Estudi teoric de la reaccionabilitat de composts analegs de la
vitamina B6 amb amines

Figura 1. El 5'-fosfat de piridoxal (codi de colors: blau, N; groc, C; vermell, O; violeta, P) forma una
base de Schiff amb un residu lisina (verd) en l'estructura cristal-lina de la triptofan sintasa.

Introduccio

L'organisme huma, com el de tots els animals, elabora les seves propies proteines a partir
de la combinacio6 dels diferents tipus d'aminoacids que son absorbits després de la digestid
de les proteines contingudes en els aliments. L'organisme és capag¢ de transformar alguns
tipus d'aminoacids en un altre mitjangant un procés metabolic anomenat transaminacio, que
té lloc a l'interior de les cel-lules hepatiques. Ara bé, alguns aminoacids anomenats
essencials no poden ser sintetitzats pel fetge i cal que els animals els ingereixin a partir de
vegetals.

La transaminacid, descarboxilacio i transsulfuracié dels aminoacids per a la sintesi de
proteines seria impossible sense la preséncia d'una vitamina hidrosoluble, la vitamina B6.
Aix0 ¢s aixi perquée la majoria dels enzims que catalitzen les reaccions esmentades
requereixen la preséncia d'un derivat de la vitamina B6 per ser actius. Més concretament, la
vitamina B6 inclou tres composts quimics semblants, anomenats vitamers, que presenten
una mateixa activitat biologica: la piridoxina (PN), el piridoxal (PL) i la piridoxamina
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(PM). Qualsevol d'aquests composts, pero, per ser actiu fisiologicament cal que es
converteixi en el seu corresponent éster fosforic. Aixi el piridoxal (PL) es converteix en 5'-
fosfat de piridoxal o PLP. El PLP és, per tant, un coenzim; €s a dir, un compost que aporta
als enzims els grups funcionals necessaris per dur a terme la catalisi de les reaccions
metaboliques. EI PLP intervé en més de cent reaccions essencials per a la vida.

El PLP s'uneix a I'enzim de forma covalent mitjangant la formaci6 d'una base de Schiff (un
compost intermedi de vida mitjana molt curta que es forma per reaccié d’un grup amino i
un grup carbonil) amb un residu lisina situat al centre actiu de l'enzim. Es forma aixi
I’anomenada "aldimina interna". Mentre que la uni6é covalent s'estableix mitjancant un
enllag del tipus imino, els grups metil i 5'-fosfat enllacats a 1'anell de piridina mantenen la
unid no covalent amb els residus proxims al centre actiu de I'enzim. L'aminoacid substrat de
I'enzim reacciona amb aquesta aldimina interna i es forma una nova base de Schiff entre
aquest 1 el PLP, de manera que s’allibera el residu lisina en un procés conegut com a
transiminacié o transaldiminacid. Aquesta base de Schiff, formada entre el PLP i
I'aminoacid substrat, es manté enllacada de forma no covalent amb els residus del centre
actiu de I'enzim i rep el nom d’"aldimina externa".

Aquesta "aldimina externa" €s un intermedi comu per a totes les reaccions metaboliques del
metabolisme dels aminoacids. Qualsevol dels grups entorn del carboni alfa de 1'aminoacid
pot eliminar-se. L'excés de carrega que es produeix com a conseqiiéncia d'aquesta
eliminaci6 és estabilitzat pel caracter electrofil que presenta el sistema ressonant imino-
anell piridinic, potenciat per la protonacio en el nitrogen piridinic. Segons el grup que
s'elimina entorn del carboni alfa de 1'aminoacid, es formen diferents intermedis que duen a
productes completament distints, després de la qual cosa es regenera 1’aldimina interna.
D'aquesta forma, reaccions com la racemitzacio, la beta-eliminacid, la desaminacio, la
transaminacio, la descarboxilacio 1 d'altres reaccions d'eliminacio i sintesi d'aminoacids sén
catalitzades per enzims dependents del PLP.

Figura 2. Model de solvataci6 explicita d'un dels intermedis de la reaccié de formacié de la base de Schiff.



L'accio catalitica dels enzims dependents del PLP sobre els aminoacids depén, en primera
instancia, de la formacié del complex enzim-coenzim (aldimina interna), mitjancant la
formacio de la base de Schiff entre el PLP 1 un residu lisina al centre actiu de 'enzim, 1 de
la reaccié entre I'aminoacid substrat de I'enzim amb aquesta aldimina interna per formar
I’aldimina externa en el procés de la transaldiminacid o transiminacio.

Les reaccions de formacié de la base de Schiff entre un aminoacid i el PLP han estat
objecte de nombrosos estudis experimentals mitjancant I'is de composts model en
dissolucio. Aquests estudis han pogut establir les caracteristiques generals del mecanisme
de la reacci6 i la dependéncia de la cinética de la reaccidé amb la polaritat del dissolvent 1
amb el grau de protonacid de les dissolucions aquoses. Aixi, segons Snell i Braunstein,
l'intermedi principal de la reaccié és una carbinolamina, i la seva deshidratacioé és I'etapa
limitant de la reaccid. Per a la reaccid de transiminaci6 entre un aminoacid i una base de
Schiff, els resultats dels estudis experimentals realitzats sobre composts model suggereixen
que es tracta d'una reacci6 simétrica en la qual una diamina geminal ha de ser l'intermedi
principal de la reacci6 i que 1'eliminacié de I’amina més basica correspon a l'etapa limitant
del procés. Els estudis cinétics suggereixen que ha d'existir un efecte de catalisi acida
general associada al grup hidroxid piridinic 1 que les transferéncies d'hidrogen amb el
dissolvent han de tenir un paper important. Per a ambdues reaccions, hi ha nombrosos
treballs experimentals que descriuen els equilibris de tautomeritzacié del PLP i de la base
de Schiff formada entre el PLP i un aminoacid: no obstant aixo, no s'han pogut aillar tots
els intermedis de reaccio.

Figura 3. Model corresponent a I'estructura d'estat de transicié de la deshidratacid, que correspon a
I'etapa limitant del mecanisme de formaci6 de la base de Schiff entre el PLP i una amina.
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Els estudis tedrics relacionats amb la vitamina B6 descrits a la bibliografia es concentren en
la descripcid dels equilibris de tautomeritzaciéo del PLP i de la base de Schiff mitjangant
l'aplicacié de la metodologia semiempirica, ab initio 1 DFT. Quant a la reactivitat quimica,
s'han descrit les reaccions sobre la cadena lateral de l'aminoacid: la racemitzacio, la
descarboxilacio i la transaminacio.

La Mecanica Quantica proporciona una explicacio correcta de l'estructura i de les
propietats fisiques de les moleécules mitjancant una descripcié de la distribucio i els nivells
d'energia disponibles dels electrons. Per aixo, €s el principal marc teoric de la Quimica. Des
d'aquesta perspectiva, I'objectiu de la tesi ha estat la descripcio tedrica del mecanisme de
dues reaccions comunes a tots els enzims que depenen de la vitamina B6 i que duen a la
formacio de 1’aldimina externa, el principal intermedi de les reaccions del metabolisme dels
aminoacids. En primer lloc la formaci6 de la base de Schiff entre una amina com a compost
analeg d'un aminoacid i la vitamina B6. En segon lloc la formacié de la diamina geminal en
el procés de transiminacio entre una moleécula d'amina i la base de Schiff formada entre una
amina i la vitamina B6.

Figura 4. Grafic molecular en el qual es mostren les caracteristiques topologiques de la funcié densitat
de carrega de la carbinolamina, l'intermedi més estable del mecanisme de la reaccioé de formacié de la
base de Schiff entre el PLP i una molécula d'amina.

Per a la descripcié del mecanisme d'aquestes reaccions s'han portat a terme calculs
mecanoquantics sobre els complexos reactius formats per aquests compostos analegs en els
quals s'han identificat i caracteritzat els intermedis i els estats de transicid mitjangant dues
metodologies distintes: semiempirica i per aplicaci6 de la teoria del funcional de la densitat.

En la metodologia semiempirica s'ha usat el hamiltonia semiempiric PM3 en fase gas i en
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solvatacié aquosa amb dos models diferenciats: en un mitja continu i en un entorn format
amb molecules d'aigua discretes (aproximacié supermolecular). En la metodologia basada
en l'aplicacio de la teoria del funcional de la densitat (DFT) s'ha usat el funcional hibrid
B3LYP i el conjunt de funcions de base 6-31+G(d). Amb les funcions d'ona de les
estructures optimitzades obtingudes amb aquesta metodologia s'ha portat a terme un estudi
topologic de la funci6 densitat de carrega electronica d'acord amb la teoria de Bader per tal
de caracteritzar els enllagos, especialment la formaci6 de xarxes de ponts d'hidrogen intra i
intermoleculars.

Els perfils energétics obtinguts mitjangant la descripcid de les estructures dels intermedis i
dels estats de transici6 per aplicacié de les metodologies semiempirica i DFT estan d'acord
amb l'evideéncia experimental i han permes descriure de forma detallada el mecanisme de
les dues reaccions estudiades. No obstant aixo, el perfil energétic obtingut per aplicacid de
la metodologia DFT és més simplificat que el que es despréen de l'aplicacié de la
metodologia semiempirica gracies a la descripcio d'estats de transicid concertats vinculats a
transferéncies d'atoms d'hidrogen.

Aquests estats de transicio es troben en la reaccié de formaci6 de la base de Schiff en I'atac
nucleofil de 1'amina sobre el carboni carbonilic, en la tautomeritzacio de la carbinolamina i
en la deshidrataci6é de la carbinolamina, I'etapa limitant de la reaccid. Per a la reaccio de
formacié de la diamina geminal, es troba un estat de transici6 concertat en la reaccié de
tautomeritzacié de la diamina geminal. En dos d'aquests estats de transicid és destacable
que la molécula d'aigua que forma part del complex molecular participa com a veritable
reactiu, intercanviant un dels seus hidrogens amb les dues espécies reaccionants i facilitant
aixi la transferéncia d'hidrogen entre llocs distants. En aquests casos, la preséncia de la
molecula de dissolvent és un requisit per a la verificacio de la reaccid, la qual cosa és
coherent amb l'observacié experimental que ha d'existir una diferéncia de nombre de
molécules de dissolvent entre els intermedis 1 els estats de transicio.

Una altra caracteristica general d'ambdds mecanismes que es dedueix dels calculs
que s'han realitzat sobre els complexos moleculars es troba en la formacié de xarxes
d'enllagos d'hidrogen a distancies superiors a les considerades com a estandards per a
aquest tipus d'interaccions, com ho revela I'estudi de la topologia de la funci6é densitat de
carrega per a aquestes estructures. La preséncia d'aquestes xarxes de ponts d'hidrogen, que
formen estructures cicliques no covalents, és especialment notoria per als intermedis
principals de la reaccio: la carbinolamina, en les seves formes zwitteridonica i no
zwitterionica per a la reacci6 de formaci6 de la base de Schiff, i la diamina geminal per a la
reaccid de transiminacio.

La formaci6 d'aquestes xarxes d'enllagos d'hidrogen en els intermedis de reaccid
contribueix no solament a proporcionar una major estabilitat relativa a les dites especies
intermedies, sind que, a més, afavoreix la formacié d'estats de transicid concertats vinculats
a transferéncies d'atoms d'hidrogen en les estructures. La molécula d'aigua té un doble
paper en aquestes xarxes: d'una banda és particip indispensable en la seva formacio i, de
I’altra, actua com a reactiu en la formacid d'estats de transicid concertats.



La descripcid d'aquestes estructures d'intermedis i d'estats de transicio per a la reaccid de la
formacio de la base de Schiff entre una amina i el compost analeg al PLP, i de la
transiminacié d'aquesta amb una segona molécula d’amina, i les caracteristiques generals
d'aquests mecanismes, pretén ser una contribucidé a la modelitzacio de les reaccions que
duen a la formacié del complex enzim-coenzima i a la formacidé del complex enzim-
substrat per als enzims dependents de la vitamina B6.
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