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Resumen

Esta investigacion trata de una vision detallada del espacio conformacional de las tres
antocianidinas hidroxiladas, como pelargonidina, cianidina y delfinidina. Se realizaron escaneos
rigidos de los angulos diedros de interés para la compresion de las estructuras quimicas de este
tipo de compuestos, asi como de las diferentes disposiciones espaciales que adoptan. Los
conformeros planos (P) y no planos (Z) obtenidos por esta blsqueda sistematica integral se
analizaron en el nivel tedrico B3LYP/6-311++G**. Por medio de rotaciones rigidas, seguidas
por optimizaciones completas tanto de los maximos como los minimos de energia, se estimaron
las variaciones de energia en relacién a la flexibilidad de estos compuestos. De esta manera, se
estimaron las restricciones energéticas en funcién de la libre rotacién de los diferentes enlaces.
Se presenta una nomenclatura completa y detallada, con el fin de agilizar el estudio de estos
compuestos, agrupando los conférmeros segun caracteristicas estructurales en comdn. Se
analizaron en detalle los aspectos geométricos de los diferentes conférmeros optimizados,
destacando similitudes y diferencias entre los mismos. Derivado del analisis geométrico, se
encontraron aspectos estructurales novedosos que no se encuentran en linea con la
representacion tipica de sal de oxonio para estos compuestos.

Palabras Clave: Antocianidinas; pelargonidina; cianidina; delfinidina; espacio conformacional.
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Abstract

This research deals with a detailed view of the conformational space of the three
hydroxylated anthocyanidins, such as pelargonidin, cyanidin and delphinidin. Rigid scans of the
dihedral angles of interest were carried out to understand the chemical structures of this type of
compounds, as well as the different spatial arrangements adopted. Planar (P) and non-planar (Z)
conformers from this comprehensive systematic search were analyzed at the theoretical level
B3LYP/6-311++G** . Through rigid rotations and subsequent full optimizations of both the
maximum and the minimum energies, estimates of the energy variations in relation to the
flexibility of these compounds were achieved. Therefore, energy constraints were estimated
based on the different bond free rotations. A complete and detailed nomenclature is shown, in
order to speed up the study of these compounds, grouping conformers according to common
structural characteristics. The geometric features of the optimized conformers were analyzed,
highlighting similarities and differences between them. Derived from the geometric analysis,
novel structural contributions were found that are not in line with the typical representation of
oxonium salt for these compounds.

Keywords: Anthocyanidins, pelargonidin; cyanidin; delphinidin,; conformational space.

1. Introduccion

Las antocianinas son pigmentos hidrosolubles naturales e inocuos, pertenecientes a
la familia de los flavonoides, que se encuentran comunmente en frutos, hojas, flores,
tallos y tubérculos, junto con carotenoides, betacianinas o betalainas y derivados de
tetrapirrol [1]. Estructuralmente, las antocianinas son O-glucésidos de las antocianidinas
(agliconas), que se encuentran como sales de flavilio, también llamadas sales de oxonio,
representadas por una carga positiva en O-1. En realidad, esta carga positiva se
encuentra deslocalizada a lo largo de los tres anillos aromaticos conjugados (A, B y C).

Las antocianinas presentes en los vegetales han mostrado una variedad de
aplicaciones medicinales y usos como tintes o colorantes alimentarios para reemplazar a
los sintéticos. Ademas, los alimentos ricos en antocianinas forman parte de los
denominados alimentos funcionales por sus caracteristicas nutracéuticas [2]. Las
antocianinas han demostrado ser efectivas en la prevencion de diversas enfermedades
cronicas, como las enfermedades cardiovasculares [3,4], la diabetes, la osteoartritis y la
obesidad [5-7], asi como para retrasar el proceso de envejecimiento, disminuyendo el
riesgo de trastornos neurodegenerativos como el Alzheimer [8-10], mejora de la vision
[11] y tratamiento del cancer [12]. Los posibles efectos antitumorales de las

antocianinas se basan en las actividades antioxidantes, antiinflamatorias,
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antimutagénicas y antiangiogénicas, la induccion de la diferenciacion celular, la
inhibicion de la proliferacion mediante la modulacion de las vias de transduccion de
sefiales, la induccion de la detencidn del ciclo celular y la estimulacion de la apoptosis o
autofagia de las células cancerosas [13]. La accion antiinvasiva y antimetastasica de las
antocianinas, con reversion de la resistencia de las células cancerosas a los farmacos, y
aumento de la sensibilidad a la quimioterapia [14].

Nuestros laboratorios tienen experiencia en aislamiento, purificacion e
identificacion de nuevas estructuras de flavonoides bioactivos desde 1970, incluidos
estudios de bioactividad, conformacionales, semiempiricos y ab initio (algunos articulos
de investigacion desde 2010 estan incluidos en la lista de referencia). En particular,
hemos llevado a cabo investigaciones sobre las estructuras y bioactividades de
antocianinas aciladas, flavonoides (catequinas y proantocianinas), flavonoides
monoméricos y diméricos [15-18], asi como relaciones cuantitativas estructura-
actividad (QSAR) de flavonoides y biflavonoides como neuraminidasa inhibidor del
virus de la influenza HIN1 [19], y estudios 2D- y 3D-QSAR de flavonoides, biflavonas
y chalconas como agentes antivirales, antibacterianos, antifingicos vy
antimicobacterianos [20] y actividades antialimentarias contra insectos [21] y actividad
insecticida [22]. También se realizaron estudios QSAR de flavonas como posibles
compuestos con actividad ansiolitica [23,24], y como inhibidores de aldosa reductasa
para la prevencion de la formacion de cataratas [25].

Por otro lado, se estudiaron las caracteristicas conformacionales, las estructuras
electronicas y los efectos de los solventes en fenilflavanos no sustituidos y sustituidos,
como los isémeros Z de (4a—6”, 2a—>0—17)-fenilflavanos, pertenecientes al grupo de
las proantocianidinas diméricas tipo A, y también las catequinas, analizando la
estabilidad y reactividad en vacio y en solucién acuosa, entalpias de disociacién de
enlaces y potenciales de ionizacidn [26-34].

Uno de los primeros estudios QSAR sobre antocianinas se desarrollo recientemente
en nuestro grupo de investigacién, involucrando su actividad antioxidante, dando lugar
a modelos de valor predictivo para el disefio de nuevos antioxidantes [35].
Recientemente, también informamos el analisis QSAR para la inhibicion de la actividad
mutagénica de las antocianinas [36].

La planaridad de las antocianidinas ha sido objeto de debate durante las Gltimas
cinco décadas. Incluso el analisis de estructuras de rayos X de antocianidinas, como

punto de partida para la investigacion tedrica geométrica, no resultd exitoso ya que el
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empaquetamiento de cristales puede inducir restricciones severas que no existen en
vacio ni en solucién. Los primeros estudios, que optaron por métodos semiempiricos,
informaron que el residuo benzopirilio y el anillo B eran aproximadamente planos,
posiblemente estabilizados por la interaccion entre el heterodtomo de oxigeno en el
anillo C y los &tomos de hidrégeno en el anillo B, o entre los &tomos de hidrdgeno en
estos anillos [37,38]. De acuerdo con la mayoria de los estudios teéricos, las
antocianidinas son sistemas cuasiplanares sujetos a la rotacién libre del anillo B, lo que
resulta en una amplia distribucién de isomeros rotacionales en condiciones ambientales
[39-42]. Por lo tanto, sustituyentes voluminosos como azlcares en las antocianinas,
pueden impedir la rotacién libre del anillo B. Los funcionales hibridos, ampliamente
utilizados para los calculos basados en la teoria del funcional de la densidad (DFT),
pueden describir bien el potencial de torsion y la distribucion conformacional de las
antocianidinas. Los valores informados en la literatura para el &ngulo diedro O-C2-C1°-
C2’estan en el rango de -10 a +8 grados, dependiendo de los sustituyentes en la sal de
flavilio y el método/conjunto base adoptado para los célculos [39,42].

Recientemente hemos realizado un estudio electronico estructural de las tres
agliconas que contienen sustituyentes oxidrilos en el anillo B (pelargonidina, cianidina
y delfinidina), permitiendo relacionar aspectos estructurales y conformacionales con
actividades bioldgicas de interés (actividad antioxidante y antimutagénica) [43]. En el
presente trabajo, se realizd una blsqueda exhaustiva y sistematica del espacio
conformacional de las antocianidinas pelargonidina, cianidina y delfinidina, como asi

también un analisis geométrico estructural.

2. Materiales y Métodos
El estudio computacional se llevd a cabo usando la teoria del funcional de la

densidad (DFT) implementada en los programas de Gaussian 09 (https://gaussian.com/)

[44]. El andlisis del espacio conformacional y el funcional de intercambio de tres
parametros de Becke [45], sumado al funcional de correlacion de Lee, Yang y Parr [46],
dieron lugar al hibrido funcional conocido como B3LYP. Para los calculos se uso el
nivel de teoria B3LYP/6-311G++(d,p).

Las estructuras quimicas de las antocianidinas en estudio se muestran en la Fig. 1.

Se utilizaron las reglas de nomenclatura y numeracion segun IUPAC [47].
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Pelargonidina Ry, Rz = H, Ry, = OH

Cianidina Ry =H, R, y R3 = OH

Delfinidina Ry, R, y R3 = OH

Figura 1. Estructura quimica de pelargonidina, cianidina y delfinidina.

El estudio del espacio conformacional de pelargonidina, cianidina y delfinidina se
realiz6 fijando la posicion de los grupos hidroxilo, como HO-3, HO-5, HO-7, HO-3,,
HO-4'y HO-5'.

Se realizaron escaneos rigidos de 10° para los angulos diedros (t) H-O-C3-C2, O-
C2-C1-C2', H-O-C5-C6, H-O-C7-C6 y H-O-C4'-C3' en pelargonidina, cianidina y
delfinidina. También se estudiaron variaciones similares para t H-O-C3-C4' en
cianidina y delfinidina, y T H-O-C5'-C4' en delfinidina. Esto permitio conocer las
superficies de energia potencial de los compuestos en estudio. Con base en este
conocimiento, se seleccionaron los conférmeros de minima y maxima energia, que
luego se optimizaron al mismo nivel de teoria, con las geometrias completamente
relajadas.

Con las estructuras optimizadas, se determinaron las distancias de enlace, los
angulos de enlace y los angulos diedros de interés para realizar el analisis de la

estructura geométrica de cada antocianidina en estudio.

3. Resultados y Discusion
3.1. Nomenclatura

Los conformeros se clasificaron en syn (cis) y anti (trans) de acuerdo con la
disposicion de los enlaces H-O5 y H-O7 en el anillo A en relacion con los enlaces C5—
C6 y C6-C7 respectivamente.

Por lo tanto, los angulos diedros H-O5-C5-C6 y H-O7-C7-C6 estaban cerca de
0° para arreglos C (cis) y cerca de 180° para T (trans). Pelargonidina tiene un solo
hidroxilo en el anillo B (HO-4"), mostr6 dos conformaciones llamadas u (arriba) y d
(abajo) (Fig. 1) segun la ubicacién del enlace HO-04'. Un angulo diedro cercano a 180°

con respecto a C-3' (Fig. 2) dio d, mientras que cercano a 0° llevo a u.
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/O CTd H

Figura 2. Estructuras u (arriba) y d (abajo) de pelargonidina segun la orientacién de HO-4".

Cianidina tiene dos hidroxilos (HO-3" y HO-4") en el anillo B; dio las estructuras
cc, ct, tc o tt seguin la disposicién de los enlaces H-O3' y H-O4' con respecto a el enlace
C3'-C4' (Fig. 3). Estos arreglos se nombraron utilizando un criterio similar al abordado
en la estructura similar al resorcinol del anillo A. Los arreglos ¢ (cis) o t (trans)
representan angulos diedros cercanos a 0° o 180° para H-O3-C3-C4' y H-O4'-C4'-C3'

respectivamente.

Figura 3. Estructuras cc, ct, tc o tt de cianidina segun la disposicion de los enlaces H-O3'y
H-O4' en relacion con el enlace C3'-C4".

Delfinidina tiene tres hidroxilos en el anillo B, como HO-3', HO-4' y HO-5'. La
orientacion de HO-5' se definid de acuerdo con la disposicion del enlace H-O5' con

respecto al enlace C4'-C5' (Fig. 4).
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Figura 4. Estructuras ccc, cct, ctc, ctt, tcc, tct, ttc, o ttt de delfinidina segun los arreglos H-O3'
y H-O4' con respecto al enlace C3'-C4', y el de H-O5' con respecto a C4'-C5".

La aparicion de HO-3' y HO-4' en el anillo B de cianidina resulté en una
singularidad. La rotacion del anillo B alrededor del eje del enlace C2-C1' dio lugar a dos
estructuras distintas, denominadas A o B (Fig. 5). Estas estructuras se caracterizaron por
un angulo diedro O-C2-C1'-C2' cercano a 0° para A y cercano a 180° para B.

La estructura A mostré un patrén de sustitucion 3',4". En la estructura B, HO-3'
estaba espacialmente mas cerca de HO-3 [HO-3' era equivalente a HO-5' de A cuando
se numeraba en el sentido de las agujas del reloj (patrén de sustitucion de 4', 5"]. En

consecuencia, se definieron dos patrones de sustitucion 3',4"' y 4',5' no equivalentes.

Figura 5. Estructuras A y B de la cianidina segun la disposicién de los dos hidroxilos en el
anillo B.

Las estructuras que presentan los anillos AC-B en un mismo plano, se hombran

como P al inicio de cada nombre (Fig. 6).
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H/O pcTwes H H/O pcTet H

Figura 6. EstructurasP CT d, PCT ct A, P CT tc By P CT ctt mostrando la coplanaridad de
los anillos AC-B.

Ciertas estructuras no presentan la coplanaridad entre los anillos AC-B, mostrando
valores distintos a 0° 0 180° para el &ngulo diedro O-C2-C1'-C2'. En estos casos, el HO-
3 se ubica hacia el anillo B, presentando valores para el &ngulo diedro H-O3-C3-C2 que
rondan -20° 0 20°. Este comportamiento se combina con la rotacion del angulo diedro
0O-C2-C1'-C2', tomando valores cercanos a -30° o0 30° para pelargonidina, cianidina A y
delfinidina, o valores cercanos a -150° o 150° para cianidina B. Cuando el HO-3 se
ubica por encima del anillo B se nombra como Z1, mientras que si se ubica por debajo
del anillo B como Z2 (Fig. 7).

O z2cTotA O zcTweB O zcTat

H

Figura 7. Disposiciones Z1y Z2 para los arreglos CT d, CT ct A,CTtc By CT ctt.

3.2. Espacio conformacional

A partir de los arreglos tipo CT y el HO-3 con un angulo diedro C2-C3-O-H de
180°, que representa la estructura de mas baja energia para cada compuesto, se analizo
el efecto de la rotacion del anillo B a intervalos de 10° en las estructuras d, tc B, y ctt
alrededor del eje de enlace C2-C1' (Fig. 8). Se adquirieron posiciones energéticamente
favorables en el anillo B manteniendo la coplanaridad con los anillos Ay C. A partir de

este analisis, s6lo dos estructuras fueron viables para cada compuesto, por ejemplo,
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pelargonidinaP CT dy P CT u, cianidina P CT tc By P CT tc A, y delfinidina P CT
ctty P CT tcc, siendo la segunda estructura menos estable que la primera.

Como era de esperar, las variaciones maximas de energia se alcanzaron a
rotaciones de 90° para todos los casos, es decir, cuando el anillo B se ubica
perpendicularmente al anillo C.

Los maximos de energia a 90° y 270° para el angulo diedro O-C2-C1'-C2' se

optimizaron, no encontrandose conférmeros no planos.

A

Relativa (Keal mol)

A U

S o T [ 5 < vy
fghyorbe ; I NS N RS, ‘g
t Y £ ? t & ¢t e
“yvrecrd “Yetrrery o “efetrrcres o ¢PRCTiA o ? ¥ 8B CT e ‘Y ¢PTCTree
-’ Q 30 &0

30 60 S0 120 150 180 210 240 270 300 330 360 0 30 60 90 120 150 180 210 240 270 300 3B 360
1(grados) 1 )

Relativa (kcal mal )

Energia Relativa [Kcal mot!)

E

90 120 150 180 210 240 270 300 330 360
*(grados)

Figura 8. Energia de los conférmeros pelargonidina P CT d, cianidina P CT tc B y delfinidina
P CT ctt, al variar el angulo diedro O-C2-C1'-C2', describiendo la rotacion del anillo B con
respecto al eje del enlace C2-C1".

Todas las antocianidinas en estudio contenian HO-5 y HO-7, definiendo una
distribucién del tipo resorcinol en el anillo A. La rotacion del enlace O5-H a intervalos
de 10° alrededor del eje del enlace C5-O5 en pelargonidina, cianidina y delfinidina se
muestra en la Fig. 9. Por lo tanto, el arreglo mas estable (el Unico arreglo de energia
minima) para HO-5 se logro a 0° con respecto al enlace C6-C5, alcanzando para la

orientacion desfavorecida la maxima energia a 180°.
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Figura 9. Energia de los conférmeros pelargonidina P CT d, cianidina P CT tc B y delfinidina
P CT ctt, al variar el angulo diedro C6-C5-05-H, describiendo la rotacion del enlace O5-H con
respecto al eje del enlace C5-05.

La rotacion del enlace O7-H a intervalos de 10° alrededor del eje del enlace C7-O7
en pelargonidina, cianidina y delfinidina se muestra en la Fig. 10. Esto surgié de la
variacion del angulo diedro C6-C7-O7-H.

Cada compuesto bajo estudio mostrd las estructuras de menor energia a 180° y las

estructuras de mayor energia a 90° y 270° con HO-7 fuera del plano del anillo A. La
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ubicacion espacial de HO-5 y HO-7 en el mismo plano del anillo A estabilizé la

estructura de la molécula.
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Figura 10. Energia de los conférmeros pelargonidina P CT d, cianidina P CT tc By
delfinidina P CT ctt al variar el angulo diedro C6-C7-O7-H, describiendo la rotacion del enlace
O7-H con respecto al eje del enlace C7-0O7.

La rotacion del enlace O4'-H con respecto al eje del enlace C4'-04' (variacion del
angulo diedro C3'-C4'-OH) desde 0° a intervalos de 10° en cada una de las tres
antocianidinas, se muestra en la Fig. 11.

Para pelargonidina, solo se infirieron dos conformeros, P CT d y P CT u, siendo el
segundo menos estable que el primero, como se analizé anteriormente. Los maximos de
energia se alcanzaron a 90° y 270°, considerando estructuras con HO-4' fuera del plano
del anillo B. Cianidina P CT tc B mostro la minima energia a 0° y la maxima energia a
90° y 270°, similar al analisis anterior. Aparecié un minimo local a 180°, debido a la
desestabilizacion producida por la repulsion estérica entre HO-3' y HO-4'. La
conformacion con ambos hidroxilos orientados hacia la misma direccion, en el sentido
de las agujas del reloj, se encontr6 a 0° (energia mas baja). Después de la adicion de
otro sustituyente, como HO-5' en delfinidina P CT ctt, se mostré un Unico minimo a
180°. ElI méximo de energia a 0° representd la repulsion estérica entre los dos
hidrogenos de HO-3' y HO-4', ambos enfrentados. Una vez mas, la disposicién
coordinada en el sentido de las agujas del reloj de los tres sustituyentes del anillo B

proporciond una mayor estabilidad al conformero.
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Figura 11. Energia de los conférmeros pelargonidina P CT d, cianidina P CT tc By
delfinidina P CT ctt, al variar el angulo diedro C3'-C4'-O-H describiendo la rotacién del enlace
O4'-H con respecto al eje del enlace C4'-04".
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Para encontrar todas las disposiciones posibles del anillo B en cianidina, también se
analizo la variacion del angulo diedro C3'-C4'-OH desde 0° a intervalos de 10° en los
conférmeros P CT ct B, P CT tc Ay P CT ct A, como se muestra en la Fig. 12.
Cianidina P CT ct B mostré un minimo de energia a 180° y un maximo de energia a 0°,
similar a cianidina P CT ct A. Por el contrario, la curva para cianidina P CT tc A se
asemeja a la obtenida para cianidina P CT tc B, donde el minimo de energia se alcanzd
a 0° y dos maximos de energia a 90° y 270°, en los que HO-4' se encontraba fuera del
plano del anillo B. Al observar las estructuras, la disposicién opuesta de HO-3'y HO-4'
en el anillo B desestabilizé significativamente la molécula, principalmente debido a los
efectos estéricos. Este arreglo ocurrié en cianidina P CT ct By P CT ct A, donde la
repulsion entre los hidroxilos HO-3' y HO-4' produce mayor desestabilizacion que la
ubicacion fuera del plano de alguno de estos hidroxilos. Cuando se observa el grafico
para cianidina P CT tc By P CT tc A, los maximos de energia se muestran cuando el
HO-4' se desplaza fuera del plano del anillo B. Se logré un minimo de energia local a
180°, cuando HO-3' y HO- 4' se disponen hacia direcciones opuestas. Cabe mencionar
que tanto la orientacion en sentido de las agujas del reloj (para cianidina P CT tc B)

como en sentido contrario a las agujas del reloj (para cianidina P CT tc A) proporciond
VA A ‘. “gx;ng\
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estabilidad a la molécula.

fm?;‘]'cw

Energia Relativa {Keal mol*)

Energia Relativa (Keal mol?)
. = e

Energia Relativa (Kcal mol?)

:;x:é $PCTerA

Y 30 60 90 130 150 180 710 740 270 300 31 360 0 30 60 90 120 150 180 210 240 270 300 330 360 030 B0 90 120 150 180 210 240 270

tgrados) ~{arados) t(grados)

Figura 12. Energia de los conférmeros cianidina P CT ct B, PCT tc Ay P CT ct A al variar el
angulo diedro C3'-C4'-O-H, describiendo la rotacién del enlace O4'-H con respecto al eje del
enlace C4'-04".

Cuando se considerd el angulo diedro C4'-C3'-O-H se obtuvieron curvas similares
a las mencionadas anteriormente. Las tendencias y comportamientos se mantuvieron,
alcanzando minimos de energia cuando los hidroxilos estaban orientados en sentido
horario o antihorario, como se muestra en la Fig. 13. La rotacion del enlace O3'-H con
respecto al eje del enlace C3'-O3' de cianidinaP CTtcB,PCTctB,PCTtcAyPCT
ct A, condujeron a los conformeros de mayor energia PCT ccB,PCTttB,PCTcc A
y P CT tt A respectivamente.
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Figura 13. Energia de los conférmeros cianidinaP CTtc B,PCT ctB, PCTtcA,andPCT
ct A, al variar el angulo diedro C4’-C3’-0-H, describiendo la rotacién del enlace O3'-H con
respecto al eje del enlace C3'-03.

Dado que la rotacion del enlace O3'-H con respecto al eje del enlace C3'-O3' para
delfinidina proporciond resultados similares a los mencionados anteriormente, se realizo
un escaneo rigido desde 0° a intervalos de 10° rotando el enlace O5'-H respecto al eje
del enlace C5'-O5' (variacion del angulo diedro C4'-C5'-0O-H) en delfinidina (Fig. 14).
La estructura de delfinidina P CT ctt alcanzé el minimo de energia a 180° y el maximo
de energia a 0°. Este comportamiento fue consistente con la explicacion anterior, donde
la mayor estabilidad se logro coordinando los sustituyentes en sentido de las agujas del
reloj y luego aumentando la energia hasta alcanzar un pico maximo, donde se encuentra
la mayor repulsion estérica con HO-4'. Por otra parte, la curva de delfinidina P CT tcc
explica el otro comportamiento descripto anteriormente, donde el minimo de energia se
alcanza a 0° y el maximo de energia a 90° y 270°. EI minimo esta relacionado con la
orientacion coordinada en sentido antihorario de los tres hidroxilos en el anillo B y el
méaximo con la ubicacion de HO-5' fuera del plano del anillo B. EI minimo de energia
local a 180° (P CT tct) proporcioné informacion sobre el hecho de que no sélo los
efectos estéricos entre los sustituyentes juegan un papel importante, sino también que la

disposicion en sentido horario o antihorario estabiliza considerablemente la molécula.
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Figura 14. Energia de los conférmeros delfinidina P CT ctty P CT tcc, al variar el angulo
diedro C4’-C5’-0-H, describiendo la rotacion del enlace O5'-H con respecto al eje del enlace
C5-05'.

Este minucioso andlisis también se realizd para las conformaciones no planas,
tomando como estructuras de partida las de menor energia en cada caso. Luego de este
analisis, se encontré el conjunto de conformeros no planos que constituyen el espacio
conformacional para cada antocianidina en estudio.

Teniendo en cuenta los puntos de partida y las estructuras de minima energia
encontradas, este analisis del espacio conformacional condujo a los siguientes
conformeros (estructuras de minima energia, respaldadas por la ausencia de frecuencias
imaginarias). Veinte para pelargonidina (P CT d,PCT u,PCCd, P CCu, Z1 CT d,
Z2CTd,Z1CTu,Z22CTu,Z1CCu,Z22CCuy,2Z1CCd,Z2CCd,Z21TCu,Z2TC
u,Z1TCd,Z2TCd,Z1TTd,Z2TTd,Z1TT u,yZ2 TT u), sesenta para cianidina
(PCTtcB,PCTctA PCTtcA PCCtcB,PCCtcA,PCCctA PCTctB,PCC
ctB,Z1CTctA Z2CTctA Z1CTctB,Z2CTctB,Z2CTtcA ZICTtc A, Z1
CCctA, Z2CCctA Z1CCctB,Z2CCctB,Z1CCtcA Z2 CCtcA Z2 CT tc B,
Z1CTtcB,Z1CCtcB,Z2CCtcB,PCTttA PCTttB,PCCttA PCCttB, Z1
TCctB,Z2TCctB,ZL1TCctA Z2TCctA ZL1TCtc A, Z2 TCtc A, ZL TT ct A,
Z2TTCctA Z1TCtcB,Z2TCtcB,ZLCTttA Z2CTttA Z1TTctB,Z2TT ct B,
Z1CCttA Z2CCttA Z2TTtcA ZITTtc A Z1ICTttB, Z2CTttB,Z1TT tc B,
Z2TTtcB,Z1CCttB,Z2CCttB, ZITCttA Z2TCttA Z1TCttB,Z2 TC tt B,
ZITTtHA Z2TTttA Z2TTttB,yZ1 TT tt B) y treinta y siete para delfinidina (P
CT ctt, P CC ctt, P CT tcc, P CC tcc, Z1 CT tcc, Z2 CT tee, 22 CT ctt, Z1 CT ctt, Z1
CC tcc, Z2 CC tcc, Z1 CCctt, Z2 CC ctt, P CC ttt, P CT tct, P CC tct, Z2 TC tcc, Z1
TCtcc, ZL TCctt, Z2 TCctt, ZL TT tcc, Z2 TT tec, ZL TT ctt, Z2 TT ctt, Z1 CT ftct,
Z2 CT tct, Z1 CC ttt, Z2 CC ttt, Z1 CC tct, Z2 CC tct, Z2 TC tct, Z1 TC tct, Z1L TC
ttt, Z2 TC ttt, Z1 TT ttt, Z2 TT ttt, Z2 TT tct, y Z1 TT tct), enumeradas en orden

decreciente de estabilidad. De todos los conférmeros encontrados, sélo nueve han sido
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informados previamente para pelargonidina (P CTd,PCTu,PCCd,PCCu, Z1CT
d,Z1CCd,Z2CCd,Z1TCu,yZ1TT u), seis para cianidina (P CT ct A, P CC ct A,
PCTttA ZICTctA Z1TCtc A, yZ1TT ct A) y seis para delfinidina (P CT ctt, P
CCectt,PCT tcc,PCCtcc, ZLCT ctt, y Z1 TT ctt).

3.3. Analisis geométrico
3.3.1. Distancias de enlace

Las antocianinas, junto con otros miembros de la familia de los flavonoides,
contienen tres anillos aromaticos (A, B y C), en el que uno de ellos (anillo C) tiene un
heterodtomo (oxigeno). Las caracteristicas de estos anillos se analizaron calculando las
longitudes de enlace de los atomos que los componen. Los anillos A 'y B de las tres
antocianidinas bajo estudio arrojan longitudes de enlace mas similares que el anillo C,
como se muestra en la Fig. 15 a, b y ¢. También se muestran las longitudes de enlace
promedio de los conformeros P y Z de pelargonidina, cianidina y delfinidina, asi como
la longitud de enlace C-C del benceno (~1.394 A), calculada al nivel de teoria
B3LYP/6-311G++(d,p). Dado que el anillo C es un heterociclo, el &tomo de oxigeno
altera todo el anillo, con respecto a los anillos A y B, incluyendo las longitudes de
enlace. A su vez, algunos enlaces en ambos anillos A y B mostraron longitudes mas
cortas. Dentro del anillo A, los enlaces C5-C6 y C8-C9 eran considerablemente méas
cortos que los otros enlaces, oscilando entre 1,376-1,386 y 1,374-1,386 Angstroms (A)
para pelargonidina, cianidina y delfinidina. Por el contrario, los enlaces C6-C7 y C5-
C10 tenian una longitud de 1,412 a 1,433 A para los tres compuestos.

Asimismo, las longitudes de enlace C2'-C3' y C5'-C6' del anillo B, con rangos
estimados de 1,370-1,390 A, fueron mas cortas que el resto. Por el contrario, los enlaces
C1-C2'y C1-C6' fueron los més largos, con valores entre los 1,410-1,420 A para los
tres compuestos. Las diferencias para ambos anillos A y B pueden mostrar la presencia
de dos tipos distintivos de enlaces, evidenciando la pérdida de aromaticidad en
comparacion a un anillo de benceno. Los enlaces que involucran al atomo de oxigeno
dentro del anillo C mostraron una diferencia en sus longitudes de enlace para las tres
antocianidinas, siendo el enlace O1-C2 mas corto que el enlace O1-C9 para todas las
antocianidinas en estudio. Esta longitud de enlace no alcanz6 el valor de un doble
enlace aromatico, pero fue menor que un enlace simple. Ambos enlaces eran diferentes,
mostrando la falta de aromaticidad del anillo C. Ademas, C3-C4 del anillo C, era el

enlace C-C de longitud mas corta, con valores de aproximadamente 1,380-1,390 A para
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pelargonidina, cianidina y delfinidina. Este enlace mostrd longitudes comparables a las
de un doble enlace. Este hecho estd de acuerdo con la representacion tipica de las
antocianidinas, en las que existe un doble enlace entre C-3 y C-4.

Dado que las tres antocianidinas difieren en el patron de sustitucion del anillo B, se
compararon las longitudes de los enlaces para distinguirlas. Los enlaces C3'-C4' y C4'-
C5' fueron los més afectados por la variacion del patron de sustitucion. Pelargonidina y
delfinidina mostraron longitudes de enlace similares, siendo C3'-C4' ligeramente mas
largas. La longitud del enlace C3'-C4' mostré valores en el rango de 1,404-1,407 Ay
1,403-1,414 A para pelargonidina y delfinidina respectivamente, mientras que C4'-C5'
proporciond rangos de 1,402-1,403 A y 1,401-1,410 A respectivamente. Estos datos
pueden justificarse por la disposicion relativamente simétrica de los sustituyentes en
ambas antocianidinas. En cambio, la gran diferencia en estas longitudes de enlace para
cianidina se debid a la disposicién asimétrica de HO-3' y HO-4'". El enlace C3'-C4' de
cianidina mostr6 un rango de 1,410-1,422 A, mientras que C4'-C5' un rango de 1,392-
1,401 A.

Promedios Anillo A Promedios Anillo B (b)
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C5-CH Ce-C7 C7-C8 C8-Co C5-C10 c1'-c2* (C2'-C3' C3-C4' C4-C5 C5-C6' C1-Ce
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Promedios O-H (d) Promedios C-OH (e)
0.9700 1.3610
0.9630
1.3570
0.9680
1.3530
0.9670
0.9660 1.3490
0.3650 1.3450
0.9640
1.3410 1 f
0.9630
0.9620 1.3370
0.9610 1.3330
03-H OH O07H O03-H O04-H O5-H C3-0H C50H C7-OH C3-OH C4-OH CS5-OH
HPgP WPgZ MCnP MCnZ EDfP EDfZ HPgP WPgZ MCnP MCnZ EDfP EMDfZ

Figura 15. Promedios de las longitudes de los enlaces C-C en el anillo A (a), C-C en el anillo B
(b), C-C en el anillo C (c), O-H (d) y C-OH (e), para los conférmeros P y Z en pelargonidina,
cianidina y delfinidina. Longitud del enlace C-C para el benceno (~1,394 A) calculada al mismo
nivel de teoria B3LYP/6-311G++(d,p).

También se analizaron las longitudes de los enlaces C-H. Los valores de mayor
interés para el analisis fueron la posicion 6' de pelargonidina y delfinidina, asi como las
posiciones 2' y 6' de cianidina. Estas longitudes de enlace mostraron los valores mas
bajos, lo que respalda la mayor estabilidad de estos enlaces. Para pelargonidina y
delfinidina, H-6' se encuentra préximo al HO-3 del anillo C. En cianidina, los
conformeros A también mostraron esta disposicion, obteniéndose para la posicion 2' en
los conformeros B. Por lo tanto, es probable que exista un puente de hidrdégeno entre H-
2'ylo H-6" y el O del HO-3, favorecido por la formacion de un anillo de seis miembros
[37,38].

3.3.2. Angulos de enlace

Los angulos de enlace son otro tema de interés dentro de la estructura de las
antocianidinas, pudiendo brindar informacion sobre el grado de aromaticidad en los tres
anillos, siendo un anillo aromético conformado por angulos de enlace tipicos de 120°
debido a la hibridacién sp? en sus atomos de carbono. Sin embargo, ninguna de las tres
antocianidinas presenta angulos de enlace de 120° en alguno de sus anillos. Las
desviaciones de 120° fueron, en promedio, de hasta 5,50° para el anillo C, 3,60° para el
anillo A y 2,30° para el B (2,27° en pelargonidina, 1,87° en cianidina y 1,50° en
delfinidina).
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El anillo B resultd ser el de mayor similitud respecto a un anillo aromético, donde
el angulo C6'-C1'-C2' mostr6 mayor desviacion que los deméas angulos del anillo, tanto
para los conférmeros P como Z de pelargonidina (~2,29° y ~1,74° respectivamente) y
cianidina (~1.87° y ~1.38° respectivamente). En cuanto a delfinidina, el angulo C4'-C5'-
C6' presento la mayor variacion (~1.49° para P y ~1.28° para Z). Con respecto al anillo
C, el angulo C9-01-C2 mostro6 la mayor variacion tanto para los conformeros P como Z
de los tres compuestos. Las mayores desviaciones para este angulo fueron ~5,43° para P
de pelargonidina, ~4,47° para Z de pelargonidina, ~5,49° para P de cianidina, ~5,46°
para Z de cianidina, ~5,51° para P de delfinidina y ~4,06° para Z de delfinidina.
Finalmente, para el anillo A, el angulo C8-C9-C10 mostré la mayor variacion para las
tres antocianidinas, con valores similares para los conférmeros P y Z (~3,65° para
pelargonidina, ~3,59° para cianidina y ~3,58° para delfinidina).

La disposicion espacial del patron de sustitucion 3,5,7 de las tres antocianidinas
también se relaciono con los angulos de enlace, en particular los angulos C3-O-H, C5-
O-H y C7-0O-H. Para las estructuras planas, el angulo C3-O-H fue el de menor valor
para los tres compuestos (~111.1°), seguido de C5-O-H (~111.7°), y finalmente, C7-O-
H (~112.0°). En particular, para pelargonidina, el angulo C3-O-H de los conférmeros d
fue ligeramente menor (~111,2°) que el de los conformeros u (~111,4°). Asimismo, los
conformeros ct y tt para A de cianidina y los conférmeros tc y tt para B mostraron los
menores valores (~110.8°) del angulo C3-O-H. En delfinidina, los conférmeros ctt, tct y
ttt tuvieron valores mas bajos (~110.7°) que el conférmero tcc (~111.1°). Como aspecto
comun para las tres antocianidinas, los conformeros mas estables resultaron ser
aquellos con los grupos HO del anillo B espacialmente orientados cerca del HO-3
del anillo C. Esto sugirié algun tipo de interaccion a larga distancia o efecto
estructural entre estos sustituyentes, favoreciendo el acortamiento de este angulo
de enlace.

En el anillo A de tipo resorcinol, los angulos C5-O-H y C7-O-H mostraron valores
dependientes en funcién de su orientacion espacial. Para las tres antocianidinas, el
angulo C5-O-H fue ligeramente menor que C7-O-H. Los angulos C5-O-H y C7-O-H
para las conformaciones CT fueron mas bajos (~111,6° y ~111,9°) que para CC
(~111,9° y ~112,1°) para las tres antocianidinas probablemente debido a la
deslocalizacién de electrones y efectos estéricos.

En el anillo B, dado que la cianidina tiene dos sustituyentes vecinos (HO-3'y HO-

4", otras interacciones y efectos pueden modificar estructuralmente esta subestructura
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de la molécula. Para las estructuras planas, la conformacién tt del anillo B mostro
valores de angulos similares para C3-OH y C4-OH (~110,0° y ~111,3°
respectivamente). Pero esto cambi6é cuando los sustituyentes se orientaron de manera
coordinada, como los arreglos espaciales ct y tc. Para los conférmeros ct del anillo B, el
angulo C4'-OH fue considerablemente mayor (~112,4°) que C3'-OH (~110,0°), mientras
que para los conférmeros tc fue inverso, donde el angulo C4'-OH (~110,0°) fue menor a
C3-OH (~112,4°). Este comportamiento puede explicarse por interacciones
intramoleculares de tipo puente de hidrégeno, como C4'-O---H-O-C3' para los
conférmeros cty C3'-O---H-O-C4' para los conformeros tc.

Estos resultados del estudio geométrico-conformacional estan de acuerdo con lo
que informamos anteriormente [32-36,43]. Los anillos que involucran estructuras de
tipo catecol y pirogalol mostraron interacciones intramoleculares y efectos de
deslocalizacion de carga debido a la presencia de sustituyentes OH.

Este comportamiento también se encontrd en los conférmeros de delfinidina,
pudiéndose dividir en dos grupos segun la orientacion de los tres sustituyentes del anillo
B. El primer grupo representa los conformeros con sus sustituyentes orientados
coordinadamente (CC ctt, CC tcc, CT ctt y CT tcc). Los arreglos ctt mostraron una
coordinacion en sentido horario, en donde los angulos C3'-O-H y C4'-O-H fueron
considerablemente menores (~110,1° y ~110,4° respectivamente) respecto al angulo
C5'-0-H (~112,3°). De acuerdo con lo expresado para cianidina, esta disminucion del
angulo puede deberse a interacciones de tipo puente de hidrégeno, como C3'-O--H-
O-C4'y C4'-0---H-O-C5'.

El segundo grupo representa los conférmeros tcc con una coordinacion antihoraria,
siendo los angulos C4'-O-H y C5'-O-H menores (~110,4° y ~110,1° respectivamente)
respecto al angulo C3'-O-H (~112,2°). Por lo tanto, las interacciones de tipo puente de
hidrogeno fueron C4'-0O---H-O-C3' y C5'-0O---H-0-C4', lo que provoco una disminucion
en los angulos C4'-OH y C5'-OH.

En los arreglos no coordinados (CC tct, CC ttt y CT tct), los tres sustituyentes
mostraron diferentes angulos de enlace. El dngulo C5'-O-H para los conférmeros tct
(~111,2°) y el angulo C3'-O-H para los ttt (~111,1°) son opuestos a los otros dos
sustituyentes, impidiendo la formacién de puentes de hidrégeno. Ademas, se podria
generar cierta repulsién entre los orbitales n de los electrones libres en los oxigenos
vecinos, viéndose una disminucién en los angulos de enlace C4'-O-H respecto a

pelargonidina (~111,7°) (con un Gnico sustituyente en 4.
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El HO-4’ se coordina con el angulo de enlace C3'-O-H para conférmeros tct y con
C5'-O-H para ttt. Como era de esperar, se obtiene un menor angulo de enlace para C4'-
O-H (~109,6°) respecto a C3'-O-H y C5'-O-H, como también a los valores discutidos
previamente. La existencia de posibles puentes de hidrégeno, como C3'-O---H-O-C4'
para los conférmeros tct y C5'-O---HO-C4' para el conformero ttt, junto a la repulsion
entre los orbitales n de oxigenos vecinos, permite explicar la disminucién de este
angulo de enlace. Por otro lado, estos efectos muestran un aumento en los angulos de
enlace C3'-OH para los conférmeros tct y C5'-OH para el conférmero ttt respecto a los
de C4'-OH.

Los angulos diedros de las estructuras de menor energia (conférmeros P) indicaron
la coplanaridad tanto de los tres anillos A-C-B, como de los sustituyentes OH, con
angulos cercanos a cero (0,00° o 180,00°). Cuando el anillo B sale del plano
(conformeros Z1 y Z2), los angulos diedros para los anillos A, B y C tienen valores
distintos de 0°, indicando torsiones en los mismos. Los conformeros Z1 y Z2 presentan
torsiones opuestas, pero de igual magnitud en valor absoluto. El anillo C es el que
presenta la mayor torsion, seguido del B y finalmente el A.

Esta pérdida de planaridad explica la existencia de nuevos conformeros de tipo Z,
Ilamados Z*, los cuales no poseen correlatos planos; por ejemplo, Z1 TC d, Z2 TC d,
Z1TCu,Z2TCu,Z1TTd,Z22TTd, Z1 TTuyZ2TT u para pelargonidina. Estos

conformeros Z*, como era de esperar, mostraron mayor torsion.

4. Conclusiones

El estudio de las tres antocianidinas en todo el espacio conformacional condujo a
veinte conférmeros de minima energia para pelargonidina, sesenta para cianidina y
treinta y siete para delfinidina. Se identificaron conférmeros planos y no planos dentro
del espacio conformacional de cada compuesto.

El posterior andlisis estructural de los conférmeros encontrados permitié conocer
en detalle aspectos geométricos dentro la estructura comun entre las tres antocianidinas.
Estas variaciones en el patron de sustitucién dentro del anillo B generaron cambios a
corto y largo alcance dentro del esqueleto carbonado de las diferentes agliconas. Gracias
a este estudio, se conoce en detalle la flexibilidad del espacio conformacional,
brindando caracteristicas detalladas de la torsion molecular presentada por estas tres

antocianidinas.
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En base al minucioso analisis geométrico, se sugirieron interacciones del tipo
puente de hidrogeno entre los diferentes sustituyentes hidroxilos en el anillo B. Por otro
lado, las distancias de enlaces encontradas para los diferentes conformeros muestran un
apartamiento estructural respecto a la representacion comun de este tipo de compuestos
como sal de oxonio. No en todos los conformeros se muestra al enlace C3-C4 con
caracter doble. Por otro lado, las distancias de enlaces C2’-C3’ y C5’-C6’ inferiores a la
distancia de enlace C-C del benceno, siendo cercanas a enlaces de caracter doble, dan
lugar a otro tipo de representacion para este grupo de compuestos alejada a la de un

anillo aromatico regular.
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