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La piridoxamina es uno de los vitimeros naturales de la vitamina Bs capaz de inhibir
la formacién de productos de glicacion avanzada (AGESs) cuya acumulacion esta relacionada
en la patogenesis de varias enfermedades como cataratas, aterosclerosis y enfermedades
neurodegenerativas, como el alzhéimer y el parkinson. La posibilidad de tener estas
enfermedades se incrementa si se padece diabetes mellitus. Existen diferentes vias de
inhibicion de la formacion de AGEs, pero no se conoce con detalle la predominancia de estas
vias en la piridoxamina. Una de estas vias es la eliminacion de las especies radicalarias de
oxigeno (ROS), que ademas incrementan el dafio causado por los AGEs, y que en el caso de
la piridoxamina se ha asociado con la reaccion del radical con el hidrégeno del grupo
fendlico.

El presente trabajo tiene como objetivo principal determinar computacionalmente
mediante la Teoria del Funcional de la Densidad (DFT) la capacidad antioxidante de la
piridoxamina en su forma mayoritaria a pH fisioldgico, que presenta el grupo fendlico
desprotonado, y analizar su relacion con la capacidad de inhibicién de los productos de
glicacion avanzada.

Se ha estudiado y analizado cuales son las posiciones mas reactivas de la
piridoxamina, en dos disolventes de diferente polaridad (agua y etanoato de pentilo) frente a
una serie de radicales libres, el metoxilo ((OCHsa) y el hidroperoxilo ((OOH). Para ello, se han
caracterizado diferentes mecanismos de reaccién asociados a la abstraccion de hidrégenos de
la piridoxamina (HAT), la formacidn de aductos piridoxamina-radical (RAF), la transferencia
de un electrén (SET) y reacciones secuenciales protén — electrén (SPET y SEPT).

La metodologia seguida ha consistido en determinar si los procesos anteriores son
favorables termodinamicamente y en aquellas posiciones exergonicas calcular el estado de
transicion y la barrera energética con el objetivo de determinar el mecanismo cinético de
actuacion prioritario y, por tanto, las posiciones de la piridoxamina mas efectivas para
eliminar el radical del medio.

Los resultados obtenidos muestran que la capacidad inhibidora de la piridoxamina en
su forma mayoritaria a pH fisioldgico se debe, en ambos radicales, fundamentalmente a
reacciones de formacion de aductos. Las barreras energéticas son similares, e incluso algo
menores, a las de la forma neutra de la piridoxamina, demostrando que la capacidad

antioxidante de la piridoxamina no depende exclusivamente de su grupo fenolico.
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1. INTRODUCCION

La glicacion no enzimatica de proteinas o reaccion de Maillard es una reaccion
asociada a proteinas, lipidos o acidos nucleicos. La reaccién se inicia con la condensacion del
grupo carbonilo de los azUcares reductores y el grupo amino libre de proteinas, lipidos o
acidos nucleicos, seguido del reordenamiento de Amadori. A continuacion se llevan a cabo
reacciones de deshidratacion, oxidaciones y reordenamientos que conducen a la formacion de

productos finales de glicacion avanzada o AGEs (Advanced Glycation End products).

La reaccion de Maillard es ampliamente utilizada en la industria de alimentos para
controlar la textura de los alimentos, sin embargo, actualmente se conoce que esta involucrada
en la patogénesis de varias enfermedades como cataratas, aterosclerosis, y enfermedades
neurodegenerativas como el alzhéimer y el parkinson [Reddy, 2006], [Sayre, 2001] y [Forbes,
2004].

La diabetes mellitus es un desorden metabdlico caracterizado por el aumento
patoldgico de los niveles de glucosa en sangre, condicion que recibe el nombre de
hiperglucemia. La hiperglucemia tiene su origen en una deficiencia en la funciéon de la
insulina, hormona que regula la entrada del azucar en células como los adipocitos o las células

musculares, principales consumidoras de la glucosa en el organismo [Brownlee, 1988].

A pesar de la evidencia y el conocimiento del desarrollo de maltiples complicaciones
asociadas a la diabetes, tales como la retinopatia, neuropatia, nefropatia diabética y
enfermedades cardiovasculares, el conocimiento de los mecanismos subyacentes que
contribuyen a la patologia vascular diabética es limitado. Aunque un nimero de factores
hemodinamicos y metabdlicos influyen en la diabetes, una via fundamental parece ser la
formacion y acumulacién de los productos finales de glicacion avanzada (AGEs). El
incremento de hiperglucemia, dislipidemia y el estrés oxidativo en los enfermos diabéticos
dan lugar a la produccion y acumulacion de AGEs en el rifion, la retina, etc. [Brownlee,
2001], [Thomas, 2005] y [Forbes, 2004].



1.1. Glicacién no enzimatica de las proteinas o glicacion proteica

La glicacion no enzimatica de proteinas o glicacion proteica es un proceso que ocurre
en condiciones fisioldgicas in vivo, y que afecta a proteinas, lipidos y acidos nucleicos. Desde
principios del siglo XX hasta los afios setenta, la glicacion no enzimética de proteinas estaba

ligada Unicamente a la industria alimentaria.

La glicacion no enzimatica fue descrita por primera vez por Ling y Malting en 1908
[Ling y Malting 1908], como la responsable del cambio de color de los alimentos al
cocinarlos. En 1912, Maillard apoyd esta hipétesis estudiando la reaccion de distintos
amino&cidos con la glucosa [Maillard, 1912].

Posteriormente, en 1929, Amadori [Amadori, 1929] demostro que la incubacion de la
glucosa con aminas aromaticas producia un compuesto con una gran estabilidad nombrado
como producto de Amadori (AP) por Kuhn y Weygand [Kuhn y Weygand, 1937] que se
correspondia con la 1-amino-1-desoxi-2-cetosa.

Hodge describié en 1953 [Hodge, 1953] los pasos de la glicacion no enzimatica de
proteinas o reaccion de Maillard indicando que se inicia mediante la formacion de una base de
Schiff, cuya evolucion genera el producto de Amadori (AP), el cual se degrada dando lugar a
los productos finales de la reaccion de Maillard.

Rahbar descubri6 una variacién inusual de la hemoglobina [Rahbar, 1968], conocida
actualmente como la hemoglobina glicada (HbALc), en la sangre de los individuos sanos y un
aumento en su proporcion en personas diabéticas. Koening [Koening, 1975] estudiando la
reaccion de Maillard in vivo demostr6 que la HbAlc era debido a la presencia de AP en los
residuos lisinicos de la hemoglobina.

1.1.1. Mecanismo general de la glicacion proteica

La reaccion de glicacion proteica se inicia con un ataque nucleé6filo del grupo g-amino
de una lisina o el grupo N-terminal de la cadena polipeptidica sobre el grupo aldehido libre de
la glucosa en la forma lineal, dando lugar a la formacién de una base de Schiff reversible
(imina) como puede verse en la figura 1.1. Se trata de una reaccion que ocurre rapidamente,

alcanzéndose el equilibrio en unas horas [Brownlee, 1995] y [Nimbalkar, 2012].



Figura 1.1. Formacion de la base de Schiff mediante la reaccién de la forma lineal de la glucosa con la cadena
lateral de un residuo de lisina. También se puede observar el equilibrio entre las formas ciclicas y lineal de la

glucosa y de la base de Schiff formada [Lee, 1992].

Formada la base de Schiff, el grupo hidroxilo que se halla en el carbono adyacente a la
imina posibilita el llamado reordenamiento de Amadori. Se trata de una reaccién reversible
pero no es tan rapida como la formacién de la base de Schiff. La base de Schiff y el producto

de Amadori reciben el nombre de productos de glicacion temprana (Figura 1.2).

Proteina-Lys

|
(H2C)4

| O OH OH
HN\)W
OH OH

O _P 1
° /m'/\ Il_yHS e
OH C
OH N ~(CHz)4

OH

Figura 1.2. Formacion del producto de Amadori (AP). EI AP esta en equilibrio con las distintas formas ciclicas

furanosas y piranosas.
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Los precursores de la glicacion proteica, las bases de Schiff y los productos de
Amadori pueden experimentar reacciones de oxidacion, deshidratacion y fragmentacion, en
ocasiones catalizadas por metales, produciendo diferentes compuestos carbonilicos y
dicarbonilicos (RCS) y compuestos reactivos de oxigeno (ROS). Estos compuestos
reaccionan también con los grupos amino de proteinas actuando como propagadores de la

reaccion.

Los productos de glicacion temprana obtenidos por reaccién con la glucosa o con los
RCS y ROS pueden evolucionar hacia una tercera etapa. Asi, por ejemplo, el producto de
Amadori al contener ain un grupo carbonilo, puede evolucionar mediante un conjunto de
reacciones que incluyen condensaciones y fragmentaciones oxidativas. Esta serie de
reacciones dan como producto la generacion de una familia heterogénea de compuestos
conocidos como Productos de Glicacion Avanzada (AGESs) [Brownlee, 1995]. Estos procesos

son lentos e irreversibles a diferencia de las reacciones descritas anteriormente.

En la Figura 1.3 se representan todos los procesos descritos anteriormente.
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Figura 1.3. Esquema general de la glicacion proteica.



1.1.2. Especies reactivas

El mayor impacto patoldgico asociado a la glicacion proteica se debe esencialmente a
las reacciones colaterales de oxidacion que se producen en el transcurso de la misma,
generando compuestos reactivos de oxigeno (ROS) y compuestos carbonilicos altamente
reactivos (RCS). Mientras la glucosa solo reacciona con los grupos N-terminal de las
proteinas o los grupos g-amino de la lisina, tanto los ROS como RCS son capaces de atacar a
las cadenas laterales de un gran numero de amino acidos como arginina y cisteina
contribuyendo a la formacién de nuevos AGEs e incrementando el dafio estructural de la
glicacion proteica [Ledl, 1990], [Brinkmann, 1998], [Ulrich y Cerami, 2001], [Rahbar, 2002]
y [Monnier, 2003].

Las especies reactivas de oxigeno (ROS) abarcan una amplia variedad de especies
quimicas incluyendo el radical superoxido (‘O.), el radical anion superdxido ('O2’) y su forma
no radicalaria, el peroxido de hidrogeno (H20z), el radical alcoxido (RO"), el radical peroxilo
(ROO") y el radical hidroxilo ("OH).

Los ROS se generan constantemente como parte del metabolismo mitocondrial
aerobico y tienen un papel necesario en diversas reacciones bioquimicas. Sin embargo,
cuando estas especies se producen en exceso en las células como consecuencia de los
desordenes metabdlicos patoldgicos, generan estrés oxidativo, dafiando algunas
macromoléculas tales como proteinas, unido al desarrollo de diferentes complicaciones
patoldgicas asociadas a la diabetes mellitus [Spiteller, 2006]. Algunos autores [West, 2000] y
[Pennathur y Heinecke, 2004] han demostrado que en los pacientes diabéticos se debilitan las

defensas antioxidantes del organismo y son mas propensos al dafio producido por los ROS.

Los compuestos carbonilicos altamente reactivos (RCS) incluyen reactivos de
diferente naturaleza y de acuerdo con su estructura se suelen agrupar en tres grupos, 1) a, B -
aldehidos insaturados como el 4-hidroxi-trans-2nonenal, 2) cetoaldehidos como el
metilglioxal (MGO) y 3) dialdehidos tales como el glioxal (GO) y el malondialdehido (MDA)
[Vistoli, 2013].

Hunt y colaboradores determinaron, en 1988, que la degradacién de la glucosa
mediante reacciones de oxidacion, daba lugar a la desoxiglucosona (1-DG) y a algunas
especies reactivas de oxigeno, como el peroxido de hidrogeno y el radical hidroxilo [Hunt,

1988]. En 1999, Thornalley et al. determinaron que por diversas vias la glucosa también podia



producir los compuestos carbonilicos glioxal (GO), metilglioxal (MGO) y glicolaldehido
(GLA) en condiciones fisioldgicas. La reoxidacion del GLA produce nuevamente GO y ROS
como el peroxido de hidrogeno y el radical hidroxilo [Thornalley, 1999]. Ademas, estos
mismos autores demostraron que la degradacion de la base de Schiff puede generar GO, MGO
y 3-desoxiglucosona (3-DG) [Thornalley, 1999].

Por su parte, la degradacion del compuesto de Amadori conduce a la formacion de 3-
desoxiglucosona (3-DG), que puede evolucionar para producir metilglioxal (MGO),
hidroximetilfurfural (HMF) o desoxiglucosona (1-DG) y también puede dar lugar por
reacciones retroalddlicas, nuevamente a MGO vy gliceraldehido [Yaylayan y Huyghues-
Despointes, 1994].

1.1.3. Productos de glicacion avanzada (AGES)

Los AGEs son un amplio y heterogéneo grupo de compuestos que se caracterizan por
su elevada estabilidad. Desde el descubrimiento del primer producto de la glicacién proteica,
la glicacion de la hemoglobina en enfermos diabéticos, muchos otros AGEs han sido
detectados. Algunos de ellos presentan propiedades fluorescentes, simplificando su

identificacion in situ o in vivo [Ahmed, 2005].

Los AGEs se pueden clasificar en dos tipos: no entrecruzados y entrecruzados. Los
AGEs no entrecruzados se forman debido a la accién de la glucosa o un RCS sobre la cadena
lateral de un residuo proteico, como lisinas, argininas o cisteinas. Se pueden observar algunos
ejemplos en la Figura 1.4. El primer AGE aislado de este tipo fue la pirralina en 1980 por
Nakayama et al. [Nakayama, 1980]. Posteriormente en 1986 Ahmed et al. aislaron también la
Ne-carboximetil-lisina (CML), que es el AGE mas frecuente in vivo [Ahmed, 1986] y
[Reddy, 1995]. Ademas se trata del principal AGE formado sobre los extremos N-terminales
proteicos [Cai, 1999]. También significativo es el acido-lactico-3-lisina (LL) que se forma en
lugar de la CML, a pH ligeramente acido [Ahmed, 1988].

Tambien se producen AGEs no entrecruzados por reaccion sobre los grupos
guanidinio de la arginina, como las imidazolinas (DC-Hs) [Thornalley, 2005] o la

argipirimidina [Shipanova, 1997].

Los grupos tioles de la cisteina representan otro residuo diana en la accion de RCS
tales como la S-carboximetil-cisteina (CMC) [Zeng y Davies, 2005].
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Los AGEs entrecruzados se forman como resultado de la reaccion de un segundo
grupo nucledfilo proteico con un producto de Amadori. La gran diversidad de RCS y de
cadenas laterales proteicas hace que exista un gran nimero de AGEs entrecruzados. En la
Figura 1.5 se pueden observar algunos de ellos formados debido a la presencia de un segundo
grupo lisina tales como la crosslina [Aoki, 2000], la vespelisina [Nakamura, 1997], la

treosidina [Prabhakaram, 1997] y la Lys-hidroxi-triosidina [Tessier, 2003].
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Figura 1.5. AGEs entrecruzados derivados de la lisina.



1.2. Patologias asociadas a la presencia de los AGEs

El gran interés cientifico por los productos finales de glicacion avanzada es debido al
reciente descubrimiento de estos compuestos en un gran nimero de trastornos degenerativos
tales como patologias cardiovasculares, neurodegenerativas, o0 en enfermedades o0seas
[Schleicher, 1997] y [Shuvaev, 2001].

Varios mecanismos han sido descritos por el que los AGEs pueden causar dafios
[Delgado-Andrade, 2014]:

1. Modificaciones de las funciones de la proteina debido a alteraciones en su

estructura y/o conformacion.
2. Cambios en el tejido debido a entrecruzamientos inter e intramoleculares.
3. Promueven la formacion de radicales libres.

La asociacion entre la diabetes y los AGEs parece deberse a que la hiperglucemia
aumenta el proceso de glicacion. La hiperglucemia se ha relacionado con un aceleramiento
del dafio vascular asociado a la diabetes, que puede en algunos casos inducir otras
complicaciones tales como la retinopatia, neuropatia, nefropatia y la enfermedad
macrovascular [Paul, 1999] y [Friedman, 1999]. Aunque los mecanismos que conducen a
estas complicaciones no han sido completamente determinados, una de las vias propuestas es
la formacién de los AGEs. La hiperglucemia incrementa la produccion de especies reactivas
de oxigeno conduciendo a un estado de estrés oxidativo [Ceriello, 1999]. Segun un estudio de
Thomas y colaboradores los niveles elevados de CML estan asociados con la presencia de

complicaciones vasculares en pacientes con diabetes [Thomas, 2005].

La implicacion de los AGEs en las enfermedades cardiovasculares parece estar
relacionada con el aumento de entrecruzamientos con el colageno en los vasos sanguineos
debido a la glicacion de aminoacidos libres [Luevano-Contreras y Chapman-Novakofski,
2010].

Ademas, el desarrollo de enfermedades neurodegenerativas tales como alzhéimer y
parkinson, también parecen estar relacionadas con la formacion de AGEs. Estas enfermedades
estan caracterizadas por una progresiva pérdida de tejido nervioso y neuronas y la deposicion

de agregados proteicos en el cerebro [Li, 2012]. En un estudio con pacientes que presentaban



alzhéimer se encontraron niveles elevados de metilglioxal y glioxal en los fluidos

cerebroespinales en comparacion con humanos sanos [Kuhla, 2005].

Otro grupo importante de desordenes en donde los AGEs juegan un papel importante
es en los cartilagos y las patologias de los huesos. Diversos estudios sugieren que los AGEs
afectan a la calidad de los huesos a través de la alteracion 6sea, contribuyendo al desarrollo de
la osteoporosis [Hein, 2006] y [Delgado-Andrade, 2012].

1.3. Inhibicién de los AGEs

Dadas las implicaciones patolégicas de la glicacion proteica debido a la formacion de
AGEs Yy de los productos secundarios que se producen durante las mismas, es necesario

encontrar inhibidores efectivos de los productos mencionados.

Debido a la heterogeneidad de los AGEs, se han utilizado muchas estrategias para
inhibir sus efectos. La inhibicién se presenta como una terapia para evitar o atenuar las
complicaciones de la diabetes y otras patologias asociadas al envejecimiento (osteoporosis,

osteoartritis, neuropatias) y a las enfermedades neurodegenerativas (alzhéimer y parkinson).

Como se ha comentado anteriormente, el mecanismo general de la glicacion proteica
se inicia por la reaccién de la glucosa con las cadenas laterales de la lisina, y lleva a la
formacion de AGEs. Otras reacciones secundarias producen compuestos carbonilicos
altamente reactivos, RCS y especies reactivas de oxigeno, ROS, durante la glicacion proteica,
que propagan el dafio iniciado por la glucosa y aumenta el numero y el tipo de AGEs
producidos. Los principales mecanismos de inhibicion de la formacion de AGEs van
encaminados a evitar estas reacciones y se detallan a continuacion. En la Figura 1.6 se ilustra

un esquema general de los mecanismos de inhibicién.

1.3.1. Reaccion con compuestos carbonilicos altamente reactivos (RCS)

Las reacciones colaterales durante la glicacion proteica conducen a la produccion de
compuestos carbonilicos altamente reactivos. Algunas especies carbonilicas como el glioxal
(GO), el metilglioxal (MGO) o el glicoaldehido (GLA) derivan de la autoxidacion de la
glucosa, de las bases de Schiff o de los productos de Amadori. Tal y como se ha comentado
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anteriormente, la acumulacion de estas especies es perjudicial para las cadenas laterales de la
proteina y estan relacionados con muchas patologias, por tanto su inhibicion es crucial para

paliar sus efectos nocivos.

Una estrategia posible consiste en evitar el avance de la reaccion una vez formada la
base de Schiff. Esto requiere el bloqueo de los compuestos carbonilicos altamente reactivos
que se formaron durante las primeras etapas de la glicacion. En este sentido se han ensayado
derivados de la hidracina, que tienen mayor reactividad que los grupos amino frente a los
compuestos carbonilicos. El primer inhibidor derivado de la hidracina fue la aminoguanidina
y ha sido uno de los compuestos mas estudiados de este tipo de inhibidores [Thornalley,
2003]. La aminoguanidina inhibe in vitro la formacion de productos de glucosilacion
avanzada en el colageno, y su administracion a ratas diabéticas inhibe la acumulacion de
productos de glucosilacién avanzada y el entrecruzamiento en el tejido conectivo de la pared
arterial [Brownlee, 1988]. Méas adelante se describieron nuevas moléculas capaces de
bloquear la conversion de los productos de Amadori en AGEs, entre las cuales se encuentran
las denominadas genéricamente amadorinas tales como la piridoxamina y la piridoxina
[Khalifah, 1999].

Nuestro grupo de investigacion ha estudiado desde el punto de vista tedrico la
reactividad de la piridoxamina frente a diferentes grupos carbonilos como acetaldehido,
glicoaldehido, glioxal y metilglioxal [Ortega-Castro, 2010]. También ha sido estudiada desde
el punto de vista experimental con productos de Amadori [Adrover, 2008], aldehidos, cetonas
y a-oxoaldehidos [Adrover, 2009].

Actualmente, un estudio realizado por Colzani y colaboradores ha determinado la
capacidad de inhibicion de aminoguanidina, hidralazina, piridoxamina y carnosina en funcion
de diferentes RCS, 4-hidroxi-trans-2-nonenal, metilglioxal, glioxal y malondialdehido. Han
concluido que la reactividad de los diferentes inhibidores depende del compuesto carbonilico.
En concreto, la piridoxamina mostrd6 una gran capacidad para inhibir el glioxal y el
malondialdehido, en cambio la aminoguanidina y la hidralazina presentaron una mayor
eficacia de inhibicion con el metilglioxal y finalmente la carnosina mostr6 una mayor

selectividad con el compuesto 4-hidroxi-trans-2-nonenal [Colzani, 2016].
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1.3.2. Reaccidn con especies reactivas de oxigeno (ROS)

Las especies reactivas de oxigeno (ROS) pueden causar dafio oxidativo a las cadenas
laterales de los aminoacidos de proteinas, incluyendo la oxidacion de la cisteina a sulfonato,
conversion de metionina a su sulfoxido, la hidroxilacion de los aminoacidos aromaticos, asi
como la fragmentacion del esqueleto proteico [Halliwell y Gutteridge, 1999] y [Riedle y
Kerjaschki, 1997].

Asi, la inhibicion del exceso de ROS generados en los procesos derivados de la
glicacion proteica adquiere gran importancia en el tratamiento de las complicaciones
asociadas a la diabetes mellitus o a enfermedades neurodegenerativas. Entre los compuestos
considerados como buenos inhibidores de la glicacién no enzimética mediante el mecanismo
de eliminacion de ROS destacan el Tocoferol [Li, 1996], cetodcidos [Varma, 1997] y
flavonoides [Matsuda, 2003]. También se han sugerido algunos compuestos derivados de la

vitamina Bs como posibles inhibidores como PL-AG [Chen, 2003].

Por otra parte, nuestro grupo de investigacion ha estudiado teéricamente la capacidad
del tautdbmero neutro de la piridoxamina y de la piridoxina para reaccionar con las especies
radicalarias tales como ‘OOH, ‘OOCHs, ‘OCHsz [Caballero, 2013] y [Pascual, 2014] y
experimentalmente frente al radical hidroxilo, el radical DPPH vy el radical anién superéxido,
junto con otros derivados como la 3-hidroxipiridina, la 3-hidroxi-2-metilpiridina y el 2-cloro-
3-hidroxipiridina [Llompart, 2016].

1.3.3. Complejacion de los metales de transicion

La complejacion de los metales que catalizan el paso del producto de Amadori a AGESs
y otras reacciones secundarias reduce también los radicales libres derivados de la glicacion
[Thornalley, 1999] y [Cussimanio, 2003].

Asi, hemos estudiado la estabilidad de los complejos que se forman a partir de ciertos
inhibidores tales como la aminoguanidina, la piridoxamina, la LR-74, compuestos de
Amadori y el 4acido ascorbico con los cationes metalicos Cu?* y Fe3* [Ortega-Castro, 2008],
[Ortega-Castro, 2009] y [Ortega-Castro, 2012]. El estudio de estos inhibidores con el cation
Fe3* mostro que la estabilidad de los complejos que se forman decrece con la siguiente
secuencia: piridoxamina, compuestos de Amadori, aminoguanidina, LR-74, y el &cido
ascorbico [Ortega-Castro, 2012]. El estudio de las estructuras de los complejos de Cu?* con
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los ligandos aminoguanidina, piridoxamina, compuestos de Amadori y el &cido ascorbico fue
consistente con el hecho de que la aminoguanidina inhibe la oxidacion del acido ascorbico
pero es inactiva como inhibidor de las reacciones oxidativas post-Amadori mientras que la
piridoxamina, que presenta una capacidad para complejar metales semejante a la

aminoguanidina [Price, 2001], los inhibe a ambos [Ortega-Castro, 2009].

Glicacion proteica

Y \
Producto de Amadori RCS ROS

Vias de inhibicién
1. Complejacion de los metales de transicion
2. Reaccion con compuestos carbonilicos, RCS
3. Reaccion con especies reactivas de oxigeno, ROS

AGEs

Figura 1.6. Esquema general de la inhibicion de la formacién de AGEs.
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1.4. Piridoxamina como inhibidor

La vitamina Be fue descubierta en 1934 por Gyorgy [Gyorgy, 1934]. En 1938 fue
cristalizada y en 1939 sintetizada y caracterizada como 3-hidroxi-4,5-dihidroximetil-2-
metilpiridina o piridoxina (PN). Después fue descubierta por Snell la piridoxamina (PM) en
1942 y el piridoxal (PL). La piridoxamina, junto con el piridoxal y la piridoxina, es uno de los
tres vitameros naturales de la vitamina Be (Figura 1.7) junto con sus derivados fosforilados,
piridoxina-5’-fosfato (PNP), piridoxal-5’-fosfato (PLP) y piridoxamina-5’-fosfato (PMP).

NH,

OH

Piridoxamina Piridoxal Piridoxina

Figura 1.7. Vitameros de la vitamina Be

La piridoxamina y el piridoxal catalizan in vitro las reacciones de transaminacion
enzimatica entre grupos amino y a-ceto acidos [Snell, 1945]. La piridoxamina actia como un
intermedio en reacciones de transaminacion enzimatica donde actia como coenzima [Metzler,
1954].

Basandose en que en estas reacciones la piridoxamina reacciona frente a grupos
carbonilos, Booth et al. [Booth, 1996] supusieron que podia formar un aducto con el producto
de Amadori, bloqueando de este modo su posterior reordenamiento para formar AGEs. La
piridoxamina inhibe esta reaccion y segln un estudio con proteinas incubadas con glucosa es
el més eficaz en comparacion con otros vitameros de la vitamina Be [Booth, 1996]. Se trata de
la primera vez que la piridoxamina se considerd6 como un posible inhibidor del proceso de

formacion de AGEs.
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La actividad inhibidora de la PM impulsé numerosos estudios sobre sus mecanismos,
toxicidad y eficacia en animales y seres humanos con la finalidad de proteccion en la

nefropatia diabética, neuropatia, retinopatia y enfermedades renales.

Booth et al. en 1997 y Khalifah et al. en 1999, determinaron que la piridoxamina
inhibe considerablemente la formacién del AGE CML a partir de las reacciones oxidativas del
producto de Amadori [Booth, 1997] y [Khalifah, 1999]. Voziyan et al. [Voziyan, 2003]
investigaron el mecanismo de accion de esta inhibicion usando la enzima RNAsa unida al
producto de Amadori preparada mediante concentraciones fisiologicas de glucosa.
Determinaron que la capacidad de la piridoxamina de inhibir el paso del producto de Amadori
a AGEs reside en su capacidad para complejar los metales que catalizan dicha reaccion
(principalmente Cu?* y Fe®*) a través del hidroxilo fendlico y del grupo aminometil. Ademas,
tal y como se ha comentado en el apartado 1.3.3, nuestro grupo de investigacion ha estudiado
también la formacion y estabilidad de complejos metalicos entre Cu?*, Fe3* y la piridoxamina
en comparacion con una serie de inhibidores de la glicacion proteica, como la aminoguanidina
y el LR-74, mostrando que el complejo de piridoxamina con el cation Fe** era el que
presentaba una mayor estabilidad en comparacion con los otros inhibidores comentados
[Ortega-Castro, 2012]. La estabilidad con los diferentes quelatos de Cu?* fue consistente con
el hecho de que la aminoguanidina, que es capaz de inhibir la oxidacion del &cido ascérbico
catalizada por metales, es completamente inactiva como inhibidor de las reacciones oxidativas

post-Amadori, mientras que la piridoxamina los inhibe a ambos [Ortega-Castro, 2009].

Numerosos estudios realizados en diversos laboratorios han demostrado que la
piridoxamina puede inhibir una variedad de especies carbonilicas muy reactivas derivadas de
la autoxidacién de azlcares y lipidos, de bases de Schiff y de productos de Amadori, como el
glioxal, metilglioxal y glicoaldehido [Voziyan y Hudson, 2005] y la 3-desoxiglucosona (3-
DG) [Chetyrkin, 2008]. Estudios tedricos y experimentales realizados por nuestro grupo de
investigacion [Adrover, 2009] y [Ortega-Castro, 2010] han permitido determinar la gran
capacidad de la piridoxamina frente a otras especies para reaccionar con grupos carbonilos
(acetaldehido, glicolaldehido y metilglioxal) con capacidad glicante. En el estudio tedrico se
observO que el mecanismo de reaccion de la piridoxamina con los diferentes aldehidos,
acetaldehido y glicoaldehido, involucraba dos etapas, la formacion de la carbinolamina y su
posterior deshidratacion para obtener la imina final. La carbinolamina formada con la
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piridoxamina y el glicoaldehido era més estable que la formada con el acetaldehido [Ortega-
Castro, 2010].

Considerando Unicamente la capacidad de eliminacion de especies reactivas de
oxigeno por reaccion directa, la piridoxamina se ha demostrado que posee una buena
capacidad para reaccionar con el radical hidroxilo [Voziyan, 2005]. La similar eficacia
obtenida con la 3-hidroxipiridina permitié concluir que dicha capacidad era debida a un
proceso de abstraccion del hidrogeno del grupo fenol. Sin embargo, otros autores [Chetyrkin,
2008] han indicado que la capacidad antioxidante de la piridoxamina es significativamente
superior a la del 3-hidroxipiridina, aminoguanidina o 4-aminometilpiridina cuestionando la
hipotesis anterior. Ademas, tal y como se ha comentado anteriormente en el apartado 1.3.2, en
nuestro grupo de investigacion se han estudiado las propiedades de la piridoxamina neutra y
la piridoxina como inhibidor de radicales libres tales como ‘OOH, ‘*OOCH3, ‘OCHas. Tanto la
piridoxamina neutra como la piridoxina mostraron una gran capacidad antioxidante para estos
tres radicales libres, presentando una mayor reactividad con el alcoxido que con los peroxilos.
En ambos compuestos el mecanismo prioritario de reaccion es el de abstraccién del hidrogeno
del grupo fenol y del hidrégeno del carbono enlazado al grupo amina y al alcohol

respectivamente [Caballero, 2013] y [Pascual, 2014].

Desde el punto de vista farmacolégico ya desde sus inicios la piridoxamina se mostro
por poseer una excelente capacidad para el tratamiento de complicaciones asociadas a la
diabetes mellitus. Un estudio realizado en 2002 por Degenhardt y colaboradores demostré que
la piridoxamina era significativamente mas eficaz en retardar el desarrollo de la enfermedad
renal en animales diabéticos que la aminoguanidina [Degenhardt, 2002]. Estudios realizados
con ratas Zucker con hiperlipidemia y diabetes mostraron una disminucion significativa de los
niveles de AGEs formados en el colageno por tratamiento con piridoxamina, ademas de un
efecto renoprotector [lacovella, 2003] y [Alderson, 2003]. Actualmente, la compafiia
farmacéutica NephroGenex comercializa la piridoxamina patentada bajo el nombre de
piridorina, para el tratamiento de nefropatia diabética [Swaminathan, 2008].

Estos estudios han permitido determinar que, en efecto, la piridoxamina presenta gran
capacidad para proteger las proteinas del estrés carbonilico y evitar la formaciéon de AGEs.
Sin embargo, muchas incognitas quedan por resolver: qué mecanismo de eliminacién de ROS
prevalece en la piridoxamina, qué efecto tiene la polaridad del medio, sobre qué radicales

actla mayoritariamente. La capacidad antioxidante puede determinarse experimentalmente
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mediante ensayos como CBA (Crocin Bleaching Assay), ORAC (Oxygen Radical Absorbance
Capacity) o la actividad frene al radical 1,1-difenil-2-picrilhidrazil (DPPH) entre otros [Alam,
2013]. La aplicacion de los métodos tedricos puede ayudar a responder a las preguntas
anteriores y complementar los resultados experimentales que en general informan solo de la

capacidad antioxidante global o bien se centran en radicales no presentes en el organismo.

La piridoxamina tiene tres grupos ionizables que en disolucion implican cuatro formas
ionicas: HsPM?*, H.PM*, HPM y PM- tal y como puede observarse en la Figura 1.8. El
H.PM* y HPM presentan diferentes formas tautoméricas. En condiciones fisiolégicas, H.PM*
es la forma idnica predominante y presenta dos equilibrios tautoméricos. El tautébmero
H2PM(%)", con el grupo amina y el grupo piridinio protonados y el grupo fenol desprotonado,
es el mayoritario. Ante este esquema, se plantean una serie de cuestiones: ¢presenta esta
especie una capacidad antioxidante elevada aun sin poseer el grupo fendlico protonado?, en

caso afirmativo cual sera el mecanismo de actuacion.

H,PM(0)* HPM(0)
-H* H* H*
HPM?* e — H,PM' »— HPM e = PM
+H" pK,=3.5 +H' pK,=8.2 *H" pK,=10.7

Figura 1.8. Equilibrio 4cido-base de la piridoxamina. Los estados HsPM?*, H,PM*, HPM, PM- hacen referencia
a las formas ionicas de la piridoxamina. Los cuadrados azules hacen referencia al tautémero principal para cada

forma idnica [Adrover, 2012].
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2. OBJETIVOS

La capacidad antioxidante y por tanto de eliminacion de especies reactivas de oxigeno
en muchos compuestos se ha asociado al grupo fendlico. Sin embargo, la forma mayoritaria
de la piridoxamina a pH fisiolégico (H2PM(%)™) con el grupo fendlico desprotonado y los
grupos amina y piridinio protonados parece seguir manteniendo su actividad.

El presente trabajo tiene como objetivo principal determinar computacionalmente
mediante la Teoria del Funcional de la Densidad (DFT) la capacidad antioxidante del
tautomero (H2PM(z)*) de la piridoxamina frente a una serie de radicales libres, el radical
metoxilo ((OCHz3) y el hidroperoxilo ("OOH) y dos disolventes de diferente polaridad, el agua
y el etanoato de pentilo. Para conseguir este objetivo, se estudiaran diferentes mecanismos de
reaccion asociados a la abstraccion de los hidrogenos de la piridoxamina (HAT), la formacién
de aductos piridoxamina-radical (RAF), la transferencia de un electron (SET) y posteriores
reacciones secuenciales de protones y electrones (SPET y SEPT). Asi, se determinara
termodindmica y cinéticamente el mecanismo de actuacion prioritario y cuales son las
posiciones mas reactivas de la piridoxamina.

Los resultados obtenidos se compararan con los obtenidos, utilizando los mismos
funcionales, bases y radicales, con la forma idnica de la piridoxamina que presenta el grupo

fenol protonado.
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3. METODOLOGIA

El paquete de programas Gaussian09 [Frisch, 2009] se ha utilizado para todos los
calculos a partir de la Teoria del Funcional de Densidad (DFT) y empleando el funcional
M05-2X con un conjunto de bases 6-311+G(d,p).

La teoria del funcional de densidad (DFT) es una de las herramientas mas utilizadas en
la quimica tedrica y computacional. EI funcional M05-2X ha mostrado una muy buena
adecuacion para la realizacion de calculos termodinamicos y cinéticos, proporcionando
buenos resultados en la variacion de energia libre de Gibbs de reaccion, segun demostraron
sus desarrolladores [Zhao y Truhlar, 2005] y [Zhao, 2006].

En todos los calculos se ha utilizado el modelo continuo de solvatacion SMD
(Solvation Model Density) basado en la interaccion entre la densidad de carga mecano
cuéntica y un continuo [Marenich, 2009] que simula el efecto del disolvente. Se ha efectuado
el estudio con dos disolventes de diferente polaridad (agua y etanoato de pentilo).

Se han llevado a cabo calculos no restringidos (unrestricted) para sistemas de capa
abierta. Para cada estructura se han calculado las frecuencias vibracionales, pudiéndose
determinar en cada caso si las estructuras halladas corresponden a minimos o a estados de
transicion (TS). Para que una estructura sea un minimo energético no debe presentar ninguna
frecuencia imaginaria en los célculos vibracionales mientras que los estados de transicion
presentan la primera frecuencia de vibracion imaginaria. En los estados de transicién ademas
se ha comprobado que la frecuencia imaginaria correspondiese al movimiento esperado a lo
largo de la coordenada de reaccion mediante calculos IRC (Intrinsic Reaction Coordinate)
[Ochterski, 1999].

En todos los calculos se han optimizado las estructuras y se han determinado los
valores de energia libre de reaccion (AGr) a 298,15 K y las frecuencias correspondientes. Se
han determinado los estados de transicion (TS) unicamente para aquellas reacciones cuya
energia libre de reaccion es negativa o con valores positivos menores que 2 kcal/mol. A partir
de las energias de dichos estados de transicidn se han determinado las barreras de activacion

correspondientes, AG7, asi como parametros geométricos para las estructuras de los TS.
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4. RESULTADOS Y DISCUSION

Los efectos antioxidantes dependen de la naturaleza del compuesto pero también
dependen de la estructura y de la reactividad del radical. Galano y colaboradores
determinaron que para poder determinar la capacidad antioxidante de una molécula y
establecer comparaciones, es recomendable el uso de radicales no excesivamente reactivos y
presentes en los sistemas bioldgicos [Galano, 2012]. Asi, en el presente trabajo se ha
estudiado la reaccion de la piridoxamina (PM) con dos radicales libres, el hidroperoxilo
("OOH) vy el metoxilo ("OCH3).

La forma i6nica estudiada en este trabajo es la H.PM (+)* de la piridoxamina, no

obstante se abreviard como PM *. La numeracion de la piridoxamina se muestra en la Figura
4.1.

c8

cé6

Figura 4.1. Estructura y numeracion de la piridoxamina.

Se han estudiado cinco de los mecanismos de reaccion entre la piridoxamina y los

radicales comentados anteriormente, comunes a todas las reacciones de radicales libres.
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e HAT: hydrogen atom transfer. Corresponde a la abstraccién de un atomo de
hidrogeno, por parte del radical, dejando la molécula de la piridoxamina en forma
radicalaria, PM*(-H)" y neutralizando el radical libre inicial. Se ha considerado la
posibilidad de que el mecanismo HAT tenga lugar en cualquiera de las posiciones
hidrogenadas de la piridoxamina: C5, C6, C7, C8, N1, N2, O2. De forma general se

puede escribir como:

PM* + R — PM*(-H)" + HR

e RAF: radical adduct formation. El radical se enlaza a un atomo de la molécula de
piridoxamina. Este mecanismo tendra lugar en cualquiera de los atomos del anillo

aromatico, C1, C2, C3, C4 y C5. Se puede escribir la reaccion de forma general como:

PM* + R’ — [PM-R]"*

e SET: single electron transfer. Corresponde a la transferencia de un electrén de la
molécula de piridoxamina al radical, R*, quedando el radical neutralizado como anion
y la molécula en forma radicalaria y catidnica. EI mecanismo de transferencia del
electrén, no puede ser determinado para posiciones concretas, sino de forma general
para la molécula de piridoxamina, ya que no es posible determinar de forma precisa el

atomo del cual se extrae el electrén.

La reaccion se puede escribir de forma general como:

PM*+R — R +PM" %

Si esta reaccion da un AGr negativo se puede producir a continuacion la reaccion

SEPT.

e SEPT: sequential electron proton transfer. Este mecanismo involucra una

transferencia electrénica primero y una desprotonacion posterior pero en un orden
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diferente que SPET (ver mecanismo siguiente). La piridoxamina reacciona con el
radical y posteriormente se produce la desprotonacion. Este mecanismo se ha
considerado que tenga lugar en el C5, C6, C7, C8, N2, O2.

PM* + R — PM'% + R"— PM(-H)"* H* + R’

e SPET: sequential proton electron transfer. Consiste en la desprotonacion de la
piridoxamina reaccionando posteriormente con el radical libre, quedando Ila
piridoxamina, el radical neutralizado, como anion, y el proton. Este mecanismo se ha
considerado que tenga lugar en el C5, C6, C7, C8, N2, O2. La reaccion se puede

escribir de forma general como:

R-
PM* — PM(-H) + H* = PM(-H)" + R"+ H*

La reactividad relativa de cada una de las posiciones de la molécula para cada
mecanismo de reaccion y con cada radical se ha determinado mediante el calculo de los

valores de energia libre de reaccion de todas las vias, AGr, y de activacion AG”.

La aplicacion de esta metodologia conduce a un total de 50 reacciones, 14 de
abstraccién de hidrégeno, HAT, 10 de adicion del radical, RAF, 2 de abstraccion de un radical

SET y 24 de transferencias secuenciales protén-electrén, SPET y SEPT.

En los siguientes apartados se presentaran los resultados obtenidos para la
piridoxamina en su forma iénica H,PM ()" para cada radical. Los valores obtenidos se
compararan con los obtenidos para la piridoxamina en su forma iénica HPM utilizando la
misma metodologia y radicales [Caballero, 2013]. En la Figura 4.2 estan representadas la

forma tautomérica de la piridoxamina H2.PM ()" y HPM.
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NH;* NH,

OH OH
\ (o) \ OH
= =
N* N
A

Piridoxamina (H,PM (+)") Piridoxamina (HPM)

Figura 4.2. Estructura de la piridoxamina

4.1. Reaccion de la piridoxamina con el radical hidroperoxilo, ‘OOH

Los mecanismos de abstraccion de hidrégeno, HAT, formacion de un aducto, RAF,
abstraccion de un electron, SET y transferencia secuencial de protones y electrones, SPET y

SEPT, de la piridoxamina con el radical hidroperoxilo, son los siguientes:

HAT: PM* + "O0H — PM*(-H)" + H;0>
RAF: PM* + "'O0H — (PM*-O0OH)"*
SET: PM* + 'OOH — PM" 2" + OOH-

SEPT: PM* + "OOH — PM’" %" + OOH" — PM(-H)" * + H* + OOH"

SPET: PM* — PM(-H) + H" 225 PM(-H)" + OOH" + H"*

Los resultados obtenidos para la reaccién de la piridoxamina con el radical ‘OOH para

los tres primeros mecanismos se muestran en la tabla 4.1.
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Tabla 4.1. Energia libre de Gibbs de la reaccion a 298,15K (AGr) y barrera de activaciéon (AG”) con el radical

hidroperoxilo. La segunda y tercera columnas corresponden a los resultados obtenidos en este trabajo para la

piridoxamina H,PM (+)*. En la cuarta y quinta columna se muestran los resultados de la piridoxamina HPM
[Caballero, 2013].

Posicion

C5
C6
C7
C8
N1
N2
o1
02

C1
C2
C3
C4
C5

HPM

16,23
12,98
20,67

12,00

HAT °*OOH
HPM (2)*

AGr (kcal/mol)  AG7 (kcal/mol)  AGr (kcal/mol)  AG? (kcal/mol)
30,39 - 17,72
-4,67 16,29 -3,40
-2,50 19,37 -10,35
-4,90 17,67 -4,25
-3,61 18,88 -
10,53 - 9,82

- - -0,84
16,82 - 21,19

(1) El valor calculado presenta la distancia N1-H fija.

HPM

RAF *OOH
HPM (2)*

Posicion = AGr (kcal/mol)  AG? (kcal/mol) = AGr (kcal/mol)  AG? (kcal/mol)
-7,13 9,51 7,12
17,68 - 8,38
-3,18 10,10 9,49
20,26 - 14,00
-6,04 12,62 4,95

SET *OOH
HPM (2)* HPM
AGr (kcal/mol)  AGr (kcal/mol)
27,45 36,00
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A partir de la tabla 4.1 para el mecanismo de reaccion HAT se observan valores
negativos de AGr en la abstraccion del hidrogeno de las posiciones C6 (-4,67 kcal/mol), C7
(-2,50 kcal/mol), C8 (-4,90 kcal/mol) y N1 (-3,61 kcal/mol). Se puede observar que los
valores obtenidos para las dos formas tautoméricas de la piridoxamina para la reaccion del
tipo HAT son muy similares. Las barreras de activacion en todos los casos son similares y
oscilan entre 16 y 20 kcal/mol. La excepcion es la menor barrera de activacion
correspondiente a la abstraccion del hidrégeno fenolico y del hidrégeno C7 en el tautémero
HPM vy que las convierte en dos de los mecanismos prioritarios de este tautomero [Caballero,
2013].

Sin embargo, para la reaccion del tipo RAF los valores difieren significativamente ya
que en el caso de la forma iénica H:PM (+)* las posiciones Cl, C3 y C5 son
termodindmicamente favorables con incrementos de energias libres de reaccién entre las -3y -
7 kcal/mol mientras que en la forma HPM todos los incrementos energéticos eran positivos.
El valor obtenido mas desfavorable de energia libre de Gibbs corresponde al C4 con un valor
de 20,26 kcal/mol que coincide con la posicion méas desfavorable de la piridoxamina en su
forma i6nica HPM con un wvalor de 14,00 kcal/mol. Los valores obtenidos
termodindmicamente mas favorables corresponden a la reaccion con los carbonos C1 y C5.
Los motivos podrian ser que se tratan de atomos adyacentes al nitrégeno piridinico y ademas
presentan un impedimento estérico menor. Las barreras de estos procesos se encuentran en

torno a las 10 kcal/mol.

Comparando los valores obtenidos en las reacciones del tipo HAT y RAF para la
piridoxamina en el estado i6nico Ho:PM (£)* se observa que los valores mas bajos de AGr
corresponden a la reaccién de formacién de un aducto, RAF. EI menor valor obtenido es para
el C1 con un valor de -7,13 kcal/mol seguido del C5 (-6,04 kcal/mol). Ademas, el C1 presenta
la menor barrera cinética (9,51 kcal/mol). En la Figura 4.3 se muestran las estructuras del
reactivo, estado de transicion y producto del C1, que corresponden al proceso mas favorable

cinética y termodinamicamente de todos los obtenidos con el radical hidroperoxilo.
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Figura 4.3. Estructura optimizada para los reactivos, productos y estado de transicion para la reaccion de

formacion de un aducto (RAF) en el carbono C1 de la piridoxamina con el radical hidroperoxilo.

Finalmente para la reaccion del tipo SET en ambos casos se ha obtenido un valor de
energia libre positiva. La reaccion SET coincide con el primer paso de la reaccion con SEPT.
Al dar la reaccion SET un valor de AGr positivo, ya no se ha calculado el segundo paso de
SEPT.

Estos valores obtenidos se pueden comparar con datos de otros antioxidantes
obtenidos con la misma metodologia (M05-2X/6-311+G(d,p)/SMD) y utilizando el mismo
radical. Para la reaccion de abstraccion de un hidrogeno, el atomo C7 de la capsaicina (Figura
4.4) es similar al atomo C7 de la piridoxamina, para el cual se obtiene un valor de -4,35
kcal/mol en comparacion con el de la piridoxamina (-2,50 kcal/mol) [Galano, 2012]. Ademas,
Galano y colaboradores estudiaron diversos derivados del guayacol [Galano 2012A]. Entre
ellos, la abstraccion del carbono 1a del alcohol de vainillina (-4,81 kcal/mol) es similar al C8
de la piridoxamina (-4,90 kcal/mol) y la formacién del aducto en el C4 de la vainillina

desprotonada (12,80 kcal/mol) es similar al C2 de la piridoxamina (17,68 kcal/mol).
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Figura 4.4. Estructura de la piridoxamina, capsaicina y derivados del guacayol.

Villuendas-Rey y colaboradores [Villuendas-Rey, 2015] estudiaron la capacidad
antioxidante del 3,5-dihidroxi-4-metoxibenzil alcohol (DHMBA) en su forma desprotonada
(Figura 4.5) utilizando una combinacién de funcional y bases similar a la usada en este trabajo
(M06-2X/6-311+G (d,p)/SMD). Estudiaron las reacciones del tipo HAT, RAF y SET con el
radical ‘OOH. Para la reaccion HAT, el atomo C7 del DHMBA presenta un valor de AGr de
-3,11 kcal/mol, y es similar al &tomo C8 de la piridoxamina, para el cual se tiene un valor de
-4,90 kcal/mol. Otro &tomo, el oxigeno correspondiente al 7a del DHMBA (13,11 kcal/mol)
se puede considerar semejante al oxigeno 2 de la piridoxamina (16,82 kcal/mol). En ambos
casos comentados anteriormente, se tratan de valores concordantes. Para la reaccion RAF, el
atomo C4 del DHMBA (16,24 kcal/mol) es semejante al C4 de la piridoxamina (20,26
kcal/mol). El atomo C6 (14,01 kcal/mol) del DHMBA es similar al C2 de la piridoxamina
(17,68 kcal/mol). En ambos casos se trata de valores concordantes, y en efecto,

termodindmicamente desfavorables.
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Figura 4.5. Estructura de la piridoxamina y el 3,5-dihidroxi-4-metoxibenzil alcohol (DHMBA) en su forma

desprotonada.

El mecanismo SPET es béasicamente una reaccion del tipo HAT pero partiendo del

nitrégeno del anillo desprotonado, por este motivo en la tabla 4.2 estan recogidos los valores

obtenidos en la reaccion SPET en comparacion con la reaccion HAT.

Tabla 4.2. Energia libre de Gibbs de la reaccion a 298,15K (AGr) y barrera de activacion (AG?) para la

reaccion SPET y HAT entre la forma tautomérica de la piridoxamina H.PM (£)*y el radical ‘OOH.

Posicion

C5
C6
C7
C8
N2
02

SPET OOH
H.PM (3)*
AGr AG?
(kcal/mol) = (kcal/mol)

19,93 -
-5,91 14,54 @
-6,23 35,70
-6,02 8,30 @
1,47 @ 3,64 @
17,46 -

HAT -OOH
H.PM (2)*
AGr AG”
(kcal/mol) = (kcal/mol)

30,39 -
-4,67 16,29
-2,50 19,37
-4,90 17,67
10,53 -
16,82 -

(1) Distancia restringida entre el hidrogeno transferido y el oxigeno del radical.
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La posicion N2 presenta un valor positivo préximo a cero de AGr (1,47 kcal/mol), por
lo que también se ha determinado para esta via de reaccion la correspondiente barrera de

activacion.

Los valores de la tabla 4.2 para los dos tipos de reacciones son muy similares para
cada dtomo. Esto es debido a que la reaccién SPET es bésicamente una reaccion HAT en la
estructura con el nitrégeno piridinico desprotonado. Los valores obtenidos de la reaccion
SPET son ligeramente mas favorables termodinamicamente que con HAT. Por ejemplo el C7
presenta un valor de -6,23 kcal/mol en la reaccion SPET mientras que con HAT un valor de
-2,50 kcal/mol. A pesar que las barreras de activacion de los procesos SPET son orientativas,
la tendencia es que en general son algo inferiores a las correspondientes del proceso HAT.

4.2. Reaccion de la piridoxamina con el radical metoxilo, “OCHs

Los mecanismos de abstraccion de hidrégeno, HAT, formacion de un aducto, RAF,
abstraccion de un electron, SET, transferencia secuencial de proton-electrén, SPET y SEPT,

de la piridoxamina con el radical metoxilo son los siguientes:

HAT: PM* + "OCHs — PM*(-H)" + CHsOH
RAF: PM* + "OCHs — (PM-OCH3)"*
SET: PM* + "OCH3z — PM'2* + CH3O"

SEPT: PM* + ‘OCH3 — PM"?" + OCH3s™ — PM(-H)"* + H* + OCH3z

OCHS-

SPET: PM* + "'OCHs — PM(-H) + H" —S PM(-H)" + OCH3 + H*

Los resultados obtenidos para la reaccion de la piridoxamina con el radical ‘OCHz en

los distintos mecanismos se muestran en la tabla 4.3.
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Tabla 4.3. Energia libre de Gibbs de la reaccion a 298,15K (AGr) y barrera de activacion (AG?) con el radical
metoxilo. La segunda y tercera columnas corresponden a los resultados obtenidos en este trabajo para la
piridoxamina H,PM (+)*. En la cuarta y quinta columna se muestran los resultados de la piridoxamina HPM
[Caballero, 2013].

HAT <OCH:s
H2PM (2)* HPM
Posicion = AGr (kcal/mol) AG?(kcal/mol) AGr (kcal/mol) AG? (kcal/mol)

C5 15,25 : -2,04 9,70
C6 -21,20 9,86 -20,50 6,44
C7 -39,67 ND -28,39 7,35
C8 -23,85 ND -26,65 28,71
N1 -27,02 M ND - -
N2 -18,75 M ND -9,19 26,38
o1 - - -17,72 579 ®
02 -6,38 @ 3,82 @ 5,74 -

(1) Valores calculados con la distancia N-H fija

(2) Valor calculado con PM3

(3) Valor obtenido con el modelo continuo de solvatacion CPCM
ND. No determinado

RAF "OCH3
H.PM (2)* HPM
Posicion = AGr (kcal/mol) AG7(kcal/mol)  AGr (kcal/mol) AG7 (kcal/mol)
C1 -20,36 4,75 -4,71 12,43
C2 5,48 - -2,90 12,10
C3 -12,15 5,10 2,11 9,13
c4 6,45 - 1,00 10,30
C5 -20,68 5,45 -6,83 9,80
SET "OCH3s
HPM (2)* HPM
AGr (kcal/mol)  AGr (kcal/mol)
21,95 30,30
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A partir de la tabla 4.3 se puede observar que tanto el mecanismo HAT como el RAF
presentan algunas vias termodindmicamente favorables, contribuyendo en principio ambos a

la eliminacidn del radical metoxilo por parte de la piridoxamina.

En la reaccion HAT para la forma i6nica Ho:PM (+)* todas las posiciones son
termodindmicamente favorables menos en el C5, con AGr comprendidos aproximadamente
entre -6 kcal/mol para el O2 y -40 kcal/mol para el C7. En la Figura 4.6 se muestran las

estructuras del reactivo, estado de transicion y producto en el C6.

Y

@’%
f.;%ljé;f fa”
J 101A I ¢ (- &)
o 9

D-i
Q ’ HAT C6 Estado de Transicion
A %

. 3

3,48 A 9 JJ

P

HAT C6 reactivo HAT C6 producto

Figura 4.6. Estructuras optimizadas para los reactivos, productos y estado de transicidn para la reaccién

de abstraccion de un hidrégeno en el carbono C6 de la piridoxamina.

Los valores obtenidos para las dos formas idnicas de la piridoxamina para la reaccion
del tipo HAT son muy similares. La diferencia fundamental se centra en la posiciones C5 y
02 que invierten su tendencia termodindmica. El resto de valores son muy similares. La
eliminacién del hidrégeno del C7 por parte del radical metoxilo es la reaccién de tipo HAT

termodindmicamente mas favorable con ambas formas ionicas.

La estabilidad termodindmica de los aductos RAF obtenidos con la forma ionica
(H2PM (£))* es mayor a la de los aductos de la forma HPM con los valores mas estables
proximos a los -20 kcal/mol y ademas con valores de las barreras de activacion del orden de

5-6 kcal/mol, la mitad de las obtenidas con la forma HPM. Finalmente, para la reaccion del
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tipo SET en ambos casos se ha obtenido un valor de energia libre positiva igual que para el
radical ‘OOH.

Los resultados se pueden comparar también con los obtenidos con la piridoxina, un
vitamero de la vitamina Be, en solucion acuosa tanto en su forma protonada como
desprotonada con el radical metoxilo [Pascual, 2014]. En la Figura 4.7 se muestran las

estructuras y numeracion de la piridoxamina y la piridoxina.

012 OH oll

G _OH o010

C7

IIIJ' N1
H H
Piridoxamina Piridoxina

Figura 4.7. Estructura de la piridoxamina y piridoxina

En la tabla 4.4 se muestran los valores de AGr de la reaccion HAT y RAF para el
radical metoxilo de la piridoxamina en la forma iénica H.PM (1)* y la piridoxina en su forma
protonada. Los valores obtenidos corresponden al mismo funcional y bases (M05-2X/6-
311+G (d,p)).
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Tabla 4.4. Energia libre de Gibbs de la reaccion a 298,15K (AGr) para los mecanismos HAT, RAF y SET de la

piridoxamina H2PM (+)* y la piridoxina [Pascual, 2014] con el radical metoxilo.

HAT "OCH3s
Posicion
Piridoxina Piridoxamina AGr (PN) AGr (PM)
(PN) (PM) (kcal/mol) (kcal/mol)
C6 C5 17,33 15,25
C7 C6 -17,01 -21,20
C8 C7 -25,15 -39,67
C9 C8 -20,82 -23,85
N1 N1 -1,93 -27,02 @
010 o1 -12,26 -
011 N2 -2,25 -18,75 M
012 02 30,73 -6,38 @
RAF "*OCHj3
Posicion
Piridoxina Piridoxamina AGr (PN) AGr (PM)
(PN) (PM) (kcal/mol) (kcal/mol)
C2 C1 -4,60 -20,36
C3 C2 -3,84 5,48
C4 C3 -5,19 -12,15
C5 C4 -4,79 6,45
C6 C5 -8,45 -20,68
SET "OCH3
AGr (PN) (kcal/mol) AGr (PM) (kcal/mol)
27,89 27,45

(1) Valores calculados con la distancia N-H fija.
(2) Valor calculado con PM3.
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Aunque las estructuras no sean exactamente iguales, la reactividad en las mismas
condiciones es similar para el radical metoxilo. En ambos sistemas el atomo de hidrégeno se
abstrae facilmente en la misma posicion, C8 para la piridoxina y C7 para la piridoxamina.
Una diferencia significativa se da en la reaccion HAT del oxigeno, O12 para la piridoxina y
O2 para piridoxamina. Este oxigeno en la piridoxina es termodindmicamente desfavorable
con un valor de 30,73 kcal/mol mientras que en la piridoxamina presenta un valor favorable
de -6,38 kcal/mol.

En la reaccion de formacion de un aducto (RAF) con la piridoxina todas las posiciones
son termodinamicamente favorables. No obstante, con la piridoxamina para esta reacciéon hay
dos 4tomos que presentan energias termodindmicamente desfavorables, el C2 y el C4. En las
posiciones termodindmicamente favorables, la reaccion es mas exergonica con la

piridoxamina que con la piridoxina.

Los valores de las energias libres de Gibbs de las reacciones correspondientes al
mecanismo SPET con el radical ‘OCHz estan en la tabla 4.5 junto con los obtenidos con la
reaccion HAT. Tanto la reaccién del tipo SPET como la del tipo HAT son reacciones muy
favorables en casi cualquier posicion de la piridoxamina. En ambas reacciones la reaccion del
radical en el C7 es la que presenta un valor més favorable de AGr, para la reaccion SPET se
ha obtenido un valor de -25,42 kcal/mol y para HAT un valor de -39,67 kcal/mol. En la
Figura 4.8 se muestran las estructuras del reactivo, estado de transicién y producto para la

reaccion del tipo SPET en el carbono C6 de la piridoxamina.

SPET C6 reactivo SPET C6 producto

Figura 4.8. Estructura optimizada para los reactivos, productos y estado de transicién para la reaccion

del tipo SPET en el carbono C6 entre la piridoxamina y el radical *OCHs.
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Tabla 4.5. Energia libre de Gibbs de la reaccion a 298,15K (AGr) y barrera de activacion (AG?) para la reaccion
SPET y HAT en la piridoxamina H.PM (£)* con el radical metoxilo.

SPET "OCH3 HAT "OCHs
Posicion AGr (kcal/mol)  AG7 (kcal/mol)  AGr (kcal/mol)  AG7 (kcal/mol)

C5 -3,39 8,80 W 15,25 -

C6 -23,47 4,27 -21,20 9,86

C7 -25,42 ND -39,67 ND

C8 -24,91 ND -23,85 ND

N2 -17,32 ND -18,75 M ND

02 -3,10 ND -6,38 @ 3821@

(1) Valores calculados con la distancia N-H fija.
(2) Valor calculado con PM3.

4.3. Efecto del disolvente

En el presente trabajo también se calcularon los valores de AGr utilizando como
disolvente etanoato de pentilo con los diferentes mecanismos de reaccion, HAT, RAF, SET,
SPET y SEPT y con el radical hidroperoxilo ‘OOH vy el radical metoxilo *OCHs.

En la mayoria de los casos, al utilizar etanoato de pentilo en lugar de agua los valores
de AGr son termodinamicamente menos favorables sobre todo en las reacciones de formacion
de aductos, RAF, que son las que generalmente eran mas favorables utilizando como
disolvente agua. Este comportamiento puede observarse en la tabla 4.6 tomando como
ejemplo la reaccion del tipo RAF con el radical ‘OOH. El hecho de que el medio presente un
papel importante en la actividad antioxidante de la piridoxamina coincide con otros
compuestos como la piridoxina [Pascual, 2014], los derivados del guacayol [Galano, 2012A],
el 3,5-dihidroxi-4-metoxibenzil alcohol [Villuendas-Rey, 2015], la N-acetiltransferasa y la 6-
hidroximelatonina [Alvarez-Diduk, 2015].
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Tabla 4.6. Energia libre de Gibbs de la reaccion HAT con el radical hidroperoxilo a 298,15K (AGr) en

medios de diferente polaridad.

RAF *OOH
Etanoato de pentilo Agua
Posicion AGr (kcal/mol) AGr (kcal/mol)

C1 -7,87 -7,13
C2 23,75 17,68
C3 -0,42 -3,18
C4 29,79 20,26
C5 -5,70 -6,04

4.4, Discusion general de resultados

En la tabla 4.7 se muestra la recopilacion de todos los resultados obtenidos para los
mecanismos de reaccion, HAT, RAF, SET y SPET, y para los dos radicales estudiados, el

radical hidroperoxilo *OOH y el radical metoxilo *OCHs en disolucion acuosa.
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Tabla 4.7. Valores de energia libre de Gibbs para todas las vias de reaccion consideradas entre la piridoxamina,

H.PM (2)*, y los radicales hidroperoxilo y metoxilo: abstraccion de un atomo de hidrégeno (HAT), formacidon de

un aducto radicalario (RAF), transferencia secuencial de electrones y protones (SPET) y abstraccion de un

electron (SET). Se muestran también los valores de las barreras de activacion, AG#, para aquellas reacciones

cuya energia libre de Gibbs es negativa o inferior a 2 kcal/mol.

Posicion
C5
C6
C7
C8
N1
N2
02

Posicién
C1
Cc2
C3
C4
C5

Posicién
C5
C6
C7
C8
N2
02

HAT
*OOH
AGr (kcal/mol) AG? (kcal/mol)
30,39 -
-4,67 16,29
-2,50 19,37
-4,90 17,67
-3,61 18,88 @
10,53 -
16,82 -
RAF
«OOH
AGr (kcal/mol) AG7 (kcal/mol)
-7,13 9,51
17,68 -
-3,18 10,10
20,26 -
-6,04 12,62
SPET
*OOH

AGr (kcal/mol) AG7 (kcal/mol)

19,93 =
-5,91 14,54 @
-6,23 35,70
-6,02 8,30 @
1,47 @ 3,643
17,46 -
SET
*OOH
AGr (kcal/mol)
27,45

(1) Valor calculado con PM3.
(2) Valores calculados con una distancia fija.
ND. No determinado
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*OCH;3
AGr (kcal/mol) AG” (kcal/mol)
15,25 -
-21,20 9,86
-39,67 ND
-23,85 ND
-27,02 @ ND
-18,75 @ ND
-6,38 @ 3,820
*OCHs
AGr (kcal/mol) AG7 (kcal/mol)
-20,36 4,75
5,48 -
-12,15 5,10
6,45 -
-20,68 5,45
*OCHs
AGr (kcal/mol) AG7 (kcal/mol)
-3,39 8,80 @
-23,47 4,27
-25,42 ND
-24,91 ND
-17,32 ND
-3,10 ND
*OCH;3
AGr (kcal/mol)
21,95



Tal y como puede observarse en la anterior tabla, en las tres reacciones, HAT, RAF y
SPET los valores son termodindmicamente més favorables con el radical “OCHs que con el
radical ‘OOH. Asi, por ejemplo en la reaccion de abstraccion de un atomo de hidrogeno
(HAT) las energias libres de reaccion de la piridoxamina con el radical hidroperoxilo, ‘OOH,
estan comprendidas entre -4,90 kcal/mol para la abstraccion en C8 y 30,39 kcal/mol para la
abstraccion en C5. En el caso del radical metoxilo *OCHs, los valores oscilan entre -39,67

kcal/mol para el C7 y 15,25 para el C5, por lo tanto presentan valores mucho mas favorables.

En el mecanismo de abstraccion de un hidrogeno, las posiciones termodindmicamente
favorables son coincidentes para ambos radicales excepto las posiciones N2 y O2 que
muestran un caracter exergénico Unicamente con el radical metoxilo. El anélisis de las
barreras de activacion es mas complejo debido a la dificultad en la optimizacion de algunos de
los estados de transicion de las reacciones con el radical metoxilo. Sin embargo, se aprecia
que algunas de las barreras pueden ser inferiores a los 16-20 kcal/mol que es el rango en el

que se encuentran con el radical hidroperoxilo.

En la reaccion de formacion de aductos, RAF, se mantiene la tendencia de los atomos
que presentan valores termodindmicamente favorables, que son el C1, C3 y C5 para ambos
radicales. En los dos casos la estabilizacion en las posiciones C1 y C5, las adyacentes al
nitrogeno piridinico, es ligeramente superior a la C3. No obstante, en el caso del radical
metoxilo los valores son mucho més favorables y ademas las barreras de activacion presentan

valores mas pequerios, en torno a las 5 kcal/mol.

El mecanismo SET es termodinamicamente desfavorable al igual que en las restantes
formas tautoméricas de la piridoxamina y derivados como la piridoxina [Caballero, 2013] y
[Pascual, 2014].

Estos resultados permiten establecer que las reacciones que permiten la eliminacion de
radicales son méas favorables termodinamicamente y mas rapidas cinéticamente con el radical
‘OCHs que con el "OOH. Esta tendencia termodinamica coincide con los obtenidos por
Caballero [Caballero, 2013] para la forma HPM de la piridoxamina.

Un analisis conjunto de los diferentes mecanismos de reaccion muestra que para el
radical hidroperoxilo las reacciones de formacién de un aducto (RAF) en las posiciones C1 y
C5 vy la reaccion secuencial de proton y electron (SPET) en la posicion C8 son las que se
muestran cinética y termodinamicamente mas favorecidas. También es destacable la
contribucion de la formacion del aducto en el C3. Para el radical metoxilo nuevamente el
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mecanismo RAF en las posiciones C1 y C5 es prioritario, con una participacion también
significativa del C3. También es destacable por su valor de exergonicidad y de energia de
activacion los mecanismos secuenciales de transferencia de protdn y electron (SPET) en las

posiciones C6 y C8.

Considerando que para que se den lugar las reacciones del tipo SPET necesitan una
previa desprotonacion de la molécula, se puede generalizar que la formacion de un aducto
radicalario (RAF) constituye el mecanismo de reaccion preferente para la eliminacién de
radicales libres de la forma tautomera mayoritaria a pH fisioldgico de la piridoxamina en los
dos radicales estudiados. EI mecanismo RAF no es Unico de la piridoxamina, aquellos
compuestos sin grupos fenol presentan la formaciéon de un aducto en un carbono aromaético
como via prioritaria de eliminacion de radicales. Sin embargo, las barreras de activacion
obtenidas para la piridoxamina son significativamente inferiores a las 16,10 kcal/mol de la
melatonina [Galano, 2011] y las 19,50 kcal/mol de la edavorona [Pérez-Gonzalez, 2012] con
el radical hidroperoxilo.

Estos resultados son sustancialmente diferentes a los obtenidos para la forma HPM de
la piridoxamina en la que el mecanismo prioritario es la abstraccién de un protén para
cualquiera de los radicales considerados [Caballero, 2013]. Ademas, las barreras energéticas
de los procesos mas favorables son inferiores en la H,PM (+)* para los dos reactivos. Para el
radical hidroperoxilo, 9,51 kcal/mol (RAF-C1) para la forma H2PM ()" frente a las 12,98
kcal/mol (HAT-C7) y 12,00 kcal/mol (HAT-O1) de la forma HPM; mientras que para el
radical metoxilo, 4,27 kcal/mol (SPET-C6) y 4,75 kcal/mol (RAF-C1) para la forma H.PM
(+)* frente a las 5,79 kcal/mol (HAT-01), 6,44 kcal/mol (HAT-C6), 7,35 kcal/mol (HAT-C7)
y 9,13 kcal/mol (RAF-C3) de la forma HPM. Por tanto, la capacidad antioxidante y por tanto
de eliminacion de especies radicalarias de oxigeno de la forma tautomera HoPM ()" es
incluso superior a la de la forma neutra, a pesar de que no posee un grupo fenol protonado y

que no puede actuar por eliminacion del hidrogeno de dicho grupo.
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5. CONCLUSIONES

La principal conclusion de este trabajo es que la forma iénica de la piridoxamina,
H.PM (+)*, predominante a pH fisiolégico y con el grupo fenol desprotonado, presenta una
elevada capacidad antioxidante, similar e incluso superior a la de la forma neutra. En general,

presenta una mayor reactividad frente al radical metoxilo que frente al radical hidroperoxilo.

Los mecanismos de reaccion mas favorecidos y las posiciones prioritarias de reaccion
con la forma io6nica estudiada de la piridoxamina son las reacciones de formacién de un
aducto (RAF) para los dos radicales, metoxilo ("OCHa) y el hidroperoxilo (OOH), en las
posiciones C1 y C5. La reaccion secuencial de protones y electrones (SPET) tiene cierta
importancia con el radical metoxilo en cualquiera de las posiciones estudiadas,
fundamentalmente en posicion C6. No obstante este tipo de reaccion necesita una previa
desprotonacién del nitrégeno piridinico de la piridoxamina dificultando ligeramente esta

reaccion.

Estos mecanismos de reaccién y las posiciones predominantes difieren de las
obtenidas con la piridoxamina en su forma neutra (HPM) que reacciona mayoritariamente por

abstraccion del hidrégeno (HAT) del grupo fenol.

Por tanto, la piridoxamina presenta una gran capacidad antioxidante eliminando o
inhibiendo la formacion de AGEs a través de la eliminacion de radicales libres mediante un

mecanismo u otro dependiendo de su forma tautomérica.
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