sustituyentes debido a impedimentos estéricos.
Por otro lado, este mecanismo se favorece cuando los antioxidantes poseen gran cantidad de
dobles enlaces para permitir la sustitucion, asi como también se favorece por radicales
electrofilicos.

El mecanismo RAF se ha encontrado en carotenoides en reaccion con radicales alkoxi,
alcoxiperoxilol, benzoperoxilos , también en alcoholes hidroxibenzilicos, carnosina, acido

gentisico y rebamipidina en reaccion con radicales hidroxilo (Galano, Mazzone, et al., 2016).
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Cuando en la reaccion global se encuentran varios mecanismos de reaccion, se define un
factor de fraccion porcentual (%I"), el cual calcula el porcentaje de participacion de cada
mecanismo, este se define segun la ecuacién 11.

i

%I =

«100  (11)

overall
Donde k; es la constante de velocidad de cada mecanismo Yy k,perqn €S la suma de las

constantes de velocidad de todos los mecanismos involucrados.

1.3.  Teoria del funcional de la densidad y funciones base

Dentro del marco de la teoria cuéntica, las propiedades fisicas de un sistema atémico o
molecular se pueden derivar a través de la funcion de onda del sistema. Para moléculas
poliatomicas esta funcion es resultado de la solucion de la ecuacion de Schrodinger no relativista
dada por la ecuacion 12.

Hop; = E; (12)
Cuyo Hamiltoniano esta definido por la ecuacion 13 (Koch & Holthausen, 2001).
-3y -y TRy ay
i i o« i j>i

Debido a que la funcion de onda ¥(ry, ... ... ,T,) depende de las 3N coordenadas de los
atomos, la resolucion para sistemas de gran tamarfio de particulas de la ecuacion de Schrodinger
se hace laboriosa e impréactica. Una aproximacion a este problema se resuelve mediante la teoria
del funcional de la densidad DFT (por sus siglas en inglés, Density Functional Theory) que

utiliza la densidad electronica definida segun la ecuacion 14.

n(r) =2 ) i P (19)
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La ventaja de esta propiedad radica que solo depende de tres coordenadas y no 3N
coordenadas, como en el caso de la funcién de onda. A través de esta propiedad, Kohn vy
Honenberg establecieron dos teoremas que son la base fundamental de la teoria DFT (Hohenberg
& Kohn, 1964).

Primer Teorema: La energia basal del sistema (E) es un funcional Gnico de la densidad
electronica.

Segundo Teorema: La densidad electrénica que minimiza la energia del funcional de
energia es la densidad electrénica verdadera que es la solucion de la ecuacion de Schrodinger.

El primer teorema garantiza que existe una correlacion Unica entre la funcion de onda del
estado basal con la densidad electronica y, por lo tanto, también con la energia, es decir, se
deduce entonces que el uso de la densidad electronica también permite conocer la energia del
sistema y las propiedades relacionadas a ella.

La forma del funcional de energia se puede expresar como muestra la ecuacion 15.

E@y) = Econociao (i) + Exc () (15)

Donde el término E.y,0cia0 (W;) esta definido segln la ecuacion 16.

n(r)n(r)

Eoorociao (1) = — Zl/)LVZIIJL d3r+fV(r) n(dr + = ff d3r d3r' +E, (16)

El primer término de la derecha representa la energia cinética electronica, el segundo
representa la energia de interaccion nudcleo-electron, el tercero la energia de interaccion electron-
electron y el dltimo la energia de interaccidn entre nicleos.

La forma del funcional Eyx.(y;) se aproxima teniendo en cuenta variables como el
gradiente de la densidad electronica, el intercambio Hartree-Fock y la inclusion de orbitales

atémicos.
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La aproximacion de densidad local LDA (por sus siglas en inglés, Local Density
Aproximation), aproxima el funcional Ex.(i;) mediante la relacién de la ecuacion 17

(Bagayoko, 2014).

Exc(y;) = fp (r) exc(p)dr (17)

En la cual se supone que la densidad electrénica p(r) solo cambia con la posicion r y lo
hace de forma continua. El término ey.-(p) es la energia de intercambio-correlacion de cada
electrén en un gas de electrones con densidad uniforme p y tiene la forma mostrada en la

ecuacion 18.

@ = —2(2) GO+ e  (8)

/8

Donde &x(p) es una funcién de forma compleja hallada por Vosko, Wilk y Nusair. Al
reemplazar este término ey (p) en la definicién del funcional se obtiene la ecuacion 19 (Vosko

et al., 1980).

1
Bewd = ) [P ar  ao

Para sistemas de capa abierta, es usual tratar los electrones de diferente espin en orbitales
atomicos diferentes, incluso si se encuentran dentro del mismo nivel energético. Debido a esto, el
funcional de correlacion depende entonces de la densidad electronica de espin a y de espin
Exc (pa,pﬁ). Esta técnica es llamada la aproximacion de densidad local de espin LSDA (por sus
siglas en inglés, Local Spin Density Aproximation).

La aproximacion por gradiente generalizado de densidad GGA (por sus siglas en inglés,

Generalized-Gradient Aproximation) presenta la misma forma del funcional Ex - (y;) dada por la



ESTUDIO TEORICO DE LA REPARACION DE RADICALES LIBRES DE TRIPTOFANO Y TIROSINA 30
MEDIADA POR DERIVADOS DE 2-PIRIDONA

aproximacion LSDA, pero teniendo en cuenta los gradientes de densidad de p, y pg, como

muestra la ecuacion 20 (Sun et al., 2015).

Bxc(porpp) = [ F0u)pp(), V0u(), Vg (21)

Por esto, estos funcionales son llamados semi-locales, ya que incluyen no solo el valor de
la densidad electronica en cierta posicion r, sino también en su vecindad, dada por el gradiente
(derivadas espaciales).

Adicionalmente, se pueden incluir las segundas derivadas de la densidad electrénica y/o
el término de densidad de energia cinética en los funcionales de intercambio-correlacion, lo que

da lugar a los funcionales meta-GGA, dados por la ecuacion 22.

Exc(Paspp) = ff(Pa(T),Pﬁ(T),Vpa(r),Vpg(?’),Vzpa(r),Vzp[;(r))dr (22)

Si dentro de la definicion de un funcional se incluyen tanto funcionales dados en la
aproximacion meta-GGA y el funcional de intercambio dado por la teoria de Hartree-Fock, se
obtiene los llamados funcionales hibridos-metaGGA. En estos, se incluye un parametro a que
acompafia al funcional Ex.(1;), el cual define la cantidad de correlacién que tiene, por ejemplo,
un funcional con valor de &« = 0.50 se dice que contiene un 50% de correlacion Hartree-Fock.

Dependiendo de las variables incluidas en los funcionales de correlacion, estos se
clasifican en la llamada escalera de Jacob. El funcional M05-2X desarrollado por Truhlar et al
(Zhao & Truhlar, 2008) es el funcional mas utilizado en la metodologia QM-ORSA vy es el
utilizado en este trabajo. Estd parametrizado para elementos no-metalicos y pertenece a los
funcionales de cuarto nivel en la escalera de Jacob, es decir, funcionales de tipo meta-GGA o
hibridos-metaGGA, que incorporan un alto intercambio Hartree-Fock, densidad de energia

cinética, gradiente de densidad y densidad de espin electronico.
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Debido a que los sistemas quimicos son en su mayoria moléculas, para describir el estado
electronico de éstas se construyen las funciones de onda moleculares a partir de orbitales
atémicos.

Los orbitales atdbmicos méas usados son los orbitales tipo Slater (STOs) y tipo Gaussiano
(GTOs), que se describen mediante las ecuaciones 23 y 24.

x(r,0,¢) =r""1e=$TY(6,¢) Orbitales tipo Slater (STOs)  (23)
x(x,v,2) = xiyizke=o"*  Orbitales tipo Gaussiano (GTOs)  (24)

En los orbitales STOs el parametro zeta (¢) define el exponente del orbital, y puede ser
hallado mediante el teorema variacional, minimizando la energia con respecto a ¢ (Jensen, 2013).

En los orbitales GTOs, i,j y k son enteros positivos o cero, y definen el tipo de orbital,
por ejemplo, coni + j + k = 0 se define un orbital tiposoconi =1y j = k = 0 un orbital p,.

La diferencia entre estos tipos de orbitales radica en que los STOs no son funciones
suaves en el origen de coordenadas a diferencia de los GTOs (Magalhdes, 2014).

La forma de los orbitales STOs es similar a aquellos del atomo de hidrégeno y por ende
su uso es preferible para construir orbitales moleculares de atomos y moléculas lineales. Sin
embargo, los orbitales GTOs presentan ventajas para construir orbitales de moléculas no lineales
y en la evaluacién de las integrales de dos electrones, lo que representa una mejor eficiencia en el
uso de recursos computacionales y, por ende, para efectos de computo se prefieren los GTOs.

El conjunto de funciones utilizadas para construir los orbitales moleculares es llamada el
set de funciones base. EI nimero minimo de funciones en el set base es aquel que contiene una
funcién para cada orbital atdbmico de cada atomo, tanto en capas internas como externas. En el

caso que se utilicen dos funciones para describir cada orbital atomico, el set base se conoce como
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set de funciones base doble zeta, debido a que el orbital se describe mediante dos STOs con
diferente exponente, como lo muestra la ecuacion 25.
x(r,0,) = 1" cre " + eS|V (0, 4) (25)

Con este tipo de funciones base se logra describir con mas precision la distribucion de
carga en la molécula y, por ende, obtener mejores resultados (Ulusoy & Wilson, 2019). Del
mismo modo, si se utilizan tres funciones para describir cada orbital atdbmico se obtiene un set de
base triple zeta, y en general, dependiendo del nimero de funciones necesarias para describir
cada orbital se pueden formar set de bases n zeta.

Dado que en las reacciones quimicas los orbitales involucrados son aquellos en la capa
externa, es util describir cada orbital interno por una funcion STOs y aquellos de valencia por
dos 0 mas funciones. Este tipo de set se conocen como set de funciones base de valencia dividida
(Davidson & Feller, 1986).

Adicionalmente a las funciones del set base, se utilizan otras funciones adicionales
Ilamadas funciones de polarizacion, las cuales ayudan a describir las perturbaciones que sufren
los orbitales en la formacion de enlaces quimicos. Estas funciones también son del tipo STOs,
pero con un numero cuantico I mayor que aquel de la capa de valencia de los atomos (Check
etal., 2001).

En la practica, para obtener mejores resultados, se utilizan orbitales STOs construidos
mediante una combinacidn de orbitales GTOs, como se muestra en la figura 3. Dependiendo de
cuantos GTOs se utilicen, el set de funciones base se describe mediante la terminologia N-MPG.
La letra N indica el nimero de funciones Gaussianas para los orbitales internos, M el nimero
para la region interna de los orbitales de valencia y P el nimero de funciones para la region

externa de valencia. G representa que el set de funciones base es de tipo Gaussiano.
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Figura 3.

Orbital de Slater STO (negro). Las curvas de color naranja y gris representan orbitales tipo
Gaussianos (GTO) y la curva en color rojo representa la multiplicacion de los GTO la cual da
el orbital STO-2G que es mas cercano al orbital tipo STO.
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Distancia radial r

El set de funciones base mas empleado en la metodologia QM-ORSA, el cual es utilizado
en este trabajo, es el 6-31+G (d, p), es decir, una base conformada de una combinacion lineal de
6 funciones gaussianas para los orbitales internos, con division de los orbitales de valencia, en
donde la parte interna de estos esta descrita por una combinacion de 3 Gaussianas y la parte
externa por 1 funcion Gaussiana. La terminologia +(d,p) representa funciones de polarizacion d
para atomos pesados, p para atomos de hidrégeno, y “+” una funcion difusa, la cual se incluye
para describir mejor aniones e interacciones atomicas de alto rango.

1.4.  Teoria del estado de transicion
Una reaccién quimica puede considerarse como una reorganizacion de atomos en las

moléculas de reactivos hasta formar los productos, por esto, es posible calcular la energia de los
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atomos en funcion de las coordenadas geométricas de cada de ellos al transcurrir la reaccion.
Debido a que para especificar la posicion de cada 4&tomo se necesitan 3 coordenadas, el sistema
completo queda determinado con 3n coordenadas, siendo n el niamero de atomos. EI cambio en
energia respecto a las 3n coordenadas se representa usualmente a través de curvas de nivel,
Ilamadas superficies de energia potencial (Truhlar, 2001) , como se muestra en la figura 4.

Para pasar de una curva a otra, el sistema requiere de un aumento o disminucion de
energia, segun sea el gradiente del cambio. Los minimos de estas superficies representan
configuraciones atomicas estables, en este caso, a los correspondientes reactivos o productos.
Para que las moléculas pasen de la configuracion de reactivos a productos es necesario un
aumento de energia en el proceso, la energia minima requerida se conoce como energia de
activacion AG° y corresponde a una configuracion llamada Estado de Transicion TS (por sus
siglas en inglés, Transition State). Este estado se encuentra en equilibrio con los reactivos, por
lo que su concentracion depende de la concentracion de los reactivos (Truhlar et al., 1996).

Figura 4

Superficie de energia potencial para la reaccion A + B » B +C. Fuente: CC BY-NC; Umit
Kaya via LibreTexts

Energia potencial
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Para reacciones en soluciones, se toma en cuenta el efecto de la teoria del volumen libre y
las correcciones de Okuno, por lo que la energia de activacion se corrige seguin la ecuacion 26
(Okuno, 1997).
AGEY = AG® — RT{In[n10@"-?2] — (n— 1)}  (26)
Donde n es la molecularidad de la reaccion. Este efecto del solvente muestra en este caso,
que los efectos en la pérdida de entropia en solucion decrecen 2.54 k mol™, comparado con
reacciones en fase gaseosa.

La energia de activacion esta asociada a la constante de velocidad segun la ecuacion 27.

ka _(AGO)
k= oT——e RT (27)

En la metodologia QM-ORSA se utilizan una serie de correcciones a la ecuacion de
velocidad, entre las que esta la degeneracion del camino de reaccion o factor estadistico (o). Este
tiene en cuenta todos los posibles caminos de reaccion equivalentes, considerando todas las
configuraciones al reorganizar atomos iguales por rotacion. Para incluir este factor es necesario
tener en cuenta la simetria del sistema, ya que puede introducirse error en la medicion por doble
conteo de la misma configuracion (Pollak & Pechukas, 1978).

Debido a que en las reacciones antioxidante-radical se incluye la transferencia de atomos
ligeros como el atomo de hidrogeno, se debe introducir correcciones por tunelaje (z), en este
caso, esta correccidn se realiza a través de la funcion de energia potencial unidimensional de

Eckart, la cual esta definida segun la ecuacion 28 (Brown, 1981).

—F
r Vi (®KekT
= ekT
€ kT

Eo

dE (28)
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Donde V; representa la barrera de la energia potencial y K el coeficiente de probabilidad
de transmision por tuneleo.

Puesto que en estos mecanismos se manejan reacciones bimoleculares, las unidades de
las constantes de velocidad son del orden de M s, de ahi que sea necesario incluir factores de
correccion al estado estdndar 1 M para evitar subestimaciones en los valores de k.

Para constantes de velocidad cercanas al limite de difusién se utiliza la teoria de Collins-
Kimball para calcular la constante aparente de velocidad, definida por la ecuacién 29 (Collins &

Kimball, 1949).

kak

Kavw =tk

(29)

Donde k es la constante de la ecuacion 14 y k; la constante de Smoluchowski
(Smoluchowski,1918) dada por la ecuacion 30.
k, = 4TRD,zN, (30)
Siendo R la distancia de reaccion, N, es el nimero de Avogrado y D, es el coeficiente

de difusion mutua dado por la ecuacion 31 (Einstein, 1905).

p = T 31
~ 6mna (31)
Donde 7 es la viscosidad del solvente, a el radio del soluto, k5 la constante de Boltzmann
y T la temperatura, que en este caso es 298.15K.

La viabilidad termodinamica de cada uno de los mecanismos de reaccion se mide a partir

de la energia libre de Gibbs de la reaccion, definida en la ecuacion 32.

AGryn = AGproductos — AGreactivos (32)
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Computacionalmente, existen varios métodos para hallar el TS de una reaccion,
dependiendo de la informacion inicial dada y el método para hallar minimos locales. Entre estos
esta el método STQN (por sus siglas en inglés, Synchronous Transit Quasi-Newton method),
desarrollado por H.B Schegel y colaboradores (Schlegel, 1982), en el cual se halla el TS
siguiendo una parabola que conecta a reactivos y productos en el perfil de energia potencial
segun el método QST (por sus siglas en inglés, Quadratic Synchronous transit model), seguido
de una optimizacion por métodos QN (por sus siglas en inglés, Quasi-Newton). Este Gltimo
consiste en algoritmos para hallar minimos o méximos locales de funciones, dado el
conocimiento de la funcion, su gradiente y estimando el hessiano a través de estos dos. Sin
embargo, si la estructura quimica planteada es lejana al TS, no es posible encontrar una
convergencia, y el método no permite calcular con precision el hessiano de la funcion.

El método de optimizacion utilizado en este trabajo en el software Gaussian 16 es el
algoritmo de Berny. Fue desarrollado por Bernhard Schlegel y consiste en un algoritmo que
utiliza la funcién de las fuerzas que actuan en los atomos y su hessiano para predecir la
estructura mas favorable energéticamente (Peng & Bernhard Schlegel, 1993). EI algoritmo
construye el hessiano de la funcién al comienzo de la optimizacion a traveés de un campo de
fuerzas estandar y a partir de este punto, con los calculos de energia y sus primeras derivadas en
cada punto del camino de reaccion va cambiando el hessiano hasta obtener autovalores positivos
que indiquen una convergencia en la optimizacion y, por ende, a un minimo de energia.

1.5. Transferencias de Carga

En las reacciones en las que solo ocurre transferencias de electrones no es posible

identificar un TS y por esto, no es posible encontrar el valor de AG? a partir de la teoria clasica

TSTy, por ende, el valor de k.
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A partir de 1956, Rudolph A. Marcus publicé una serie de articulos de investigacion que
dieron lugar a su teoria de transferencia electrénica, en donde logra obtener una relacion que
permite hallar AG° para estas reacciones.

La transferencia de carga a lo largo de la reaccion se modela mediante un acercamiento
de los reactivos, en el cual no se forman ni se destruyen enlaces quimicos y solo se realiza la
transferencia electronica. Cuando ocurre esta transferencia, se produce la creacion de las especies
cargadas, causando un efecto de cambio en la orientacion dipolar del solvente circundante.

La energia liberada cuando los dipolos del solvente se reorganizan en la direccion del
campo eléctrico de las cargas se llama energia de reorganizacion de solvente A;. Internamente,
en las moléculas de los reactivos también ocurren cambios en las distribuciones de carga debido
a la transferencia electronica, la cual se representa por A,, la energia de reorganizacion interna.
La suma de estas dos energias da lugar a la energia de reorganizacion del proceso global A , dada
por la ecuacion 33.

A= A+ 1, (33)
Marcus encontrd que, en el caso de un modelo de dos esferas, A, se puede calcular segln

la ecuacion 34 (Marcus & Sutin, 1985).

A = (he)? —+———H ——l (34)
Doy

2a,

Donde a, y a, son los radios atdbmicos de los reactivos, R la distancia de separacion de
reactivos, D,, Y Dy la constante dieléctrica Optica y estatica del solvente respectivamente y Ae la
carga transferida. Para el caso de A,, su calculo se puede realizar mediante las constantes de
fuerzas en las coordenadas normales de vibracion, o mediante las energias de reaccion segun la

ecuacién 35 (Marcus, 1964).



ESTUDIO TEORICO DE LA REPARACION DE RADICALES LIBRES DE TRIPTOFANO Y TIROSINA 39
MEDIADA POR DERIVADOS DE 2-PIRIDONA

Ao =AE —AG  (35)

Siendo AE la energia de la transicion vertical electronica y AG la energia libre de Gibbs
de la reaccion. El perfil de energia potencial de la reaccion se aproxima a través de parabolas
para los reactivos y productos, como se indica en la figura 5, donde la coordenada de reaccion en
el eje x, representa todas las posiciones nucleares del sistema.

A partir de estas parabolas, y por argumentos geométricos, Marcus encontré la relacién

entre AG® y AG dada por la ecuacion 36 (Marcus, 1993).

2

o _A(. AG
AG =Z<1 +7) (36)

De la ecuacion de Arrhenius se conoce que la constante de velocidad se relaciona con la

energia de activacion segun la ecuacion 37.

k=A e(_A’TGTO)

(37)
Donde A es la constante de frecuencia, R la constante de los gases y T la temperatura. Al
reemplazar el valor de la energia de activacion segun la teoria de Marcus, se obtiene la ecuacion

38.

[—(AG°+/1)2
k=dael 7 (38)
De la ecuacion 25, se evidencia un fendmeno interesante. Dependiendo del valor de la

energia de reorganizacion, se obtienen tres distintas relaciones con la energia de activacion,

como se ilustra en la figura 6.
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Figura 5.

Gréfico de energia a lo largo de la coordenada de reaccién de una reaccién. La pardbola en
color negro representa la curva de energia de reactivos y en color rojo la curva de energia de
productos. La diferencia en los estados minimos de energia de estas representa el valor de la
energia libre de reaccién AG. La energia de reorganizacién esta dada por el punto de
interseccion de ambos minimos de energias.

Energia

Coordenada de reaccién

En la primera secuencia, se observa las curvas con la relacion —AG® < A. A medida que
la reaccion se hace més exergonica, la energia de activacion disminuye y por ende aumenta la
velocidad, hasta llegar a un punto de una reaccion sin barrera de energia dada por —AG® = 1
(Silverstein, 2012). Para reacciones altamente exergoénicas, la interseccion de las curvas se sitla
en el lado izquierdo de la parabola de reactivos —AG® > A, donde se observa que a medida que
aumenta la energia libre de reaccidn, aumenta la energia de activacion, lo que significa una
disminucion en la velocidad. Esta region es conocida como la region invertida y supone un

cambio en la relacién de la termodindmica con la cinética de reacciones.
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Figura 6.

Secuencia de figuras que demuestran que a medida que aumenta la energia libre de reaccion, el
punto de interseccion que define el valor de la energia de activacion se traslada hacia la
izquierda pasando por el valor Ea=0y luego a la llamada region invertida.

AG” < AGY =), AGY >

1.6. Método de la coordenada intrinseca de reaccion

Para estudiar la evolucion de las cargas atomicas y densidades de espin durante la
reaccion, es necesario conocer el camino de reaccion. Esto implica, que debe determinarse con
exactitud el TS de la reaccion y a su vez, encontrar el camino de minima energia que conecte los
puntos correspondientes a las configuraciones de reactivos y productos.

Existen diversos parametros para encontrar el camino de reaccion utilizando cualquier
coordenada intrinseca del sistema, por ejemplo, el angulo de enlace. Sin embargo, se ha
encontrado que estos caminos de reaccién pueden diferir dependiendo de la coordenada

escogida.
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Una aproximacion mas fiable se da por el método de la coordenada intrinseca de reaccion
IRC (por sus siglas en inglés, Intrinsic Reaction Coordinate). Como es sabido, el TS debe ser un
punto en la superficie de energia potencial en el que, la energia con respecto a una frecuencia
vibracional es maxima, y minima para los demas modos de vibracion. EI método IRC parte de
este punto y construye el camino de reaccion de forma descendente por el gradiente de energia,
utilizando las coordenadas cartesianas ponderadas en masa. De esta forma, se puede identificar

que el método IRC se obtiene de la solucion de la ecuacion 39 (Maeda et al., 2015).

dq(s)
ds

v(s) (39)

Donde q(s) son las coordenadas cartesianas, s la coordenada a lo largo del camino de
reaccion, y v(s) el vector de transicion, el cual es un vector paralelo al gradiente de energia.

Esta aproximacion del metodo IRC sigue de forma instantanea el vector de aceleracion y
por ello este método correlaciona de forma Unica el TS con las estructuras de reactivos y
productos, donde el vector gradiente es igual a cero. Si la convergencia del perfil de energia llega
en ambas direcciones desde el TS, se puede afirmar que la estructura del TS es correcta como
muestra la figura 7. De lo contrario, si no hay convergencia, la estructura del TS propuesta es
errdnea y no conduce a una reaccion quimica.

En Gaussian, el céalculo del método IRC posee varios pardmetros que determinaran la
precision e informacion del perfil de reaccion. En cualquier caso, las constantes de fuerza deben
calcularse primero o ser proveidas por un analisis de frecuencia anterior, de manera que se pueda

disminuir la energia de forma segun la ecuacion 40 (Deng & Ziegler, 1994).

dE =% k (dN)?  (40)
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Donde dE es el cambio en la energia del sistema, k una constante de proporcionaldiad y
dN el tamafio de paso, que usualmente se da en unidades de 0.01 Bohr, o0 para casos mas

rigurosos en unidades de 0.01 amu*? Bohr.

Figura 7.

Curva de Energia como funcién de la coordenada de reaccion. Los puntos indican los calculos
realizados en el analisis IRC a partir del TS.

-4———— Estado de transicion

‘/ Puntos IRC

Reactivos

Energia (kcal/mol)

Productos

1.7.  Andlisis de Poblaciones

Para reacciones de transferencia de hidrdgeno, es Util realizar un analisis de cargas de las
moléculas a lo largo de la coordenada de reaccion. Esto da informacion de si el hidrogeno se
transfiere como atomo o en forma separada como un protén H* y un electrén e .

Existen diversos métodos de calcular la distribucion electrénica en una molécula y
derivar, por ende, la carga atdbmica, los momentos dipolares y las geometrias de los orbitales

atémicos. El analisis de poblaciones de Mulliken, utiliza la funcion de onda molecular (Mulliken,
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1955), mientras que el andlisis de poblacion de Hirshfeld utiliza la densidad electronica
(Hirshfeld, 1977).

El anlisis de poblaciones de Mulliken implica utilizar un set de base particular para cada
caso y esto implica una dependencia que afecta los resultados directamente, otros analisis
basados en la teoria de orbitales naturales de Lowdin como el andlisis natural de poblaciones,
proveen una dependencia menor en el set de base escogido (Mayer, 2002), ya que se utiliza el
set de base ortogonalizada simétrica de Lowdin y, por ende, produce resultados mas fiables.

En la metodologia QM-ORSA se utiliza el analisis de carga de Hirshfeld, el cual calcula
la distribucion de carga en cierto punto del espacio como la contribucion de las densidades de
carga de cada atomo a esa distancia. Integrando todas estas proporciones se obtiene el valor de la
carga neta a lo largo del espacio. Esta densidad creada por la contribuciones de cada atomo se
Ilama densidad electronica promolecular.

El célculo de la carga atdmica segun el analisis de Hirshfeld se da por medio de la

ecuacion 41.

_ ., pa ()
Gu=Zo— [arsp®) D)

Donde Z, es la carga nuclear de cada atomo, p3(r) y pQ () la densidad atémica basal
del atomo B y A respectivamente y p(r) es la densidad electrénica promolecular. Es decir, la
densidad electronica promolecular se particiona en cada region atomica y su valor depende de la
contribucion de la densidad de cada atomo a la densidad promolecular.

Debido a que las reacciones de antioxidantes involucran radicales, es decir, moléculas

con uno o mas electrones desapareados, el andlisis de la densidad electronica se facilita en
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términos del espin electrénico (Reed et al., 1985). La densidad electronica de espin se define
como la ecuacion 42.
p(r) =p,(r) +p,(r)  (42)

Donde p,(r) es la densidad de espin oy p,(r) la densidad de espin . Las areas positivas
son aquellas en donde hay mas probabilidad de encontrar al electron en el estado a y las areas
negativas en el estado 5. Por medio de esta funcion de densidad de espin es posible encontrar las
regiones de alta probabilidad de deslocalizacion de los electrones desapareados, haciéndola dtil
para analizar procesos como transferencia de electrones y, por ende, para dilucidar mecanismos

de reaccion.

1.8. Método del campo de reaccion autoconsistente

El efecto del solvente en la formulacion del sistema depende del nivel de teoria utilizado
para describir tanto el soluto como el solvente se obtienen distintos métodos.

Dentro de estos, estan los métodos mixtos, en los cuales el soluto se modela mediante la
teoria cuéntica y el solvente mediante teorias clasicas. Una ventaja de estos es que, se facilitan
los célculos computacionales al describir un sistema grande como el solvente en forma de un
medio dieléctrico continuo y a su vez, se pueden conocer los cambios en las propiedades
moleculares del soluto debido al solvente a traves de su funcion de onda.

Inicialmente, Onsager et al, modelaron este sistema como una cavidad esférica alrededor
del soluto y un medio dieléctrico continuo como el solvente (Onsager, 1936). La polarizacion
inducida en el solvente por el soluto genera un campo de reaccién al cual se acopla el momento
dipolar del soluto. Més tarde, Tomasi et al, ampliarian el método para geometrias arbitrarias,
donde la polarizacion inducida varia dependiendo de la superficie de contacto y el campo de

reaccién se modela mejor mediante densidades de carga (Tomasi et al., 1991).
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Para introducir este efecto, en el hamiltoniano del soluto se introduce un operador de
perturbacion A no hermitico de origen electroestatico. Al ser dependiente el hamiltoniano del
operador A, la solucién se obtiene de forma iterativa. Debido a esto, a este método se le conoce
como el Campo de Reaccidn auto consistente SCRF (por sus siglas en inglés, Self Consistent
Reaction Field).

Se han desarrollado varios modelos para su solucién como el modelo PCM (por sus siglas
en inglés, Polarizable Continum Model), MST (por sus autores, Miertus, Scrocco y Tomasi),
SMD (por sus siglas en inglés Solvent Model Density), COSMO (por sus siglas en inglés,
COnductor-like Screening MOdel), entre otros.

La energia total del soluto, en términos de la aproximacion de la teoria del funcional de

densidad esta dada por la ecuacion 43.

E= Z(lpllh(l)llpl) + %f Protat (MG, 1") prota(r')dr dr'’ + Exc(@el(r)) (43)

Donde G(r,r") es la interaccion electrén-electron efectiva u operador coulombiano de
interaccion, h(1) el hamiltoniano mono electrénico, 1; los orbitales Kohn-Sham, p;,:q (1) la
densidad total de cargay E,. un término de correlacion que depende de la densidad electronica.

En general, el campo de reaccion se describe a través de las soluciones de una ecuacion
de diferencias finitas de Poisson-Boltzmann segun la ecuacion 44.

Ve(rVG (r,1) = —4m 8(r, 1) (44)
Donde e(r) es la constante dieléctrica y 5(r,r') es la funcion delta de Dirac. Para

regiones interiores de la cavidad e toma una valor de 1 y para regiones exteriores (solvente)
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puede tomar valores superiores (por ejemplo, € = 80 para el agua). Debido a esto, la funcion de

Green se puede separar como lo muestra la ecuacion 45.
6(r) =t () (45)
nr)=——— T
|(r =)l

Donde G*(r,7") representa el potencial del campo de reaccion o efecto del solvente. El
potencial de reaccion per se, se obtiene operando este potencial a lo largo de la densidad de carga

del soluto segiin muestra la ecuacion 46 (Chen et al., 1994).

W= [ 60 poa()ar 46)

Estas ecuaciones se solucionan a partir de métodos de diferencias finitas, las cuales

modifican el término de energia total del soluto de forma dada por la ecuacion 47.

1
Frowar = B +5 | Prora®Wi ) (47)

Dentro de los métodos SCRF se encuentra el modelo universal de solvatacion SMD,
desarrollado por Truhlar et al. en donde el solvente se modela como un medio dieléctrico
continuo, el cual presenta una tension superficial en la superficie soluto-solvente (Marenich
et al., 2009). Este método es universal, es decir, es aplicable a cualquier soluto y en cualquier
medio en los que se conozcan algunos parametros como la constante dieléctrica, indice de
refraccion y parametros de acidez y basicidad. El solvente utilizado para medios polares es el
agua y para medios lipidicos se utilizar el pentiletanolato.

El modelo SMD es el utilizado en la metodologia QM-ORSA y en comparacién a los
demas, este incluye las interacciones de corto alcance que puedan ocurrir entre el soluto y las
primeras capas de solvente, como interacciones m — m stacking, puentes de hidrégeno, iones,
efectos de dispersion, repulsién, entre otros. De esta forma, la energia de solvatacion en este

modelo se obtiene como establece la ecuacion 48.
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AGg = AGgyp + Geps + AGne (48)
Donde AGgyp €S el cambio en la energia debido a la polarizaciéon del soluto dada en la
ecuacion 40, G.ps representa el cambio en la energia debido a las interacciones de corto alcance
(efectos de cavidad, dispersion y estructura de solvente S.) y AGS,. es la energia de

concentracion de las moléculas en estado gaseoso estandar a estado liquido estandar a 298K.

El término G.ps esta dado por la ecuacion 49.

N

Geps = Z 8w (R (Ry, +7)) + 8 Z A (R (Rz, +75))  (49)
k

k

Donde &, y 6™ son las tensiones superficiales del atomo k y la tension superficial

molecular respectivamente, R, el conjunto de radios atomicos, R las coordenadas del soluto, 7,

el radio del solvente y A, el area superficial accesible del solvente.

La eficiencia de este modelo ha sido comprobada con 274 energias libres de solvatacion
experimentales de solutos neutros en agua y 2072 energias libres de solvatacion en 90 solventes
no acuosos. En promedio los errores calculados fueron menos de 0.6-1.0 kcal/mol, lo que

demuestra que es un modelo muy fiable para calculos de efectos de solventes.
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2. Objetivos

2.1.  Objetivo General

Evaluar mediante la teoria del funcional de densidad los mecanismos de reparacion antioxidante

de moléculas derivadas de 2-piridona a los radicales Tript6fano y Tirosina.

2.2.  Objetivos Especificos
Establecer por medio de energias libres de Gibbs de reaccion los mecanismos de reaccion

mas probables.

Reconocer a partir de analisis de carga y de espin de los estados de transicion la

diferencia entre mecanismos de reaccion concertados o secuenciales.

Calcular las constantes de velocidad de reaccion total asociadas a la capacidad

antioxidante para cada molécula de n-hidroxi-2-piridona.
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3. Metodologia

3.1.  Optimizacion de Reactivos.
Los antioxidantes evaluados en este trabajo fueron la 3-hidroxi-2-piridona, 4-hidroxi-2-
piridona, 5-hidroxi-2-piridona y 6-hidroxi-2-piridona, cuya estructura quimica se muestra en la

figura 8.

Figura 8.

Antioxidantes evaluados mediante la metodologia QM-ORSA y optimizados por medio del
software Gaussian 16. a) 3-hidroxi-2-piridona b) 4-hidroxi-2-piridona, c) 5-hidroxi-2-piridona,
d) 6-hidroxi-2-piridona.

Los analisis de mecanismos de reaccion y cinéticos se realizaron utilizando la
metodologia QM-ORSA, la cual utiliza a nivel de teoria el funcional M05-2X, el conjunto de
funciones base 6-31+g(d,p) y el modelo SMD para incluir los efectos del solvente.

Para los calculos de andlisis IRC, optimizaciones, analisis de poblacion y frecuencias se
utilizo el software Gaussian 16. Las geometrias de las moléculas, los estados de transicion y los

orbitales HOMO y SOMO se obtuvieron mediante la interfaz grafica de GaussView 6.
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El comando opt=calcfc se us6 para definir el método de optimizacion, freq para el
analisis vibracional, scf=qc para definir la forma de convergencia cuadratica del campo de
reaccion autoconsistente y int(grid=ultrafine) para establecer el célculo de las integrales de dos
electrones y sus derivadas.

Primeramente, se realizd una optimizacion de la geometria de las moléculas ya que, es
necesario encontrar la distancia de enlace efectivas y la geometria de los sistemas resonantes de
los antioxidantes y radicales. En el apartado A-1 del apéndice se muestra el archivo de entrada de
Gaussian utilizado para la optimizacion de la molécula 3-hidroxi-2-piridona.

Debido a que el equilibrio acido-base afecta la disociacion de las especies presentes en
solucion, y, por ende, los posibles mecanismos de reaccion, es necesario conocer a pH
fisiolégico las fracciones molares tanto de los antioxidantes como de los aminoacidos Tyr y
Tryp.

Los valores de pKa de los antioxidantes se calcularon de forma tedrica de acuerdo con un
protocolo desarrollado por Galano et al. segun la ecuacién 50.

ngalc = mAGspa) + Co (50)

Donde m y C, son parametros que dependen del grupo funcional que contenga el enlace
de hidrégeno y la base de funciones de orbitales con la cual se calculan las energias libres. En
este caso, el enlace O-H del anillo de los antioxidantes se considerd de tipo fenol.

Los valores de las constantes para los cuatro conjuntos de bases reportados en el

protocolo se muestran en la tabla 1 (Galano, Pérez-Gonzalez, et al., 2016).
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Tabla 1.

Valores de m y C, segun el protocolo de Galano et al., con respecto a las bases 6-31(p), 6-
31+g(d,p), 6-311+g(d) y 6-311++g(d,p) y enlace OH tipo fenol.

Base m C,
6-31+g(d) 0.313 -80.02
6-311+g(d) 0.313 -79.435

6-311+g(d,p) 0.316 -81.497
6-311++g(d,p) 0.317 -81.603

3.2.  Analisis termodindmico y cinético

Para el analisis termodinamico se utilizé la férmula de AG dada en la ecuacion 32 tanto
para reacciones FHT como SET.

Con respecto al anlisis cinético, se utilizo la ecuacion 29 para el calculo de constantes de
velocidad de reacciones FHT mientras que en el caso de las reacciones SET, las constantes de
velocidad se calcularon con la teoria de Marcus segun la ecuacion 38.

Dado que en el ambiente celular se encuentran varios valores de pH del solvente, es util
observar como se comporta la constante de velocidad en un rango amplio de acidez y basicidad,
para determinar si bajo ciertos ambientes quimicos, la reactividad de los antioxidantes sigue
siendo efectiva y si se favorece un mecanismo sobre otro.

El célculo de la constante de velocidad de acuerdo con el pH del medio se realizd
mediante la ecuacion 51.

kﬁgr/m = kFHT/SET * (xA) * (xR) (51)
Donde (xA) y (xR) son las fracciones molares de los antioxidantes y radicales

respectivamente al pH calculado.
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3.3.  Estados de transicion, IRC y analisis de poblacion de Hirshfeld.

Para obtener los estados de transicién se modeld la geometria mediante el acercamiento
de los reactivos por medio del hidrégeno del grupo hidroxilo de los antioxidantes y se utiliz6 este
archivo como guess para la optimizacion mediante el algoritmo de Berny en Gaussian 16.

Adicionalmente a la entrada calcfc del comando de optimizacién anteriormente
mencionado, se afiadio el argumento TS para optimizar la geometria del TS y Noeigen para
mejorar el tiempo de cémputo, ignorando la prueba de curvatura del método STQN. El fichero
A-2 muestra el archivo usado para el calculo del TS entre la 3-hidroxi-2-piridona y el radical
triptofano.

Los caminos de reaccion se obtuvieron mediante el analisis IRC de los estados de
transicion mediante el comando adicional IRC=(calcfc,maxpoints=200,maxcyc=200,stepsize=5)
en Gaussian 16, el cual define las condiciones de tamafio de paso, numero de puntos y ciclos
para el calculo de las coordenadas de reaccion. El archivo A-3 muestra los comandos de entrada
utilizado para el anélisis IRC del TS entre la 3-hidroxi-2-piridona y el radical tirosina.

Para obtener los valores de carga atdbmica y densidad de espin a lo largo del camino de
reaccion se realizo el andlisis de poblaciones de Hirshfeld a los puntos del IRC del paso anterior
con el comando adicional pop=(NPA,Hirshfeld) en Gaussian 16, como lo muestra la seccién A-4
del apéndice.

El factor de fraccion porcentual (%I") de cada mecanismo se calculd segun la ecuacion

11.
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4.

4.1. Disociacién a pH fisioldgico

Resultados y andlisis

54

Los resultados para el calculo de los pKa tedricos de los antioxidantes realizados

mediante los pardmetros y la ecuacion 53, son reportados en la tabla 2. Como se observa, los

valores de pKa de

las moléculas evaluadas entre

las distintas bases no cambian

considerablemente, ya que, sus desviaciones estandares son bajas comparadas con sus valores

promedios.

Tabla 2

Valores de pKa teoricos de los antioxidantes, segun el procedimiento de ldaboy et al., con
respecto a las bases 6-31(p), 6-31+g(d,p), 6-311+g(d) y 6-311++g(d,p) y enlace OH tipo fenol.

6-31+G(d) 6-311+G(d) 6-311+G(d,p) 6-311++G(d,p)  Promedio y
desviacion
estandar

3-hidroxi-2- 8.51 8.67 8.57 8.67 8.60+0.08
piridona
4-hidroxi-2- 1.27 7.38 7.29 7.39 7.331+0.06
piridona
5-hidroxi-2- 9.12 9.31 9.25 9.35 9.264+0.10
piridona
6-hidroxi-2- 5.31 4.94 5.33 5.42 5.254+0.20
piridona

Con base en los pKa calculados para los antioxidantes y los pKade los radicales triptéfano

y tirosina (4.7 y -2, respectivamente), la tabla 3 muestra los resultados del calculo del porcentaje

de disociacién de las fracciones protonadas y desprotonadas a pH fisiolégico de 7.4.
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Tabla 3.

Porcentajes de disociacion de los antioxidantes de acuerdo con su pKa en pH fisioldgico.

Antioxidante Fraccién neutra Fraccion desprotonada
3-hidroxi-2-piridona 95.23 % 4.7 %
4-hidroxi-2-piridona 54.02% 45.98%
5-hidroxi-2-piridona 98.64% 1.36%
6-hidroxi-2-piridona 0.7% 99.3%

Catién Radical Triptofano 0.2% 99.8%
Catién Radical Tirosina 0.0% 100%

4.2.  Analisis Termodinamico

Los resultados del analisis termodindmico para las reacciones FHT se muestran en la
tabla 4, para las reacciones SET de los antioxidantes desprotonados en la tablas 5 y para
reacciones SET de antioxidantes neutros en la tabla 6.
Tabla 4.

Valores de AG para las transferencias FHT de los antioxidantes con el radical triptofano y
tirosina (kcal/mol) a 298.15 K.

Antioxidante Radical Triptofano Radical Tirosina
3-hidroxi-2-piridona -10.07 -6.62
4-hidroxi-2-piridona 4.44 7.89
5-hidroxi-2-piridona -10.20 -6.75
6-hidroxi-2-piridona -12.92 -9.47
Tabla 5.

Valores de AG de reacciones SET de los antioxidantes desprotonados con el cation radical
triptéfano, radical triptéfano y radical tirosina en kcal/mol a 298.15 K.

Anion Antioxidante  Radical Triptofano Cation Radical Radical Tirosina
Triptofano

3-hidroxi-2-piridona 1.94 -21.25 -2.41

4-hidroxi-2-piridona 20.37 -2.83 16.01

5-hidroxi-2-piridona 1.21 -23.41 -4.56

6-hidroxi-2-piridona 9.25 -13.94 -14.25
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Tabla 6.

Valores de AG para reacciones SET de los antioxidantes neutros con el radical tirosina, radical
triptéfano y cation radical triptéfano en kcal/mol a 298.15 K.

Antioxidante Radical Triptéfano Cation Radical Radical Tirosina
Triptéfano
3-hidroxi-2-piridona 28.68 5.48 24.33
4-hidroxi-2-piridona 38.25 15.06 33.90
5-hidroxi-2-piridona 27.28 4.08 22.93
6-hidroxi-2-piridona 30.53 7.34 26.18

De la tabla 4 se infiere entonces, que para las reacciones FHT de los antioxidantes con el
triptéfano y la tirosina, todas son favorables (AG < 0) a excepcion de aquellas con la 4-hidroxi-2-
piridona (AG > 0). Por otra parte, para las reacciones SET con el cation radical triptofano, todos
las reacciones son favorables y para las reacciones SET con el radical tirosina todas son
favorables a excepcion de aquella con la 4-hidroxi-2-piridona. El total de reacciones favorables
entre los antioxidantes evaluados y los radicales de aminoacidos, junto con sus esquemas de
reaccion se resumen en la tabla 7.

Como se observa en las tablas 5 y 6, todas las reacciones SET de los antioxidantes
neutros con el radical triptéfano son endergonicas, indicando que este radical no es un buen
aceptor de electrones, contrario a los cationes de estos radicales, los cuales presentan una alta

afinidad electrénica y promueven, por tanto, una mecanismo de transferencia electronica.
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Tabla 7.

Resumen de esquemas de mecanismos de reaccion entre los antioxidantes y los radicales
tirosina y triptéfano.

Radical Antioxidante Esquema de reaccion
Radical Triptofano 3-Hpy FHT 3—Hpy+Trp - 3—Hpy +Trp
5-Hpy FHT 5—Hpy+Trp - 5—Hpy +Trp
6-Hpy FHT 6 —Hpy+Trp - 6—Hpy +Trp

Cation Radical Triptofano 3-Hpy- SET 3—Hpy +Trp* - 3—Hpy +Trp
4-Hpy  SET 4—Hpy +Trpt* - 4—Hpy +Trp
5-Hpy- SET 5—Hpy  +Trp* - 5—Hpy +Trp
6-Hpy  SET 6 — Hpy™ +Trpt - 6—Hpy +Trp

Radical Tirosina 3-Hpy FHT 3—Hpy+Trp — 3—Hpy +Tyr
3-Hpy  SET 3—Hpy +Trp* - 3—Hpy +Tyr
5-Hpy FHT 5—Hpy+Trp. - 5—Hpy +Tyr
5-Hpy" SET 5—Hpy  +Trp* - 5—Hpy +Tyr

6-Hpy FHT 6 —Hpy +Trp° - 6—Hpy +Tyr

6-Hpy SET 6 — Hpy~ +Trp™ - 6—Hpy +Tyr

4.3. Mecanismos de reaccion de antioxidantes con el radical triptéfano

4.3.1. Mecanismos de reaccion FHT
De las reacciones termodinamicamente favorables con el radical triptéfano mediante el
mecanismo FHT, la 3-hidroxi-2-piridona y 5-hidroxi-2-piridona no exhibieron un TS. Sin

embargo, la reaccion entre el radical triptéfano con la 6-hidroxi-2-piridona, si, como se muestra
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en la figura 9 donde se expone la geometria del TS, el andlisis IRC y las gréficas de carga
atdmica y densidad de espin del analisis de poblacion de Hirshfeld. La energia libre de Gibbs de
activacion de este estado de transicion fue de 12.32 kcal/mol.

Figura 9.

Resultados obtenidos sobre la reaccion entre la 6-hidroxi-2-piridona y el radical Tript6fano

a) TS. b) IRC del estado de transicion c¢) Cargas atdmicas de Hirshfeld d) Densidad de espin de
Hirshfeld.
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Como se observa en el grafico de carga a lo largo de la coordenada de reaccién, la carga
en el nucleo transferido tuvo un valor entre 0.01-0.02e", esto representa una carga diferente de
cero y positiva, lo cual indica que la especie en transferencia se presenta como un proton. Al
mismo tiempo, las cargas del donador y aceptor no presentan un cambio de signo o inversion, lo

cual es concordante con una transferencia de H*, ya que la especie donadora se vuelve mas
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negativa a medida que se pierde el nucleo, y la especie aceptora se vuelve mas positiva la
recibirlo.

Con respecto a las graficas de densidad de espin, tanto para el nacleo transferido como
para el donador y aceptor, no hubo cambios en sus valores, es decir, permanecieron constantes.
Esto indica que no hubo una transferencia de electrén, ya que la maxima densidad de espin se
localiza Gnicamente en el radical a lo largo de la reaccion, lo que confirma que hubo una
transferencia de proton H*.

Como productos de este mecanismo, el radical triptdfano se convirtié en un catién radical
y la 6-hidroxi-2-piridona en un anion. Esto sugiere que esta reaccion implica como segundo paso
una transferencia de electron segun un mecanismo tipo PEST para lograr la reparacion del
aminoacido.

Con el fin de confirmarlo, se intentd calcular la diferencia en energia de la transicion
vertical segln la teoria de Marcus. Sin embargo, al realizar los célculos, esta transicion no
ocurrio y, por ende, no se evidencio la transferencia del electron. Una posible explicacion a esto
es que los perfiles de energia de la reaccion se intersecaran en la region invertida de Marcus, de
manera que energéticamente la transferencia no fuera favorable. Esta explicacion se puede
fundamentar observando el alto valor de la magnitud de AG de esta reaccion como se observa en
la tabla 3, ya que de la teoria se conoce que altos valores de AG se dan en intersecciones de la
regién invertida de Marcus.

De este resultado se evidencia que, aunque la reaccibn sea favorable

termodinamicamente, la cinética de la reaccion no permite su ocurrencia.
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4.3.2. Mecanismos de reaccion SET

Para el caso de las reacciones de transferencia SET entre las fracciones desprotonadas de
antioxidantes y el catién radical triptfano, la tabla 5 indica que termodindmicamente, todos los
antioxidantes reaccionan de forma favorable.

Debido a que estas reacciones son de transferencia electronica, no es posible ubicar un
TS y su andlisis cinético se realizé a través de la teoria de Marcus. Los valores de las constantes
de velocidad y energias de activacion calculadas se reportan en la tabla 8.
Tabla 8.
Constantes de velocidad kP#=74 (M~1s~1) y energias libres de activacion AG°(kcal/mol) para

los mecanismos SET de la reparacion de los antioxidantes anionicos con el cation radical
triptofano.

Antioxidante AG° k(M~1s™1)
3-hidroxi-2-piridona 0.42 1.45 x 107
4-hidroxi-2-piridona 2.79 6.20 x 10°
5-hidroxi-2-piridona 0.87 1.51 x 107
6-hidroxi-2-piridona 8.65 3.96 x 10*

Como se observa, la gran barrera de activacion de la reaccion con la 6-hidroxi-2-piridona
da como resultado un valor de constante de velocidad bajo, lo que concuerda con el hecho de no
haber obtenido una transferencia SET hacia el cation radical triptofano en la seccion anterior con
el mecanismo PEST. La relacion de constantes de velocidad y barreras de activacién son
inversamente proporcionales para los demas antioxidantes, lo que indica que estas transferencias
no se encuentran en la regién invertida. La 3-hidroxi-2-piridona y 5-hidroxi-2-piridona fueron las
moléculas que reaccionaron mas rapido con el cation radical Triptéfano k~107. Por esto, es
posible establecer que estas dos moléculas tienen una capacidad antioxidante relativamente

cercana a otros antioxidantes como el acido Grico (k~10° — 107). Sin embargo, sus constantes
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de velocidad son bajas frente a otras moléculas como el radical superéxido (k~108) o el 4cido
ascorbico (k~109).
4.4.  Mecanismos de reaccion de antioxidantes con el radical tirosina
4.4.1. Mecanismos de reaccion FHT

En el caso de las reacciones termodindmicamente favorables de transferencia de
hidrégeno con el radical tirosina, se pudieron obtener los tres estados de transicion
correspondiente a las reacciones de los antioxidantes 3-hidroxi-2-piridona, 5-hidroxi-2-piridona

y 6-hidroxi-2-piridona, los cuales se muestran en la figura 10.

Figura 10.

Estados de transicion de la reacciones de antioxidantes con el radical Tirosina. (a) reaccion con
la 3-hidroxi-2-piridona (b) reaccién con la 5-hidroxi-2-piridona (c) reaccion con la 6-hidroxi-2-
piridona.
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Como se evidencia en estos TS con el radical tirosina, sus geometrias difieren de aquellos
con el triptéfano, es decir, los TS de las reacciones con la tirosina presentan interacciones tipo
m — m stacking, las cuales han demostrado promover mecanismos tipo PCET segin Mufioz-
Rugeles y Jidaboy, R. (Mufioz-Rugeles, 2017).

El andlisis poblacional de Hirshfeld de carga y densidad de espin y los orbitales HOMO y
SOMO de las reacciones entre la 3-hidroxi-2-piridona, 5-hidroxi-2-piridona y 6-hidroxi-2-
piridona y el radical tirosina se muestran en las figuras 11, 12 y 13 respectivamente.

Figura 11.
Resultados obtenidos sobre la reaccion entre la 3-hidroxi-2-piridona y el radical tirosina. (a)

Coordenada IRC (b) Carga atomicas de Hirshfeld. (c) Densidad de espin de Hirshfeld. Densidad
de los orbitales HOMO (d) y SOMO (e) (valor de isodensidad de 0.02 au).
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Figura 12.

Resultados obtenidos sobre la reaccién entre la 5-hidroxi-2-piridona y el radical tirosina. (a)
Coordenada IRC (b) Carga atomicas de Hirshfeld. (c) Densidad de espin de Hirshfeld. Densidad
de los orbitales HOMO (d) y SOMO (e) (valor de isodensidad de 0.02 au).
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Como se evidencia en las figuras del analisis de carga 11b, 12b y 13b, a lo largo de la

coordenada de reaccion las cargas del donor y aceptor se cruzan y cambian de signo, es decir, la
carga del radical tirosina se hace méas negativa y la carga del antioxidante mas positiva; esto

indica que hubo una transferencia de electron y de proton simultanea. Asi mismo, el nucleo
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transferido a lo largo de la reaccién tuvo una carga positiva, lo que indica que se transfirié en
forma de proton H* desacoplado del electrén y no como un atomo de hidrégeno. De la inversion
simultanea de carga y la fluctuacion en la carga del proton transferido se evidencia que la carga

total del sistema se conserva.

Figura 13.

Resultados obtenidos sobre la reaccién entre la 6-hidroxi-2-piridona y el radical tirosina. (a)
Coordenada IRC (b) Carga atomicas de Hirshfeld. (c) Densidad de espin de Hirshfeld. Densidad
de los orbitales HOMO (d) y SOMO (e) (valor de isodensidad de 0.02 au)

Energia (kcal/mol)
=

1.0

o
p—
o

o
o
L

0.0 4

e
@
L

Carga atémica (u.a.)

e
o
h

Densidad de espin (u.a.)
(=3
=

o
o




ESTUDIO TEORICO DE LA REPARACION DE RADICALES LIBRES DE TRIPTOFANO Y TIROSINA 65
MEDIADA POR DERIVADOS DE 2-PIRIDONA

Asi mismo, en las graficas de densidades de espin 11c, 12c y 13c se observa una
inversion nuevamente entre el radical y los antioxidantes. Esto sugiere que hubo una
transferencia de electron desde el antioxidante hacia el radical, ya que la densidad de espin del
radical tirosina disminuye debido a que acepta un electron y la densidad del espin de los
antioxidantes aumenta al donar el electrdon y convertirse en radicales. En el caso del proton
transferido, no hubo densidad de espin sobre él, por lo que se confirma que su transferencia fue
en forma de H*, en concordancia con el analisis de carga anteriormente expuesto. Ademas, se
observa que los orbitales HOMO y SOMO se encuentran deslocalizados entre el aceptor y donor
en la geometria del TS, como se evidencia en las figuras 11 d-e, 12 d-e y 13 d-e. lo que indica
que la interaccion m — m stacking abre un canal de transferencia para el electron, que permite el
desacoplamiento con el proton.

De estos resultados se identifica que los mecanismos de reaccion de antioxidantes con el
radical tirosina fueron de tipo PCET.

Es interesante notar que, en las reacciones con la 3-hidroxi-2-piridona y 5-hidroxi-2-
piridona, las curvas de carga atdbmica y densidad de espin presentan una asincronia posterior a la
coordenada del TS, lo que indica una ligera tendencia en direccion de un mecanismo tipo PEST,
es decir, la transferencia del protdn tiene tendencia a suceder de forma anticipada al electron. De
forma contraria, la reaccion con la 6-hidroxi-2-piridona presenta una ligera asincronia en
direccién anterior al TS, lo que apunta en una direccion de mecanismo tipo EPST, esto es, la
transferencia del proton se hace en cierta magnitud tardia con respecto al electrén.

En la tabla 9 se muestran los valores de las constantes de velocidad de las reacciones de
transferencia formal de hidrégeno de la 3-hidroxi-2-piridona, 5-hidroxi-2-piridona y 6-hidroxi-2-

piridona con el radical tirosina, asi como los valores de AG® y porcentaje de contribucion %T.
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Tabla 9.

Constantes de velocidad kP#=74 (M~1s~1) para los mecanismos PCET de la reparacion de los
antioxidantes neutros con el radical tirosina, su porcentaje de contribucion respecto a la
constante total %I y energias libres de activacion
AG® (kcal/mol).

Antioxidante AG° k(M~*s™1) %I
3-hidroxi-2-piridona 6.06 3.13x108 47.74
5-hidroxi-2-piridona 6.11 3.02 x 108 74.61
6-hidroxi-2-piridona 6.46 1.21 x 10° 98.93

De la tabla se observa que la 3-hidroxi-2-piridona y 5-hidroxi-2-piridona presentan una
buena capacidad antioxidante ante el radical tirosina (k~108), siendo valores son ligeramente

mayores que otros antioxidantes como el 4cido Urico y el glutation (k~107).

4.4.2. Mecanismos de reaccién SET
En el caso de las reacciones tipo SET de las fracciones desprotonadas de los
antioxidantes con el radical tirosina, la cinética de estas reacciones se calculd nuevamente con la

teoria de Marcus al ser transferencias de electrones. Sus valores se encuentran en la tabla 10.

Tabla 10.

Constantes de velocidad kP#=74 (M~1s~1) para los mecanismos SET de la reparacion de los
antioxidantes anidénicos con el radical tirosina, su porcentaje de contribucion respecto a la
constante total %I’ y energias libres de activacion
AG? (kcal/mol).

Antioxidante AG° k(M~1s 1) %l
3-hidroxi-2-piridona 0.09 3.43 x 108 52.26
5-hidroxi-2-piridona 0.09 1.03 x 108 25.39

6-hidroxi-2-piridona 9.39 1.32 x 10* 1.07
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De esta tabla se evidencia que los aniones de la 3-hidroxi-2-piridona y 5-hidroxi-2-
piridona presentan las mayores constantes de velocidad (k~108), y, por ende, la mejor capacidad
antioxidante frente a la tirosina con este mecanismo. El alto valor de la barrera de activacion de
la 6-hidroxi-2-piridona no permite una alta velocidad de reaccion, esto se puede deber a que el
anion hidroxilo en la estructura quimica de esta molécula estd adyacente al grupo NH del anillo a
diferencia de los deméas antioxidantes, lo que presenta una atraccién hacia el electron de
transferencia.

De la tablas 3 y 10 se observa que, aunque a pH fisioldgico, la fracciones anidnicas de los
antioxidantes 3-hidroxi-2-piridona y 5-hidroxi-2-piridona no son muy altas, la constante de
velocidad de estos aniones representa un valor importante en la constante de reaccion global.
Para el caso de la 3-hidroxi-2-piridona el valor de kgpr €s més de la mitad (52.26%) de la
constante total, y para la 5-hidroxi-2-piridona, es de aproximadamente una cuarta parte
(25.39%).

4.5. Dependencia de la constante de velocidad con el pH

En las figura 14 se muestra el comportamiento de la constante de velocidad tanto de los
mecanismos PCET y SET de los antioxidantes 3-hidroxi-2-piridona, 5-hidroxi-2-piridona y 6-
hidroxi-2-piridona con el radical tirosina a lo largo del rango 0-14 de pH.

Como se observa para las tres graficas, existe una inversion en la constante de los
mecanismos de reaccién a valores de pH cercanos al pKa de cada antioxidante en particular. Esto
tiene sentido, ya que, en estos valores la disociacion de los antioxidantes en sus fracciones
desprotonadas es mayor y, por ende, se promueve en mayor medida el mecanismo SET. A su
vez, antes de valores cercanos a los pKa, las fracciones neutras predominan en solucion, lo que

hace que el mecanismo PCET sea mas relevante.
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En la figura 14a y 14b se observa que después del cruce de ambas gréaficas el valor de
ksgr aumenta a valores mayores que los maximos de la constante kpcgr, €sto es concordante con
los valores de AG® mostrados en las tablas 9 y 10, ya que, su valor es mucho menor para el
mecanismo SET que para el mecanismo PCET.

En el caso de la figura 14c, el mecanismo SET cobra importancia a pH mayores que el
pKa de la 6-hidroxi-2-piridona con respecto al mecanismo PCET. Sin embargo, sus valores
maximos no llegan a ordenes de magnitud mayores que los maximos del mecanismo PCET. Esto
se puede explicar debido a que los valores de AG® del mecanismo SET es mayor que aquella del
mecanismo PCET.

Figura 14.

Cambios en la constantes de velocidad con respecto al pH de los antioxidantes. (a) Reaccién de
la 3-hidroxi-2-piridona con el radical tirosina, los mecanismos de reaccion PCET (rojo), SET
(azul) y constante global (verde). (b) Reaccion de la 5-hidroxi-2-piridona con el radical tirosina,
los mecanismos de reaccién PCET (rojo), SET (azul) y constante global (verd). (c) Reaccion de

la 6-hidroxi-2-piridona con el radical tirosina, los mecanismos de reaccion PCET (rojo), SET
(azul) y constante global (verde).
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5. Conclusiones

Del anélisis termodindmico se evidencio que todos los antioxidantes a excepcién de la 4-
hidroxi-2-piridona reaccionaron con el radical triptéfano, mientras que todas las fracciones
desprotonadas de los 4 antioxidantes reaccionaron con el cation radical triptofano.

Respecto al radical tirosina, a excepcion de la 4-hidroxi-2-piridona, todos las reacciones
con los antioxidantes y sus fracciones protonadas fueron termodindmicamente favorables.

De los analisis de mecanismos de reaccion se identifico que la 3-hidroxi-2-piridona, 5-
hidroxi-2-piridona y 6-hidroxi-2-piridona reaccionaron con el radical tirosina a través de
mecanismos PCET, por otro lado, sus fracciones desprotonadas reaccionaron a traves de
mecanismos SET.

Las reacciones de los antioxidantes anionicos con el cation radical triptofano se dieron a
través de mecanismos SET.

Se evidencid que las interacciones m — m stacking favorecen el mecanismo de reaccién
PCET, al permitir un canal de transferencia de electron desacoplado del proton.

De los antioxidantes evaluados, la 3-hidroxi-2-piridona y la 5-hidroxi-2-piridona
presentaron la mejor capacidad antioxidante para la reparacion del radical triptéfano segun los
valores de las constantes de velocidad obtenidos.

Para la reparacion del radical tirosina, la 3-hidroxi-2-piridona y la 5-hidroxi-2-piridona
exhibieron la mejor capacidad antioxidante, tanto en sus fracciones neutras como en sus

fracciones desprotonadas.
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De los resultados de las constantes de velocidad para las reparaciones del radical tirosina
por la 3-hidroxi-2-piridona y 5-hidroxi-2-piridona y de su dependencia con el pH se evidencio
que estos antioxidantes tienen una capacidad de reparacion alta a cualquier valor de pH.

La mayor reparacion del radical tirosina por la 6-hidroxi-2-piridona se da a pH menores
de 5.25 ya que la constante de velocidad del mecanismo PCET es considerablemente mayor que
la constante del mecanismo SET que se da a valores de pH mayores a este por la fraccion
desprotonada del antioxidante.

Se concluye que es importante tener en cuenta las diversas fracciones molares de los
antioxidantes, ya que estas pueden reaccionar a través de diferentes mecanismos e incluso tener

importancia en la reparacion de radicales a distintos valores de pH.
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6. Recomendaciones

De los graficos del analisis poblacional de carga se observa que existe una variacion de
carga en el nucleo transferido de hidrogeno en los mecanismos PCET, se recomienda hacer un
estudio detallado sobre este cambio.

Debido a la alta favorabilidad tedrica en las constantes de velocidad de la 3-hidroxi-2-
piridona y la 5-hidroxi-2-piridona con los radicales tirosina y triptéfano se recomienda un
estudio experimental de estas reacciones.

Se recomienda hacer un estudio de propiedades quimicas de estos antioxidantes para

concluir el efecto de la posicion del sustituyente en el anillo de 2-piridona.
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Apéndices

A. Comandos en texto plano complementarios a la seccién de metodologia

A.1l- Archivo de comandos para optimizacion de la geometria de la 3-hidroxi-2-
piridona.

3 - hidroxi - 2 -piridona
# m052x 6-31+G(d,p) scrf=smd int(grid=ultrafine) opt=calcfc freq scf=q
¢ NoSymm

Symbolic Z-matrix:

Charge = 0 Multiplicity = 1

C

C 1 1.40156
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A.2 Archivo para calcular el TS de la 3-hidroxi-2-piridonay el radical tirosina.

TyrO + 3py

# opt=(calcfc,ts,noeigen) guess=mix freq 6-31+g(d,p) scrf=smd scf=qc i

N oo~ w0

12 0.96

1.3949 1
1.3949 2

1.40156 3
2.03156 4

1.07
1.07

2
3

1.07 4
1.34428 4

1.2584 10 119.69322 5

1.43

1

2

120.60685 1
120.29955 2
119.69322 3

119.40091

118.78629 1

0.
119.40091 2 O.
146.00553 3 0.
-180.
-180.
-180.
120.61355 3 0.

180.

120.29955 11 O.
150.

109.47122 1

nt=grid=ultrafine iop(1/8=3) m052x

Symbolic Z-matrix:
Charge = 0 Multiplicity = 2

T I T O O O =z 0 0o <

A N P O P W oW DN

Bl
B2
B3
B4
B5
B6
B7
B8
B9

W P OO N DN DD

Al
A2
A3
A4
AS
A6
AT
A8

N OO N NN WO -

D1
D2
D3
D4
D5
D6
D7

O O O o © o o

0

0
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Variables:

4 B10
6 Bll
2 Bl12

13
13
13
16
16
17
17
18
18
20
20
21
24
26
26
28
29
30
30
31
31
33
29
36
36
36

B13
B14
B15
B16
B17
B18
B19
B20
B21
B22
B23
B24
B25
B26
B27
B28
B29
B30
B3l
B32
B33
B34
B35
B36
B37
B38

3 A9

1 A10

1 All
2 Al2
2 Al3
2 Al4

13
13
16
16
16
16
17
17
18
20
24
24
26
28
29
29
30
30
31
28
29
29
29

Al5
Al6
Al7
Al8
Al9
A20
A21
A22
A23
A24
A25
A26
A27
A28
A29
A30
A3l
A32
A33
A34
A35
A36
A37

2 D8

2 D9

6 D10
1 D11
1 D12
1 D13
2 D14
2 D15

13
13
13
13
16
16
16
17
20
20
24
26
28
28
29
29
30
26
28
28
28

D16
D17
D18
D19
D20
D21
D22
D23
D24
D25
D26
D27
D28
D29
D30
D31
D32
D33
D34
D35
D36

0

o O

o0 o © o o

O O O O O O O©O O O O O O O o o © o o o o o
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Bl 1.44696
B2 1.52318
B3 1.33264
B4 1.23972
B5 1.33652
B6 1.23918
B7 1.01159
B8 1.08966
B9 1.00872
B10 1.0097
B11 1.09417
B12 1.55053
B13 1.09175
B14 1.09192
B15 1.50005
B16 1.41391
B17 1.4022
B18 1.08427
B19 1.37529
B20 1.38405
B21 1.08351
B22 1.08278
B23 1.42261
B24 1.08354
B25 1.31898
B26 1.25
B27 2.5

B28 1.34351
B29 1.3702
B30 1.4107
B31 1.07997
B32 1.37295
B33 1.08327
B34 1.08058
B35 1.35476
B36 2.15829
B37 1.38588
B38 1.34

Al 108.36968
A2 115.95675

A3 120.51539
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A4
A5
A6
A7
A8
A9
Al0
All
Al2
Al3
Al4
Al5
Al6
Al7
Al8
Al9
A20
A21
A22
A23
A24
A25
A26
A27
A28
A29
A30
A3l
A32
A33
A34
A35
A36
A37
D1
D2
D3
D4
D5
D6
D7

123.72872
124.8529
118.57306
108.54625
121.06322
119.50871
113.43941
111.92997
108.36803
108.04165
110.92392
119.74492
120.87053
118.9496
121.0671
120.53116
119.60032
121.711
119.80504
121.46809
120.31537
98.5075
98.5075
86.8657
126.28689
116.95797
120.36917
122.37144
118.45004
122.0952
112.98754
149.47156
124.75012
117.62494
150.3452
-32.07544
-145.32683
2.66601
179.16541
-25.43121
-2.78818
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D8

D9

D10
D11
D12
D13
D14
D15
D16
D17
D18
D19
D20
D21
D22
D23
D24
D25
D26
D27
D28
D29
D30
D31
D32
D33
D34
D35
D36

Add virtual bond connecting atoms H27

Add virtual bond connecting atoms 028

174.39574
-178.12488
95.76739
60.04776
178.04587
-61.35539
-81.51732
95.8831
-2.57354
177.70688
-176.78233
3.19961
179.05488
-0.7362
179.00255
-179.19969
-112.6567
-112.6567
12.3158
74.8421
-179.74728
0.11904
-0.02
179.92045
179.82908
-105.05981
179.35143
179.60086
-0.39914

%chk=3py-TyrTS.chk

and 026
and H27

Dist= 2.36D+00.
Dist= 2.36D+00.

A.3 Comandos en texto plano para calcular el camino de reaccion por el método
IRC a partir de la geometria del TS de la 3-hidroxi-2-piridonay el radical tirosina.
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%nprocshared=16

Will use up to 16 processors via shared memory.
%mem=15GB

# IRC=(calcfc,maxpoints=200,maxcyc=200,stepsize=5) 6-31+g(d,p) scrf=sm
d m052x scf=(qc,maxcyc=200) iop(1/7=300) guess=read geom=check
Structure from the checkpoint file: "3py-TyrTS.chk"
Charge = 0 Multiplicity = 2
N,0,0.07027224,-0.0102844214,0.0431431794
C,0,0.0004884629,0.0866580196,1.4861574838
C,0,1.4190307249,0.0717820682,2.0385156953
N,0,1.6283042043,0.7977377246,3.1361912007
0,0,2.2936221632,-0.6242281071,1.501324511
C,0,-0.7728371375,0.6171035331,-0.782570015
0,0,-1.6591901031,1.4059364064,-0.4250919247
H,0,0.7367286716,-0.6607790702,-0.3518552332
H,0,-0.4998958612,1.019393569,1.7436930539
H,0,0.8937729123,1.3612398815,3.5360669619
H,0,2.5306828085,0.7666154835,3.5882443819
H,0,-0.603123831,0.3830269422,-1.8378213492
C,0,-0.7694398003,-1.1068402664,2.1042210387
H,0,-0.2538248554,-2.0293544234,1.8287466889
H,0,-0.7437059157,-0.9985168315,3.1907365758
C,0,-2.1903237855,-1.138886831,1.6216033088
C,0,-3.1606045684,-0.3114130638,2.2274365508
C,0,-2.5582608166,-1.9333006388,0.5261519634
H,0,-2.8681851092,0.3166089655,3.06201762
C,0,-4.4655812768,-0.31046604,1.7904000764
C,0,-3.861950676,-1.9359652569,0.0602686581
H,0,-1.8141348673,-2.5622283425,0.0510453221
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H,0,-5.2230915773,0.2974712374,2.269579885
C,0,-4.854005059,-1.1450419815,0.7043036072
H,0,-4.1572044505,-2.5425462591,-0.7880745639
0,0,-6.1137905918,-1.2195785601,0.3326086645
H,0,-6.5132087699,-2.3572745776,0.7065628396
0,0,-6.6377262703,-3.4120562878,1.1414787572
C,0,-5.4709120385,-3.7834693562,1.6372441292
C,0,-4.9597855325,-3.2870211555,2.8350410382
C,0,-3.6780470684,-3.6412696844,3.2678857747
H,0,-5.5680511066,-2.5932185998,3.4022553418
C,0,-2.9419012229,-4.5301277259,2.5143650268
H,0,-3.2553738796,-3.2322927795,4.1738939617
H,0,-1.944114094,-4.8498120722,2.7778709441
C,0,-4.7000161201,-4.7719460382,0.8726444451
H,0,-2.9086337605,-5.742599952,0.8653224297
N,0,-3.465263782,-5.0813072259,1.3971755002
0,0,-5.100781814,-5.3090203671,-0.1702501932

74

A.4 Comandos en texto plano para calcular el analisis de poblacion de Hirshfeld a

%chk=3py-TyrTS.chk

%nprocshared=16

Will use up to 16 processors via shared memory.
%mem=15GB

# Int(Grid=Ultrafine) scrf=smd 6-31+g(d,p) rom052x iop(1/8=3) pop=(NPA

,Hirshfeld) guess=read

3py-TyrTS

partir de las coordenadas de los puntos del camino de reaccion hallado con el método IRC
de la 3-hidroxi-2-piridona con el radical tirosina.
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Symbolic Z-matrix:
Charge = 0 Multiplicity = 2

O T oT oITz1TOODI OOO ITITOIIITITIIOOOZOon O

N o A AN PP O P W LW DN

N RN RN N NN B B P b B R P e
© O B B P O ©® 0 N N O 0O W w w

Bl
B2
B3
B4
B5
B6
B7
B8
B9
B10
B1l
B12
B13
B14
B15
B16
B17
B18
B19
B20
B21
B22
B23
B24
B25
B26
B27

[CO R e I ) " S R G R

Al
A2
A3
Ad
A5
A6
A7
A8

3 A9
1 A10
1 All

2

2

2

13
13
16
16
16
16
17
18
18
21
24
24

Al2
Al3
Al4
Al5
Al6
Al7
Al8
Al9
A20
A21
A22
A23
A24
A25
A26

N O N NN W -

2
2

D1
D2
D3
D4
D5
D6
D7

D

D8

9

6 D10
1 D11
1 D12
1 D13
2 D14
2 D15

13
13
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16
16
18
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Variables:

Bl
B2
B3
B4
B5
B6
B7
B8
B9
B10
B11
B12
B13
B14
B15
B16
B17
B18
B19
B20
B21
B22
B23

28
29
30
30
31
31
33
29
36
33
36

B28 26
B29 28
B30 29
B3l 29
B32 30
B33 30
B34 31
B35 28
B36 29
B37 31
B38 29

1.44795
1.52236
1.33255
1.24013
1.33651
1.23922
1.0116
1.08936
1.00845
1.00976
1.09414
1.54894
1.09214
1.09221
1.50095
1.4118
1.40231
1.08464
1.37621
1.38444
1.08397
1.08306
1.42285

A27
A28
A29
A30
A3l
A32
A33
A34
A35
A36
A37

24
26
28
28
29
29
30
26
28
30
28

D26
D27
D28
D29
D30
D31
D32
D33
D34
D35
D36

O O O ©O o o ©O o o o o
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B24
B25
B26
B27
B28
B29
B30
B3l
B32
B33
B34
B35
B36
B37
B38
Al

A2

A3

A4

AS

A6

AT

A8

A9

Al0
All
Al2
Al3
Al4
Al5
Al6
Al7
Al8
Al9
A20
A21
A22
A23
A24
A25
A26

1.08388
1.31559
1.26243
2.39494
1.32105
1.39371
1.39846
1.08309
1.37832
1.08017
1.08038
1.46833
2.03747
1.35123
1.23963
108.42307
116.09689
120.36217
123.63341
124.87547
118.43882
108.3649
121.10846
119.49385
113.42688
111.71754
108.39278
107.98773
111.02034
120.00706
120.77426
118.9645
121.05211
120.73328
119.40366
121.54025
120.21029
121.39794
120.54912
105.68428
99.55143
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A27
A28
A29
A30
A3l
A32
A33
A34
A35
A36
A37
D1

D2

D3

D4

D5

D6

D7

D8

D9

D10
D11
D12
D13
D14
D15
D16
D17
D18
D19
D20
D21
D22
D23
D24
D25
D26
D27
D28
D29
D30

101.00552
123.11347
120.7906
118.18378
118.92454
121.48946
123.41792
117.23033
141.64591
120.54355
124.05692
146.53962
-35.91379
-144.30374
4.13807
177.84169
-24.30672
-3.3793
175.15574
-176.77538
96.65993
59.49936
177.30497
-61.86097
-81.59484
95.12806
-2.02071
179.12917
-178.33197
2.59739
178.0253
-1.02431
179.73793
-174.79914
69.99251
70.19003
-1.73596
74.4545
-175.43524
2.44092
-2.313
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D31 177.50914
D32 179.69424
D33 -105.83804
D34 175.89736
D35 -1.97226

D36 -2.92457



