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Los flavonoides forman parte de una familia de compuestos
polifendlicos de origen natural que se caracterizan por una estructura
benzo-y-pirona comdn. Son uno de los grupos mas importantes dentro de
los compuestos presentes en vegetales, sobre todo en el género Citrus.
Debido a la multitud de combinaciones de los diferentes hidroxilos,
metoxilos y sustituyentes del grupo O-glucdsido en su estructura benzo-vy-
pirona (C6-C3-C6), han sido identificados mas de 8.000 compuestos con
estructura flavonoide. Cuantitativamente, son cuatro los tipos de
flavonoides mdas comunes en el reino vegetal: flavanonas, flavonas,
flavonoles y antocianinas. Estos compuestos no solo juegan un papel
fisioldégico y ecoldgico importante, sino también de interés comercial
debido al gran numero de aplicaciones que tienen en la industrias
alimentaria y farmacéutica, debido a las propiedades beneficiosas para la
salud que se les atribuyen.

La principal actividad asociada a los flavonoides parece estar
asociada a su efecto sobre las células sanguineas y endoteliales
microvasculares, por ello las dos principales areas de investigacion sobre
los efectos biologicos de flavonoides citricos son la inflamacion y el cancer.
De hecho, estudios epidemioldgicos y de experimentacion animal apuntan
este posible efecto protector de los flavonoides sobre enfermedades
cardiovasculares y algunos tipos de cancer.

Sin embargo, a pesar de los numerosos estudios sobre flavonoides
desarrollados durante los ultimos 50 anos, todavia no se conocen
completamente cudles son los mecanismos celulares implicados en su
accion bioldgica. Muchas de las propiedades farmacologicas que se les
atribuyen se pueden vincular a su capacidad para inhibir las enzimas
implicadas en la activacion de algunos procesos celulares. In vitro, los



flavonoides han demostrado capacidad para modificar la actividad de
algunos sistemas enzimdticos como: quinasas, fosfolipasas, ATPasa,
lipooxygenasas, ciclooxigenasas o fosfodiesterasas. Esta actividad se puede
atribuir a la capacidad de los flavonoides para interaccionar con el sitio de
union de nucleétidos de enzimas reguladoras.

Debido a todas las propiedades que se les atribuyen a los
flavonoides, estos son muy utilizados tanto en la industria alimentaria,
como farmacéutica. Sin embargo, debido a su estructura quimica presentan
baja solubilidad acuosa, lo que limita su biodisponibilidad y por lo tanto su
actividad, dificultando asi su utilizacion para la elaboracion de alimentos
funcionales enriquecidos en flavonoides y fdrmacos. Para resolver este
problema, en el presente trabajo se ha estudiado la complejacién de
flavonoides con diferentes estructuras en diferentes tipos de ciclodextrinas
nativas y modificadas.

Las ciclodextrinas son unos azucares ciclicos naturales, derivadas
del almidon, cuya principal propiedad es la de poseer una cavidad interna
hidrofdébica que les permite formar complejos de inclusion con una amplia
variedad de moléculas, entre las que se encuentran los flavonoides.
Mediante el proceso de complejacion, las ciclodextrinas modifican las
propiedades fisicas y quimicas del compuesto encapsulado, viéndose
afectadas entre otras, su solubilidad acuosa, estabilidad o actividad
antioxidante.

El presente estudio se centra en clarificar la influencia de la
estructura de los esqueletos moleculares, distribucion radical y
configuracion espacial de los sustituyentes de los flavonoides, en el
proceso de formacion de complejos con ciclodextrinas. Para ello se ha
estudiado la complejacion de diferentes tipos de flavonoides: flavanonas,
flavonas y flavonoles (naringenina, hesperetina, apigenina, kaempferol,
miricetina y quercetina) en ciclodextrinas nativas y modificadas en
distintas condiciones de pH, con el fin de valorar el efecto de la
protonacion o no de los grupos funcionales en el valor de la constante de
formacion de los complejos. Este estudio experimental se ha acompafnado
de estudios de modelado molecular que han permitido aportar datos
complementarios y dar resultados mads robustos sobre la interaccion de
cada uno de los grupos funcionales de los flavonoides con la ciclodextrina



y predecir el modo en que cada flavonoide entra en la cavidad hidrofébica
de los azucares. Los resultados obtenidos han mostrado que es la molécula
de kaempferol, a pH 6.5, la que presenta una mayor afinidad por HP-{3-
CDs debido a la presencia de 1 solo OH en el anillo B, sumado a la
presencia de un OH en el C3 y un doble enlace C2=C3 en el anillo C.

Posteriormente y centrandonos en las flavanonas (naringenina y
hesperetina) se estudio el efecto de la temperatura sobre su solubilidad
acuosa, asi como el efecto de la complejacion en - y HP-3-CDs sobre este
mismo parametro. Los valores de constantes de complejacion fueron
calculados comparando el método de solubilidad con el método de
absorbancia, corroborando que los valores obtenidos mediante el primer
método, eran correctos. En este caso, ademas, calculamos la eficacia de
complejacion de los dos tipos de CDs estudiados sobre ambas flavanonas,
ya que este parametro, no solamente nos aporta datos sobre la fuerza de
union del complejo formado, sino que valora la eficacia con que las CDs
complejan cada molécula, en funciéon de las condiciones del medio de
reaccion. Finalmente, también se estudid la estabiliadad de estas dos
flavanonas complejadas o no, en medio acuoso tamponado a diferentes
pHs, observando como la complejacion en ciclodextrinas permite
estabilizar en disolucidn a hesperetina tanto a pH 6.5 como 8.5. Esta parte
del estudio se realizo para determinar la estabilidad de los complejos
formados con el fin de potenciar su utilizacion en el enriquecimiento de
alimentos funcionales y farmacos.

Por dultimo, se estudi® como afecta la complejacion con
ciclodextrinas a la actividad antioxidante de apigenina, naringenina y
hesperetina, puesto que el resto de flavonoides (los tres flavonoles) ya
habian sido estudiados con anterioridad por nuestro grupo de
investigacion. Los resultados obtenidos en este trabajo mostraron que, en
todos los casos, la complejacion en ciclodextrinas provocd un aumento de
la capacidad antioxidante de los flavonoides.

PALABRAS CLAVE: Flavonoides, ciclodextrinas, encapsulacion,
flavanonas, flavonas, flavonoles, modelado molecular.






TITLE: "COMPLEXATION OF FLAVONOIDS BY USING
CYCLODEXTRINS"

ABSTRACT

Flavonoids are polyphenolic compounds of natural origin,
characterized by a common benzo-y-pyrone structure. They are one of the
most important groups within the compounds present in vegetables,
especially in the genus Citrus. Due to the multitude of combinations of the
different hydroxyl, methoxyl groups and substituents of the O-glucoside
group in their benzo-y-pyrone structure (C6-C3-C6), more than 8,000
compounds with flavonoid structure have been identified. There are four
types of flavonoids quantitatively most common in the plant kingdom:
flavanones, flavones, flavonols and anthocyanins. These compounds play
not only an important physiological and ecological role, but also a
commercial interest due to their large number of applications in the food
and pharmaceutical industries, because of their beneficial health
properties.

The main activity of flavonoids seems to be associated with their
effect on blood and microvascular endothelial cells. So the main research
areas on the biological effects of citrus flavonoids are inflammation and
cancer. In fact, epidemiological studies and animal experimentation point
to this possible protective effect of flavonoids on cardiovascular diseases
and some types of cancer. However, despite numerous studies on
flavonoids developed during the last 50 years, cellular mechanisms
involved in their biological action are not fully understood. Some of the
pharmacological properties attributed to them may be associated to their
ability to inhibit the enzymes involved in the activation of some cellular
processes. In vitro, flavonoids have been demonstrated ability to modify
the activity of some enzymatic systems such as: kinases, phospholipases,
ATPase, lipooxygenases, cyclooxygenase or phosphodiesterases. This
activity can be attributed to the ability of flavonoids to interact with the
nucleotide binding site of regulatory enzymes. Because of all properties
attributed to flavonoids, they are widely used in both, food and
pharmaceutical industries. However, due to their chemical structure they
present low aqueous solubility, which limits their bioavailability and their
biological activity. To solve this problem, the present work studied the



complexation of flavonoids with different chemical structures in different
types of native and modified cyclodextrins.

Cyclodextrins are natural cyclic oligosaccharides, derived from
starch. Their main property is to possess a hydrophobic internal cavity that
allows them to form inclusion complexes with a wide variety of molecules,
among which are flavonoids. Through the complexation process,
cyclodextrins modify physical and chemical properties of the guest, being
affected, among others, its aqueous solubility, stability or antioxidant
activity. This study focuses on clarifying the influence of molecular skeletal
structure, radical distribution and spatial configuration of flavonoid
substituents in the complexation process with cyclodextrins. In order to
evaluate this effect, the encapsulation of different types of flavonoids,
flavanones, flavones and flavonols (naringenin, hesperetin, apigenin,
kaempferol, myricetin and quercetin) in native and modified cyclodextrins
were studied. The influence of the media pH (protonation of the functional
groups) in the value of the complexation constant was studied. This
experimental study has been accompanied by molecular modeling studies
that permitted to provide complementary data in order to give more
robust results about the interaction of flavonoids” functional groups with
cyclodextrin to predict the way in which each flavonoid enters the
hydrophobic cavity. The results obtained showed that kaempferol is, at pH
6.5, which presents a higher affinity for HP-3-CD, due to the presence of
only one OH-group in B-ring, added to the presence of an OH in C3 and a
double bond C2 = C3 in C-ring.

Moreover, the effect of temperature on flavanones (naringenin and
hesperetin) aqueous solubility was studied, as well as the effect of their
complexation on (3- and HP-B-CDs on the same parameter. The values of
complexation constants were calculated by comparing both, the solubility
and absorbance method, corroborating the validity of the obtained data. In
addition, the complexation efficiency (CE) of the two types of cyclodextrins
studied on both flavanones was studied, since this parameter not only
provides us with data about the bond strength of the formed complex, but
also evaluates the efficiency in complex formation for each molecule,
depending on the conditions of the reaction medium. Later on, the stability
of these two flavanones complexed in CDs or not, in aqueous medium was
also studied. The results showed that the complexation in cyclodextrins



allows to stabilize in dissolution to hesperetina at both, pH 6.5 and 8.5.
This part of the study was performed to determine the stability of the
complexes formed in order to enhance their use in the enrichment of
functional foods.

Finally, the antioxidant activity of apigenin, naringenin and
hesperetin was also studied, demonstrating that the complexation in
cyclodextrins caused an increase in the antioxidant capacity of the studied
flavonoids.

KEYWORDS: Flavonoids, cyclodextrins, encapsulation, flavanones,
flavones, flavonols, molecular docking.
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CAPITULO L. INTRODUCCION CICLODEXTRINAS (CDs)

1.1. HISTORIA Y CARACTERISTICAS DE LAS CDs

Las ciclodextrinas (CDs) son aztcares naturales, con forma ciclica que
pueden estar formados por seis (a-CDs), siete (B-CDs) u ocho (y-CDs) unidades
de glucosa, las cuales se unen mediante enlaces (o 1-4) (Figura I.1.). Otras formas
de referirse a las CDs son: cicloamilosas, ciclomaltosas o dextrinas de Schardinger
(Villiers, 1891; Eastburn y Tao, 1994). Se obtienen del almidén mediante una
reaccion detransglicosilaciéon intramolecular, llevada a cabo por la enzima
Ciclodextrina glucano transferasa (CGTasa) de Bacillus macerans (Szetjili, 1998). El
estudio de las CDs, se ha llevado a cabo durante mas de 120 afios y podria
dividirse principalmente en tres grandes periodos: descubrimiento (1891- 1935),
madurez (1935 - 1970) y aplicaciones (1970 - presente) (Crini 2014).

gy N

Figura I.1: Estructura de a-, 8- y y-CDs.
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En 1891 Villiers observé que, al ser digerido el almidon por el
microorganismo Bacillus amylobacter se podia obtener una pequefia cantidad de
dextrinas, aproximadamente 3 g/Kg de almidén. Después de mantenerlasun
tiempo en alcohol observé que aparecian precipitados de caracter cristalino, los
cuales, una vez analizados, correspondian a la estructura de las CDs (CsH1003) -3
H>O. Probablemente Villiers, al igual que otros muchos autores, pudieron obtener
CDs a causa de la contaminacién con Bacillus macerans (Villiers, 1891). En 1903,
Schardinger obtuvo unos a partir de una bacteria que no sabia cual era,
precipitados cristalinos que no presentaban poder reductor, llamadas dextrina A
y dextrina B. En 1904, Schardinger obtuvo alcohol etilico y acetona de material
vegetal y azticar procedente del almidén a partir de un microorganismo que aisl6
(Eastburn y Tao, 1994). Unos afios después, en 1911, pudo observar como esta
bacteria, llamado Bacillus macerans, era capaz de producir una cantidad
importante de dextrinas cristalinas a partir del almidon (25-30%). Por ello las
denominé dextrinas cristalinas o y 3 mientras que la dextrina cristalina y no se
aislaron hasta 1935. En 1942 se pudo observar por cristalografia, la estructura de
o- y B-CDs corroborando asi las estructuras propuestas afios anteriores. En 1948,
pudo observarse mediante difraccién de rayos X la estructura de y-CDs y fue
entonces cuando se afirmé que las CDs eran capaces de formar complejos de
inclusién. Se pudo ver como todos las CDs tenian una estructura troncocénica
comun, debido a la conformacién en silla que presentan las glucosas de tal
manera que los -OH secundarios de los carbono C-2 y C-3 quedan orientados
hacia la boca ancha del cono y los -OH primarios de C-6 se encuentran orientados
hacia la boca estrecha del cono. Hacia la superficie mas externa del cono se
orientan los grupos -CH,OH mientras que, hacia el interior se encuentran
localizados los carbonos C-3 y C-5 que son mas apolares y el oxigeno de los
enlaces glucosidicos (Figura 1.2.). La forma concreta que tienen de posicionarse
todos estos grupos dentro de la estructura tronco-cénica, da lugar a una molécula
que se caracteriza por tener una superficie externa hidrofilica, soluble en agua, y
una cavidad interna hidrofébica (Szejtli, 1982).

En los afios 1954-1957, varios grupos de investigacion se centraron en la
producciéon de CDs de forma enczimatica (Cramer, 1954; French, 1957), con el fin
de fraccionar los compuestos y determinar sus propiedades fisica y quimicas. En

1961 se descubrieron otras CDs que tenian un mayor ntimero de glucosas a las
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cuales las denominé como 3-, C-, &- y N-CDs (9-12 residuos) (Hirose y Yamamoto,
2001), mientras que el grupo de investigacion de Cramer continué con los
estudios sobre la complejacion de las CDs. En 1953 Plieninger, Cramer y
Freudenberg desarrollaron una patente, donde describian las aplicaciones maés
importantes de las CDs, principalmente en la proteccién de compuestos volatiles,
formulacién de farmacos, y aumento de la solubilidad de dichos compuestos.

Grupos Hidroxilos

o Glucosa
0,
OH x .
iy v Glucopira
HO, Ho.
0
Ho ot Superficie
0
OH o interna &
0, OH
HO o o | °
0 0

\_ Superficie

externa

Cviirnne Hidvavilac

Figura I.2.: Estructura ciclodextrina.

French, en 1957 publicé la primera revision de CDs y en ella se hablé por
primera vez de la toxicidad de las CDs (French, 1957). En 1968 dicha informacién
fue corroborada por Caesar (Caesar, 1968).

Durante los 25 afios siguientes, se continué investigando sobre la toxicidad
de las CDs especialmente en su uso en humanos. Por otra parte, el primer
congreso internacional de CDs se celebré en 1981, decidiendo organizar este

evento de forma periddica cada dos afios.

1.2. CARACTERISTICAS FISICAS DE LAS CDS

Existen tres tipos de CDs denominadas naturales, nativas o de primera
generacion: a-, B- y y-CDs. Las CDs mas usadas a nivel industrial son las 3-CDs,
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debido a su bajo coste. En la Tabla I.1. podemos observar las caracteristicas

principales de las CDs naturales.

Tabla I.1.: Propiedades de las CDs.

Propiedades a-CDs B-CDs v-CDs
Numero de glucopiranosas 6 7 8
Peso molecular 972 1135 1297
Solubilidad en agua a 25°C 14.5 1.85 23.2
Diametro exterior 14.6 154 17.5
Diametro de la cavidad 4.7-5.3 6.0-6.5 7.5-8.3
Altura de la cavidad 7.9 7.9 7.9
Volumen de la cavidad 174 262 427

Apartir de las CDs nativas se han elaborado otros tipos de CDs
denominadas CDs modificadas o derivadas de las nativas, las cuales se obtienen
por esterificaciones o acilaciones de los grupos OH de los carbonos primarios y
secundarios de las CDs nativas. La solubilidad de las CDs parentales es diferente
a la de las modificadas en funcion del sustituyente adicionado, y también se vera
modificado el volumen de su cavidad hidrofobica (Szetjli, 1998). Las p-CDs son
las CDs nativas que mdas se han modificado, aproximadamente con 20
sustituyentes diferentes. Estas CDs modificadas mejora la separacion de los

productos, optimizan las reacciones y la seleccién de reactivos. (Figura I.3.).
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i CGTasa

(RGeS ———— CDs Parentales
Modificadas quimica o
enzimaticamente
1-CDs CDs Modificadas

Sp———

e Hidroxipropil-B-CDs.(HP-B-CDs)

e Hidroxietil-B-CDs (HPE-B-CDs)

e (2,6-dimetil)- B-CDs (DIME-B-CDs)

e (2,3, 6-trimetil)- B-CDs (TIME-B-CDs)

Figura I.3.: Tipos de CDs modificadas.

Una de las caracteristicas de estos aztcares ciclicos, es que pueden enlazarse
mediante enlaces covalentes o no covalentes a otras CDs, por lo que pueden
usarse en la construccion de complejos supramoleculares. Puden crear
arquitecturas moleculares como los polirrotaxanos, rotaxanos, catenanos y tubos
(Figura I.4.) que se suelen usar para separar mezclas complejas de enantiémeros y
moléculas (Szetjli, 1998).
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Figura I.4.: Estructuras supramoleculares.

1.3. FORMACION DE COMPLEJOS DE INCLUSION

De las propiedades fisico-quimicas que presentan las CDs una de las mas
importantes es su capacidad para formar complejos de inclusién con una amplia
gama de compuestos solidos, liquidos y gaseosos mediante complejacion
molecular. Para ello, es necesario que el compuesto que va a ser complejado tenga
un tamafio compatible con las dimensiones de la cavidad interna de la CDs
(Villiers, 1981). La polaridad de la molécula huésped hace que la formacién del
complejo sea mds o menos estable y muchos autores describen que la formacion
de estos complejos es mds bien un factor geométrico que quimico (Mufioz-Botella
y col, 1995). La complejaciéon se produce por interacciones energéticamente
favorables entre el analito y la cavidad hidrofobica de las CDs (Martin del Valle
E.M., 2004)
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La formacion del complejo consiste en un ajuste de dos dimensiones entes
re la molécula huésped y la cavidad hidrofébica de la CD. Para ello, se produce
un cambio de la entalpia (Szetjli, 1998) debido a: i) formacién de puentes de
hidrégeno entre la analito y OH de la CD, ii) interacciones de Van der Waals entre
la analito y la CD, iii) traduccion de la energia de tensién del analito de la CD, iv)
pérdida de energia debida a las moléculas de H>O del interior de la cavidad
hirofébica de la CD e v) interacciones polares. Por tanto que la variaciéon de
energia libre total del sistema (AGr) es la suma de todas las contribuciones
individuales [2(AG)iv] (Schneiderman y Stalcup, 2000). Por lo tanto la variacién
de energia libre total del sistema.

Hay muchosestudios que determinan la importancia de estos enlaces en la
formaciéon de los complejos de inclusiéon y la estabilidad de los complejos
(Schneiderman y Stalcup, 2000). Para un huésped apolar las fuerzas mds
significativas, son ii), iii) y iv), aunque la fuerza implicada en la complejacion
depende de las caracteristicas del analito y de la CDs que lo compleja. La
principal fuerza motriz de la formacién de complejos es la liberacion de moléculas
de agua de dentro de la cavidad hidrofobica, ya que son desplazadas por las
moléculas huésped mas hidréfobas presentes en la soluciéon para lograr una
asociacion apolar-apolar y una disminucion en la tensioén del anillo de CD, dando
como resultado un estado de energia mas estable (Martin del Valle, 2004)

Estas interacciones hidrofébicas son relativamente débiles, comparadas con
el resto de fuerzas que acttan en la encapsulacion de moleculas en CDs. Asi, al
comparar la energia que se necesita para formar un enlace covalente (102
kcal/mol) con con la energia necesaria para formar un enlace por puente de
hidrégeno (10 kcal/mol) y la necesaria las interacciones por fuerzas de Van der
Waals (1 kcal/mol), se puede afirmar que son interacciones débiles y que en
muchas ocasiones son las que dificultan la dormacion de complejos de inclusién
estables. (Schneiderman y Stalcup, 2000). Las uniones covalentes, son siempre
mucho mads estables que los enlaces débiles, pero si la molécula encaja
perfectamente en la cavidad hidréfébica y permite la formacién de enlaces de Van
der Waals con un radio adecuado, podria dar lugar a enlaces estables y por tanto
a complejos de inclusiéon estables, que podria aproximarse a la estabilidad
conseguida con las uniones covalentes. Hay moléculas hidrofébicas, como el

benceno, que no forman enlaces por puentes de hidrégen, y por ello, son mucho
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mas estables. En la estabilidad de los complejos, lo que mas va a influir es el
cardcter hidrofébico de los sustituyentes. Los grupos que con mayor frecuencia
disminuyen la estabilidad de los complejos son los ionizantes y los hidroxilos,
mientras que aquellos que la incrementan son los sustituyentes metilo o etilo
(Martin del Valle E.M., 2004).

Por lo tanto, la formacién de los complejos de inclusiéon entre un analito y
una
CDs comienza cuando las caracteristicas geométricas, estéricas, energéticas y
quimicas son favorables entre los dos.

El modo en el que la molécula huésped se adapta a la cavidad interna de la
CD es un paso muy importante en la complejacién, ya que no sélo depende de las
propiedades de la molécula huésped, sino que tamnien entra en juego la
capacidad de la molécula para deshidratacién total o parcialmente, seguida de la
rehidratacién que tiene lugar después del proceso de incorporacién, y estos
procesos son caracteristicos de cada molécula huésped (Loftsson y Brewster,
1996).

El enlace que se da entre la CD y el analito no es fijo ni permanente, sino
que existe una constante que gobierna el equilibrio dindmico producido, cuya
fuerza va a depender del tamafio del analito que va a ser complejado y de las

interacciones que se crean con las CDs(Figura 1.5.).

CH3 CHq
N\
i + —_—
;O —2—p
I\C e
CHy
Huésped CDs Huésped - CDs

Figura 1.5.: Formacion del complejo huésped-CDs.
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El disolvente mas utilizado para formar los complejos de inclusion es el
agua, pudiéndose formar en estado cristalino o en disolucién. La formacién de los
complejos se pueden obtener en presencia de cualquier disolvente no acuoso y en
un sistema de co-solventes. Las propiedades fisico-quimicas de cualquier
molécula pueden verse modificadas al ser complejadas con CDs (Schmid, 1989).
Las propiedades que pueden ser modificadas por dicho proceso pueden ser:
solubilidad acuosa, estabilidad frente a la degradacion del oxigeno y los efectos
que provoca, luz, calor, volatilidad y sublimacién, aislamiento fisico, movilidad
cromatografica, olor y sabor. Es por ello, que las CDs se han utilizado en diversos
sectores como: en alimentacioén (Fujishima y col., 2001), farmacia (Bhardwaj y col.,
2000), cosmética (Holland y col., 1999), medio ambiente (Bhardwaj y col., 2000),
bioconversiéon (Dufosse y col., 1999), envasado e industria textil (Hedges, 1998).

Existen moléculas de diferente naturaleza que son mas susceptibles de
formar complejos de inclusion con CDs, entre las que se encuentran:
hidrocarburos alifaticos de cadena lineal o ramificada, aldehidos, cetonas,
alcoholes, &cidos organicos, acidos grasos, compuestos aromaticos, gases y
compuestos polares tales como halogenados, oxidcidos y aminas (Schmid, 1989).

Coémo podemos ver en la Figura I.8, la altura de la cavidad hidrofébica de
los tres tipos de CDs nativas es la misma, mientras que el didmetro de la cavidad
hidrofébica y su volumen varia dependiendo del ndmero de unidades de
glucosas que la forman.

Por lo tanto a-CDs complejan perfectamente moléculas de bajo peso
molecular o compuestos con cadenas laterales de hidrocarburos alifaticos; las -
CDs moléculas aromaticas y heterociclos; y las y-CDs moléculas més grandes,
tales como macrociclos y esteroides (Martin del Valle, 2004).

Al formarse el complejo, el equilibrio inicial suele producirse muy répido
(normalmente en poco tiempo, pero el equilibrio que se produce al final del
proceso puede tardar mas tiempo. Por lo tanto, la disociacién del complejo de
inclusiéon suele ser relativamente rapido, favorecido por un aumento en el

namero de moléculas de agua en el medio circundante.
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Figura 1.8.: Dimensiones de las diferentes CDs activas.

1.3.1. Equilibrio

La estabilidad de los complejos de inclusién estd gobernada por una
constante de complejaciéon (Kc). Para determinar el valor de Kc se utilizan
métodos basados en los cambios fisico-quimicos de la molécula complejada, su
solubilidad acuosa, su actividad molar (Higuchi y Connors, 1965); absortividad
molar UV-VIS (Sigurdardottir y Loftsson, 1995;Hussain y col., 1993); pKa de
grupos funcionales; cambios calorimétricos (Uekama, 1979); descenso del punto
de congelacion (Suzuki y col., 1993); fluorescencia (Mufioz de la Pefia y col., 2007);
resonancia magnética nuclear (Harabagiu y col.,, 2004); oxidacion enzimatica
(Nufiez-Delicado y col., 1999); reactividad quimica (Loftsson, 1995; Mésson y col.,
1998); y cambios en los tiempos de retenciéon cromatogréfica (Lépez-Nicolas, y
col., 2006).

El equilibrio dindmico de la formacién de complejos de inclusién se puede

representar como:

S + CDs<«X= S —CDs
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Se puede describir cuantitativamente la constante de equilibrio o constante

de complejacion (Kc) mediante la expresion:

K. — S—-CDs
¢ [s]lcos].

donde S-CDs es la concentraciéon de sustrato complejado en CDs. [CDs]. y [S].es
la concentracién de CDs y sustrato libre en el equilibrio, respectivamente. Cuanto
mas elevado sea el valor de Kc, mas estable sera el complejo formado. Este valor
depende de la fuerza iénica del medio, la temperatura, el pH y el solvente en el

que se encuentre.

1.4. PROCESOS DE PREPARACION Y TECNICAS DE FORMACION DE COMPLEJOS

1.4.1. Soluciéon dindmica

Las moléculas que se van a complejar en disolucion acuosa se ve favorecida
la complejacién, ya que la molécula huésped esta mas disponible para las CDs,
mientras que en estado cristalino sélo estd disponible las moléculas que se
encuentran en la superficie de las CDs. Ademds, cuando se aumenta la
temperatura del dicolvente aumenta la solubilidad de las CDs y de la molécula
huésped aumentando la complejacion. Por lo tanto la complejacién se produce
mejor en disolucién (Martin del Valle, 2004).

1.4.1.1. Efecto de la temperatura

La temperatura es un parametro muy importante en la formacién de
complejos de encapsulacion. Cuando la temperatura aumenta la formacion de los
complejos también suele ser mayor y aumentar su solubilidad, pero hay que tener
en cuenta que a veces con este aumento de la temperatura se pueden
desnatualizar los complejos. La estabilidad térmica de los complejos varia
dependiendo de la molécula huésped, siendo la temperatura de entre 50-60 ° C a
la que se desnaturalizan muchos analitos. Si la molécula huésped estd
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fuertemente encapsulado por la CDs suelen aguantar bien las altas temperaturas

sin llegar a desnaturalizarse.

1.4.1.2 Uso de disolventes

El disolvente mas utilizado para la formaciéon de complejos de inclusién con
CDs es el agua. Para que estos complejos se formen de manera rapida y efectiva
es necesario que las CDs estén disueltas y, por lo tanto, cuanto mayor es su
solubilidad en agua mayor es la formacién de los complejos. Para que la molécula
huésped sea complejada en la cavidad de las CDs es necesario que desplace a las
moléculas de solvente de la cavidad, siendo el agua el disolvente que mejor se
desplaza (Martin del Valle, 2004)

En algunas ocasiones los analiitos que van a ser encapsulados no son nada
solubles en agua impidiendo la encapsulacién. En tales casos, el uso de un
disolvente organico para disolver al huésped puede facilitar el proceso. El etanol

y el éter dietilico son buenos ejemplos de tales disolventes (Martin del Valle,
2004).

1.4.1.3. Efecto del agua sobre el complejo

Con forme aumenta la cantidad de agua, aumenta la solubilidad tanto de la
CDs como de la molécula huésped, de manera que la formacién de complejos se
produce mas facilmente. Sin embargo, puede llegar un ponto en el que CDs y
huésped estan tan diluidos que no entran en contacto tan facilmente como estan
mas concentradas. Por lo tanto, es mejor tener una disoluciéon con baja cantidad
de agua para que se produzca la encapsulaciéon a una adecuada velocidad.
(Martin del Valle, 2004).

Los aceites, que son compuestos de baja densidad en disolucién acuosa se
asocian entre ellos y no interaccionan con las CDs.. En tales casos, el uso de mas
agua junto con un buen proceso de mezclado, permitird una mejor dispersiéon y
separacion de las moléculas de aceite. Cuando las moléculas de aceite entran en

contacto facilitan la formacién de complejos.
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1.4.1.4. Huéspedes volitiles

Los compuestos volatiles pueden perderse durante el proceso de
complejacién, especialmente si se utiliza calor. Con moléculas altamente volatiles,
esto se puede evitar usando un reactor sellado o refluyendo las moléculas

evaporadas hacia el recipiente de mezcla (Martin del Valle E.M., 2004).

1.4.2. Co-precipitacion

Es uno de los métodos mas utilizados a nivel de laboratorio. Consiste en
disolver las CDs en agua caliente y adicionar a esta disolucién, en constante
agitacion, la molécula a complejar. La concentracion B-CDs puede ser
aproximadamente del 20% si la molécula huésped no se degrada con la
temperaturas elevadas. Si la concentracion de CDs utilizada es muy alta,
conforme baja la temperatura y avenza la reaccién, la solubilidad del complejo
disminuye. Hay casos en los que se debe enfriar la reaccién para precipitar los
complejos formados. Este rpecipitado se recupera por decantacion, filtrado o
centrifugacion, lavando con pequefas cantidades de agua u otro disolvente en

agua como acetona, metanol o alcohol. (Loftsson y col., 1993; Pitha y col., 1992).

1.4.3. Complejacion por método “slurry”

En este método las CDs no tienen que disolverse completamente. Se ahaden
CDs a la disolucién acuosa en un 50-60% de sélidos solubles, los cuales estaran en
continua agitacion para obtener la disolucién saturada en CDs. Posteriormente se
afiade el analito que serd complejado por las CDs y cuando se forme gran
cantidad de complejos y se sature la disolucién los estos precipitan y se puede
recoger al igual que en la co-precipitacion.

Esta complejacion se hace a temperatura ambiente y el tiempo de

complejacién varia segun el analito. (Martin del Valle, 2004).

1.4.4. Complejacion en pasta

Este método de complejaciéon es una variacion del método de “slurry”. En

este método se utiliza muy poca cantidad de agua y mucha concentracion de CDs
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con el fin de formar una pasta de CDs usando un mortero y un mazo, o a gran
escala usando un amasador. El tiempo requerido depende de la molécula
huésped.

El complejo que se obtiene primero so se lava con una pequefia cantidad de
agua y se recoge por centrifugacion o filtraciéon o bien directamente se seca. En
ocasiones el secado de los complejos dan lugar a una pasta dura en vez de un fino
polvo, lo cual depende directamente del tipo de analito encapsulado y del agua
utilizada. Cuando esto ocurre se puede moler la masa para conseguir el polvo
fino. (Martin del Valle, 2004).

1.4.5. Mezcla htimeda y calefaccién

En este método se utiliza entre el 20 y 25 % de agua o bien no usar agua
para la encapsulaciéon. LA formaciéon de los complejos se realiza mexclando la
molécula huésped y en un recipiente sellado, el cual se calientan
aproximadamente a 100°C y posteriormente se secan los complejos. Segun el
huésped utilizado se emplea una cantidad de agua y un tiempo de calentado. Este
método de complejacion se puede realizar completamente seco o con un 20 - 25%
de agua (Martin del Valle, 2004).

1.4.6. Extrusion

Este método combina dos procesos: mezclado y calentamiento. Para este
método se mezcla el agua, las CDs y la molecula huésped y posteriomente se
ponenen en la extrusora. Segtin la cantidad de agua que se utilice se pueden secar
conforme se enfria o bien secar en una estufa.

Este método es continuo y utiliza poco agua, sin embargo, presenta un

problema y es el calor que se genera q puede afectoar al huésped.

1.4.7. Mezcla en seco

Algunas moléculas pueden ser complejadas con CDs simplemente
poniéndolas en contacto en seco. Las moléculas con las cuales se consigue este
tipo de complejacion son aceites o moléculas liquidas. El tiempo requerido para la

mezcla es variable y depende dela molécula que se quiere complejar y
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generalmente, se lleva a cabo a temperatura ambiente. La ventaja principal de éste
método es que no se necesita anadir agua, a menos que se use una etapa de
lavado. Su principal desventaja es el riesgo de aglomeracién al trabajar con gran
cantidad de producto, lo que hace que la mezcla no sea lo suficientemente
minuciosa, y derive en una complejaciéon incompleta (Martin del Valle E.M.,
2004).

1.5. METODOS DE SECADO DE COMPLEJOS

Los complejos de inclusién pueden ser secados por diferentes procesos:
lecho fluido, horno, secado por aspersion u otros tipos de secadores. Para
relaccionar este proceso hay que tener en cuenta las catacteristicas de las
moléculas complejadas ya que algunas de ellas pueden no soportar elevadas
temperaturas.

Para secar complejos formados con moléculas cuya temperatura de
ebullicién es inferior a 100 °C se deben emplear temperaturas bajas en el secado
para evitar pérdidas o alteraciones dela molécula huésped. La baja temperatura
minimiza la pérdida de moléculas complejadas que son extremadamente
volatiles. La liofilizacion es especialmente atil para huéspedes térmicamente

labiles y complejos solubles como los hidroxipropilados (Martin del Valle, 2004).

1.6. LIBERACION DEL COMPUESTO ENCAPSULADO

Los complejos de inclusion, una vez secados son muy estables, exhibiendo
una larga vida dtil a temperatura ambiente bajo condiciones de ausencia de
humedad.

La disolucién de los complejos hace que se produzca la liberacion
controlada de la molécula complejada, hasta que alcanza el analito su limite de
solubilidad acuosa, ocupando las moléculas de agua la cavidad hidrofébica

creando equilibrio entre el compuesto libre y el complejado.
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1.7. METODOS PARA DETECTAR LA FORMACION DE COMPLEJOS DE INCLUSION

Debido a los diferentes cambios fisico-quimicos que se producen en las
propiedades de las moléculas complejadas, podemos detectar la formaciéon
de complejos de inclusién mediante diferente métodos. Se pueden producir
modificaciones en sus propiedades quimicas (reactividad, variaciones en el
valor de las constantes de ionizaciéon &cido-base), o fisicas (solubilidad,
tension superficial), o en cuanto a las propiedades espectroscépicas pueden
darse modificaciones cuantitativas (variaciones en el coeficiente de extincion
molar o en la intensidad de fluorescencia) y cualitativas (posicion de los

maximos de absorcion o fluorescencia) (Martin y col., 1985).

1.7.1. Métodos de deteccion de complejos s6lidos

1.7.1.1. Espectroscopia Raman

Como consecuencia del proceso de inclusion, las bandas caracteristicas
del compuesto huésped se desplazan y modifican. Es posibleque este
método sea el més utilizado en medio liquido ya que la solucién acuosa no

es un obstaculo (Rao y col., 2006).

1.7.1.2. Difraccion de rayos-x

Este método se utiliza para determinar la estructura cristalina de los
complejos formados (Saenger, 1984). Esta técnica requiere una preparacion
compleja asi como una infraestructura bastante especifica, por lo que no se
usa en la realizacion de anadlisis rutinarios. No obstante, los resultados que se
obtienen por difraccién de rayos X es la confirmaciéon de la formaciéon de los
complejosd por las diferencias que se obtienen entre los difractogramas de la
molécula encapsulada y el de las CDs aisladas y los difractogramas del

complejo.

1.7.1.3. Métodos térmicos

Para estudiar los complejos de inclusion en estado sélido es
importante atender las diferentes técnicas q se conocen como métodos

térmicos. Los mas utilizados son: andlisis térmico diferencial (DTA),
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calorimetria diferencial de barrido (DSC), termogravimetria (TG) vy
termogravimetria diferencial (OTGL) (Martin del Valle, 2004).

Al producirse la inclusién del compuesto en la cavidad hidrofobica de la CD,
tnato el punto de ebullicion como el de fusién de la molécula complejada va a
aumentar, pudieno quedar enmascarado sobre la temperatura de
descomposicion de las CDs. Este aumento de la temperatura mejora la

estabilidad de muchos principios activos (Uekama, 1979).

1.7.1.4. Espectroscopia de absorcion infrarroja

Ena vez formado el complejo, el espectro de absorciéon (IR) puede
llegar a mostrar desplazamientos de hasta 40nm en las bandas de absorciéon
del analito. Un ejemplo de ello se observa en las bandas de tensién
correspondientes a la absorcion del carbonilo y los -OH. Su desplazamiento
es debido a la ruptura de los puentes de hidrégeno de los complejos de tal
forma que la molécula quede aislada en el interior de la cavidad. De manera
mas concreta se puede ver en el dcido benzoico y el acido salicilico (nakai y
col., 1980). Pero la espectroscopia IR no es una prueba determinantrte de la
formacién de complejos puesto que quedan muchos cambios espectrales

ocultos en el espectro de absorcion IR de las CDs.

1.7.2. Métodos de deteccion de complejos en solucién

La estequiometria y el valor de Kc caracteriza el tipo de complejo
formado. Se habla de estequiometria 1:1 (Figura 1.7.) para la mayoria de las
moléculas complejadas en CDs. Aunque, para moléculas huésped muy
grandes, se pueden asociar dos moléculas de CDS al analito dando lugar a
una estequiometria 2:1 (Figura 1.7.). Por otro lado, cuando la cavidad
hidrofobica es muy grande por lo que alverga dos moléculas huésped, de tal
forma que la estequiometria sera (1:2) (Figura 1.7.). La constante de
complejacion se calcula cuantificando alguno de los cambios que se

producen en las propiedades fisico-quimicas del analito.
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Ciclodextrina Huésped

1:1 2:1 1:2 2:2
Figura I.7.: Ilustraciones esquematicas de la formacién de complejos.

1.7.2.1. Estudios de solubilidad

Las CDs son moléculas hidrosolubles que envuelven a la molécula
huésped que tiene una solubilidad limitada, aumentando notablemente esta
propiedad. Normalmente, la CDs suelen ser mas hidrosolubles que el
complejo formado y, por lo general, la solubilidad del huésped suele
aumentar como minimo un 10%, pudiendo alcanzar valores del 300% en los
complejos mas solubles en agua (Lath y Chin, 1964).

Los diagramas de fases se utilizan para calcular el valor de Kc, en los cuales
se adiciona cantidades saturantes de analito a disoluciones acuosas que contienen
concentraciones crecientes de CDs. Posteriormente se mantienen en agitacién y a
una temperatura adecuada hasta alcanzar el equilibrio. Despues son filtradas para
quitar el exceso de analito no complejado y se analiza la cantidad de compuesto
que queda en el filtrado de cada muestra para posteriormente ser representada

frente ala concentraciéon de CDs. (Higuchi y Connors, 1965) (Figura L.8).
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Analito
disuelto (M)

>

Concentracion ciclodextrinas (M)
Figura L.8.: Tipos de diagramas de fases con CDs.

Hay varios tipos de diagramas de fases que se dividen en dos grupos: tipo
Ay tipo B (Higuchi y Connors, 1965). De manera habitual, los diagramas de fases
tipo A, suelen presentar un limite de solubilidad muy alto para los complejos de
inclusién, sin embargo, los diagramas de tipo B representan la formacién de
complejos poco solubles que precipitan. Cuando los complejos formados
presentan una solubilidad limitada muestran diagramas de fases tipo Bs y cuando
los complejos son totalmente insolubles muestran diagramas de tipo Bi. Los
diagramas tipo A se dividen en: tipo Ap, isoterma de desviaciéon positiva, Ar,
conforme aumenta la concentraciéon de CDs, aumenta la solubilidad del complejo
de forma lineal, y tipo An isoterma de desviaciéon negativa (Figura 1.8.) (Martin
del Valle E.M., 2004).

El tipo de diagrama AL se consideran de primer orden con respecto a las
CDs y de primer orden o superior con respecto a la concentracioén de sustrato (S);
por ejemplo: SCD, S;CD, S;CD,..., SmCD. Cuando la pendiente de la recta del
diagrama de fases es tipo AL es mayor que uno, indica que los complejos son de
orden superior a uno para el analito S;CD, S3CD, etc. Una pendiente inferior no

significa que no sean complejos de orden superior, sino que, en ausencia de otra
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informacion, se supone que los complejos son 1:1. El tipo Ap indica la formacién
de complejos de orden superior a uno respecto a las CDs, es decir, SCD,, SCD;, ...,
SCDx. La estequiometria del tipo Ap se calculara al ajustar las curvas. Los sistemas
mas dificiles de interpretar son los diagramas de tipo An.

Las CDs nativas, f-CDs, generalmente dan diagramas de fases de tipo B
porque forman complejos insolubles en agua, sin embargo, las modificadas suelen
dar diagramas de tipo A ya que los complejos son muy solubles en agua.

Estos diagramas de fases permiten calcular la K¢, y realizar una evaluacion
cualitativa de los complejos de inclusiéon. La solubilidad de complejos con

estequiometria 1:1, puede ser representada como:
S, =S, +[S-CD] )

donde Sy es la solubilidad acuosa del sustrato en el medio de complejacion. En

este caso, la Kc puede ser calculada por la siguiente ecuacion:

_ Pendiente
S, (1—Pendiente)

@)

11

donde la pendiente de la recta siempre sera menor que la unidad.

La Kc para la formacioén de complejos [SwLn] puede ser representada por:

[s} =S, +mls, -CD,] *)
[cD], =[cD] +n[su, —-CD, ] )
Por otro lado, los valores de [SmLy], [S] y [L] se pueden obtener mediante las
siguientes ecuaciones:
[S] =3, ©)

[S CcD ] _ [S]t _SO Q)
m~n m

[cp]=[cD] -n[s, D, ] ®)
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donde Sy es la solubilidad acuosa del sustrato (en ausencia de CDs), [Si] es la
concentracion total de S (complejado y no complejado) y [CD]: es la concentracién
total de CDs.

1.7.2.2. Métodos cinéticos

Las CDs, gracias a su efecto catalitico o a la complejacién de sustrato o
inhibidores, pueden acelerar o retardar la degradacion de algunos
compuestos (Breslow y col., 1980; Uekama y col., 1983; Nufiez-Delicado y col.,
1999; Lucas-Abellan y col., 2008%; Uekama y col., 1978b). Es decir, modifican la
velocidad de reaccidénes enzimaticas.

A continuacién se indica el proceso de inclusion y la reacciéon que se

produce:

S +CDs—X“»S —-CDs — P +CDs

el cambio de la variaciéon de la velocidad indicara la formacion del complejo

de inclusion.

1.7.2.3. Métodos instrumentales

En los dltimos anos, se ha producido un rapido desarrollo en las
técnicas instrumentales, siendo estas las mas utilizadas para detectar la
encapsulaciéon de moléculas en CDs y calcular las costantes formacién de
pudiendo ser utilizados desde la espectroscopia de absorcién UV-VIS, hasta
las que son técnicas mas sofisticadas como la resonancia magnética nuclear
(RMN).

1.7.2.3.1. Espectroscopia de absorciéon UV-VIS

Es una de las téctinas mas utilizadas. Presenta un manejo muy
sencillo, ademads, es muy versatil y precisa ya que proporciona datos con
una alta fiabilidad para el calculo de Kc. Puede ser aplicada para un gran
numero de moléculas orgédnicas y a que la mayoria absorben en la region
UV o visible del espectro, observando cambios en los maximos de extinciéon
(cualitativas) o en el valor del coeficiente de absorcién molar (cuantitativas),

una vez formado el complejo con CDs. Sin embargo, hay moléculas
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organicas muy poco solubles en agua que no dan soluciones homogéneas,

dificultando su anélisis por esta técnica (Basan, 2001).

1.7.2.3.2. Espectroscopia de luminiscencia

La espectroscopia de luminiscencia molecular, son técnicas que se
utilizan mucho en los estudios de la formacién de complejos ya que son
técnicas muy sostenibles, por lo que son muy ttiles para estudias cambios
conformacionales de la molécula complejada al pasar de un estado
fundamental al exaltado pudiendo profundizar en la geometria del
complejo formado.

En este método se observan la formacién de los complejos debido a los
cambios producidos en el expectro de excitaciéon y emisiéon, ademaés de los
cambios en la intesidad de, el rendimiento cuantico, las variaciones en los
tiempos de vida de los estados excitados, el cambio en los procesos de
formacion de especies excitadas, asi como las modificaciones cuantitativas
ocurridas en los procesos de amortiguacion de fluorescencia y transferencia
de energia.

Con el uso de CDs se puede observar fosforescencia a temperatura
ambiente, lo que indica un cambio cualitativo o cuantitativo bastante

importante (Hurtubise, 1990).

1.7.2.3.3. Dicroismo circular

Mediante la técnica de dicroismo circular se pueden detectar complejos
de inclusiéon con CDs en solucién acuosa. Hay compuestos que no poseen
actividad optica, pero la formacién de complejos puede inducirla debido al
propio proceso de inclusién y los cambios que se producen dentro de la CD.
El signo de la actividad rotatoria o efecto Cotton inducido, depende de la
relaciéon espacial entre el centro de simetria y el cromoéforo perturbado.
Dependiendo de cémo sea la rigidez del complejo, asi serd la intensidad
(Martin del Valle E.M., 2004)

1.7.2.3.4. Resonancia magnética nuclear

Con la resonancia magnética nuclear (RMN), podemos determinar las

relaciones geométricas y la disposiciéon espacial del analito en la cavidad



CAPITULO L. 59

hidrofobica de la CD, ademas de la dindmica de los complejos disueltos en
agua debido a las variaciones quimicas y constantes de acoplamiento
(Harabagiu y col., 2004).

Hay diferentes formas de realizar la RMN, pero las méas usadas son de
15N, 1H y 1BC. En La 'H-RMN se obtienen espectros en solucién acuosa
deuterada, es la mas aplicada debido a que la mayoria de los complejos con
CDs son estudiados en agua. Pero, normalmente, los complejos con CDs
suelen presentar baja solubilidad en D20, al tener que trabajar a bajas
concentraciones de CDs, lo que dificulta la obtenciéon de los mismos. Sin
embargo, la 13C-RMN permite obtener los espectros en agua donde la
solubilidad es mayor, pero es menos sensible, y por ello se necesitan
cantidades elevadas de CDs y complejos.

El complejo se puede alterar y descomponer con el empleo de otros
disolventes organicos deuterados. E1 DMSO o el dioxano, son los mas
apropiados por su alta polaridad, y permiten mantener la estabilidad del
complejo (Martin del Valle, 2004).

Este método detecta los complejos y las variaciones quimicas de los

protones (8) y las CDs y analito complejado.

1.7.2.3.5. Espectroscopia de resonancia de espin electrénico

Es una técnica muy util para muchos compuestos en disolucioén, pero
estos deben ser paramagnéticos (radicales libres) o estar marcados por
marcadores espin. Esta técnica se ha utilizado para detectar radicales libres
en la reacciéon puesto que las CDs tienen una gran actividad de catélisis
(Karoui y Tordo, 2004).

1.7.2.3.6. Métodos voltamétricos

La complejacion de analitos electroactivas en las CDs pueden ser
estudiadas mediante los métodos voltamétricos, debido a que la formacion
de complejos modifica de los potenciales redox de los analitos complejados
(Olea-Azar y col., 2008).
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1.7.2.3.7. Conductimetria

La conductimetria estodua la complejacion de moléculas ionizables ya
que la propiedad de la conductimetria disminuye al ser complejada la
molécula debido al aumento dek didmetro del anion. Asi se han podido
estudiar complejos de iones grandes como el dodecil sulfato sédico (SDS) y el

bromuro de trimetilcetilamonio con CDs (Trayler, 1988).

1.7.2.3.8. Cromatografia

Cuando se incluyen CDs en la fase mévil en los procesos de separacion
por cromatografia se ven alterados los tiempos de retencién, estos se suelen
acortar dependiendo de la constante de complejacioén, por lo tanto, cuando se
determina el tiempo de retencién con respecto a la concentraciéon de CDS se
puede obtener la Kc de los complejos formados (Hioki, 1977; Barr y Spach,
1978; Uekama y col., 1978b; Lopez-Nicolas; Mufioz de la Pefia y col., 1991).

1.8 APLICACIONES DE LAS CDsS

La encapsulacion en CDs provoca cambios en las propiedades quimicas y
fisicas del compuesto encapsulado, y esto hace que sean adecuadas para su uso en
quimica analitica, agricultura, industria farmacettica, biotecnologia, industria

textil, industria alimentaria, cosmética, etc. (Martin del Valle, 2004).

1.8.1. Industria alimentaria

En los dltimos afios ha aumentado el nimero de investigaciones sobre
compuestos que presentan propiedades saludables y que pueden ser utilizados
como fortificantes de productos naturales, y para la elaboracion de alimentos
funcionales. Uno de los grupos de alimentos funcionales que madas se estan
llevando a cabo son aquellos enriquecidos con compuestos antioxidantes de
cardacter lipofilico, ya que presentan multitud de propiedades beneficiosas para la
salud, pero presentan ciertos inconvenientes, como puede ser su baja solubilidad
acuosa, inestabilidad quimica e incluso baja biodisponibilidad, que dificulta su
uso en la elaboraciéon de alimentos funcionales. Estos problemas se pueden

solventar usando agentes encapsulantes tales como las CDs (L6épez-Nicolés et al
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2014). En la industria alimentaria, se han utilizado las CDs para complejar
colorantes alimentarios, aromas y vitaminas (Loftsson y Brewster, 1996;
Buschmann y Schollmayer, 2002; Szejtli, 1998). Otra aplicacion de las CDs en la
industria alimentaria es la encapsulacion de flavores para evitar pérdidas durante
el procesado y almacenamiento de alimentos. Los flavores, debido a su naturaleza
volatil, aceites o liquidos al ser complejados con CDs son protegidos evitando su
rapida eliminacién (Reineccius y col., 2002, 2003, 2005; Reineccius y Risch, 1986).
Las CDs son capaces de retirar compuestos en ciertos procesos industriales, por
ello, han sido usadas en la producciéon de leches, mantequilla o huevos libres de
colesterol (Kwak y col., 2004; Jung y col., 2008) (Figura 1.9.).

Figura 1.9.: Complejo de inclusién colesterol-CDs.

Hay sabores o ingredientes alimentarios como son los acidos grasos no
saturados o los colorantes, entre otros, que son sensibles al oxigeno, pero al
formar complejos de inclusién, mejoran su estabilidad quimica. Szente y Szejtli
describieron este efecto en 1987 para lo que se analiz6 el gato de oxigeno para
determinar su efecto en ingredientes libres y complejados. Estos estudios
mostraron que al ser complejados con CDs se impide casi en su totalidad la
alteraciéon quimica del sabor por la presencia de oxigeno incluso cuando son
almacenados en atmosferas de oxigeno (Szente y Szejtli 1987, 2004).

También existe una gran cantidad de componentes presentes en los
alimentos que que pueden ser oxidades en presencia de luz, como por ejemplo el
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citral (es el compuesto que le confiere el olor a los citricos). Cuadno el compuesto
se pone en contacto con la luz UV se transforma en fotocitral A y fotocitral B
responsables de sabores y aromas desagradables. Hay estudios que demuestran
que cuando el citral es complejado con B-CDs, este compuesto es estable durante
las primeras 6 horas de exposicion del alimento a la luz, al no producirse los
compuestos responsables del mal sabor y olor.(Szente y Szejtli 1987, 2004).

Hay estudios que demuestran que los aceites esenciales al ser complejados
con CDs son protegidos frente a la evaporacion y por tanto evite que se volatilicen
al procesar los alimentos (Szente y Szejtli 1987, 2004).

Se llev6 a cabo un estudio en el que se complejo en B-CDs diferentes sabores
sintéticos y naturales y fueron almacenados 14 afios a temperatura y humedad
relativa no extremas y fueron analizadas las muestras cada afio por cromatografia
de gases y se observé que al ser complejado aumentaba su estabilidad de forma
notable (Szente y Szejtli 1987, 2004; Loftsson, Brewster 2010).

En ciertos alimentos como mayonesa y aderezos de ensaladas, las CDs
también han sido utilizadas para estabilizar emulsiones como mayonesas y
aderezos de ensaladas. Ademads se ha observado que el color de la salsa de tomate
se puede estabilizar frente a temperaturas superiores a 100°C durante dos horas
adicionando 0,2% de B-CDs. Las CDs también mejoran la retencién de agua y la
textura en productos cérnicos (Ota y Takeda, 1981), y también pueden ser
utilizadas para prevenir el pardeamiento en alimentos minimamente procesados
(Nufiez-Delicado y col., 2005).

Las harinas y aquellos alimentos que contengan almidén, presentan
capacidad de gelatinizacion, que puede ser modificada con la presencia de 3-CDs,
especialmente en la harina de trigo (Kim y Hill, 1984). Cuando se adicionan un
1,5% de B-CDs se observa un aumento en el volumen y solubilidad de los gramos
de trigo y sobretodo en la lixivacién de la amilosa, siendo el aumento de un factor
de 4 la viscosidad de la pasta ya que las CDs estabilizan el complejo lipido-
almidon (Loftsson T., Brewster MLE. 2010).

También, hay sabores no deseados que pueden ser enmascarados con el uso
de CDs. La liberacién de estos compuestos en disoluciéon depende de la
temperatura, Kc y concentraciones relativas de ambos componentes. El equilibrio
suele desplazarse hacia la complejacion en disoluciones concentradas a baja

temperatura, pero en disoluciones diluidas a temperaturas elevadas el quilibrio es
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desplazado hacia la liberacion de los sustratos que estan complejados. Debido a
esto cuando entran en contacto con las papilas gustativas de la boca los complejos
se comportan como una solucién diluida a 37°C facilitando la liberacién de su
sabor y su aroma. Tanto en café como en té, al calentarlos para su elaboracion
(90°C), aparecen compuestos fendlicos responsables de su sabor amargo. La
actuacion de B-CDs al 0.1% a dichas bebidas, permite enmascarar dicho sabor
(Yu, 1988).

Hay ciertos olores presentes en algunos alimentos como el cordero, el
pescado, y las harinas de hueso (que se utiliza como suplemento de calcio en los
forrajes de los animales) o de solucién de caseinato de sodio, los cuales se pueden
eliminar con CDs. También se puede eliminar el olor a grasa y el sabor
astringente de aquellos productos derivados de la soja (lecitina de soja), para
poder ser usados en alimentacién (Hatae y Nakajima, 1986).

La adicion de 0.3% de B-CDs a zumos de uva o mandarina antes de ser
tratados térmicamente, disminuye sensiblemente su sabor amargo ya que los
compuestos naringina y limonina (responsables del sabor amargo) forman
complejos estables con $-CDs (Shaw y Wilson, 1983).

En la elaboracién de café soluble, se realiza la extraccién acuosa del café
tostado en presencia de CDs, siendo posteriormente secado por atomizacién o
liofilizacion, obteniendo un café soluble que conserva mejor sus caracteristicas
como puede ser el aroma. Las CDs también se utiliza<n para eliminar cafeina
pero el rendimiento es bajo ya que solo disminuye entre un 4-26% mientras que el
carbon vegetal y los polimeros de B-CDs dan mejor rendimiento eliminando un 70
0 77% respectivamente (Ujhazy y Szejtli, 1989).

Para poder elaborar mantequillas bajas en colesterol, se han utilizado las p-
CDs, podemos encontrarlas comercializadas en Bélgica, con el nombre de
Balade™,desde1992 (Comini y Mentink, 1991)., también ha sido aplicada esta
técnica, ya que elimina més del 90% de colesterol y el método es muy sencillo
consiguiendo elaborar quesos cremosos o huevos bajos en colesterol (Szente y
Szejtli 1987, 2004).

El uso de CDs en envases activos para aumentar el tiempo de conservacion
de los alimentos, es una de sus aplicaciones més atrayentes y desafiantes. Se estan
utilizando tanto CDs vacias como complejando moléculas para que acten como

agentes antioxidantes y antimicrobiano agregandolas a los plasticos de los
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envases de alimentos. Ademads, estas CDs pueden reducir la produccién de malos
olores de los alimentos y aumentando la vida dtil del alimento. Ademas, se ha
visto que al afiadir una cantidad de 0.1% de complejos yodo-CDs a pastas de
pescado, puede inhibir la descomposicion durante dos meses a 20°C (Hara y
Hashimoto, 2002). Otra aplicacion que se esté llevando a cabo en los dltimos afios
es la complejacion de fumgicidas en CDs que se agregan al film que recubre los
quesos, los cuales impiden la rapida proliferacién de hongos en la superficie del
queso, alargando asi la durabilidad del alimento. Este mecanismo puede
utilizarse para generar un envase activo de liberacion prolongada de agente
antimicrobianos para proteger vegetales fresco cortado del ataque de
microorganismos (Figura 1.10.) (Hara, Hashimoto, 2002).
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Figura 1.10.: Mecanismo de liberacién de los compuestos antimicrobianos
desde la CDs simulacion de un sistema de envase activo para frutas o

vegetales frescos cortados

1.8.2. Cosmética y aseo personal

Para las industrias de detergentes, es de gran interés la produccion de
ambientadores y detergentes cuyos aromas permanezcan en el ambiente un largo
periodo de tiempo. Para ello, el uso de CDs juega un papel importante,
protegiendo dichos aromas. En esta industria la utilizacién de CDs estd muy

difundido, ya que permiten la estabilidad de los compuestos de interés, permiten
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controlar aquellos olores que resultan desagradables y facilitan el paso de
ingredientes liquidos a s6lidos. Podemos verlas aplicadas en productos como
suavizantes para la ropa, tejidos, desodorantes, pasta de dientes, cremas solidas y
liquidas para la piel, protecciéon de aromas y sabores en barras de labios (Trinh y
col., 1999).

Las CDs pueden prolongar la duracién de fragancias mediante la
interaccion con los compuestos volatiles de las mismas (Prasad y col., 1999). Las
CDs se utilizan en la elaboracién de productos de aseo personal mejorando la
liberacion de aromas al complejar estos compuestos y con fosfato de calcio
(Tatsuya, 1999). En 1999 Holland y col., fabricaron productos cosméticos que
contenian CDs con el fin de alargar la duracién de la fragancia en el medio,
pudiendo también emplearse las CDs para reducir los olores corporales (Trinh y
col., 1999).

Las CDs también se utilizan como estabilizadores de fregancias en la
produccion de polvos de talco. Esto reduce su oxidacion y evaporacion del
producto mejorando su accién antimicrobiana. (Hedges, 1998).

En el caso de los pafiales para bebes, se utiliza el polvo seco de CDs, para
controlar olores, asi como en compresas, productos para el cuidado capilar y
toallitas de papel para ejercer un efecto protector de mercaheptanos volétiles
(Woo 'y col., 1999).

Otro uso de las CDs es la encapsulacion de malos olores de los detergentes
de ropa y de lavavajillas (Foley y col., 2000; Angell y France, 2001). Ademas, se
estan utilizando para mejorar la disponibilidad del triclosan mejorando su acciéon
antimicrobiana en las pastas de dietes con silice. (Loftsson y col., 1999). También
se utilizan para elaborar cremas solares, bronceadores y cremas para estabilizar

las emulsiones (Scalia y col., 1999).

1.8.3. Industria farmacéutica

Algo fundamental en los farmacos es el equilibrio entre su solubilidad y
penetracién en las membranas celulares y que tiene que ser lo suficientemente
hidrofébico para poder entrar.

Las CDs aumenta la solubilidad de muchos farmacos lo cual puede ayudar
a transportar dichos farmacos a las superficies celualres mejorando la absorcién

de los mismos mientras que las CDs como tienen un tamafio relativamente
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grande no atraviesan dichas membranas. (Fromming y Szejtli, 1994, Rajewski y
Stella, 1996; Challa R y col., 2005). Actuando como vehiculos moleculares y
potenciando la penetracién del farmaco ya que aumenta su disponibilidad en la
superficie de la membrana. Su uso en formulaciones acuosas cutaneas ha sido
probado con éxito (Irie y col., 1997; Uekama y col., 1992), asi como en soluciones
acuosas de enjuague bucal (Kristmundsdéttir y col 1996), sistemas de
administracion nasal (Kublik y col.,, 1996) y soluciones oculares (Lofsson y
Stefansson, 1997; van Dorne, 1993; Jarho y col., 1996).

Los métodos tradicionales que se utilizan para aumentar la solubilidad del
farmaco en muchas ocasiones son muy agresivos a nivel celular por lo que la
utilizacién de las CDs aporta ventajas en este sentido, ya que ademas pueden
estabilizar compuestos activos reducir su volatilidad y enmascarar sus malos
saabores y olores (Szetjli, 1998; Hedges, 1998; Irie y Uekama, 1999; Zhao y col.,
1995; Loftsson T., Brewster, 2010).

Por lo tanto, las CDs estabilizan los farmacos aunmentando su resistencia
grente a la oxidacién, luz, calor, hidrélisis y metales. Tal y como se describe en
diferentes estudios que solamente entre el 2-4% de las CDs son absorbidas por el
intestino delgado y lo que queda, es degradado por los microorganismos del
colon, obteniéndose glucosas como subproducto de la degradacion; demostrando
asi, su baja toxicidad cuando se administran (Szetjli, 1998).

Otra de las aplicaciones de las CDs en el campo farmacéutico es el aumento
de la permeabilidad transdérmica de los farmacos, mientras que las CDs debidos
a su tamafio y estructura no son absorbidas (Loftsson y col., 2001; Masson, 2001;
Irie y col., 1997)).

1.8.3.1Ciclodextrinas y Nanotecnologia

Actualmente se estan utilizando las CDs en la elaboraciéon de
nanomateriales noveles con mucho éxito. (Davis F. y col., 2008; Higson S.; 2011;
Tejashre y col., 2013; Chilajuvar y col., 2014). Se ha sintetizado un amplio espectro
de materiales que contienen CDs con arquitecturas supramoleculares versatiles:
nanoparticulas, nanosponjas, nanomicelos, nanovesiculas, etc. Estos materiales
han encontrado sus aplicaciones en formulaciones farmacéuticas (Goyal, y col.,
2011, Bilensoy y col., 2009)
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Las nanoesponjas basadas en CDs constituyen un enfoque contemporaneo
que resalta los avances que se podrian lograr en un sistema de administracién de
farmacos. Chilajwar y col, 2014, que alrededor del 40% de los farmacos
actualmente comercializados y aproximadamente el 90% de los farmacos en su
fase de desarrollo encuentran problemas relacionados con la solubilidad
(Chilajuvar y col. 2014). Las nanoesponjas basadas en CDs surgen como una
alternativa sobre las CDs convencionales superando las desventajas asociadas con

estas ultimas, (Loftsson T., Brewster, 2010).
1.8.3.2. Aplicaciones Biomédicas

En medicina el ejemplo mas conocido del uso de las CDs en el campo de la
es el que contiene el compuesto activo sugammadex (Bridion): Se trata de una y-
CD modificada utilizada como antidoto para ciertos relajantes musculares de tipo
curare que se ha utilizado en anestesia desde 2008. Después de la administracion
intravenosa, neutraliza los esteroides rocuronio y vecuronio mediante la
formacién de un complejo inactivo en plasma, que luego se elimina en la orina.

Tambien se estan utilizando en la elaboracién de una vacuna llamada
Daptacel (Grupo Sanofi, Pasteur) que es utilizada para la proteccién contra la
difteria, el tétanos y la tos ferina en la cual se utilizan dimetil-3-CD. Otra
aplicacion de las misma en inyectables que se estan llevando a cabo en la
industria biomédica es en la elaboracién de analgésicos, las cuales mejoran sus
propiedades fisicoquimicas (Brandariz y col., 2013). Actualmente, las CDs son
percibidas como moléculas con potenciales aplicaciones en biomedicina y
nanomedicina (nanovectorizacién, etc.), como nanoparticulas para la
administracion de farmacos, biosensores innovadores para diagnéstico molecular
e imagenes médicas, terapia génica o ingenierfa de tejidos. Dispositivos médicos
como catéteres, protesis, injertos vasculares, implantes 6seos también pueden
beneficiarse de la insercién en superficie o la termofixaciéon de las CDs. (Zhang,
Ma, 2013).

Esto explica el importante incremento de publicacionesrelacionados con
estos temas. Sin embargo, la mayoria de estos estudios estan en fase de prueba de
concepto, y solo algunos nanosistemas terapéuticos han sido investigados

exhaustivamente. La transferencia de estas innovaciones desde el laboratorio a la
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realidad clinica sigue siendo un desafio. El coste es un factor importante que
limita la transferencia de nuevos materiales que contienen CDs. A pesar de
algunos inconvenientes, Zhang y Ma ya apuntaron en 2013 que el futuro de los
sistemas supramoleculares basados en CDs en la administraciéon de farmacos y

genes es muy prometedor (Zhang, Ma, 2013).

1.8.4. Agricultura e industria quimica

En la industria quimica se han elaborado complejos formados por CD y
diferentes tipos de insecticidas, herbicidas, fungicidas, reguladores del
crecimiento, repelentes y feromonas (Lucas-Abellan y col., 2008b).

Las CDs se emplean principalmente, en la separacion de isémeros y
enantiémeros, catdlisis y procesos de descontaminacion (Bardi y col., 2000).

La CDs, son modificadas para llevar a cabo reacciones de hidrdlisis selectiva
e hidroximetilacién de fenoles. Estos cambios quimicas las dota de una gran
actividad catalitica (Atwood, 1990).

Pueden emplearse para la solubilizacién de contaminantes organicos y
metales pesados, con el fin de ser eliminados posteriormente de suelos, agua y
atmosfera (Gao y Wang, 1998). Hay compuestos arométicos presentes en aguas
residuales, que son inaceptables desde el punto de vista ecolégico, como fenol, p-
clorofenol y benceno. Cuando se adicionan f-CDs puede reducirse
significativamente los niveles de estos hidrocarburos arométicos en comparacién
con sus niveles iniciales (Bardi y col., 2000).

También, han sido aplicadas para solubilizar fungicidas como fuberidazol,
tiabendazol y carbendazima, para aumentar su disponibilidad en el suelo. Debido
al aumento de su solubilidad lo que permite que sean utilizadas en
biodegradaciéon y biorremediacién. Las B-CDs activan la degradaciéon de
hidrocarburos, aumentando la biomasa y la utilizacién de los hidrocarburos como
fuente de carbono y energia. El bajo coste de las $-CDs facilita su utilizacién para
todos estos fines (Bardi y col., 2000).

1.9. DESTINO DE LAS CICLODEXTRINAS DESPUES DE LA INGESTION

Las CDs resisten frente a la acciéon de las amilasas porque no poseen ningtin

extremo reductor para la acciéon de la amilosa (Kurkov y Loftsson, 2013). Sin
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embargo, la selectividad depende de las amilasas y del tipo de CDs. a y § son
estables a las a-amilasas salivales y y-CDs es susceptible a la accion tanto de las a-
amilasas salivares como pancreaticas (Munro y col., 2004; Szejtli, 1987). Admas la
biodisponibilidad oral de las CDs es muy baja tanto en animales como en
humanos (0,1-3%), excepto para RM-3-CD (random metil-pB-ciclodextrina), que
tiene una biodisponibilidad del 12% en ratas. Esta baja biodisponibilidad se debe
a que son moléculas muy voluminosas e hidrofilicas por lo que sdélo son
absorbidas a nivel de tracto gastrointestinal en cantidades muy bajas de CDs
(Stella, He, 2008; Loftsson, Brewster, 2010).

Por lo tanto, las a y B CDs son fermentadas principalmente por la
microflora del colon, pero las y-CDs su degradacion empieza en la boca (Harangi y
col., 2012) y contintia en el tracto gastrointestinal por las a-amilasas pancreaticas,
asi como por las bacterias intestinales (Antlsperger y Schmid, 1996, De Bie y col.,
1998, Irie y Uekama, 1997, Stella y He, 2008, Van Ommen y otros, 2004). LA
digestion de las CDs depende del tamafio de la cavidad hirofébica, siendo mayor
cuanto mayor es su cavidad, y va a disminuir su digestion cuando estin
complejando alguna molécula (Buedenbender y Schulz, 2009). La Figura 1.11
muestra como es la digestion de cada una de las CDs nativas después de haber
sido ingeridas (Kurkov y Loftsson, 2013). Las CDs mejoran la microflora
gastrointestinal que apoyan el crecimiento y la actividad de bifidobacterias y
lactobacilos y la disminuciéon de patégenos como Clostridium perfingens
(Pranckute y col., 2014).



70

MARAVILLAS PEREZ ABRIL
B- CD y-CD
Boca 1 l l a-amilasa
Estomago H
a-amilasa /
Ollgomeros Digestion
Lineales, Maltosa bacteriana
Intestino y Glucosa
delgado
Digestion
. H H H bacteriana
Ciego
ll @ @ Digestion
Colon bacteriana
CO:H2CHa CO:H2CHa CO:H2CHa Gas y heces
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Figura I.11.: Esquema comparativo de la digestion de las CDs nativas (KurKov
and Loftsson, 2013).

1.10. CONSIDERACIONES TOXICOLOGICAS Y REGULACION DEL USO DE LAS CDs

La regulacion del uso de CDs difiere entre los distintos paises, siendo
Japoén su principal productor y consumidor (Mosinger y col., 2001) (Tabla 1.2).

El uso de ay p CDs en alimentos se autorizé por primera vez en Japon, y
despues en Hungria y Alemania en 1976, 1983 y 2000, respectivamente. En
Francia, Holanda y Bélgica, el uso de CDs en alimentos fue aprobado en 1986 y se
utiliza principalmente para encapsular sabores. Las autoridades espafiolas
aprobaron el uso de las CDs en alimentos en 1987. El Comité Mixto de Expertos
en Alimentos (JECFA) de la Organizacién de las Naciones Unidas para la
Alimentacién y la Agricultura (FAO / OMS) acept6 el uso de a, B y yCDs en 1995,
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2000 y 2002, respectivamente. Debido a su perfil toxicolégico favorable, no se
defini6 una ingesta diaria aceptable (ADI) para las CDs a y y. Sin embargo, la ADI
de las B- CDs se calcul6é en 5 mg Kg de peso corporal en productos alimenticios
(esto se asigno sobre el nivel sin efecto (NOEL) de 470 mg Kg-1 de peso corporal
por dia en la dieta para perros durante un total de un afio y un factor de
seguridad de 100). Cuando se produce un exceso en la toma de p-CDs unos de los
efectos secundarios que podria resultar, seria un aumento en la produccién de
gases y heces més blandas. Los nameros E asignados para a, p y y-CDs son E457
E458 y E459, respectivamente (JECFA 2013, Directiva 2003/95 / EC 2003).
Ademés, se incorporaron a la lista GRAS de la Administracién de Alimentos y
Farmacos de los Estados Unidos (FDA) como aditivos alimentarios en 2000, 2001
y 2004, respectivamente. En Australia y Nueva Zelanda las CDs a y y se
consideran como nuevos alimentos. En Europa, las a-, B- y y-CDs deben aparecer
en la lista de ingredientes alimentarios en los alimentos que lo tienen ya que se
consideran ingredientes alimentarios (Diario oficial de la Unién Europea
5.6.2008).

Tabla 1.2 Aprobacién de las CDs

CDs Europa USA Australia, Japon
Nueva Zelanda
a-CDs NOVEL alimentos GRAS (2004) NOVEL Producto
(2004) alimentos natural
(2004)
Como aditivo
Y - alimentario (<1 gKg?') GRAS* (2001) _ Producto
CDs natural
NOVEL
y-CDs NOVEL alimentos GRAS (2000) alimentos Producto
(2001) (2003) natural

*GRAS como un protector del sabor
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2. COMPUESTOS FENOLICOS

Los compuestos fendlicos son moléculas presentes en alimentos de origen
vegetal que desempenan diferentes funciones: actian como metabolitos esenciales
para el crecimiento y reproduccion celular y como agentes protectores frente a la
accion de patogenos, siendo secretados por las células vegetales como
mecanismos de defensa. Constituyen un amplio grupo de sustancias quimicas,
considerados metabolitos secundarios de plantas, con diferentes estructuras
quimicas y actividades, que engloban mas de 8.000 compuestos distintos, desde
moléculas simples como los 4cidos fendlicos, hasta otras mas polimerizadas como
los taninos, que tienen en comun su metabolizacion a través de la ruta del acido
shikimico y de los fenilpropanoides (Robards y col., 1999; Tsao, 2010). Estos
compuestos, que suelen estar en mayor concentracion en las partes externas de la
planta (piel y cdscara, por ejemplo) son, en gran parte, responsables de las
caracteristicas organolépticas de los alimentos que los contienen (D’Archivio y
cols., 2010). A través de esta ruta se obtiene dcido benzoico y cindmico, ademds de
aminodcidos aromaticos (fenilalanina y tirosina). Una de las principales
propiedades asociadas a los compuestos fendlicos es su capacidad para
neutralizar radicales libres y su poder antioxidante llega a superar al de vitaminas
y carotenoides (Dai y Mumper, 2010). El interés ciéntifico y empresarial, de estos
compuestos radica en sus propiedades antioxidantes que previene todas aquellas

enfermedades asociadas al extres oxidativo (Scalbert y Williamson, 2000).

Hace afios, los polifenoles no se consideraban nutrientes, porque se creia
que provocaban la precipitacion de macromoléculas por lo que se creia que
reducia la digestabilidad de ciertos alimentos. Hacia los afios 90, el interés
comenzd a incrementarse gracias a las propiedades beneficiosos para la salud,
que se les atribuian, entre las que destacaban: efectos positivos en enfermedades
cardiovasculares (Renaud y de Lorgeril, 1992) o neurodegenerativas (Sun y col.,
2002), prevencion y tratamiento de distintos tipos de cdncer (Lambert y col., 2005)
y, en general, en enfermedades donde el estrés oxidativo pudiera estar
involucrado. Principalmente, los efectos positivos, se asociaban a las propiedades
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antioxidantes (Frankel y col.,, 1995), antiinflamatorias (Haqqi y col., 1999) y

anticancerigenas (Yang y col., 2001) de los compuestos fenélicos.

Estructuralmente hablando los polifenoles contienen un elemento comn, el
anillo benceno hidroxilado, el cual puede tener diefeerentes grupos funcionales
creando los diferentes tipos de compuestos fendlicoss ( glicésidos, ésteres, metil
ésteres, etc) (Martinez-Valverde y col., 2000; Duthie y Crozier, 2000). Las familias
de polifenoles se pueden clasificar segin el nimero de dtomos de carbono que
estan presentes en su esqueleto basico molecular (Tabla I.3.).

Tabla 1.3.: Clasificacién de los polifenoles.

N° de atomos de Carbono Esqueleto

6 Co Fenoles Simples
Benzoquinonas

7 Co6-C1 Acidos Fenélicos

8 Co6 -C2 Derivados de Tirosina

Acidos Fenilacéticos

9 C6-C3 Acidos Cinamicos

Fenilpropenos
Cumarinas

10 Co-C4 Naftoquinonas

13 C6 -C1-C6 Xantonas

14 C6-C2-C6 Estilbenos
Antraquinonas

15 C6-C3-Co6 Flavonoides
Isoflavonoides

18 (Co-C3)2 Lignanos

Neolignanos
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30 (C6-C3-C6)2 Bioflavonoides
n’ (C6-C3)n Ligninas
né (Co)n Melaninas Catecoélicas
n's (C6-C3-Coh)n Taninos Condensados

La cantidad de los compuestos fendlicos pueden variar en una misma
especie vegetal y entre variedades ya que dependen de factores genéticos,
ambientales, al crecimiento y calidad dek cultivo (Bravo, 1998; Scalbert y
Williamson, 2000). Los polifenoles presentes en los alimentos, suelen aparecer
glicosilados a azucares como galactosa, glucosa, arabinosa, xilosa, acido
galacturénico, entre otros. También se pueden unir a acidos carboxilicos, acidos

orgénicos, aminas y lipidos (Duthie y col., 2003).

Los polifenoles, son compuestos antioxidantes debido a que ceden
facilmente atomos de hidrogeno de los grupos hidroxilo aromaéticos a los
radicales libres con los que se encuentre, y esta caracteristica les confiere una
gran actividad antioxidante, asi como su capacidad para deslocalizar cargas
(efecto resonante) en el sistema de dobles enlaces del anillo aromatico (Duthie y
col,, 2003). Debido a esta propieda, los compuestos fendlicos, han despertado un
gran interés nutricional, ya que en varios estudios epidemiologicos han
demostrado que llevar una dieta rica en polifenoles tiene efectos beneficiosos para
la salud protegiendo frente a diversas patologias (Arts y Hollman, 2005; Scalbert y
cols., 2005a; Vauzour y cols., 2010), tal como enfermedad cardiovascular (Hertog
y cols., 1993; Quinones y cols., 2013; Tresserra-Rimbau y cols., 2013), cancer
(Tabrez y cols., 2013; Wang y cols., 2013), diabetes (Nicolle y cols., 2011; Liu y
cols., 2014; Habtemariam y Varghese, 2014) o enfermedades neurodegenerativas
(Wang y cols., 2014), todas ellas relacionadas con procesos inflamaorios
producidos por la oxidacion de ciertas moléculas.

Estos compuestos son influyen en la calidad de algunos alimentos que lo
contienen debido a que son los responsables de su olor y sabor (Tomas-Barberan
y Espin, 2001). Por ejemplo los antocianos son considerados pigmentos porque
confieren el color azul lilaceo caracteristico de algunos vegetales, o los flavonoles,

que le confieren un color amarillo crema a las frutas y ortalizas que los contienen.
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En cuanto al sabor, la flavanona naringenina aporta un sabor amargo a los citricos
mientras que los taninos hidrolizables dan astringencia a los frutos.Estos taninos
derivados del acido eldgico (elagitaninos) que pueden ser fermentados por la
microbiota del cdlon, generando metabolitos como las urolitinas A y B,
biodisponibles y con importantes propiedades anticancerigenas (Giménez-Bastida
y cols., 2012).

Atendiendo a su estructura, los compuestos fendlicos pueden clasificarse en
dos grandes grupos: flavonoides (flavononas, flavonas, isoflavonas, flavonoles,
flavan-3-oles, proantocianidinas y antocianos) y no flavonoides (acidos
hidroxicindmicos, taninos hidrolizables, acidos hidroxibenzoicos y estilbenos)
(Waterhouse, 2002) (Tabla I.4.a.y b.).

Tabla I.4.a.: Clasificaciéon de polifenoles no flavonoides.

Tipos Estructura quimica Subtipos
R3 ;
Acidos Acido /Ce}fe01l
. e e .. Tartarico
Hidroxicindmicos H CH=CH-CO-0-R1 Acido Feruloil
Tartarico
O\ H
Taninos Galotanino
Hidrolizables Elagitaninos
Epigalotanino
H H Pl

OH
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R3 .
Acido Galico
Acidos Acido
Hidroxibenzoicos R COOH Vanilico
Acido
siringico

R5 Resveratrol
Piceido

Estilbenos — O R4' Piceatanol
8-viniferina

, , a-viniferina
R R2 R3 e-viniferina

Tabla I.4.b.: Clasificaciéon de polifenoles flavonoides.

Tipos Estructura quimica Subtipos

Naringenina

Flavanonas Hesperetina
Pinocembrina

Apigenina

Flavonas P& .
Luteolina
OH
| Daidzeina
Isoflavonas

R m Genisteina
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R3'
OH
oH O Kaempferol
Flavonoles O R5' Quercetina
Miricetina
I R3
on ©
Flavanoles
OH
H
Catequina
Flavan-3-oles Epicatequina
Galocatequina
Catequina-
Epicatequina
Proantocianidinas Epicatequina-
Catequina
R3'
OH
O Cianidina
Antocianos HO N RE Delfinidina
Malvidina
= OR,

OH
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2.1 FLAVONOIDES

2.1.1 Propiedades quimicas y ruta de biosintesis de los flavonoides

Los flavonoides son los polifenoles que mas abundan en el reino vegetal,
son metabolitos secundarios de las plantes responsables del crecimiento y
provocan interacciones con otros organismos vivos. Actian como agentes
protectores frente a la luz ultravioleta o del ataque de insectos y patdgenos
(yanjum, 2005). Son los compuestos que dan color amarillos, rojos y naranjas a
algunos pétalos de flores provocando la atracciéon de agentes polinizadores
(Yajum, 2005) y pueden actuar como antibioticos y antioxidantes (Pietta, 2000).

Constan de 2 anillos benceno (A y B), unidos por un anillo pireno que
contiene oxigeno (C) (Figura. I1.12.). Los flavonoides que contienen un grupo
hidroxilo en la posicion C-3 del anillo C se clasifican como 3-hidroxiflavonoides
(flavonoles, antocianidinas, leucoantocianidinas y catequinas) y los que carecen
de él se clasifican como 3-desoxiflavonoides (flavanonas y flavonas) (Tabla 4a y
4b). La clasificacion dentro de las dos familias se basa en si poseen y cémo se han
introducido grupos hidroxilo o metilo adicionales en diferentes posiciones de la
molécula.

Los flavonoides estan presentes en plantas principalmente como glucdsidos,
siendo menos abundante su estado aglicona (las formas que carecen de restos de
azucar). Al menos 8 monosacaridos diferentes o combinaciones de estos (di- o
trisacaridos) pueden unirse a los diferentes grupos hidroxilo del flavonoide
aglicona (Williams y col., 1994) dando lugar a un gran nimero de moléculas
diferentes. Los restos de azticar mas comunes incluyen D-glucosa y L-ramnosa.
Los glucosidos son normalmente O-glucosidos, con el resto de azticar unido al
grupo hidroxilo en la posicion C-3 o C-7.

La ruta biosintética de los flavonoides deriva de un metabolismo primario
en el que intervienen diferentes enzimas (Dixon y Steele, 1999; Harborne y
Williams, 2000; Winkel-Shirley, 2001; Springob y col., 2003).
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Figura I.12. Estructuras quimicas del nuicleo del flavonoide.

Los flavonoides provienen de una molécula inicial llamada p-cumaril-CoA a
la cual se unen tres moléculas de moléculas de malonil-CoA, en una relaciéon
molar 1:3 (Figura 1.13). El p-cumaril-CoA se obtiene de la ruta del siquimato-
fenilpropanoide, y el malonil-CoA implica a la ruta del acetato-malonato. La via
del siquimato es utilizada en la sintesis de compuestos aromaticos a partir de
glacidos, proporcionando elementos basicos para la sintesis de aminoacidos
aromaéticos (fenilalanina, tirosina y triptéfano), ademdas de otros muchos
compuestos aromaticos de gran importancia para los organismos productores.
Esta ruta, inducible por estrés, se lleva a cabo en plantas y microorganismos. La
introduccién en la via de los fenilpropanoides se lleva a cabo por la acciéon de la
enzima fenilalanina amino liasa (PAL). Esta enzima, mediante una desaminacién
oxidativa, acttia sobre la L-fenilalanina (L-Phe) produciendo acido cindmico.
Después, mediante la cinamato-4-hidroxilasa (C4H), el acido cinamico pasa acido
p-cumarico, el cual es activado en forma de p-cumaroil-CoA por la 4-cumaroil-
CoA-ligasa (4CL) (Julsing y col., 2006). Al mismo tiempo, la via del acetato-
malonato comienza con la formacién de malonil-CoA, a partir de acetil-CoA, por
la acetil-CoA-carboxilasa (ACC) (Figura 1.13).
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L-Fenilalanina
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Figura 1.13.: Ruta comun fenilpropanoide, de fenilalanina a p-

CoASH

B

cumaril-CoA.

Posteriomente acttan dos enzimas claves sobre el p-cumaril-CoA que son
chalcona-sintasa (CHS) o estilbeno-sintasa (STS) produciendo la ciclacién de la
tetracetona lineal (Figura 1.14).

Si la enzima que actta es la STS, el producto que se obtiene es el trans-
resveratrol, liberando cuatro moles de CO» y forma resveratrol. En el caso de que
actie CHS, se liberan 3 moléculas de CO; y forma naringenina-chalcona o

pinocembrina-chalcona (de tirosina o fenilalanina respectivamente) (Figura 1.14.).
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Figura I.14.: Ruta biosintética de flavonoides.
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Después de esta reaccion, la enzima chalcona isomerasa (CHI) cicla a la
naringenina o pinocembrina chalcona a través de una isomerizacion
estereoespecifica para formar las flavanonas naringenina o pinocembrina.
Después, las flavanonas son modificadas por enzimas de la ruta de flavonoides
para generar una amplia variedad de derivados (Dixon y Steele, 1999;
Turnbull y col., 2004).

Se ha observado que con la luz ultravioleta incrementa la biosintesis de
estos compuestos (Antognoni y col., 2007) y que el ataque de microorganismos a
las plantas también aumenta la fabricacién de compuestos fendlicosd (Robards y
Antolovich, 1997). Por lo que se cree que los compuestos fendlicos actian como
mecanismos de defensa para las plantas frente a agresiones externas (Clausen y
col., 1992).

2.1.2 Presencia en los alimentos e ingesta diaria

Los flavonoides estan presentes en distintas cantidades en la mayoria de
frutas y hortalizas comestibles. Los principales flavonoides de la dieta y sus
fuentes se muestran en la Figura I.15. Las estimaciones de consumo de
flavonoides a nivel de poblacion sélo estan disponibles para algunas subclases de
flavonoides, tales como flavonoles, flavanonas e isoflavonas.

En el estudio PREDIMED (prevencién con dieta mediterrdnea), se establece
que la ingesta diaria de polifenoles totales en la poblacién adulta espafiola es de
0,8 + 0,3 g, siendo su fuente principal la frutas verdura, infusiones, café y vino
tinto (Tresserra-Rimbau y cols., 2013). En este mismo estudio se observd que los
tipos de polifenoles consumidos mayoritariamente con flavonoides (54%) y acidos
fendlicos (37%), mientras que el 9% restante estd compuesto por una mezcla de
fenoles entre los que destacan los estilbenos del vino. Ademas, definieron que la
principal fuente de polifenoles procede de la fruta (naranjas, cerezas y manzanas),
aportando principalmente flavonoides (flavanonas, flavonas, antocianos y
catequinas). Las bebidas no alcoholicas aportan gran cantidad de acidos fenolicos
en la dieta espafiola, particularmente el café como fuente de dacidos
hidroxicinamicos, mientras que la bebida alcohodlica rica en polifenoles por
excelencia es el vino, como fuente principal de proantocianidinas (flavonoides).

La principal fuente de compuestos fendlicos en la dieta es el café, siendo un 18%
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de la ingesta total de polifenoles, seguido de las frutas: naranjas (16%) y
manzanas (12%). Ademas, destacan los productos derivados del olivo, aceituna y
aceite de oliva, que contribuyen en un 11%, seguido del vino tinto con un 6%

(Tresserra-Rimbau y cols., 2013).
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Figura I.15. Estructura y presencia en la dieta de las principales clases de

flavonoide.
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En otros paises como Finlandia, la poblacion ingiere de manera diaria 0,8 +
0,4 g de fenoles totales por persona y dia (Ovaskainen y cols., 2008), siendo el
grupo de polifenoles mayoritario los acidos fenodlicos (75%) proporcionados a
través del café y los cereales, seguidos de proantocianidinas, que contribuyeron
con 14% debido a la ingesta de frutos rojos y derivados. En Polonia los valores de
ingesta de compuestos fenolicos en adultos de 1,2 g por persona y dia para
hombres, y 1 g para mujeres gracias al consumo de té, café, patatas, manzanas y

pan blanco (Zujko y cols., 2012).

2.1.3. Metabolismo

Los flavonoides se metabolizan principalmente en el lumen gastrointestinal,
concretamente en las células de la pared intestinal y el higado. El metabolismo de
los flavonoides es de gran interés porque, sus productos pueden ser los que
realizan la actividad bioldgica. Una caracteristica comtn de los flavonoides es que
se convierten en glucuroénido y sulfato conjugados en el torrente circulatorio.

Alrededor del 90-95% de los polifenoles ingeridos no son absorbidos en el
intestino delgado y, por lo tanto, alcanzan el colon (Calani y cols., 2012), mientras
que los flavonoides, en particular, el 70% alcanzan el intestino grueso (Roowi y
cols.,, 2010, Stalmach y cols.,, 2010b). Al colon también llegan compuestos
excretados a través de la bilis tras su absorcion intestinal (circulacion
enterohepatica) o derivados desde el enterocito a través de transportadores MRP2
(mecanismo de reflujo). La microbiota del colén metaboliza los fenoles mediante
reacciones de hidrdlisis (compuestos glicosilados, glucuronizados, sulfatados y
acilados), asi como reacciones de reduccién, descarboxilacion, desmetilacion,
deshidroxilacion y rotura de anillos heterociclicos para generar compuestos de

menor peso molecular (Calani y cols., 2012).

2.1.4. Biodisponibilidad

La biodisponibilidad y el metabolismo de flavonoides, fueron muy
estudiados en los afios 1960 y 1970 (Griffiths LA, Barrow A., 1972). En la mayoria
de estos estudios se administraron dosis altas de flavonoides a animales de
laboratorio y se estudié la biodisponibilidad de los productos de degradacién

producidos por la microflora gastrointestinal. Hoy en dia, existen métodos



CAPITULO L. 85

sensibles que permiten el andlisis en suero y orina de muchos flavonoides. Estos
métodos permiten estimar la disponibilidad de los flavonoides en los seres
humanos a niveles adecuados de ingesta dietética. Es evidente que la
biodisponibilidad de los flavonoides varia mucho entre los diferentes subgrupos
y compuestos, teniendo en cuenta las diferencias en sus estructuras quimicas
(D’Archivio y cols.,, 2010). En un principio la absorcion fue asociada a la
estructura quimica del compuesto y no a la concentracion ingerida (Scalbert y
Williamson, 2000), aunque otros factores de indole genético, ambiental o culinario
también determinan la biodisponibilidad de los compuestos fendlicos. Ademas,
los polifenoles mas abundantes no son siempre los mas activos bioldgicamente,
bien porque tienen una baja actividad intrinseca, o bien porque son pobremente
absorbidos, altamente metabolizados o rdpidamente excretados (Manach y cols.,
2004).

La bioactividad final de los compuestos fendlicos en el organismo va a
depender de la biotransformacion sufrida durante el proceso digestivo (Del Rio y
cols., 2010a, 2013; Selma y cols., 2009; Monagas y cols., 2010).

2.1.5 Actividades o Propiedades biologicas

Las principales propiedades beneficiosas para la salud de los flavonoides
son: su capacidad antioxidante, inhibicion enzimatica, quelacién de metales y
regulacion de la expresion genética (Erlejman y col., 2004). Estos compuestos
ejercen su actividad antioxidante en diversos sistemas bioldgicos y, por otro lado,
esta capacidad va a depender de su relativa hidrofilicidad/y de las interacciones
que se establezcan con las macromoléculas (Saija y col., 1995). Esto va a depender
de la concentracidon de flavonoides que hayan permitiendo que actiien de una
manera o de otra.

En la Tabla L5 se puede observar las actividades bioldgicas que se les
atribuyen a los diferentes compuestos fenolicos y donde se encuentran en la

naturaleza.
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Tabla L.5.: Propiedades beneficiosas de los flavonoides y presencia en alimentos.

Compuesto Efecto metabdlico Fruta Referencias
Protegen la peroxidacién Espin y Tomas-
Afectanala Barberan,2005
permeabilidad de los Tomas- Barberan
Flavanonas Citricos
) ) lipidos ) Chen y cols., 2015
Naringenina ] Miel
Antitumoral Cowan,1999
Hesperidina Tomates
Hormonal Rodriguez-Ramiro y
Eriocitrina Menta
Antimicrobiano cols. 2011a
Antidepresivo P. Singh y col.., 2014
Flavonas Actividad de Pimiento  Harborne y Williams,
Luteolina fitoestrégenos Apio 2000
Apigenina Antimicrobiano Perejil Cowan, 1999
Isoflavonas Soja Dijsselbloem y col.,
Antioxidante
Daidzeina Plantas 2004
Actividad estrogénica
Genisteina leguminosas Dixon, 2004
Antioxidante Manzana
Tomaés- Barberan, 2003
Disminuyen la Uva .
. . Nijveltd y col., 2001
Flavonoles agregacion plaquetaria Cereza
Espin y Tomaés-
Quercetina Disminuyen la oxidacion ~ Granada
Barberan, 2005
Miricetina de las LDL Cebollas
) ) Cowan, 1999
Kaempferol Antimutagénico Escarola
Presez-Sanchez y col.
Antiinflamatorio Té
20014
Antimicrobiano Broécoli
Flavanoles Antioxidante Uva Kris-Etherton y col.,
Catequinas Antimutagénico Manzana 2002
Proantocianidinas Antiinflamatorio Pera Poyrazoglu y col., 2002
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Antialérgico Cerezas  Yokozawa y col., 1998
Anticancerigeno Granada  Ahmad y col., 2000
Antimicrobiana Té Fujimura y col., 2002
Disminuye la oxidacién Chocolate  Kundu y col., 2003
delas LDL
Disminuye la agregacion
plaquetaria
Antocianos Antioxidante Cereza
Mc Dougall y col., 2005
Cianidina Antitumoral Uva
Kong y col., 2003
Pelargonidina ~ Antiinflamatorio Fresa
Flavonoles

Los flavonoles se obtienen apartir de las flavonas al sustituir el hidrogeno
del carbono 3 del anillo C por un hidroxilo. (Willits y col., 2004). La enzima
responsable de sintetizar flanonoles a partir de flavanonas es la flavonol sintetasa
(FLS) (Dixon y Steele, 1999) (Figura 1.14). Muchos de los flavonoles que
encontramos en la naturaleza presentan actividad antiflamatoria (Nijveltd y col.,
2001; Harborne y Williams, 2000), antioxidante (Harborne y Williams, 2000) y
antimicrobiana (Cowan, 1999).

Las propiedades antiinflamatorias de los flavonoides se encuadran en la
inhibiciéon de la actividad del 4cido araquiddnico a través de la fosfolipasa A2
(PLA2), ciclooxigenasa (COX) y lipooxigenasa (LOX) y la enzima ¢éxido nitrico
sintasa (NOS) productora de dxido nitrico (NO). La inhibicién de estas enzimas
por los flavonoides reduce la produccion de acido araquidénico, prostaglandinas,
leucotrienos y NO, mediadores cruciales en la inflamacién (Sies y cols., 2005). Los
flavonoides como kaempferol pueden inhibir otros mediadores del proceso
inflamatorio tales como la proteina C reactiva (PCR), cuya elevacion en suero se
considera un indicador de inflamacién crénica y su concentracion plasmatica un
biomarcador predictivo de la enfermedad cardiovascular. Asi, se ha descrito una
reduccion de los niveles plasmaticos de PCR en ratones alimentados con dieta rica
en colesterol y enriquecida con epicatequina respecto a aquellos animales
alimentados con la misma dieta pero sin este flavanol (Morrison y cols., 2014).

También, epicatequin-3-galato y quercetina parecen activar el transportador
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ABCAl1l (ATP-binding cassette-Al), reducir los niveles de proteinas
quimiotacticas, como la MCP-1 (proteina quimioatrayente de macréfagos tipo 1),
e inhibir la producciéon de PCR (Gonzalez y cols., 2011). Lo que explica, en parte,
los efectos antiinflamatorios de este flavonoide. (Y.-L. Lin, J.-K. Lin, 1997).

Hay diferentes compuestos fendlicos que pertenecen al subgrupo de los
flavonoles destacando entre ellos kaempferol, quercetina, miricetina y rutina,
entre otros (Figura 1.16.) (Willits y col., 2004).

Quercetina Miricetina

OH

Kaempferol

Figura 1.16.Quercetin, Miricetina y Kaempferol (flavonoides)

Estos compuestos se pueden obtener también por una ruta alternativa (Figura
I.14.), que estos también se sintetizan por rutas indirectas (Turnbull y col., 2004)

(Figura 1.14.). en la cual ocurren hidroxilaciones de flavononas en el carbono 3 del
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anillo C por la encima flavonona 3-B-hidroxilasa (Dixon y Steele, 1999). A partir
de estos compuestos hay encimas que producen metilaciones y glicosilacines en
ellos favoreciendo la diversificacion de flavonoles, estas enzimas son: flavonoide
glucosil transferasa (GT) y flavonoide O-metiltransferasa (OMTs), (Willits y col.,
2004).

Estos flavonoides son de color amarillo siendo los mas abundantes en los
alimentos como vino tinto, cebolla, te, brocoli y escarola. Suelen estar en forma
glicosilada y se encuentran en Iso tejidos aéreos de las plantas, ys que su sintesis
depende del sol (Manach y col., 2004; Macheix y col., 1990). En el alimento en el
cual se encuentran en grandes concentraciones es la cebolla que contiene
aproximadamente 1200 mg/Kg mientras que en el vino y el té hay unos 45 mg/L.
La fruta puede contener entre 5 y 10 flavonoles glicosilados diferentes (Hertog y
col., 1995).

El flavonol mds comun en la dieta es la quercetina (Figura I1.16.). La
importancia de diferentes alimentos como fuentes de quercetina varia de un pais
a otro (Hertog y col., 1995). El té es la fuente predominante de quercetina en los
Paises Bajos y Japdn, el vino en Italia, mientras que la cebolla y las manzanas son
la fuente principal en Estados Unidos, Finlandia, Grecia y la ex Yugoslavia
(Hakkinen y col., 1999). Cabe destacar que, aunque la cebolla no se consume en
grandes cantidades, es una fuente importante debido a su alto contenido de
quercetina. El té y especialmente el vino, por el contrario, contienen cantidades
relativamente bajas de quercetina, pero se consumen, al menos en algunos paises,
en cantidades elevadas (Hertog y col., 1995).

La quercetina esta presente en las plantas en muchas formas glucosidicas
diferentes (Kithnau, 1976), siendo la quercetina-3-rutindsido, también llamada
quercetina-3-rhamnoglucoésido o rutina, una de las formas mas abundantes. En la
cebolla, la quercetina estd unida a 1 o 2 moléculas de glucosa (quercetina-4'-
glucdsido y quercetina-3,4 glucdsido). Ejemplos de otros glucdsidos dietéticos de
quercetina son galactdsidos de la quercetina, que se encuentran en las manzanas,
y los arabinosidos de quercetina, que estan presentes en bayas. Otros flavonoles
de la dieta incluyen kaempferol (brdcoli), miricetina (bayas) e isorhamnetina
(cebolla).
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2.1.5.1. Propiedades beneficiosas para la salud de Quercetina
2.1.5.1.1. Propiedades antioxidantes

Quercetina es un flavonoide presente en una gran variedad de fuentes
naturales, principalmente en la piel de las manzanas y en cebollas rojas (Vazquez-
Flores y col., 2017). Quercetina presenta importantes efectos antioxidantes (Hayek
y col., 1997; Chopra y col., 2000), anticarcindgenos (Verma y col. 1988; Deschner
EE y col.,, 1991; Pereira MA y col., 1996), antiinflamatorios (Ferry y col., 1996),
antiagregatorios plaquetarios (Pignatelli y col., 2000) y vasodilatadores (Vizcaino
F y col., 2002). Su potencial antioxidante, por ejemplo, podria ser el resultado de
la quelacién de metales (Ferrali y col., 1997), eliminacién de radicales libres (Huk
y col., 1998; Aherne, O’Brien, 2000), inhibicién de enzimas (Nagao y col.., 1999), y
/ o la induccion de la expresion de las enzimas protectoras. En el organismo
humano existen varios sistemas de proteccién contra radicales libres: sistemas
enddgenos enzimaticos (catalasa, glutation reductasa, glutation peroxidasa,
superdxido dismutasa) y sistemas no enzimaticos especificos (glutation), asi como
fuentes exogenas procedentes de la dieta (como la vitamina C, vitamina E,
carotenoides y polifenoles). Cuando estos mecanismos no son suficientes se
produce un aumento de la oxidacion, que se conoce como estrés oxidativo, que
serfa parcialmente responsable de las patologias sefialadas anteriormente
(Halliwell, 2012).

En cuanto al efecto anticarcinogénico de quercetina, cabe sefialar que en la
década de los 70, se consider6 un carcindgeno porque mostré mutagenicidad en
la prueba de Ames (Bjeldanes, Chang 1977). Sin embargo, varios estudios a largo
plazo en diferentes especies animales han demostrado que esto no es cierto,
demostrando que, por el contrario, quercetina inhibe la carcinogénesis en
animales de laboratorio (Stavric 1994).

La capacidad antioxidante de los flavonoides es debida a sus propiedades
estructurales ya que presentan un grupo catecol (3', 4'-dihidroxi) en el anillo B; un
doble enlace insaturado entre C2 y C3 en el anillo C y; un grupo hidroxilo en C3
en el anillo C (Dreosti, 2000).

Quercetina es un flavonoide con una potente actividad antioxidante, la

cual es mayor que la que presenta la vitamina C y E ademds de tener la misma
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solubilidad acuosa de la vitamina E. Cuando quercetina y las vitaminas C y E se
encuentran juntas actian sinérgicamente en su capacidad antioxidante ya estas
vitaminas protegen de la oxidacion a quercetina alargando su propiedad
antioxidante durante més tiempo. (Rice-Evans y Packer, 2003).

Por otro lado, quercetina también es capaz de retener metales como cobre
y hierro debido a los grupos funcionales que posee (Figura 1.17.) (Williams y col.,
2004).

OH

HQO O

OH
OH O

Figura I.17.: Estructura quimica de la quercerina mostrando los
grupos funcionales que le confieren su actividad antioxidante. En
amarillo, el grupo catecol del anillo B; en rojo, enlace insaturado del
anillo C; en verde, funcién 4-oxo en el anillo C; en azul, puntos con

capacidad de quelacion de metales.

2.1.5.1.2. Prevencién de la aterosclerosis

Numerosas evidencias epidemioldgicas y estudios observacionales en
animales y en humanos han asociado el consumo regular de alimentos ricos en
polifenoles, principalmente en flavonoides, con un efecto cardioprotector en
humanos (Habauzit y Morand, 2012). La aterosclerosis es una enfermedad
cronica de la pared arterial y la principal causa de muerte en todo el mundo
(Libby 'y col, 2011). Estd generalmente asociada con enfermedades
cardiovasculares, tales como enfermedad coronaria, carotidea, arterial periférica,
isquemia, infarto de miocardio y accidente cerebrovascular. Actualmente se ha

estudiado que la modificaciéon oxidativa de lipoproteinas de baja densidad (LDL),
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la disfuncion endotelial y la inflamacion estan implicadas en la patogénesis de la
aterosclerosis (Falk, 2005). Las estatinas se usan como tratamiento clinico para la
terapia de la ateroesclerosis multiple debido a su eficacia en la reduccion del nivel
de lipoproteinas de baja densidad (LDL) y el colesterol plasmatico (Ray y
Chanton, 2005). Ademads, las estatinas tienen activiad antiinflamatoria y
proteccion endotelial (Beltowski y col., 2009). Sin embargo, su consumo puede
causar varios efectos secundarios como lesién o toxicidad muscular (Maron y col.,
2003), miopatia, rabdomiolisis e insuficiencia renal aguda. Actualmente, la
atencion se centra en el estudio de productos naturales de origen vegetal que
posean actividad aterosclerdtica. Recientemente, Peterson y cols. (2012) han
revisado un total de 12 estudios llevados a cabo en Europa y Estados Unidos,
concluyendo que existe una relacion inversa entre la ingesta de flavonoides y la

mortalidad por enfermedad cardiovascular (ECV).

Existen estudios que han demostrado que los flavonoides presentan
actividades anti-ateroescleréticas y por lo tanto mejoran la salud humana (Grassi
y col., 2010). Los flavonoides presentes en las hojas del caqui son principalmente
quercetina, kaempferol y sus glucdsidos, y esta fruta se ha utilizado en la
medicina tradicional china para tratar el sindrome de apoplejia por accidente
cerebrovascular, lesion por isquemia/reperfusion (Bei y col., 2004) y enfermedad
coronaria. Por otra parte, otros estudios han demostrado que este extracto tiene
efectos sobre hemostasia, hipertension, apoplejia y aterosclerosis (Sakanaka y col.,
2005). Sin embargo, la biodisponibilidad de estos flavonoides es muy baja, por lo
tanto, su aplicacion clinica es muy limitada.

La evidencia experimental demuestra que quercetina posee capacidades
antiinflamatorias y antifibroticas, que juntas son beneficiosas para el tratamiento

de enfermedades hepaticas (Vazquez-Flores y col., 2017).

2.1.5.2. Propiedades beneficiosas para la salud de Miricetina

Miricetina inhibe eficientemente la oxidacion lipidica (Hudson, Mahgoub,
1980; Ramanathan, 1992). Se considera mejor antioxidante que el hidroxianisol
butilado (BHA) y el hidroxitolueno butilado (BHT) (Wanasundara, Shahidi, 1994;
Wanasundara, Shahidi, 1998). Ademas, es un inhibidor de la enzima inosina 5'-
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monofosfato deshidrogenasa humana implicada en la sintesis de guanosina, por

lo tanto, inhibe la sintesis de novo de purinas. (Huiling Pan, y col., 2016).

2.1.5.2.1. Efectos anticancerigenos

El término "cancer" se refiere a una enfermedad pleiotropica que es causada
por el crecimiento anormal de las células, que potencialmente invaden y/o se
diseminan a otros o¢rganos y tejidos (Ruddon,2007). Segun los datos de
GLOBOCAN, el cancer afecta a 14,1 millones de personas en todo el mundo cada
ano (Saranath, Khanna 2014). Estudios fisiopatoldgicos han demostrado que
alrededor del 90-95% de los canceres son causados por factores epigenéticos como
el tabaquismo, la dieta, las infecciones, la radiaciéon y los contaminantes
ambientales (Anand y col.,, 2008; Esteller2008; Taby, Perera 1997, Ames y col,,
1995; Boffetta 2006). Existen varios protocolos terapéuticos disponibles
actualmente para tratar el cancer, tales como cirugia, quimioterapia, fototerapia y
radioterapia. Sin embargo, las estrategias terapéuticas actuales tienen ciertas
limitaciones, tales como resultado deficiente, alto costo, riesgo de recaida, asi
como aparicion de resistencia a farmacos. Por lo tanto, los compuestos dietéticos
naturales se estan estudiando cada vez mas por su importante actividad contra el
cancer y efectos secundarios insignificantes (Curti y col., 2014; Newman, Cragg,
2012; Fulda,2010; Tan y col., 2011; Cragg y col., 2011, Demain, Vaishnav, 2011;
Mehta y col., 2010).

Existen pruebas considerables de que los flavonoides poseen potentes
efectos anticancerigenos a través de diversas vias moleculares

Micetina (3,5,7-trihidroxi-2- (3,4,5-trihidroxifenil) -4-cromenona) es un
flavonoidec dietético comiin que se encuentra en una amplia variedad de
productos vegetales (Harnly y col, 2006). Hay estudios que demuestran
diferentes efectos protectores de miricetina, incluyendo sus actividades
antioxidantes citoprotectora, antiviral, antimicrobiana y antiplaquetaria (Ong,
H.E. Khoo 1997). Ademas, miricetina presenta un efecto anticancerigeno contra

varios tipos de canceres actuando sobre diferentes procesos:

e Enla proliferacion de células cancerosas
e Enlas vias de senalizacion del cancer

e Sobre la muerte de células cancerosas
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e Inhibicion de la metastasis tumoral y la angiogénesis

En general, los datos recogidos sobre miricetina indican su efecto
quimiopreventivo de naturaleza multifuncional. Se dirige a todo tipo de marcas
tumorales, incluyendo proliferacion celular, mecanismo de sefializacion,
apoptosis, angiogénesis y metastasis tumoral. También es un agente antimitotico
potencial en el tratamiento del cancer de higado. Se dirige a las mitocondrias para
promover el modo apoptotico de muerte celular en varias células cancerosas. En
general, los datos de estos estudios sefialan la importancia de miricetina como
agente quimiopreventivo en el tratamiento de diferentes tipos de cancer (Kasi
Pandima Devi, y col., 2015; Haizhi Huang y col., 2015).

Este flavonol es extremadamente hidréfobo y, a pesar de sus amplios
beneficios potenciales para la salud, su uso en alimentos funcionales esta limitado

por su baja solubilidad en agua.
2.1.5.3. Propiedades beneficiosas para la salud de Kaempferol

2.1.5.3.2. Propiedades anticancerigenas

Se ha demostrado en numerosos estudios es el efecto anticancerigeno
(Dharambir Kashyap y col., 2017; Lv-Ying Tu y col., 2016).

Kaempferol tiene efectos hepatoprotectores. En los paises en desarrollo, el
80% de carcinoma hepatocelular (CHC) es debido a la alta exposiciéon a la
aflatoxina que desencadena dicha enfermedad. En 2012 se realizé un estudio
induciendo cancer de higado primario por Aflatoxina B1 (AFB1) en ratas, se le
administro a un peuqgefio grupo de ellas kaempferol (100 mg / kg / pc p.o)
disuelto en 1 ml de DMSQO, durante un periodo de 28 dias sucesivos. Los efectos
sobre la peroxidacién lipidica, la disminuciéon de los niveles de antioxidantes
enzimaticos y no enzimaticos y niveles alterados de las enzimas xenobioticas
fueron significativamente inferiores (P <0,01), a los normales en los animales
enfermos, volviendo a niveles casi normales en aquellas ratas a las que se les
administré6 kaempferol. Estos resultados sin duda demuestran la propiedad
moduladora de kaempferol a través de restaurar significativamente todos los
analisis bioquimicos alterados, proporcionando una garantia del uso prevalente

para el tratamiento del carcinoma hepatocelular (Yu Wang y col., 2015).
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Otra de las propiedades que se le atribuyen al kaenferol en numerosos
estudios es su potente actividad antioxidante muy relacionada con las
propiedades descritas anteriormente (Dharambir Kashyap y col., 2017; Riyaz Dar
y col., 2013).

2.1.5.4. Flavanonas hesperetina y naringenina

Las flavanonas son flavonoides presentes casi exclusivamente en citricos.
Las concentraciones mas altas se encuentran en los tejidos sélidos de los citricos,
aunque también se encuentran cantidades considerables en los zumos, (Tomas -
Barberan, Clifford, 2000). Hesperidin (hesperetin-7-rutinoside) y narirutin
(naringenin-7-rutinoside) son los principales flavonoides de naranjas y
mandarinas, mientras que los del pomelo son naringina (naringenin-7-
neohesperoside) (70%) y narirutin (20%) (Kawaii, 1999). También se encuentran
concentraciones bajas de naringenina en tomate, principalmente en la piel donde,
también se encuentra naringenina chalcona, que se convierte en naringenina
durante el procesamiento de tomate ketchup (Krause, Galensa, 1992). En
Finlandia, se ha estimado que la ingesta media de naringenina es de 8,3 mg / dia,
y en el caso de hesperetina 28,3 mg / dia (Kumpulainen y col., 1999). Las
estructuras de hesperetina, naringenina y sus glucdsidos mds importantes se

muestran en la Figura 1.18.

HesperetinaR1=0

Hesperidina:
R1=6-0-a-L-rhamnosil-D-glucosido

Naringenina R1=0

Naringenin:
R1=2-O-a-L-rhamnosil-D-glucosido

Narirutin
R1=6-O-a-L-rhamnosil-D-glucosido

Figura I.18. Estructuras quimicas hesperetina (Mw =302 g / mol) y
naringenina (Mw =272 g / mol) y algunos de sus glucdésidos mas comunes
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2.1.5.4.1. Efecto Anticancerigeno

La principal propiedad de estas dos flavanonas son sus propiedades
anticancerigenas. Se ha demostrado que hesperetina inhibe la carcinogénesis
mamaria inducida quimicamente (So FV y col., 1996), de vejiga urinaria (Yang y
col.,, 1997) y de colon (Miyagi Y y col, 2000), en animales de laboratorio.
Hesperetina, también pose actividad antioxidante, aunque mas pobre en

comparacion con otros polifenoles (Jeon y col., 2002).

2.1.5.4.2. Propiedades reductoras de colesterol

Estudios epidemiologicos han demostrado una correlacion inversa entre la
ingesta de flavonoides en la dieta y la muerte por enfermedad coronaria (Hertog
y col., 1992; Hertog y col. 1995). Como tal, existe un interés considerable en
investigar la naturaleza hipolipidémica y antiaterogénica de estos compuestos.
Entre los flavonoides citricos naturales, hesperidina, hesperetina, naringina y
naringenina ya han sido evaluados como agentes potenciales para mejorar el
metabolismo del colesterol in vivo (Monforte y col.,, 1995; Bok y col.,, 1999).
Algunos efectos de hesperetina y naringenina estan relaccionados con el
metabolismo de lipidos. Se ha comprobado que en ratas regulan la secrecion de
apolipoproteina B en células HepG2, posiblemente mediante la inhibicion de la
sintesis de ésteres de colesterol (Chen y col., 2015), para inhibir la 3-hidroxi-3-
metilglutaril-coenzima A reductasa y la acil coenzima A: colesterol O-
aciltransferasa (Lee y col., 1999). Ademas, se ha observado una disminucién en los
niveles plasmaticos de lipoproteinas de baja densidad (LDL) y en los niveles de
colesterol hepatico en conejos alimentados con una dieta con alto contenido de
colesterol suplementada con hesperetina y naringenina (Kurowska y col., 2000).
También se ha visto un aumento de los niveles de lipoproteinas de alta densidad
(HDL) en humanos hipercolesterolémicos después del consumo de zumo de
naranja (Kurowska y col., 2000; Chen y col., 2015).

2.1.5.4.3. Propiedades antidepresivas

La depresion es uno de los trastornos psiquiatricos mas prevalentes, y se
caracteriza por una disminucion en la capacidad de un individuo para
experimentar placer. La depresion es una enfermedad mental cronica e

incapacitante que causa alta morbilidad y mortalidad. (Gaffrey, y col., 2013; Carde
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Hatif 2016; Kaster y col.,2016). La Organizacion Mundial de la Salud (OMS)
calcula que unos 350 millones de personas sufren de depresion y predice que para
el afio 2020 esta sera la segunda causa de discapacidad en todo el mundo (World
Health Organization 2012). Aunque hay muchos antidepresivos efectivos
disponibles, a menudo son inadecuados, con resultados insatisfactorios en
alrededor de un tercio de todos los pacientes tratados (Bhattamisra y col., 2008).

Los efectos antidepresivos de los flavonoides, chalconas y flavanonas han
sido ampliamente estudiados (Singh y col., 2014, Matos, y col., 2014.).

Actualmente es necesario el descubrimiento de nuevos farmacos
antidepresivos con mayor eficacia y menos efectos secundarios. Se ha
comprobado que muchos flavonoides extraidos de plantas poseen efecto
antidepresivo en estudios realizados en animales (Li-Ping Guan, Bing-Yu Liu,
2016).

2.1.5.4.4. Enfermedades neurodegenerativas

La enfermedad de Alzheimer es el tipo mas frecuente de trastorno
neurodegenerativo asociado con la demencia en el cerebro de ancianos (Pratico,
2008a), y se caracteriza por una pérdida progresiva y considerable de funciones
cognitivas dando como resultado una serie de disfunciones entre las que se
incluyen un grave déficit en el sistema colinérgico, que desempena un importante
papel en el aprendizaje y la memoria. Afecta a millones de personas en todo el
mundo y se ha convertido en un importante problema médico y social para los
paises desarrollados y subdesarrollados (Pratico, 2008b). Los enfoques
terapéuticos actuales para la enfermedad de alzheimer todavia son discutidos. El
estrés oxidativo contribuye a la etiologia de algunas afecciones caracteristicas de
los trastornos neurodegenerativos, asi como, enfermedad del alzheimer
(Butterfield, 2004). El cerebro, en particular, es altamente vulnerable al dafio
oxidativo debido a su alto consumo de oxigeno (Shulman y col., 2004).

Las enfermedades neurodegenerativas incluyen un ntimero de afecciones
patologicas que aumentan el progreso de la infiltracion, al igual que las
enfermedades de Parkinson y Alzheimer. Estudios actuales indican un aumento
continuo de estas enfermedades que afectaran al 50% de la poblacion envejecida
en el futuro (Noble y Burns, 2010). La enfermedad de Parkinson, en particular, es

la mds frecuente en el ordenamiento genético neuromuscular (Kakkar y Dahiya,
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2015), para la cual todavia no se dispone de terapias eficaces, excepto para
mejorar los sintomas.

Se ha demostrado que naringenina y hesperetina presentan un efecto
neuroprotector en el modelo inducido por ICV-STZ de la enfermedad de
Alzheimer, el modelo 6-OHDA de la enfermedad de Parkinson, amnesia inducida
por escopolamina y previenen el dafo oxidativo en diversas condiciones
fisiopatoldgicas debido a su capacidad para penetrar en el cerebro (Baluchne
jadmojarad y Roghani, 2006, Mercer y col., 2005, Zbarsky y col. 2005, Heo y col.,
2004a, b).

2.1.5.4.5. Proteccién contra microorganismos patdgenos.

La alta tasa de resistencia microbiana de los antibidticos convencionales
despierta gran interés en el uso de flavonoides como alternativa. Los flavonoides
pueden ser considerados como conservantes naturales de alimentos debido a sus
actividades antimicrobianas (Rodriguez Vaquero y col., 2010).

Activi
dad antibacteriana: La actividad antibacteriana y la biodisponibilidad de los
flavonoides puede verse afectada por diversos parametros, tales como la
conformacion molecular, la hidrofobicidad, la solubilidad, la presencia o ausencia
de resto de azucar y el tipo de aztcar en el esqueleto quimico (C. Manach y col.,
2004). Se han propuesto como mecanismos antibacterianos de los flavonoides: la
interferencia con la sintesis de ADN bacteriano, el movimiento bacteriano, la
permeabilidad de la membrana citopldsmica y la inhibicion de las metaloenzimas
bacterianas, (Cushnie, Mirzoeva y col., 1997). Comprobando la eficacia contra
bacterias Gram-positivas y Gram-negativas de naringenina y hesperetina.

Los virus son un gran grupo de patogenos humanos que causan
enfermedades infecciosas graves. Preocupacién de la salud publica sobre la
prevalencia de enfermedades infecciosas virales cronicas, como el virus de la
inmunodeficiencia humana (VIH), el virus de la hepatitis C (VHC) y el virus de la
gripe, y su resistencia a las terapias antivirales convencionales han aumentado la
demanda de nuevos medicamentos antivirales (Lou y col., 2014). Tanto
hesperetina como naringenina, han demostrado tener efecto antiviral (Mucsi,
Garg y col., 2001; Wacker, Eilmes 1978).
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Las infecciones por hongos y la resistencia a los antifungicos actuales han
sido temas de investigacion en la ultima década. Es necesario desarrollar nuevas
sustancias antifingicas alternativas. Krolicki y colaboradores han demostrado que
hesperetina y naringina poseian actividad antifingica contra Botrytis cinerea,
Trichoderma glaucum y A. fumigatus (Krolicki y col., 1984; Nazrul Islam, Ahsan,
1997). Por otra parte, hesperetina y otros diez flavonoides aislados de especies de
citricos han mostrado de efectos inhibitorios sobre contaminantes fingicos de
alimentos, incluyendo Aspergillus parasiticus, Aspergillus flavus, Fusarium

semitectum y Penicillium expansum (Salas y col., 2011).

2.1.5.5. Propiedades beneficiosas de la flavona apigenina

Las principales flavonas en la dieta son apigenina y luteolina (Figura 1.19).
Su ingesta dietética es bastante baja porque se producen en concentraciones
significativas en pocas plantas comunmente consumidas. La fuente mas
importante de estos compuestos son pimienta roja (Hertog y col., 1992a) y apio
(Hertog y col., 1992)

OH

HO O

OH O

Figura 1.19.: Apigenina

Apigenina (4',5,7-trihidroxiflavona) es una flavona natural que se encuentra
principalmente en perejil, manzanilla, apio, alcachofas y orégano. Entre ellos, el
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perejil seco es la fuente mas rica de apigenina, que contiene 45.035 ug/g
(Baldasquin-Caceresa y col. 2014).

Numerosos estudios in vivo han demostrado que apigenina puede suprimir
el crecimiento tumoral y la metastasis. La administracion oral de apigenina (20 y
50 pg) en ratones que presentaban cancer de prostata, disminuyo el volumen y el
peso de los tumores sin ningun efecto secundario indeseable. La ingesta de
apigenina también disminuy6 la apoptosis y detuvo el ciclo celular del tumor
(Shukla y col., 2014; Pandey M y col., 2012; Shukla y col., 2005; Shukla y col., 2015;
Shukla y col., 2006; Shukla y col., 2008) Se ha demostrado que apigenina reduce la
proliferacion celular en el cancer de mama en ratones. Asimismo, la ingesta de
apigenina en la dieta (0,2%) durante seis semanas produjo una actividad
antitumoral significativa en ratones con cancer de pancreas humano (King y col,,
2012).

También ha sido estudiada la accion de Apigenina en algunos casos de
leucemia, asi como su eficacia en el tratamiento con quimioterapia. (Baldasquin-
Caceresa y col. 2014).

La actividad farmacoldgica mejorada de apigenina se ha atribuido a su
capacidad para interactuar y posteriormente influir en las propiedades de la

membrana (Kacoli Banerjee, y col., 2017).

2.1.6. APLICACIONES DE LOS FLAVONOIDES

2.1.6.1. Preparados farmacéuticos

El té es una bebida que ha sido utilizada por los pueblos asidticos durante
muchos afios como remedio medicinal. Los estudios bioquimicos realizados en los
ultimos anos han evidenciado las propiedades saludables de los flavonoides del
té avalando su utilizaciéon en preparados farmacéuticos. El efecto que se le
atribuy6 inicialmente fue el de contrarestar la permeabilida capilar ya que las
antocianinas de vaccinium myrlillus(VMA) administrados tanto por via oral como
intraavenosa reduce la permeabilidad y fragilidad capilar. La actividad
antiinflamatoria de VMA es la responsable de sus propiedades antiedema y
microangiopatia diabética (Mazza, 2000). Los polifenoles del té presentan una
amplia gama de usos en el campo de la alimentaciéon, de la medicina y

farmacéutico (Jin Liang y col., 2017).
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La silibina del cardo (Silybum marianum, planta medicinal de Europa
central) tiene efectos hepatoprotectores y por lo que se ha utilizado en la
preparacion de férmulas farmacéuticas. Igual sucede con la catequina para
combatir enfermedades hepaticas, el espino blanco (Crataegus) para tratar
insuficiencias cardiacas leves y extractos de la Ginkgo biloba para tratar
enfermedades cerebrales asociadas a la edad ademas de otros usos (De Smet,
1993). Hau muchos estudios que demuestran que el consumo de té rojo o negro
reduce el colesterol en sangre reduciendo las enfermedades cardiovasculares
(Craig, 1999).

Ademads de la silibina del cardo, kaempferol también presenta efectos
hepatoprotectores, por lo que se puede emplear en tratamientos destinados a esta
funciéon (Langeswaran Kulanthaivel y col., 2012).

Los flavonoides pueden ser usados como descongestionantes y en lo
referente al cuidado personal, como agentes para el tratamiento de piel sensible,
fortalecimiento de los capilares sanguineos y agentes anti envejecimiento. En los
tejidos celulares encontramos esterasas (particularmente en la epidermis), las
cuales rompen los ésteres y regeneran los flavonoides iniciales, permitiendo asi su
capacidad antioxidante inicial. Esto los hace especialmente ttiles en cosméticos
(Plaschke, 2002; Perrier, 2001). Por otra parte, en las ultimas dos décadas los
productos vegetales no solo se han estudiado por su valor nutricional, sino que
también se han desarrollado anti-inflamatorios (Morrison y cols., 2014), anti-
alérgicos, protectores del higado (Langeswaran Kulanthaivel y col., 2012), anti-
espasmodicos, diuréticos, antibacterianos (Rodriguez Vaquero y col., 2010) y

productos para el colesterol a base de flavonoides (Chen y col., 2015).

2.1.6.2. En el disefio de alimentos funcionales.

En este ultimo periodo de tiempo a avanzado e interés sobre los alimentos
funcionales tanto por la industria alimentaria como por los consumidores, ya que
los consumidores cada vez se interesan mas por los alimentos mas saludables y la
industria alimentaria ha visto el potencial del mercado en este tipo de aliemntos
por ello en la actualidad hay una gran actividad investigadora sobre el tema a
nivel mundial. Un alimento funcional es aquel que mejora la salud o previene
ciertas enfermedades de los individuos que lo consumen debido a los

ingredientes que contienen (Rafter, 2002).
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Son productos que se aconsejan consumir habitualmente para conseguir los
beneficios que aportan para la salud (Roberfroid, 2002). Para que un alimento sea
funcional tiene que cumplir alguna de estas estrategias (Roberfroid, 2000;
Roberfroid, 2002):

1. Eliminar componentes del alimento que pueden ser perjudiciales
para la salud (alergenos).

2. Aumentar la concentracion de un determinado comoponente
nutritivo o no para que aporte un veneficio para la salud. (ej.
fortificacion con micronutrientes)

3. Adicionar un determinado componente que no esta presente en la
composicion del alimento y que no tiene por que ser solo un
macronutriente o un micronutriente, pero aporta beneficios para la
salud (ej. compuestos fendlicos).

4. Sustituir un componente del alimento que tiene efectos perjudiciales
para la salud (ej. grasas), por otro que aporte beneficios (ej. inulina).

5. Aumentar fa biodisponibilidad o estabilidad de un compuesto

mejorando asi su beneficio.

En todos los casos el efecto beneficioso que se le atribuye a estos alimentos
debe estar debidamente demostrado (Roberfroid, 2002).

Donde mas se estan centrando los estudios en la actualidad es en modular
los sistemas redox y antioxidantes del organismo (Roberfroid, 2000). Por ello
muchos alimentos funcionales incrementan el aporte de antioxidantes naturales
en la dieta. Por ello se adicionan extractos naturales ricos en polifenoles para
desarrollar aliemntos funcionales (Larrosa y col, 2002). Debido a esto se a
aumentado la produccion de extractos vegetales a los cuales se les aislan os
compuestos bioactivos y son concentrados para usarlo como suplementos,
alimentos nutracetticos o como ingredientes alimentarios (Chunying Luo y col.,
2011).

Otra de las aplicaciones de los compuestos fendlicos en la elaboracion de
nuevos a limentos es la utilizacién de naringina y neohesperidina que pueden ser
transformados en sus dihidrochalconas las cuales poseen un elevado poder

edulcorante. Por otro lado, un gran niamero de flavonoides se podrian utilizar
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como sustituyentes de algunos aditivos sintético (Martinez-Tomé y col., 2001) y/o

para aumentar la elaboracion de alimentos (Robards y Antolovich, 1997).






CAPITULO II - OBJETIVOS






CAPITULOII. 107

IT - OBJETIVOS

El objetivo general de este trabajo es el estudio de diferentes factores
quimicos y fisicos en la complejacion de flavonoides por CDs.

Para poder abordar este objetivo general nos marcamos los
siguientes objetivos parciales:

e Obtener una mejor comprension de la influencia de la estructura quimica
de los esqueletos moleculares y la configuracion espacial de flavonoides
con un grupo C=0 en C4 del anillo B, en el proceso de formacion de
complejos en CDs

e Estudiar la solubilidad acuosa y estabilidad de estos flavonoides a
diferentes pHs y temperaturas, asi como el efecto de la inclusién en CDs
sobre estos dos parametros.

e Estudiar el efecto de la inclusion falvonoides en CDs sobre su actividad

antioxidante.
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CaApiTULO II1. 111

CAPITULO III - MATERIALES Y METODOS

3.1. REACTIVOS.

Todos los flavonoides utilizados (Tabla III.1) fueron proporcionados por
Nutrafur S.A. (Murcia, Espafia) con una pureza > 90%, a excepcion de miricetina,
que fue obtenido de Sigma-Aldrich (Barcelona, Espana). Las CDs (3-CDs y HP-£3-
CDs) fueron adquiridas de Henan Puertai Animal Medicina Co. (Zheng zhou,

China). El resto de productos quimicos utilizados fueron de grado analitico.

3.2. ANALISIS CROMATOGRAFICO Y CUANTIFICACION DE COMPUESTOS FLAVONOIDES.

Para conocer la pureza y cuantificar los principales flavonoides presentes en
cada muestra usada en este estudio, se utiliz6 el método publicado previamente
por Benavente-Garcia, y col., 2000 con algunas modificaciones. Para ello, todas
las muestras se disolvieron en DMSO 5mg/ml y las disoluciones resultantes se
filtraron a través de una membrana de nylon de 0,45 um antes de ser analizadas
por cromatografia. El equipo de HPLC usado fue un Hewlett-Packard serie HP
1100 equipado con un detector de diodos. La fase estacionaria fue una columna
analitica C18 de 100 LiChrospher (250 x 4 mm de didmetro interno) con un
tamarfio de particula de 5 um (Merck, Darmstadt, Alemania) y la temperatura a la
que se mantuvo fue a 30 ° C. El flujo fue de 1 ml/min y los cambios de absorbancia
se monitorizaron a 280 y 340 nm, de forma simultdnea. La fase mdvil para el
analisis cromatografico fue: (A) acido acético: agua (2,5:97,5) y (B) acetonitrilo. Se
utilizé un gradiente lineal desde 95% (A) y 5% (B) a 75% (A) y 25% (B) en 20 min;
cambiado a 50% (A) y (B) en 20 min (40 min, tiempo total); a 20% (A) y 80% (B) en
10 min (50 min, tiempo total) y volviendo finalmente a la concentracion inicial de
eluyentes (95% (A) y 5% de (B) en 10 min (tiempo total 60 min). La Tabla III.1
resume el perfil cromatografico global de las diferentes muestras utilizadas en

este estudio.
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Tabla IIL.1.: Analisis cromatografico de los flavonoides usados en este estudio.

Compuesto y Grupo Contenido

Flavonoide (%)1

Naringenina

93,8
(flavanona)
Hesperetina

94,7
(flavanona)
Apigenina (flavona) 97,2
Kaempferol (flavonol) 96,8
Quercetina (flavonol) 95,7
Miricetina (flavonol) 94,1

Principales
flavonoides
minoritarios

(%)?

Naringin (0,9)

Hesperidin (1,2)

Rhoifolin (0,7)

Quercetin (0,8)

Rutin (1,5)

Myricitrin (1,1)

Otros Flavonoides

minoritarios

Naringenin-7-glucoside

Hesperetin-7-glucoside

Apigenin-7-glucoside

Kaempferol-3-glucoside

Isoquercitrin

Quercitrin

1 Valor absoluto.

2 El ensayo de referencia en %, se refiere al contenido absoluto del flavonoide principal.

3.3. ESTUDIOS DE SOLUBILIDAD

Se llevaron a cabo estudios de solubilidad de cada uno de los flavonoides en

presencia de CDs en medios tamponados a distintos pHs, con el fin de estudiar el

efecto del estado de ionizacion de los grupos hidroxilo de los flavonoides en la

solubilidad de los compuestos.
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Los estudios de solubilidad en presencia de CDs de los diferentes
flavondides se realizaron de acuerdo con el método descrito por Higuchi y

Connors en 1965 (Higuchi y Connors, 1965) con algunas modificaciones.

Para ello, se prepararon disoluciones acuosas de concentraciones crecientes
de CDs, desde 0 hasta una concentracion de 15 mM en el caso de 3-CDs, ya que
este es su limite de solubilidad acuosa y 100 mM en el caso de HP- 3-CDs, en un
volumen total de 10 mL de tampon acetato sodico 100 mM (pH 3,5), tampon
fosfato sodico 100 mM (pH 6,5) y tampon borato sodico 100 mM (pH 8,5).

A cada una de las disoluciones de CDs se le adiciondé una cantidad
saturante de flavonoide y se mantuvieron en un bano de ultrasonidos durante 60
minutos, a 25 °C, hasta alcanzar el equilibrio. Una vez pasado este tiempo, las
disoluciones fueron filtradas a través de un filtro de acetato de celulosa de 0.45
um para eliminar el exceso de flavonoide (flavonoide no disuelto) y obtener en el
filtrado solamente la cantidad de flavonoide disuelto en el medio acuoso. Para
cuantificar la cantidad de flavonoide disuelta en cada eluido, se rompieron los
complejos flavonoide-CDs adicionando, etanol hasta una concentracion del 80%.
Posteriormente, cada una de las disoluciones se se valoro
espectrofotométricamente, midiendo su absorbancia en el maximo de absorcion
de cada compuesto. La concentracion de flavonoide en cada disolucion se
determiné mediante la ley de Lambert-Beer (ecuaciéon [IIL1]), calculando los
coeficientes de extincién molar en el 80% de etanol, de cada uno de los flavonoles:
apigenina (gz6g = 19700 M cm'l) (Figura IIL.1), naringenina (g9 = 22870 M
cm™) (Figura I11.2), hesperidina (g290 = 18400 Mt em™) (Figura II1.3), kaempferol
(e370 = 22890 M™ cm™) (Figura III) quercetina (es2 = 12790M- cm)4 (Figura IIL5)
y miricetina (€376 = 22370 M cm™) (Figura IIL.6).

Abs = e x C xd[lll.1]

Las medidas de absorbancia se llevaron a cabo en un espectrofotometro modelo
UV-1063 Shimadzu (Kyoto, Japon).
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Figura II1.1.: Calculo del coeficiente de extincién molar de
Apigenina al 80% de etanol en su méximo de absorcién, 268nm
(19700 M1 cm-?)
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Figura II1.2.: Calculo del coeficiente de extincién molar de
Naringenina al 80% de etanol en su maximo de absorcién, 292nM.
(22870 M1 cm-?)
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Figura III. 3.: Calculo del coeficiente de extinciéon molar de
Hesperetina al 80% de etanol en su maximo de absorcién, 290 nm.
(18400 M1 cm?)
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Figura Ill. 4.: Célculo del coeficiente de extincién molar de
kaempferol al 80% de etanol en su maximo de absorcién, 370 nm
(22890 M1 cm).
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Figura IIL5.: Calculo del coeficiente de extincion molar de

quercetina al 80% de etanol en su maximo de absorcién, 362 nm
(12790 M- cm™).
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Figura III. 6.: Calculo del coeficiente de extincién molar de

miricetina al 80% de etanol en su maximo de absorcién, 370 nm
(22370 M-1 cm-1).
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Una vez calculada la concentracion de flavonoide disuelta en cada muestra,
se representaron frente a la concentracion de CDs presente en cada caso

(diagrama de fases).

Las constantes de complejacion (Kc) entre cada uno de flavonoides y los
distintos tipos de CDs se calcularon utilizando la siguiente ecuacion [III.2]:

slope

°” S,(@—slope) [111.2]

donde, So es el limite de solubilidad acuosa del flavonoide en las
condiciones estudiadas en ausencia de CDs, y "slope" es la pendiente del

diagrama de de fases.
3.4. CALCULO DE COSTANTES MEDIANTE EL METODO DE BENESI-HILDEBRAND

El medio de reacciéon contenia una concentracién de naringenina y
hesperetina soluble en agua (9 y 20 uM, respectivamente) y concentraciones
crecientes de diferentes tipos de CDs (3-CDs y HP-B-CDs), preparadas en tampon
acetato soédico 100 mM pH 3,5, tampon fosfato sédico 100 mM pH 6,5 y tampon
borato s6dico 100 mM pH 8,5, en un volumen final de 1 mL. Todas las medidas se
realizaron por triplicado a 25 °C. El espectro absorbancia de cada flavonoide se
registrd en el intervalo de 200-500 nm, midiendo la absorbancia en el maximo de
absorcion de cada uno de ellos. La adiccion de CDs al medio de reaccion, provocd

un aumento de la absorbancia en todos los casos.

La absorbancia a cualquier longitud de onda (A) estd relacionada con la
concentracion de CDs mediante la ecuacion (Connors, 1987):

(A, - A K. [CDs] [I11.3.]
1+K_[CDs],

A=A+
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donde A- es la absorbancia cuando todo el flavonoide ha sido complejado
en la cavidad hidrofobica de las CDs y Ao es la absorbancia del flavonoide en
ausencia de CDs. La ecuacion de Benesi-Hildebrand [III.4.] o doble reciproca,
permite linealizar la ecuacion [II1.3], pudiendo obtener el valor de Kc dividiendo
el corte con el eje de las Y entre la pendiente de la recta (Benesi y Hildebrand,
1949):

1 1 1
A=A A A (A-AKJcDs] M4l

3.5. MODELADO MOLECULAR

Las estructuras de los flavonoides utilizados en los calculos de
modelizaciéon molecular fueron construidos usando MOE (Quimica Computing
Group Inc., Montreal, Canadd). La estructura de (-CDs fue extraida de la
estructura cristalina de PDB 3CGT, y la de HP-3-CDs fue construida afiadiendo
grupos hidroxipropilo al modelo 3-CD. Las cargas parciales se calcularon con el
paquete Gaussian 09 de los programas (Frisch y col., 2009), y la minimizacién de
la energia se aplicdé a todas las estructuras. Los calculos de acoplamiento
molecular se realizaron utilizando los pardmetros por defecto en Autodock Vina
(Trott y Olson, 2010) y las representaciones graficas de los resultados de
acoplamiento se prepararon utilizando PyMOL (Sistema Molecular Graphics,
version 1.3, Schrodinger, LLC).

3.6. EFECTO DE LA TEMPERATURA EN LA SOLUBILIDAD ACUOSA DE LOS FLAVONOIDES
EN AUSENCIA DE CDs

Se prepararon disoluciones saturantes de flavonoides: 30 mg de flavonoide
en 10 mL de agua. La mezcla se mantuvo en un bafio de ultrasonidos a diferentes
temperaturas (20, 25, 30, 35, 40, 50, 70 y 90°C) durante 60 minutos, y a diferentes
intervalos de tiempo (5, 15, 30, 45 y 60 min) se extrajeron alicuotas con el fin de

evaluar el flavonoide disuelto. El exceso de flavonoide no disuelto, se elimin6 por
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filtracion a través de filtro de acetato de celulosa 0.45 um. La concentracion de

flavonoide se determino espectrofotométricamente en su maximo de absorcion.

3.7 ESTUDIO DE ESTABILIDAD ACUOSAS DE LOS FLAVONOIDES DISUELTOS

Las medidas de estabilidad de naringenina y hesperetina en disoluciones
tamponadas de tampon acetato sodico 100 mM (pH 3,5), tampon fosfato sodico
100 mM (pH 6,5) y tampon borato sodico 100 mM (pH 8,5) se realizaron a 25°C.

El medio de reaccion contenia 1 ml de disolucién de flavonoide (1 mg/ml en
metanol al 50%) con 5 ml de disolucién tamponada de CDs (3-CD y HP- 3 -CD) 6

mM teniendo una concentracion final de metanol del 8%.

Las medidas de estabilidad se realizaron a diferentes intervalos de tiempo, y
las concentraciones de flavonoide que habia en cada muestra se determinaron
mediante HPLC. El equipo de HPLC utilizado fue un equipo Hewlett-Packard
Series HP 1100 con un detector diode array. La fase estacionaria fue una columna
analitica C18 LiChrospher 100 (250 x 4 mm i.d.) con un tamafo de particula 5 um
(Merck, Darmstadt, Germany) termostatizada a 30°C. La fase movil consistia en
acetonitrilo (A) / agua (B) (80/20), con un flujo de 1 ml min y el volumen de

inyeccion fue de 20uL.

3.8. MEDIDA DE CAPACIDAD ANTIOXIDANTE

3.8.1. Reactivos

Fluoresceina (FL), 2, dihidrocloruro 2’-diazobis (2-aminopropano) (AAPH)
y 6-hidroxi-2, 5, 7, 8-tetrametilcroman-2-carboxilico (Trolox C), fueron adquiridos
de Sigma (Madrid, Espafa). El resto de productos quimicos utilizados fueron de

grado analitico.

3.8.2. Método ORAC-FL

Con este ensayo se mide la degradacion oxidativa de la FL al ser atacada
por el radical AAPH.
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La solucién stock de FL (4 uM) se realizo en tampdn fosfato sdédico 75 mM
pH 7,4y se conservd a -20 °C durante un maximo de 4 semanas. La solucién de FL
se prepard diariamente en tampon fosfato sédico 75 mM, pH 7.4, mediante una

dilucién de la disolucidn stock, a una concentracion final de 6 nM.

La concentracion de la disolucion stock de Trolox C utilizada para la
elaboracion de la recta patron fue de 0.25 mM y se prepard en tampodn fosfato
sodico 75 mM pH 7.4. La concentracion del flavonoide fue de 15 uM, diluido en
tampon fosfato sédico 75 mM, pH 7,4.

El radical AAPH se prepard diariamente a una concentracion 127 mM en

tampodn fosfato sddico 75 mM, pH 7,4.

Las medidas de capacidad antioxidante por el método ORAC-FL se llevaron
a cabo en un lector de placas Synergy-HT, Bio-Tek Instruments, Inc. (Winooski,
EE.UU.), utilizando palcas de 96-pocillos de poliestireno con paredes negras y
fondo claro (Nalge Nunc International). La fluorescencia de las muestras se ley6 a
través del fondo claro de la placa, usando una longitud de onda de excitacion de
485/20 nm, y un filtro de emision de 528/20 nm. El lector de placas fue controlado

por el sofware KC4, version 3,4.

La capacidad de absorcion del radical se determiné por el método descrito
por Dévalos y col., en 2004, con ligeras modificaciones. La reaccion se llevé a cabo
en tampon fosfato sdédico 75 mM, pH 7,4, en un volumen final de 200 puL,
compuesto por: 100 pL de solucién de FL (concentracién final de 3 nM), 0-70 L
de solucion de flavonoide en ausencia y presencia de CDs, 30 uL de AAPH (con
una concentracion final de 19 mM) y el resto, hasta completar los 200 puL, tampon
fosfato sddico 75 mM, pH 7,4.

La mezcla de reactivos en ausencia del radical AAPH, se incubd durante 30
minutos a 37 °C, dispensando inmediatamente después la solucion del radical,
usando para ello una pipeta multicanal. Seguidamente, la microplaca se colocé en
el lector y la fluorescencia fue registrada cada 1” y 14" durante 2 horas. La
microplaca se agité automdticamente antes de cada lectura. En cada ensayo, se
realizo un blanco que contenia FL y AAPH con tampodn fosfato sddico y se
prepararon ocho disoluciones de calibracion, utilizando como antioxidante Trolox
C (6,25, 12,5, 15,0, 18,75, 21,25, 25, 27,5 y 31,25 uM).
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La capacidad de inhibicion de la desaparicion de FL, se cuantificd mediante
la integracién del drea bajo la curva de caida de la FL (AUC) (Figura II1.7). Todas
las muestras fueron preparadas por triplicado y al menos, se realizaron tres
ensayos independientes para cada muestra. Con el fin de evitar el efecto de la
temperatura, solo se utilizaron los 60 pocillos centrales de la placa, dejando los

exteriores con 200 puL de agua destilada.

Los resultados fueron expresados como equivalentes de Trolox en uM,
utilizando la curva de calibracion de Trolox C (y = 0,12 + 1,43 x) (Figura IIL.7 y
Figura IIL.8)

50
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Figura II1.7 Regresion lineal de Net AUC con diferentes
concentraciones de Trolox C. Net AUC= AUCmuestra-AUCblanco.

El 4rea bajo la curva de caida de FL (AUC) fue calculada mediante la

ecuacion:

A -1+ i:§120 fi [111.5.]
0

i=1.14
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donde fo es la fluorescencia inicial leida a tiempo 0 y fi es la lectura de
fluorescencia a tiempo final. E1 AUC correspondiente a la muestra (Net AUC), se
calculo restando el correspondiente AUC del blanco. Los datos fueron procesados

usando el programa SigmaPlot 9.0 (Jandel Cientifico, Alemania).
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Figura IIL8.: Curva de caida de la FL inducida por AAPH en

presencia de concentraciones crecientes de Trolox C.
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CAPITULO IV: INVESTIGACION SISTEMATICA Y MODELACION
MOLECULAR DE LA COMPLEJACION ENTRE VARIOS GRUPOS DE
FLAVONOIDES Y HP-B-CICLODEXTRINAS.

4.1 INTRODUCCION

En los ultimos anos, los flavonoides han atraido mucho interés debido a su
potencial uso en proteccion cardiovascular. De hecho, muchos estudios
epidemioldgicos asocian un aumento del consumo de alimentos y bebidas ricos
en flavonoides, con un menor riesgo de enfermedad cardiovascular (CVD) (Liu, y
col., 2000; Joshipura, y col. 2001; Kris-Etherton). Ademas, varios flavonoides y sus
derivados, como diosmina, rutina y quercetina, son ampliamente utilizados como
agentes farmacéuticos por su actividad vasoprotectora_(Daflon 500 y Venorutom)
(Gohel, Dvies, 2009).

Los factores estructurales mds importantes que pueden condicionar la
actividad de los flavonoides son: su estado de oxidaciéon (flavanona, flavona,
etc...), los sustituyentes de los grupos en los anillos A y B de la estructura
flavonoide (posicion, nimero y naturaleza) y la presencia de glicosilaciones
(Bravo, 1998; .Yanez y col., 2004; Guerrero y col., 2012; Navarro-Nufiez y col.,
2009). Obviamente, en conjunto, todas estas consideraciones estructurales son
responsables de las propiedades fisicas de estos compuestos y afectan
directamente a su biodisponibilidad y, en consecuencia, a su actividad

farmacoldgica y eficacia.

Una de las propiedades derivadas de su estructura es su baja solubilidad
acuosa, que reduce significativamente su biodisponibilidad.

En este capitulo se han estudiado los principales flavonoides utilizados en
suplementos alimenticios, nutracéuticos y farmacos: naringenina, hesperetina,
apigenina, kaempferol, quercetina y miricetina (Figura IV.1). La familia de las
antocianinas se excluye del estudio, ya que, independientemente de sus
propiedades de solubilidad acuosa, la ausencia del grupo carbonilo en el anillo C

del esqueleto flavonoide, implica que no sea adecuado para una evaluacion
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comparativa y cuantitativa correcta de la relacion flavonoide-capacidad inclusion
en CDs.



Hesperetin

Quercetin

Myricetin

Figura IV.1: estructura de los diferentes flavonoides utilizados en este estudio.
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4.2 RESULTADOS Y DISCURSION

4.2.1. Parametros de solubilidad de los flavonoides

Los flavonoides tienen baja solubilidad acuosa (Lucas-Abelldn y col., 2008a;
Lucas-Abellan y col., 2008b). En primer lugar, en este capitulo se ha estudiado el
efecto del pH en dicha propiedad. Los valores de pH elegidos (3,5, 6,5 y 8,5) estan

relacionados con la fabricacion y aplicaciones fisioldgicas de estos flavonoides.

Como se observa en la Tabla IV.I, todos los flavonoides estudiados
presentaron baja solubilidad acuosa a los diferentes valores de pH. A pH 3,5y 6,5
los valores de solubilidad fueron del orden de uM, mientras que a pH 8,5 se
incrementaron hasta el orden de mM. Flavanonas (naringenina, hesperetina) y
flavona (apigenina) mostraron la solubilidad mas baja a pH 3,5 (9 -10° + 2 107,
0.02 £ 0.01, 2.8 -10® + 1 -10° puM, respectivamente); mientras que los flavonoles
(miricetina kaempferol y quercetina) mostraron la solubilidad mas baja a pH 6,5
(24-103+1-10°, 6.7 -10* =3 -10*, 0.01 £ 6 -10° uM, respectivamente)

En el caso de naringenina, el incremento de solubilidad acuosa al pasar de
pH 3,5 a 8,5 fue de mas de 300 veces, pasando de 9 -10-° + 2 -10°* a 2,83 mM, debido
a su cambio estructural a chalcona. En el caso de hesperetina, su solubilidad
acuosa aumentd solo 3,5 veces en el mismo rango de pH, pasando de 0,02 + 0,01 a
0,07 £ 0,02 mM. En el caso de apigenina, el aumento fue de casi 18 veces, pasando
de 2,8 -103+ 1-102%a 0,05 + 0,01 mM. En el caso de los flavonoles, el aumento de
solubilidad al pasar de 3,5 a pH 8,5 fue de 13 veces para kaempferol (de 3,3 -10° +
1-10% a9 -10° + 2 -10°*mM), 338 veces para quercetina (de 0,01 + 4 -10° a 3,38 +
0,21ImM) y 550 veces para miricetina (de 0,01 = 1 -10° a 1,32 + 0,13mM).



Tabla IV.1: Solubilidad acuosa de los flavonoides a diferentes pHs en ausencia de CDs. Valores de Kc para cada uno de

ellos y HP-f3 -CDs a diferentes pHs.

Flavonoids

Naringenin
Hesperetin
Apigenin
Myricetin
Kaempferol

Quercetin

9.10°+2 .10
0.02 +0.01
2.8-10%+1.10°
0.01+1-10°
33:10%+1-.10°

0.01+4-.10°

1,515+ 223

3,546 + 216

1,867 + 206

1,392 + 235

3,061 + 241

1,806 + 128

0.14 + 0.03
0.03+0.01
3.7-10°+1.10°
2.4-10°%+1-10°
6.7-10*+3 .10

0.01+6-10°

1,786 + 368

4,651 + 525

4,116 + 297

5,380 + 361

13,768 + 698

4,172 + 256

2.83+0.18

0.07 £0.02

0.05+0.01

1.32+0.13

9.10%+2.10°%

3.38+0.21

225+ 37

403 + 29

1,290 + 103

32+5

9,662 + 527

408 £ 18
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Una vez determinado el efecto del pH sobre la solubilidad acuosa de cada
uno de los flavonoides, se estudid su solubilidad en presencia de HP-3-CDs y se
calcularon los valores de Kc mediante la realizacién de diagramas de fases para
cada flavonoide en las diferentes condiciones de pH, segin el método descrito
por Higuchi y Connors (Higuchi and Connors, 1965).

La Figura IV.2 muestra los diagramas de fases de cada flavonoide en
presencia de HP-B-CDs. La solubilidad acuosa de todos los flavonoides
estudiados aumentd con la concentracion de HP-B-CDs dentro del intervalo de
concentracion estudiado (0 — 100 mM), con una correlacion lineal hospedador-
huésped, por lo que todos los diagramas de fases pueden ser clasificados como
tipo Ar, segun Higuchi y Connors (Higuchi and Connors, 1965). El valor de la
pendiente de la recta fue menor que 1 en todos los casos, indicando que la
estequiometria de los complejos formados era 1:1 (1 CD: 1 flavonoide) (Lucas-
Abellan y col., 2008a; Fernandes y col., 2002). La solubilidad de cada flavonoide se
incrementd significativamente en presencia de HP-B-CDs en todos los casos,
debido a la complejacion de cada una de ellas en la cavidad hidrofobica de las
CDs lo que corrobora el potencial solubilizador de HP-3-CDs sobre estos
flavonoides (Lucas-Abellan y col., 2008b; Mercader-Ros y col., 2010).
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Figura IV.2: Diagrama de fases de naringenina (A), hesperetina (B),
apigenina (C), kaempferol (D), miricetina (E), quercetina (F) con HP-3-CDs en
tampon acetato sédico 100 mM, pH 3,5 (@), tampon fosfato sddico 100 mM, pH
6,5 (O) o tampdn borato sddico 100 mM, pH 8,5 (4).
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Tal y como se observa en la Figura IV.2, los valores mas altos de pendientes
en los diagramas de fases, se obtuvieron a pH 8,5, para todos los flavonoides
estudiados. Este resultado indicé que a pH 8,5 y altas concentraciones de HP-3-
CDs se puede mantener una mayor cantidad de flavonoides en disolucion (libre +
complejado). Sin embargo, en el calculo de Kc, también influye el limite de
solubilidad acuosa de cada compuesto en funcién del pH del medio, lo que hace
que no siempre podamos relacionar un mayor valor de pendiente del diagrama

de fases con un mayor valor de Kc.

Como se puede observar en la Tabla IV.1, los valores de Kc obtenidos para
los diferentes flavonoides complejados con HP-B-CD dependieron del pH. En
general, los valores de Kc obtenidos aumentaron con el pH de 3,5 a 65y
disminuyeron al pasar de pH 6,5 a 8,5. Este hecho refleja la influencia del limite
de solubilidad (So) en el valor final de Kc, ya que el valor de la pendiente aumentd
en todos los casos al pasar de pH 6,5 a 8,5 y sin embargo disminuy¢ el valor de
Kc. El valor mas alto de Kc se obtuvo para kaempferol a pH 6,5 (13.768 + 698 M)
y el valor mas bajo para miricetina a pH 8,5 (32 £5 M™).

Hay muchos factores involucrados en estos efectos, tanto los cambios de
polaridad en el grupo C = O del anillo C, como la protonacion — deprotonacion de
los grupos OH de los anillo A y B y los fendmenos de isomerizacién estructurales
de cada molécula, asociados a los cambios de pH. La influencia de todos estos

factores se discutira en detalle en los siguientes apartados.

4.2.2 Distribucion de las cargas sobre los esqueletos de los flavonoides.

La influencia de la distribucién de carga en el esqueleto flavonoide a
diferentes pHs es un factor clave a tener en cuente en este estudio. El pKa del
compuesto a encapsular es un parametro importante a la hora de simular el
acoplamiento. De hecho, el pH puede influir en el patron de interaccion entre la
CD vy el flavonol mediante la induccion de equilibrios de protonacién (S. Donnini
y col., 2001). Los valores de pKa para los diferentes flavonoides estudiados se
encuentran entre 7 y 12 (Wang, Huang, 2004). Para determinar el estado de
protonacion de cada uno de ellos a los valores de pH estudiados, se determiné la

acidez de los grupos hidroxilo en agua en el marco densidad teoria funcional
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(DFT). Mas especificamente, la ++ G (d, p) nivel de la teoria (Y. Zhao, D.G.
Truhlar, 2008) M06-2X / 6-31 se combind con el modelo de solvatacion SMD (A.V.

Marenich y col., 2009) para estimar todos los equilibrios proticos posibles.

De acuerdo con resultados tedricos recientes (I. Matei, y col., 2012), el grupo
hidroxilo la posicion 7 es el grupo mas acido en la mayoria de los flavonoides
estudiados. Por ejemplo, en el caso de kaempferol (Figura IV.3), tiene un pKa
asociado de 8,1, lo que indica que las formas tanto neutras como anionicas estan
presentes a pH 8,5. Para el resto de flavonoides los resultados fueron similares.
También se observo que, a pH 4cido, la forma protonada mas estable de todos los
los flavonoides estudiados era en la posicion carbonilo. Ademas, puede formar
enlaces de hidrégeno intramoleculares con los grupos hidroxilo de las posiciones

5 (anillo A) y 3 (anillo C) (cuando esta presente).

Por ultimo, y para evaluar la fiabilidad del estudio, se llevaron a cabo
simulaciones adicionales mediante la inclusién de las cargas DFT-ESP (Singh,
Kollman, 1984; Besler y col., 1990), para describir la distribuciéon de cargas en

todos los flavonoides estudiados.
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Figura IV.3.: Distribucion de las cargas parciales de de kaempferol para

diferentes estados de la molécula: A) protonada, B) neutra, C) desprotonada.



CAPITULO1V. 135

4.2.3. Relacion entre la estructura de los flavonoides y los valores de pH.

Los factores estructurales de cada molécula estan involucrados en los
procesos de formacion de complejos de los diferentes grupos de flavonoides y, en

consecuencia, en los valores de Kc.

En cuanto a la influencia del pH del medio en el proceso de complejacion,
los valores mds altos para las constantes de formacion de complejos de los
flavonoides estudiados se obtuvieron a pH 6.5, siendo siempre inferiores estos
valores a pH 4cido (3,5) o basico (8,5) (Tabla IV.1). Es importante tener en cuenta
que, en el caso de los flavonoles (kaempferol, quercetina y miricetina) y flavona
(apigenina), la disminucion de Kc fue muy significativa tanto a pH 3,5 como 8.5.
Sin embargo, en el caso de las flavanonas (naringenina y hesperetina) los valores
de Kc fueron bastante similares a pH 65 y 3,5 pero disminuyeron
sustancialmente a pH 8,5 (Tabla IV.1).

A pH écido, el grupo carbonilo en la posicion 4 esta protonado en el caso
de kaempferol (Figura IV.3. A), de manera que se pierde un enlace de hidrogeno,
provocando un aumento en la densidad de carga positiva que perjudica a la
estabilizacion hidrofoba. La acidez afecta al sistema conjugado formado por el
doble enlace C2=C3 (ausente en flavanonas) y grupo C=O de C4. Esta
"deslocalizacion electronica" ayuda a la formacion de un enlace de hidrogeno
intramolecular entre C=O de la posicién 4 y el -OH del carbono 5, disminuyendo
la capacidad de unidén de los dos grupos con la cavidad hidrofobica de HP-(3-CDs.
La disminucién de Kc a pH 4cido es mayor en el caso de flavonoles (kaempferol
3.061+241 M, miricetina 1.392+235 M' vy quercetina 1.806+128 M),
probablemente debido a que el C=O genera otros enlaces de hidrogeno
intramoleculares con el grupo OH del carbono 5 (caracteristico de flavonoles). Por
otro lado, en el caso de flavanonas, la ausencia de un doble enlace C2=C3 no
favorece la ionizacion del C = O de la posicidon 4 ni permite la formaciéon de un
enlace de hidrégeno intramolecular con el -OH del carbono 5, explicando la
menor disminucién de los valores de Kc al bajar el pH de 6,5 a 3,5 en el caso de

flavanonas.

A pH basico (8,5), todos los flavonoides desprotonan en la posicion 7
(Figura IV.3. C), por lo que la capacidad de crear enlaces de hidrégeno en esta
posicion se pierde. En su lugar, esta parte de la molécula tendra una tendencia a
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evitar la cavidad hidrofébica de las CDs, disminuyendo asi el valor de Kc a pH
basico. Por otra parte, existen otros factores estructurales que participan en la
fuerte disminucidén en el valor de Kc. En el caso de flavanonas de pH 7,5 a 8,0, el
equilibrio entre flavanona y chalcona estd desplazando hacia la forma chalcona,
estructura quimica con alta solubilidad acuosa. Por lo tanto, a pH 8,5, debido a la
alta solubilidad acuosa de la chalcona, el valor de Kc disminuye drasticamente.
En el caso de flavonas y flavonoles, la presencia de doble enlace C2 = C3 evita la
formacion de chalcona y este hecho conduce a una disminuciéon de la Kc menos
acusada en los 4 'OH flavonoides apigenina y kaempferol. En el caso de
quercetina y miricetina el mayor nimero de grupos OH del anillo B, provoca una
serie de impedimentos estéricos que hacen que este anillo tire de la molécula

hacia fura, por lo que su Kc también se redujo dradsticamente.

4.2.4. Relacion entre el docking molecular y los valores de Kc (pH 6,5)

La mayoria de las figuras de complejos de flavonoides con HP-3-CDs
obtenidas por docking molecular se representan en las Figuras IV.4, 5 y 6. El
complejo mas estable es el formado entre kaempferol y HP-3-CDs a pH 6,5 (Tabla
IV.1) vy la principal estructura resultante se muestra en la Figura IV.5A. Su
estabilidad se debe, principalmente, a la red de enlaces de hidrogeno establecidos
entre los oxigenos de las posiciones 3, 4', 5y 7 y a la estabilizacion hidréfobica de
su anillo aromatico dentro de la cavidad interna de HP-B-CDs.
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Figure IV.4.: Resultados obtenidos de acoplamiento entre HP-3-CD con A)

kaempferol, B) miricetina, C) hesperetina y D) naringenina E) quercetina F)
apigenina a pH 3.5. Los enlaces de hidrogeno son de color azul oscuro. El anillo
aromatico de flavonoides en blanco, y los carbonos de la parte flexible de HP-f3-

CD en azul claro.
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Figure IV.5.: Resultados obtenidos de acoplamiento entre HP-3-CD con A)

kaempferol, B) miricetina, C) hesperetina y D) naringenina E) quercetina F)
apigenina a pH 6.5. Los enlaces de hidrégeno son de color azul oscuro. El anillo
aromatico de flavonoides en blanco, y los carbonos de la parte flexible de HP-f3-

CD en azul claro.
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Figure IV.6.: Resultados obtenidos de acoplamiento entre HP-3-CD con A)

kaempferol, B) miricetina, C) hesperetina-chalcona y D) naringenina-chalcona E)
quercetina F) apigenina a pH 8.5. Los enlaces de hidrégeno son de color azul
oscuro. El anillo aromatico de flavonoides en blanco, y los carbonos de la parte
flexible de HP-3-CD en azul claro.



140 MARAVILLAS PEREZ ABRIL

4.2.5. Resultados comparativos para 4’-OH flavonoides (pH 6,5)

La comparacion de los valores de Kc entre HP-8-CDs y los compuestos que
contienen una estructura 4',5,7-trihidroxi-flavonoide: naringenina (4', 5,7 tri-OH-
flavanona), apigenina (4 ', 5, 7 tri-OH-flavona) y kaempferol (4 ', 5,7 tri-OH-
flavonol); nos permitié obtener una serie de conclusiones. Apigenina forma
complejos menos estables que kaempferol, (Kc=4.116 + 297 M- para apigenina vs
13.768 + 698 M1 para kaempferol), debido a la pérdida del grupo hidroxilo en la
posicion 3 que disminuye su capacidad para crear un enlace de hidrégeno fuerte.
La presencia de C2=C3 y ausencia de 3-OH da lugar a una redistribucion de la
carga que aumenta la fuerza de la uniéon con HP--CDs. En el caso de apigenina,
la presencia de C2=C3 y 3-OH hace que la molécula sea plana en la configuracion
de maxima energia, lo que facilita el acceso del flavonoide a la cavidad
hidrofébica de HP-3-CDs. En el caso de naringenina, este efecto no es posible
debido a la ausencia de C2=C3 y 3-OH, lo que reduce el caracter plano de la
estructura del flavonoide reduciendo, asi el valor Kc (1786 + 185 M) (Tabla V.1).

4.2.6. Resultados comparativos de flavonoles (pH 6,5)

La comparacion de los resultados obtenidos para los compuestos con 4 ',5,7-
trihidroxi-flavonol: kaempferol (4, 5,7 tri-OH-flavonol), quercetina (3 ', 4', 5,7
tetra-OH -flavonol) y miricetina (3 ', 4, 5 ', 5,7 penta-OH-flavonol); mostré que la
adiciéon de uno o dos OH en el anillo B reduce la Kc (Tabla IV.1), ya que el anillo
B tiende a evitar la cavidad hidrofobica de las CDs, perdiendo esta contribucion a
la estabilizacidn, tal y como se muestra en la Figura IV.5.B (miricetina) y la Figura
IV.5.A (kaempferol).

Como se observa en la Tabla IV.1, los valores de Kc son: kaempferol (1
grupo OH en el anillo B) >> miricetina (3 grupos OH en el anillo B) = quercetina (2
grupos 2-OH en el anillo B). En general, el andlisis del acoplamiento mostré que la
presencia de cualquier grupo OH adicional en el anillo B no favorece el proceso

de inclusion, lo que lleva a un alejamiento del grupo C=O con respecto a HP-{3-
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CDs, disminuyendo asi el valor de Kc. Mas especificamente, la presencia de un
grupo OH en la posicion 3' o dos OH en las posiciones 3’y 5 provoca una
disminucion de Kc debido a que el volumen del anillo B supone un impedimento
estérico para introducirse en la cavidad de las CDs. Por ello el anillo B tira del
resto de la molécula hacia afuera y debilita la unién con las CDs, provocando un

disminucion de la Kc.
4.2.7. Resultados comparativos de flavanonas (pH 6,5)

En el caso de las flavanonas naringenina (4 ', 5,7 tri-OH) y hesperetina (3,
5,7 tri-OH-4 'metoxi), el grupo metoxi en la posicion 4' estabiliza el proceso de
formacion de complejos a través de interacciones hidrofdbicas con la parte flexible
de HP-B-CDs (Figura IV.5.C). La presencia del grupo -CHs en posiciéon 4' hace al
flavonoide mas hidréfobo, aumentando el valor de Kc (Tabla IV.1). Sin embargo,
la metilacion de cualquier grupo OH no implica automaticamente un aumento en
el valor de Kc. En el caso de flavanonas di- o tri-metiladas en el anillo B, se
produjo una disminucién significativa de Kc (datos no mostrados),
probablemente debido a impedimentos estéricos. Por otra parte, la ausencia de la
estructura C2 = C3 fuerza a las moléculas a un solo plano, y se pierde parte de la
estabilizacion hidrofébica (ver Figura IV.5.C). La Figura IV.3.D muestra la
estructura espacial de la forma chalcona generada a pH basico. Ambos elementos
son responsables de la pérdida de volor de Kc de flavanonas en comparacion con

los flavonoles al complejarse con HP-3-CDs.

Como conclusion podemos decir que los resultados mostraron que
kaempferol presenta la mayor capacidad de complejacion de todos los
flavonoides estudiados y, de acuerdo con los datos, la importancia relativa de
cada elemento es debida a su estructura quimica: 3-hidroxilacion (la ausencia de
3-OH implica una disminucién del 70% en el valor de Kc al comparar apigenina
con kaempferol); 3'-hidroxilacién (la presencia de 3'-OH implica una disminucion
del 70% en el valor de Kc mediante la comparaciéon de quercetina con
kaempferol); doble enlace C2=C3 (la ausencia de C2=C3 implica una disminucién
del 56% en el valor de Kc mediante la comparacion de la naringenina con
apigenina). Ademas, la presencia de un grupo metoxilo en la posicion 4'(anillo B)
implica un aumento, relativamente mas alto de la capacidad de inclusion

(mediante la comparacién de hesperetina con naringenina). Sin embargo, son
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necesarios estudios mas especificos para aclarar la influencia global del grado de
esterificacion del hidroxilo (principalmente la metilacion) en los anillos A y B de

la estructura de flavonoide.
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CAPITULO V: EFECTO DE f-CDS Y HP-B-CDS EN LA SOLUBILIDAD
Y ESTABILIDAD DE NARINGENINA Y HESPERETINA

5.1. INTRODUCCION

Las flavanonas son un tipo de flavanoide presente mayoritariamente en
citricos, miel, menta y tomate. Entre las flavanonas mds abundantes en estos
alimentos se encuentran naringenina (4 ', 5, 7-trihydroxyflavanone) y hesperetina
(3, 5, 7 trihidroxi-4-metoxiflavanona) (Gil-Izquierdo y col., 2004). En los tltimos
anos ha habido un creciente interés por estas flavanonas debido a los efectos
beneficiosos para la salud que se les atribuye, entre los cuales cabe destacar su
efecto protector contra la peroxidacion lipidica de las membranas bioldgicas que
participan en varios desdrdenes fisioldgicos y patologicos, como envejecimiento,

inflamacion, aterosclerosis e isquemia (Harborne, 1994; Hollman, Katan, 1998).

Debido a estas propiedades beneficiosas para la salud que se les atribuyen a
las flavanonas, en los dltimos afios ha crecido el interés en la elaboracion de
productos que las contengan, tanto alimentos funcionales, como nutracéuticos y
productos farcamcéuticos. Sin embargo, la baja solubilidad en agua de estos

compuestos impone limitaciones considerables para su elaboracion.

Para solucionar este problema se esta utilizando cada vez mas la formacion
de complejos de inclusién con ciclodextrinas (CDs), provocando una mejora
considerable en la solubilidad acuosa, la estabilidad quimica y biodisponibilidad
de un gran numero de compuestos entre los que se incluyen algunos flavonoides
(Baluchne jadmojarad, T., Roghani, M., 2006; Mercer, L.D. y col., 2005; Tien-An N.
y col., 2013).

En este capitulo se estudio el efecto de la complejacién de naringenina y

hesperetina (Figura V.1) sobre su solubilidad y estabilidad.
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Figura V.1: Estructura quimica de naringenina y hesperetina

5.2. RESULTADOS Y DISCUSION

5.2.1. Efecto de la temperatura en la solubilidad

Naringenina y hesperetina, son flavanonas poco solubles en agua. En
primer lugar, se ha estudiado el efecto de la temperatura sobre su solubilidad
acuosa. Las temperaturas ensayadas fueron: 20, 25, 30, 35, 40, 50, 70 y 90 °C en
tampon fosfato sédico 100 mM pH 6,5.

Como se puede observar en la Figura V.2, la solubilidad de naringenina y
hesperertina a 25°C fue 0,14 + 0.03 mM y 0,03 + 0.01 mM, respectivamente, lo que
muestra su baja solubilidad en tampén fosfato sédico 100 mM pH 6,5. La
solubilidad de ambas flavanonas aumenté exponencialmente con la temperatura,
lo que sugiri6 que el proceso es termodindmicamente favorable, en ambos casos.
La solubilidad a pH 6,5 aumenté de forma exponencial desde 20 hasta 90 °C,
alcanzando a esta temperatura una concentraciéon de 1,4 mM en el caso de
naringenina (10 veces mayor que la alcanzada a 25 °C) y 0,6 mM en el caso de

hesperetina (20 veces mayor que la alcanzada a 25 °C).
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Figura V. 2: Efecto de la temperatura en la solubilidad de naringenina (A)

y hesperetina (B)
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5.2.2. Efecto de la complejacion en CDs

5.2.2.1. Diagramas de fases

Una vez estudiado el efecto de la temperatura sobre la solubilidad de
naringenina y hesperetina a pH 6,5, se estudio el efecto de - o sus modificadas
HP-B-CDs a 25 °C sobre su solubilidad.

Como se observa en las Figuras V.3A y V.3B, en ambos casos la
concentracion de flavanona aumentd linealmente con la concentracion de (- o
HP-B-CDs en el medio de reaccion. En el caso de 3-CDs, debido a su baja
solubilidad acuosa, la concentracion maxima de CDs utilizada fue de 13 mM y la
solubilidad de naringenina aumento de 0,14 + 0,03 mM (So) a 1,3 mM con (3-CD 13
mM (9,3 veces) (Figuras V.3A). En el caso de hesperetina, aumenté de 0,0 3 + 0,01
mM en ausencia de CDs(So0) a 0,9 mM con (3-CD 13 mM (30 veces) (Figuras V.3A).
En el caso de HP-(3-CDs, debido a su alta solubilidad acuosa, la concentracion de
CDs utilizada pudo llegar hasta 100 mM. La solubilidad de naringenina aumentd
de 0,14 + 0,03 mM en ausencia de CDs (So) a 20+0,1 mM con HP-B-CDs 100 mM
(143 veces) y en el caso de hesperetina de 0,03 + 0,01 mM en ausencia de CDs (So)
a 140,05 mM con HP 3-CDs 100 mM (467 veces) (Figuras V.3B).

Si comparamos el incremento de solubilidad de las dos flavononas a la
misma concentracion de CDs (13 mM) para (3- y HP-3-CDs, observamos que en el
caso de naringenina, con 3-CDs aumenta su solubilidad hasta 1.3 mM (9.3 veces)
y con HP-B-CDs 3.5 mM (25 veces). En el caso de hesperetina, con 3-CDs aumento
su solubilidad hasta 0.9 mM (30 veces) y con HP--CDs hasta 2 mM (67 veces).
Este resultado indica que HP-B-CDs son mas eficaces en la complejacion de estas

dos flavanonas que (3-CDs.

El aumento de la solubilidad de ambas flavanonas, utilizando HP-{3-CDs
100mM fue mucho mayor que el obtenido incrementando la temperatura de 20 a
90 °C (143 frente a 10 veces para naringenina y 467 frente a 20 veces para
hesperetina). En el caso de 3-CDs 13mM, el aumento de solubilidad fue similar al
obtenido al aumentar la temperatura de 20 a 90 °C para ambos tipos de
flavanonas (9,3 frente a 10 veces para naringenina y 30 frente a 20 veces para
hespertina).
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Figura V.3: Diagrama de fases de naringenina (®) y hesperetina (O) en
tampon fosfato sodico 100 mM (pH 6,5) con (3 -CDs (A) y HP- 3 -CDs (B).
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Como se observa en las Figuras V.3.A y V.3.B, los diagramas de fases
obtenidos para los dos tipos de CDs estudiados (3- y HP-3-CDs), fueron de tipo
A1, mostrando una relacién lineal entre la concentracion de flavanona en
disolucion y la concentracion de CDs en el medio. Ademas, el valor de las
pendientes de las rectas fueron menor que 1 en todos los casos, indicando que la

estequiometria de los complejos de inclusion formados era 1:1.

Los valores de Kc obtenidos tanto para naringenina como para hesperetina
fueron mayores en el caso de HP-B-CDs (1.786 + 385 M! para naringenina y 4.651
+ 525 M para hesperetina) que en el caso de 3-CDs (681 + 77 M para naringenina
y 1.123 + 101 M para hesperetina) (Tabla V.1). Estos resultados indicaron que los
complejos formados entre naringenina o hesperetina y HP-3-CDs eran mucho

mas estables que los formados con 3-CDs.



Tabla V.1 Constantes de complejacion (Kc) para los complejos formados entre las flavanonas (naringenina y hesperetina) y los dos tipos

de CDs (B- y HP-B-CDs) a diferentes pHs, usando diferentes métodos para su determinacion.

Flavanonas

Estudio de

solubilidad Naringenina 1.085 =108 681 +77 184 + 44 1.515+223 1.786 + 385 225+ 37
Hesperetina 932 +189 1.123 £101 410+ 41 3.546 + 216 4.651 + 525 403 +29

Estudio de

absorbancia Naringenina 1.538 + 268 605 + 54 286 + 50 962 +183 1.154 + 285 287 +40

Hesperetina 1.253 + 145 1.071£91 333 +37 3.286 +221 3.800 + 369 428 + 32
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Estos resultados indicaron que la adicion de grupos hidroxipropilo a 3-CDs
favorece el atrapamiento de naringenina y hesperetina en la cavidad hidrofdbica de las
CDs. Este resultado fue similar al obtenido para otros flavonoides como resveratrol
(Lucas-Abellan y col., 2008 a Lucas-Abellan y col., 2008 b; Mercader-Ros y col., 2010) en
cuyo caso las CDs modificadas de (- tamibén mostraron valores de Kc mas altos que

las nativas.

Los valores de Kc muestran la fortaleza de la interaccion entre naringenina o
hesperetina y (3- o HP-B-CDs, permitiendo comparar la afinidad de cada flavanona por
las CDs nativas o sus modificadas. Sin embargo, con el fin de estudiar con mayor
precision el efecto de los dos tipos de CDs (B- o HP-B-CDs) sobre la solubilidad de

naringenina y hesperetina, se calculo su eficacia de complejacion (CE).

CE representa la relacion molar entre la concentracion de CDs libres y
complejadas (Loftsson y col.,, 2007), teniendo en cuenta para su célculo tanto la
solubilidad acuosa de la flavanona como la Kc. Para los complejos que presentan una
estequiometria 1:1, CE se puede calcular a partir de la pendiente del diagrama de fases

mediante la siguiente ecuacion:

pendiente __ [F—CDs]

CE = SO * KC = - ==
1-pendiente [cDs]

[V.1]

siendo [F-CDs] la concentracién de complejo soluble, [CDs] la concentracion de
CDs libres disueltas y pendiente es la pendiente del diagrama de fases.

Los valores de CE obtenidos para naringenina y hesperetina con (3- o HP-3-CDs
se muestran en la Tabla V.2. La comparacion de los valores de CE obtenidos para cada
flavanona, en lugar de los valores de Kc, es mas significativa cuando se comparan
diferentes tipos de CDs y condiciones experimentales. Como se observa en la Tabla
V.2, los valores de CE obtenidos a pH 6,5 para naringenina y hesperetina, fueron
mayores en el caso de HP-3-CDs que en el caso de 3-CDs. Para naringenina, los valores
de CE obtenidos fueron 9,53 % con 3-CDs y 25 % con HP-3-CDs (2,6 veces mayor en el
caso de HP-3-CDs). Para hesperetina, los valores de CE obtenidos fueron 3,37 % con [3-
CD y 13,9 % con HP-3-CDs (4,12 veces mayor en el caso de HP-3-CDs).

Los valores de CE también se utilizaron para calcular la relacién molar en
soluciéon de naringenina: CDs o hesperetina: CDs, lo que puede correlacionarse con el
aumento esperado de la solubilidad de naringenina o de hesperetina con diferentes
tipos de CDs (Ecuacion V.2) (Loftson y col., 2007):
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Flavanona: CDs = 1: (1 + CiD) [V.2]

Los valores obtenidos para naringenina y hesperetina con (3- o HP-3-CDs se
muestran en la Tabla V.2. Comparando el efecto de - o HP-3-CDs en la complejacion
de naringenina, a pH 6,5 HP-3 -CDs fueron las mas eficaces porque, mientras que en el
caso de 3-CDs, la relacion molar fue 1:11, es decir, que por cada 11 moléculas de CDs
en disolucién 1 de ellas forma complejos solubles en agua con naringenina, en el caso
de HP-3-CDs la relacion molar fue 1:5, es decir, cada 5 moléculas de CDs en disolucion
una de ellas forma complejos solubles con naringenina (Tabla V.2.). En el caso de
hesperetina, los resultados obtenidos fueron similares a los obtenidos para
naringenina, siendo HP-3-CDs mas efectivas que 3-CDs (1:31 para 3-CDs y 1:8 para
HP-B-CDs) (Tabla V.2.).

En resumen, HP-B-CDs fueron mas eficaces que B-CDs a pH 6,5 en la
complejacion de naringenina y hesperetina como indicaron los valores CE y la relacion
molar (Tabla V.2). Ademas, los complejos formados por HP--CDs fueron mas estables
tal y como indicaron los valores de Kc obtenidos (Tabla V.1). Comparando los
resultados obtenidos para ambas flavanonas, hesperetina formd compuestos mas
estables con (- y HP-B-CDs que naringenina (Kc hesperetina> Kc naringenina) (Table
V.1).Sin embargo, naringenina fue mas eficientemente complejada con ambos tipos de
CDs que hesperetina (CE naringenina>CE hesperetina), ya que estos parametros
representan la relacion entre CDs libres y complejadas. Esto puede ser debido a que la
presencia del grupo —CH en posicion 4 hace que hesperetina sea mas hidrofdbica, lo

que aumenta los valores de Kc para ambos tipos de CDs (Tabla V.1).



Table V.2 Solubilidad acuosa de las flavanonas a diferentes pHs y CE con diferentes tipos de CDs

Molar So (mM) CE % Molar So (mM)
Flavonoides Ratio pH 6,5 pH 6,5 Ratio pH 8,5

fo’-CDS Naringenina 9-103+2-10°3 0,9 1:103 0,14 + 0,03 9,53 1:11 2,83+0,18 52 1:3

Hesperetina 0,02 +0.01 1,86 1:55 0,03 +0,01 3,37 1:31 0,07 +£0,02 22,87 1:36

HP-[S- Naringenina 9.103+2-103 1,36 1:74 0,14+ 0,03 25 1:5 2,83+0,18 63,7 1:3
CDs

Hesperetina 0,02+0.01 7,09 1:15 0,03+0,01 13.9 1:8 0,07 £0,02 2,8 1:36
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5.2.2.2 Calculo de Kc mediante el método de Absorcion

Con el fin de corroborar la validez de los valores de Kc obtenidos mediante
los ensayos de solubilidad, los valores de Kc también se calcularon mediante el

estudio de los cambios espectroscopicos de cada molécula tras su complejacion.

Este método consiste en estudiar los cambios en el espectro de absorcion de
un compuesto una vez complejado. Como se muestra en las Figuras V.4A y 4B, el
espectro UV-vis de naringenina y hesperetina presentd un maximo de absorcion a
292 y 290 nm, respectivamente, cuyo valor de absorbancia se increment6 con la

presencia de CDs en el medio de reaccion.

En este tipo de ensayos, se trabajo con concentraciones de flavanonas por
debajode So y se analizaron los cambios de absorbancia en su A maxima tras su
complejacion con CDs. Estos estudios espectroscdpicos se utilizaron para calcular
los valores de Kc que gobiernan la formacién de complejos entre las flavanonas y
- o HP-B-CDs.

Cuando se adicionaron concentraciones crecientes de CDs al medio de
reaccion, la absorbancia de las flavanonas aumentd, principalmente en su A
maxima (Figuras V.4A y V.4B). Este incremento se debié a la formacion de
complejos de inclusion entre cada flavanona y las CDs. Este efecto ha sido
descrito previamente por nuestro grupo de investigacion para otros compuestos

fendlicos como resveratrol (Lucas-Abellan y col., 2008).

La representacion de 1 / (A-Ao) frente a 1 / [CD] (grafica doble reciproca),
conocida como grafica de Benesi-Hildebrand (Figura V.4A insertada y V.4B
insertada), muestra una linea recta para ambos tipos de CDs (3- y HP-B-CDs),
indicando una estequiometria 1:1 de los complejos formados. Esta relacion lineal
estd de acuerdo con la descrita por la ecuacion Benesi-Hildebrand [III.3]
(Capitulo materiales y métodos). Los graficos lineales de las figuras insertadas
V.4A y V4B se pueden usar para determinar los valores de Kc, simplemente
dividiendo la interseccion con el eje y por la pendiente, en cada una de ellas
(Tabla V.1).

Como se muestra en la Tabla V.1, los valores obtenidos para Kc mediante
estudios de solubilidad fueron similares a los obtenidos por el método de Benesi-
Hildebrand, lo que indic6 la validez de ambos métodos para el calculo de los

valores de Kc entre naringenina o hesperetina y 3- o HP-3-CDs.
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Figura V.4.: (A) Espectro de absorcion de naringenina con concentraciones
crecientes de HP-(3-CDs: (a) 0, (b) 0,1 (c) 0,25, (d) 0,5, (e) 0,75, (f) 1, (g) 2, (h) 3, and
(i) 5 mM HP-B-CDs. (A insertada) Representacion de Benesi-Hildebrand para
naringenina. (B) Espectro de absorcion hesperetina con concentraciones crecientes
de HP-$-CDs: (a) 0, (b) 0,1 (c) 0,25, (d) 0,5, (e) 0,75, (f) 1, (g) 2, (h)3, and (i) 5 mM.

(B insertada) Representacion de Benesi-Hildebrand para hesperetina.
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5.2.2.3. Efecto del pH en el proceso de complejacion

En este capitulo también se estudio el efecto del pH, acido (3,5) o basico

(8,5) en la complejacion de naringenina y hesperetina con 3- o HP-3-CDs.

Los valores de pH del medio determinan la presencia de flavanonas
protonadas o no en la disolucidn, influyendo en su solubilidad acuosa vy,
consecuentemente, en el proceso de complejacion. En todos los pHs estudiados
(3,5, 6,5y 8,5), los diagramas de fases obtenidos fueron tipo AL, con pendientes
menor que 1, indicando una estequiometria 1:1 entre naringenina y hesperetina
con B- o HP-B-CDs (Figura V.5). Los valores de Kc obtenidos utilizando la
ecuacion de Higuchi y Connors tanto para naringenina como para hesperetina
fueron mayores a pH 4cido (3,5) que a pH basico (8,5) (Tabla V.1). Los resultados
indicaron que la forma protonada de ambas flavanonas formd complejos mas
estables con - o HP-B-CDs que su forma desprotonada. La disminucién
significativa en los valores de Kc a pH basico (8,5), también se debe a que el
balance caracteristico existente para estos compuestos entre las formas de
flavanona (anillo C cerrado) y chalcona (anillo C abierto) comienza a moverse
significativamente hacia la forma de chalcona a pH basico, presentando una
mayor solubilidad acuosa (de 9,10 + 2,10° mM a pH 3,5 pasa a 2,83 + 0,18 mM a
pH 8,5 en el caso de naringenina y de 0,02 + 0,02 mM a pH 3,5 pasa a 0,07 + 0,02
mM a pH 8,5 en el caso de hesperetina) (Tabla V.2). La diferencia entre la
solubilidad acuosa de naringenina y hesperetina a pH 3,5 y 8,5 indujo una
disminucion drastica de los valores de Kc con 3-CDs (de 1.085 + 108 M ' a pH 3,5
a 184 + 44 M a pH 8,5) y HP- 3-CDs (de 1.515+223 M a pH 3,52 225 +37 M' a
pH 8,5) (Tabla V.1).

Como se puede observar en la Tabla V.1, también es importante resaltar
que a pHs 3,5 y 6,5 los valores de Kc obtenidos entre naringenina o hesperetina
fueran mayores para HP-3- que para 3-CDs, indicando la formacion de complejos
mas estables con HP-3-CDs. Sin embargo, a pH basico (8,5), debido al aumento de
la solubilidad de las flavanonas debido a su transformacién en chalconas, los

valores de Kc no fueron tan superiores para HP- 3 -CDs, como podria esperarse.

Como la solubilidad acuosa de las flavanonas y los valores de Kc variaron
con el pH del medio, los parametros CE y relacion molar también se vieron
afectados. En el caso de naringenina, la CE aumentd notablemente con el pH tanto
para (3-CDs (de 0,9 % a pH 3,5 a 52 % a pH 8,5), como para HP-3-CDs (de 1,36 % a
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pH 3,5 a 63,7 % a pH 8,5). En el caso de hesperetina, los valores de CE
variaron ligeramente con el pH (Tabla V.2). Los valores mas altos de CE
obtenidos a pH 8,5 fueron 63,7 % y 52 % para naringenina con HP-B- y (3-CDs,
respectivamente, indicando que a este pH una de cada 3 moléculas en solucion de

B- o HP-B-CDs estd formando complejos solubles en agua con naringenina
(relacion molar 1:3) (Tabla V.2).
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Figura V.5: Diagrama de fases de naringenina (@) y hesperetina (O) en
tampon acetato de sodio 100 mM (pH 3,5) con 3- (A) o HP- 3 -CDs (B) y
tampon borato de sodio 100 mM (pH 8,5) con {3 - (C) o HP- 3 -CDs (D).
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5.2.3. Estabilidad de naringenina y hesperetina en solucion acuosa

Otro parametro estudiado fue la estabilidad en disolucion acuosa de
naringenina y hesperetina a diferentes pHs (3,5, 6,5 y 8,5) en ausencia y presencia
de - y HP-B-CDs.

Como se puede observar en la Figura V.6A, la concentracion de naringenina
permanecié estable durante 48 horas a todos los pHs estudiados (3,5, 6,5y 8,5). En
el caso de hesperetina, su estabilidad se vio afectada con el tiempo a pH 3,5 (*) y
6,5 (°), manteniendo su estabilidad a pH 8,5 ().

Para determinar si la pérdida de hesperetina con el tiempo a pH 3,5y 6,5 se
debid a su transformacion en otro compuesto o a la precipitacion de la propia
flavanona, se analizo el perfil cromatografico de la solucion. Como se observa en
la Figura V.7 el cromatograma de la disoluciéon no cambid con el tiempo, lo que
indicaba que naringenina no se estaba transformando en otro compuesto, sino
que precipitaba debido a su baja solubilidad acuosa a ambos pHs. A pH basico
(8,5) la solubilidad de hesperetina aumenta significativamente debido a un

cambio en la estructura de chalcona-flavanona con mayor estabilidad.

También se estudio la estabilidad de naringenina y hesperetina disueltas en
medios tamponados a diferentes pHs (3,5, 6,5 y 8,5) en presencia de (3- o HP-3-
CDs. En el caso de naringenina, en presencia de CDs, fue estable durante 48 h al
igual que ocurria en ausencia de CDs (Figura V. 6C y V. 6E). Con respecto a
hesperetina, la presencia de (3- o HP-B-CDs permitio su estabilizaciéon a pH 3,5 y
6,5 (Figuras V. 6D y V. 6F). Este proceso de estabilizaciéon se debié a la
complejacion de hesperetina en la cavidad hidrofébica de CDs tanto nativas como
modificadas de 3-CDs.
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Figure V.6: Tiempo de pérdida de naringenina (A) y hesperetina (B),
naringenina con 3-CDS (C), hesperetina con 3 -CDS (D), naringenina con HP-
 -CDs (E) y hesperetina con HP- 3 -CDs (F) en diferentes soluciones acuosas
de tampon acetato de sédico 100 mM (pH 3,5)(®) tampdn fosfato sddico
100 mM (pH 6,5) (O) y tampon borato soédico 100 mM (pH 8,5) (#).
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Figure V. 7: (A) Cromatograma de naringenina en disolucién en
tampdn acetato sodico 100 mM (pH 3,5) a 1h (-) y 48h (...). (B)
Cromatograma de hesperetina en disolucion acuosa tampon acetato
sodico 100 mM (pH 3,5) a 1h (-) y 48h (...).
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Por lo tanto, en el caso de naringenina y hesperetina, la forma
desprotonada de naringenina a pH 8,5 fue la mas eficientemente encapsulada por
B- y HP-B-CDs mientras que la forma desprotonada de hesperetina a pH 8,5

formo los complejos mas estables con HP-3-CDs, mostrando el valor Kc mas alto.

Por otra parte, la complejacion de hesperetina con 3- y HP--CDs estabiliza

a la flavonona en disolucion a pH 3,5 Y 6,5.



CAPITULO - VI: EFECTO DE LA
COMPLEJACION DE APIGENINA,
NARINGENINA Y HESPERETINA
EN B- Y HP-g-CDS SOBRE SU
ACTIVIDAD ANTIOXIDANTE






CAPITULO VL. 165

CAPITULO VI: EFECTO DE LA COMPLEJACION DE
APIGENINA, NARINGENINA Y HESPERETINA EN B- Y HP-B-CDS
SOBRE SU ACTIVIDAD ANTIOXIDANTE

6.1 INTRODUCCION

Los flavonoides son un grupo de sustancias vegetales que fueron
descubiertas por el premio Nobel en Bioquimica Albert Szent-Gyorgi en 1937,

quien les denomind como “vitamina P”.

En las ultimas dos décadas, las actividades biologicas de los flavonoides has
sido objeto de estudio de muchas investigaciones, lo que ha demostrado que
poseen una serie de propiedades beneficiosas para la salud, incluyendo las
actividades antioxidantes, antimicrobianas, antiinflamatorias y anticancerigenas
(Galati y O'Brien, 2004; Hertog, Feskens y Kromhout, 1997). Estudios
epidemioldgicos indican que la ingesta de alimentos ricos en flavonoides en
cantidad suficiente, puede mejorar la salud cardiaca, reducir el riesgo de ciertos

tipos de cancer y ralentizar el proceso de envejecimiento (Erlund, 2004).

En este capitulo, se estudié el efecto de la formacién de complejos de
inclusion de apigenina, naringenina y hesperetina (Figura VI.1.) con CDs sobre su
actividad antioxidante, por el método ORAC-FL descrito por Lucas-Abellan y col.
en 2008. Estas tres flavanonas fueron seleccionadas para el estudio de la actividad
antioxidante debido a sus propiedades quimicas bioldgicas y su disponibilidad

ciertos vegetales y en citricos.

Las 3 flavanonas presentan diferencias estructurales, tal y como se muestra
en la Figura VI.1. Tomando como referencia estructural a naringenina, apigenina
se diferencia de esta en el doble enlace que presenta en el anillo C; y hesperetina
se diferencia de naringenina en el grupo metilo y OH que presenta en posicion C4

y vy OH en posiciéon C5 del anillo B. Debido a las diferencias estutructurales que
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presentan su capacidad antioxidante también va a ser diferente por la

OH
HO o) ©/

capacidad que tienen para deslocalizar electrones.

OH O
Apinenina Naringenina
O
HO O o
' CH
OH O
Hesperetina

Figura VL1: Estructura quimica de apigenina, naringenina y hesperetina

6.2 RESULTADOS Y DISCUSION

6.2.1 Medida de actividad antioxidante

El estudio se comenzé mediante el analisis de la capacidad antioxidante de
los tres flavonoides: apigenina, naringenina y hesperetina por el método ORAC-
FL descrito por Lucas-Abellan y col., 2008, en ausencia de CDs. Este estudio se
realizo en un medio tamponado a pH 7.4 y cuyo volumen final de las muestras
era 200uL. La capacidad antioxidante de los compuestos fue expresada como
equivalentes de trolox (uM) por la inhibicién que provocan en la oxidacion de la
FL y fue cuantificada al integrar el area bajo la curva de caida de FL (AUC) que se
obtuvo en cada caso, como se puede observar en la Figura VI.2 que muestra la
curva de caida de hesperetina, utilizando la Ecuacion IIL.5., tal y como se describe

en el capitulo de materiales y métodos (Capitulo III) (las curvas de caida de la
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fluoresceina de apigenina y naringenina son similares a las de hesperetita y por

ello no se muestran en este capitulo).
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Figura VI.2.: Area bajo la curva de caida de la FL inducida por el
radical AAPH de hesperetina a diferentes concentraciones: blanco
(@), 0,750 mM (O), 1.125 uM, (m), 1.875 mM (o), 2,25 mM (A) y
2.625 mM (A).

Como se puede observar en la FiguraVI. 3 todos los flavonoides mostraron
una relacion lineal entre su concentracion y su actividad antioxidante. Ademas se
puede observar que la pendiente de los tres flavonoides es mayor de 1 uM
indicando que su capacidad antioxidante es mayor que la del trolox, ya que la
pendiente del trolox es 1 UM mientras que la de apigenina es de 8,69 uM, la de
hesperetina es de 9,16 uM y la de naringenina es de 11,92 uM, por lo que
presentaron una actividad antioxidante de 8 a 12 veces mayor que la de Trolox C.

Naringenina (FiguraVI. 3, (©)) presenté una capacidad antioxidante
superior a hesperetina (FiguraVI. 3, (m)) (que presenta un grupo metilo en
posicion C4" del anillo B) y a apigenina (FiguraVI. 3, (e)) (que posee doble enlace
en el anillo C y ausencia de grupo metilo en el anillo B). Los resultados obtenidos
para cada una de las flavanonas (naringenina > hesperetina > apigenina), nos
indicaron que la ausencua del grupo metilo en el anillo B, junto con la ausencia
del doble enlace del anillo C, favorece la capacidad antioxidante en estos

compuestos. Estos resultados son similares a los obtenidos por Mercader-Ros y
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col,, 2012 para el estudio de capacidad antioxidante de kampferol, quercetina

y miricetina, ya que el que presentd6 una mayor capacidad antioxidante fue

kaempferol que posee un tnico -OH en el anillo B, al igual que naringenina.

35

30
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20

15 -

10 -

Equivalentes de Trolox (uM)

[Flavanona] (uM)

FiguraVI. 3.: Actividad antioxidante de apigenina (e), naringenina (o) y
hesperetina (m) a diferentes concentraciones, expresados en equivalentes de
Trolox (mM).

Una vez estudiada la capacidad antioxidante de cada una de las flavanonas
en ausencia de CDs, se procedid al estudio de dicho parametro de cada una de
ellas en presencia de 3-CDs y HP-3-CDs.

El resultado obtenido fue que en presencia de CDs aument¢ en el drea bajo
la curva de caida de FL en todos los casos estudiados. La Figura V1.4 muestra el
resultado obtenido en el caso de hesperetina. En ella se puede observar como en
ausencia de CDs, la curva de la caida de la FL describe un érea inferior (Figura
V1.4, O) a la obtenida en presencia de 3-CDs (Figura V1.4, ¢) o HP-3-CDs (Figura
VI.4, o). Tal y como se observa en esta figura, en presencia de CDs se alarga el
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tiempo de presencia de la FL en el medio, ya que disminuye la pendiente de caida

desde el inicio.
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Figura VI1.4.: Area bajo la curva de caida de la FL, en
presencia de hesperetina (0,5mM (O) con 1,75 mM de 3-CDs (o)
1,75 mM de HP-B-CDs (o).

El &rea bajo la curva obtenida mediante el método ORAC-FL, combina el

grado de inhibicion de la curva de la fluoresceina con el tiempo en un sélo dato.

Para determinar si este aumento en el drea bajo la curva era producido por
la complejacion del flavonoide en la cavidad hidrofobica de las CDs, se afiadieron
concentraciones crecientes de CDs al medio de reacciéon y se estudiaron los

resultados obtenidos.

Cuando se adicionaron concentraciones crecientes de 3-CDs o HP- 3 -CDs al
medio de reaccion, conteniendo cada uno de los flavonoides estudiados, y se
calculd el Net AUC, en cada caso, usando la Ecuacion IIL.16., se observd que
conforme aumentaba la concentracion de CDs aumentaba la capacidad

antioxidante hasta que las CDs complejaron completamente el flavonoide en cuyo
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momento la capacidad antioxidante permanecié constante, por lo que habia
llegado a saturacion. (Figuras VI.5-VI.10). Estos resultados apuntaban hacia el

efecto protector de las CDs sobre cada flavonoide tras su complejacion.

Como se puede observare en la Figuras VI.5-VI.10 con una concentracion
de - o HP-B-CDs aproximadamente 1 mM se alcanza una meseta en la
campacidad antioxidante, lo que indica que toda la flavanona ha sido complejada
por las CDs, por lo que deja de estar disponible para el radical AAPH y a partir

de ahi la actividad antioxidante es independiente de la concentracion de CDs en
el medio.

En el nivel de saturacion, se observo que cada flavanona presentaba una
capacidad antioxidante entre dos y cuatro veces mayor en presencia de CDs que
en su ausencia (Figuras VI.5-V1L.10.). Este aumento en la actividad antioxidante
estaba provocado por la proteccion de las CDs al complejar las flavanonas frente

al ataque por los radicales libres.

12

Equivalentes de Trolox (uM)

0,0 0,4 0,8 1,2 16 2,0
[B-CDs] (mM)
Figura VL5.: Efecto de la concentracion de B-CDs en la capacidad
antioxidante de apigenina. (O) 0,375 pM y (@) 0,75 pM de

apigenina.
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Figura VI.6.: Efecto de la concentracion de HP-B-CDs en la
capacidad antioxidante de apigenina. (O) 0,375 uM y (@) 0,75 uM

Figura VL.7.: Efecto de la concentracion de B-CDs en la capacidad
antioxidante de naringenina. (O) 0,375 uM y (@) 0,75 uM de
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Figura VI.8.: Efecto de la concentraciéon de HP-B-CDs en la
capacidad antioxidante de naringenina. (O) 0,375 uM y (@) 0,75 uM

de naringenina.
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Figura VI.9.: Efecto de la concentracion de B-CDs en la capacidad
antioxidante de hesperetina. (@) 0,375 uM y (O) 0,75 uM de

heperetina.
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Figura VI.10.: Efecto de la concentracién de HP-B-CDs en la
capacidad antioxidante de hesperetina. (®) 0,375 uM y (O) 0,75 pM

de heperetina.

Este estudio (Figuras VI.5-VI.10) siempre se realizd a concentraciones de
flavonoide por debajo de su limite de solubilidad, por lo que el aumento del a
capacidad antioxidante no se debe al aumento de la solubilidad del flavonoide al
ser complejado por las CDs, como se ha descrito en otro estudio para el licopeno

(Bangalore y col., 2005) y a-tocoferol (Huang y col., 200.

Como se puede observar en las Figuras VI.5-VI.10, comparando el
incremento la capacidad antioxidante de las tres flavanonas (apigenina,
naringenina y hesperetina) en presencia de CDs, se observo una diferencia
importante, entre el efecto provocado por B-CDs y HP-3-CDs, siendo la capacidad
antioxidante mayor en presencia de HP-B-CDs para todas las flavanonas
estudiadas. En el caso de apigenina en presencia de 3-CDs aumento su capacidad
antioxidante 2 veces frente a 4 veces que lo hizo con HP-3-CDs (Figuras VL5 y
VL6, respectivamente). En el caso de naringenina en presencia de 3-CDs aumento
su capacidad antioxidante 2 veces frente a 3 veces que lo hizo con HP--CDs
(Figuras VI.7 y VL8, respectivamente). Y en el caso de hesperetina, en presencia
de 3-CDs aumentd su capacidad antioxidante 2 veces frente a 4 veces que lo hizo
con HP-B-CDs (Figuras VI.9 y VI.10, respectivamente).
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El incremento de la actividad antioxidante en los tres flavonoides
estudiados, esta intimamente relacionado con los valores de Kc (4.116 + 297 M~
para apigenina, 1.786 * 385 M para naringenina y 4.651 + 525 M para
hesperetina). Ya que naringenina present6 la mayor actividad antioxidante en
ausencia y en presencia de CDs, siendo apigenina la que presenté valores mas

bajos en los dos casos pero con poca diferencia con hesperetina.

En resumen, la capacidad antioxidante de los tres compuestos fendlicos
aumenta cuando son complejados en los dos tipos de CDs, presentando una
mayor capacidad antioxidante cuando son complejados con HP-B-CDs. De los
tres compuestos fenolicos estudiados, el que presenté una mayor capacidad

antioxidante fue naringenina.
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CONCLUSIONES

Los estudios realizados en la presente tesis doctoral han permitido llegar a las

siguientes conclusiones:

1. Cambios en los sustituyentes y, en general, en la estructura de los
flavonoides afectan a su capacidad para formar complejos de inclusion
con ciclodextrinas. El efecto relativo mas intenso de estos cambios esta
relacionado con 3 elementos del anillo C de la estructura del flavonoide:
presencia del grupo carbonilo en la posicion 4, presencia/ausencia de un
doble enlace en la posicion C2=C3 y presencia de un grupo OH en la
posicién 3. Por otra parte, los sustituyentes presentes en el anillo B,
también tienen un efecto sobre la complejacion.

2. Tanto (-, como HP-B-CDs forman complejos estables, con estequiometria
1:1 con naringenina y hesperetina. Ademas, no siempre los valores mas
altos de constante de complejacion, implican una mayor eficacia de
complejacion (CE), debido a la influencia de la solubilidad acuosa del
compuesto sobre el valor de la constante. Por ello, es mds preciso utilizar
el valor de CE para estudiar el efecto del pH en la complejacion de
flavanonas.

3. La complejacion de flavanonas en ciclodextrinas aumenta su capacidad
antioxidante debido al efecto protector de las CDs sobre el ataque por
radicales libres. Este efecto es de maximo interés para la industria
alimentaria, ya que el efecto beneficioso para la salud e estas flavanonas,
se puede ver incrementado en determinados alimentos, sin necesidad de
incrementar la cantidad de compuesto, ya que las ciclodextrinas acttian

como un reservorio de liberacién controlada de compuesto.
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