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OBJETIVOS

Las reacciones que transcurren sin control enzimatico entre los grupos amina de las
biomoléculas y los grupos carbonilo de azlcares reductores, como por ejemplo la glucosa, se
conocen con el nombre de reacciones de glicacion. Inicialmente, se identificaron los residuos
proteicos [REyNOLDs, 1965][Takanasui, 1977] como dianas de la glicacion, siendo los aminoacidos
lisina y arginina /[Suariro, 1980][Aumep, 2005] los centros de reaccidon mas destacados.
Posteriormente, se comprob6 que las bases nitrogenadas del ADN /Bucara, 1984], principalmente
la 2’-desoxiguanosina /Knerr, 1994], también sufren procesos de glicacion. Actualmente, se sabe
que la fosfatidiletanolamina (PE) y la fosfatidilserina (PS), dos componentes esenciales de las
membranas celulares de los mamiferos, también reaccionan con este tipo de compuestos
glicantes /Bucar4, 1993]. Las reacciones implicadas en los procesos de glicacion no enzimatica de
las biomoléculas son de enorme interés ya que se han relacionado con las complicaciones
patologicas de la diabetes (algunas nefropatias, retinopatias y enfermedades cardiovasculares)
[ScHarkwik, 2012], con varias enfermedades neurodegenerativas, como el Alzheimer o el
Parkinson /MuncH, 2012] y con otras enfermedades asociadas al envejecimiento [4ns4rs, 2011].

En la ultima década, se ha incrementado notablemente el numero de estudios
relacionados con la glicacion, particularmente con la deteccion y cuantificacion de las proteinas
glicadas, y con el desarrollo de agentes terapéuticos [Ramsani 2012]. La glicacion de los
aminofosfolipidos ha sido uno de los temas menos estudiado, aunque no carece de interés
porque genera especies oxigenadas radicalarias (ROS) que también pueden reaccionar con las
biomoléculas /Mivazawa, 2008] e induce cambios estructurales en la bicapa lipidica fOssiz, 1999, lo
que puede inactivar las enzimas de membrana y causar la muerte celular /Lzvi, 2008].

Los estudios sobre la modificacion de las cabezas polares de los aminofosfolipidos han
puesto de manifiesto que la PE y la PS reaccionan de una manera analoga a las proteinas,
formando una base de Schiff (BS) con la glucosa /Bremwivg-Urzmann, 20017, la cual se reordena
generando un compuesto de Amadori /Lerzsiri, 1998][Urzmann, 2000], que, finalmente, evoluciona
hacia los productos finales de la glicacion avanzada (AGEs) [Fountaiv, 1999][N4KAGAW4,
2005A] [Mivazawa, 2005][SHour, 2010]. La glicacion de los aminofosfolipidos en personas sanas es
inferior al 1 %, mientras que en pacientes diabéticos esta en torno al 15 % [Ravanpi, 1996]. A
pesar de ello, los estudios cinéticos de la reaccion entre la PE y la PS con compuestos
carbonilicos glicantes son escasos y se desconoce, hasta la fecha, la magnitud de las constantes
cinéticas, o su dependencia con la naturaleza de los reactivos y las condiciones de reaccion.

Una de las estrategias terapéuticas usadas para prevenir las enfermedades derivadas de
la glicacion no enzimatica se basa en la utilizacion de moléculas que inhiban estos procesos. Se

ha sugerido que la aminoguanidina inhibe la glicacion lipidica y proteica /Bucars, 1993], que la
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urea protege frente a la formacion de AGEs [Acui4r-HerndnpEz, 2007] 'y que un suplemento
dietético de 5’-fosfato de piridoxal (PLP) en ratas diabéticas reduce los niveles fisiologicos de
Amadori—PE [Hicuchr, 2006].

El PLP es un vitamero natural de la vitamina Bg cuya quimica ha sido ampliamente
estudiada debido a su implicacion, juntamente con la 5’-fosfato de piridoxamina (PMP), en
multitud de procesos bioldgicos, entre los que destaca su accidn como cofactor enzimatico en un
gran numero de reacciones del metabolismo de los aminoacidos [Curisten, 1985][DoLPHIN,
1986] [Jansontus, 1998] [ELior, 2004] [ToNEy, 2011]. La vitamina B también es importante por su accion
inhibitoria y de control de los procesos de la glicaciéon no enzimatica inducidos por la
hiperglucemia. La piridoxamina (PM) es el vitimero B¢ con mayor capacidad inhibidora /Boors,
19971 [Knariran, 1999], siendo capaz de prevenir el desarrollo de la nefropatia y de la retinopatia
diabética /Tanmoro, 2007]. Uno de los mecanismos principales de accion de la PM es el secuestro
de compuestos carbonilicos implicados en la modificacion de biomoléculas, por formacion de
una BS /Vozivan, 2005].

En los ultimos afios, el grupo de investigacion de Reactividad Molecular y Disefio de
Farmacos de la UIB se ha interesado en la glicacion de biomoléculas. Se ha estudiado la
glicacion proteica [4prover, 2008B, 20094] y el papel inhibidor de la PM, tanto su funcion
secuestradora de grupos carbonilo, como su funcion quelatante de los cationes metalicos que
catalizan estos procesos [ADrROVER, 20084, 20094], y se han identificado los productos de reaccion
de la PM con un conjunto de aldosas /4prover, 2005, 2007]. Recientemente, sus estudios sobre la
reaccion en condiciones periddicas sobre una monocapa modelizada han contribuido a
profundizar en el conocimiento de la glicacion de aminofosfolipidos /Soris-Carero, 2010, 2011].

La presente tesis doctoral se enmarca dentro de los objetivos del grupo de investigacion,
y pretende ampliar la compresion del proceso de glicacion de los aminofosfolipidos y de su
inhibicion por vitameros Bg. En particular, los objetivos se concretan en los siguientes puntos:

» Estudiar las cinéticas de formacion de las BSs de anadlogos de aminofosfolipidos con
glucosa, arabinosa y acetol, como compuestos aldehidicos y cetonicos con capacidad
glicante.

» Profundizar en el estudio del papel de la PM como secuestrador de grupos carbonilicos.

= Evaluar el efecto competitivo del PLP en la glicacion de aminofosfolipidos, estudiando
la formacion de BSs del PLP con compuestos analogos de los aminofosfolipidos.

* Analizar la influencia de los grupos funcionales de los aminofosfolipidos en el proceso

cinético de la formacion de BSs con el PLP.
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1.1. ASPECTOS GENERALES DE LA VITAMINA Be

Vitamina B es el término genérico con el que se denomina aluctinjde seis
compuestos piridinicos interconvertibles (vitameros): piridoxina (PN, cominmente conocido
como vitamina B), piridoxamina (PM), piridoxal (PL) y sus formasfbsforiladas (PNP, PMP
y PLP, respectivamente). Su estructura quimica se representa en la figura 1.1, donde se puede

observar que se diferencian entre si por el sustituyente presente en la posicion 4'.

CH, CH,

CH, CH, CH,

5'-Fosfato de Piridoxina (PNP) 5'-Fosfato de Piridoxal (PLP) 5'-Fosfato de Piridoxamina (PMP)

Figura 1.1.Edructura quimica de los seis vitamergs B

La vitamina B es un compuesto soluble en agua descubierto en ¢alalée 1930,
cuando se detectd su presencia en muestras de riboflavina impurificada que se habian obtenido
en diversos estudios nutricional@svorey 1934]. Posteriormente, se cristalizd a partir del
extracto de salvado de arr@zpxovsky 1938], y se sintetizQ, caracterizandose como[RPMris,
1939]. Afios mas tarde, Snell demostro la existencia dedtascturas de la PL y la PfgheLL
1942], mientras que las formas fosforiladas (PNP, PLP YPs& detectaron en estudios sobre el
efecto de la fosforilacion en la actividad de la tirosina descarbokilassLus, 1944][HFF, 1944].

La vitamina B participa en una amplia variedad de funciones biokgies el cofactor
de mas de cien enzimas involucradas en el metabolismo de proteinas y se necesita para la
fabricacion de muchas otras proteinas esenciales para el organismo, por ejemplo la
hemoglobina. Diversos estudios ponen de manifiesto la enorme importancia de la vitamina B
en la supervivencia de los organismos superiores, ya que su deficiencia puede disminuir la
produccion de anticuerpos y suprimir la respuesta inmunoldgjieara 1995 Sin embargo,
sélo los microorganismos y las plantas son capaces de sintetizaslao, 2011} mientras que
los demds organismos adquieren la vitamiga®los nutrientes e interconvierten sus diferentes

formas en funcién de sus necesidades.
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1.1.1. ABSORCION, TRANSPORTE, ALMACENAMIENTO Y METABOLISMO

El requerimiento promedio de vitaming Bn adultos es de 1,3 — 1,4 mg/fHavper
2011] y puede provenir de dos fuentes, del suplementétitiety del bacteriano (producida por
la microflora intestinal). Las evidencias sugieren que esta Ultima fuente de vitantamabien
es biodisponible, ya que la cantidad de vitamina excretada es significativamente superior a la
cantidad total consumida oralmefgen, 2008].

La absorcion de la vitaminagBmplica la hidrdlisis de las formas fosforiladas|de
vithAmeros en el intestino, proceso catalizado por fosfatasas alcalinas. Los productos no
fosforilados son absorbidos por difusion pasiva, siendo posteriormente oxidados y/o
fosforilados (esquema 1.1). La PN, el PL y la PM son fosforilados por quinasas, proceso en
equilibrio con su desfosforilacion catalizada por fosfatasas. Por otro lado, el PNP y el PMP
pueden transformarse irreversiblemente en PLP por accion de la enzima oxidasa
correspondiente. La transformacion de PMP a PLP también es catalizada por transaminasas,
siendo en este caso un proceso reversible. Finalmente, el PL se oxida a acido 4-piridoxico (PA)
gue se excreta en la orina. La concentracion de PA es utilizada como parametro de control del

nivel de vitamina B en el organismo, considerandose adecuada la etidimde 3 pmol/dia

[LEKLEM, 1990].
OH
HO\ //
HO N quinasa
| > fosfatasa
N

CHj3
Piridoxina (PN) 5'-Fosfato de Piridoxina (PNP)
oxidasa
(o] H o
HO\ //
OH .
<oxidasa HO | X _gqumasa
P fosfatasa
N CH,
Acido piridéxico (PA) Piridoxal (PL) 5'-Fosfato de Piridoxal (PLP)
transaminasa oxidasa
NH,
ox _ HO~ //
HO N quinasa
| fosfatasa
Z
N CH,
Piridoxamina (PM) 5'-Fosfato de Piridoxamina (PMP)

Esquema 1.11nterconversién de los vitameros de la vitamiga B
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El PLP es el vitamero de mayor concentracién, tanto en el plasma como en los glébulos
rojos, con un valor aproximado de 160 nM y 100 nM, respectivamente. La concentracidon del
resto de los vitAmeros es mucho menor. Por ejemplo, en los glébulos rojos, las concentraciones
de PL y PMP son 72 nM y 7 nM, respectivamente, mientras que la concentracién de PA no es
detectableBuscr 2010] y las concentraciones de PL y PA en plasma son de 42 pM,

respectivamente {BcH 2010].

1.1.2. LA VITAMINA Bs COMO COFACTOR ENZIMATICO

El PLP es el vitAmero Bbioldgicamente mas activo porque actia como cafacto
enzimético en una enorme variedad de transformaciones bioquimicas. No obstante, el PMP
también tiene un importante papel catalitico en el metabolismo de aminoé&cidos a través de su
interconversion con PLP actuando de cofactor en algunas enzimas PLP depejmhientes
1986].

Por otro lado, el PMP es el cofactor del enzima CDP-6-dastnao-D-glicero-4-
hexubsa-3-deshidrasa {Efigura 1.2), donde actla catalizando la reacciédedmxigenacion
que conduce a la sintesis de 3,6-didesoxihekoSastrata de una enzima homodimérica que
coniene una molécula de PMP y un centro [2Fe-2S] por subufridesbon 1993][Liu, 1998]. La
uniéndel PMP con la proteina es a través de enlaces no covalentes, siendo el fosfato uno de los
principales grupos de anclajeansonius 1998][Hennic, 1997) EI mecanismo de la reaccién
(esquema 1.2) se inicia por formacion de una BS entre el PMP y el grupo carbonilico en
posicion C(4) del sustrat@CDP-6-desoxi-4-ceto-glucosaPosteriormente, se extrae el proton
de la posicién C(4’) del compuesto PMP-sustrato, o que induce la eliminacion del 3-OH
generando un intermedio que se reduce por la accion simultanea de otro engirea (E

asociacion con el clister metaligee, 2002].

Figura 1.2. CDP-6-desoxi-treoD-glicero-4-hexulosa-3-deshidrasa; E
(codigo pdb: 3bcx). El cofactor se representa con bolas (codigo de
colores: C en gris, O en rojo, N en azul y P en naranja).

! Las 3,6-didesoxihexosas se encuentran formando gttt lipopolisacaridos de algunas bacterias gram negativas
y, ademas, suelen ser responsables de la respuesta inmune de los organismos BupesEng<990]



Capitulo 1. Introduccion

CDP-6-desoxi-4-ceto-glucosa

o. Me,
(o}

HO

3 OH
ocpp

PMP

0. 0.

H Me Me, o H Me
N+
OH OH
= oCDP / \ V% R ocpp
. —_— HN* o

2-0,P0
[2Fe»2$]1"v\
'd 24 \
[2Fe-25]21 ([ZFe—ZS] Eg

[2Fe-25)&

FADH" / NAD*
[FADH] )\
NADH

FAD
[2Fe -25]%*
[2Fe-25]1**\\1[2Fe 25
J
\%[ZFe-ZS]Z*
%é\ocm’ m'

OCDP
20,p0 CDP-3, 6-didesoxi-4-ceto-glucosa

Esquema 1.2Mecanismo de la enzima PMP-dependi€ni2P-
6-desoxi-L-treoD-glicero-4-hexulosa-3-deshidrasa)E
Las enzimas PLP-dependientes presentan en el sitio activo la union del PLP con el
grupoe-amino de una de sus Lys mediante la formacién de una BS. El grupo fosfato del PLP
también desempefia un importante papel en el anclaje, ya que forma puentes de hidrégeno e
interacciones no covalentes con diferentes residuos (figurg@An&)nius 1998] Se ha sugerido
quelos demas sustituyentes no son necesarios para la unién con la enzima, al menos no de
forma general para todos las enzimas PLP-dependienies{p1986].
Excepto en el caso de la enzima glucégeno fosforilasa que utiliza el grupo fosfato del
PLP como catalizador acido-base en la reaccion fosforolitica del glucpgemy 2009] y de
la enzima aminomutasa que cataliza las reacciones radicalarias iniciadas en el enlace PLP—
aminoacido[Frey, 2001, el proceso catalitico en el resto de las enzimd® d&tpendientes se
basa en la importante capacidad para estabilizar carbaniones de las BSs de PLP. En este tipo de
enzimas, el proceso se inicia mediante el ataque de un aminoacido (sustrato) sobre la BS

formada entre el PLP y el residuo Lys de la enzima, formando una diamina geminal (esquema

10
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1.3) [Tosias, 1975][AsHcER 1980] mediante un mecanismo cuyo paso limitante es el adela

amina sustrato sobre la aldimina inigiakkeLs 1983][SavA 2004 La liberacion de la Lys forma

una nueva BS con el grupe—amino del aminoacido, conocida como aldimina externa. La
funcidn inicial del PLP es estabilizar la carga negativa generada sobgeerl € estado de
transicion que se forma al eliminar el proton unido afi€la aldimina externa. En el esquema

1.3 ® muestra como la estabilizacion del anion esta asistida por la deslocalizaciéon de la carga

negativa a través del sistemded PLP, generando el intermedio quinongiler, 2004]

Lys258

0.
e
Ser257 H
/
Tyr225
L
N

/

Arg266. e H /
~ N P Sy J

N
I | /
H H

o]
“\8\/
Ser109 g

Figura 1.3. Unién del PLP a la tirosina aminotransferasa (cédigo pdb: 3tat)
formando una BS con la Lys258 y mediante anclaje de su grupo fosfato con
la Ser257, la Serl09 y la Arg266. Las lineas discontinuas negras sefialan los
puentes de hidrogeno, mientras que las verdes son interacgienes|
Asp222 estabiliza la carga positiva del N piridinico en el PLP.

Lys Lys,
) . NH,
Aminoacido

R— CH—COO" Coo" S 69
| Re = CO!
. Y
NH,
2 X R~ wmm - Lys NH
\_4 7 A

20;PO | N == 20,P0 | A 203P0 | N
@z (P @z

N” “emg N Semg N” “en,

Aldimina interna Diamina geminal Aldimina externa

Ry o »C0F R cod® R cod
7@ o/ ®
& — & = &
20,P0 X 20,P0 A
(o lo.
g CH3 CH3 g CHj3

- Quinonoide

Esquema 1.3La funcién inicial del PLP es deslocalizar, por resonancia en su sistema
m, la carga negativa generada sobre gd@ la pérdida del Hen la aldimina externa.
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Las reacciones que son PLP-catalizadas se pueden clasificar segun la posicion del
aminodcido en la que tienen lugar. Las reacciones en la posgi@gigiuyen la transaminacion,
descarboxilacién, racemizacién y eliminacién con sustitucion de un grupo R electrdéfilo, en
cambio, las reacciones en la posiciro y incluyen la eliminacién o sustitucién, como se

describe a continuacion.

= Transaminacion. Las transaminasas (figura 1.4) catalizan la reaccion de transferencia

del grupo amino entre un aminoacido y un cetoacido. El mecanismo de la reaccion se basa en
mantener al PLP en la forma protonada mediante la interaccion del N piridinico con un residuo
aspartato, ya que la protonacién de éste facilita la transferencia protdnica dgtAs{diovas

2009]. La protonacion (mediante catélisis acido-base)irtermedio carbanidnico genera una
cetoimina cuya hidrolisis produce, a través del intermedio carbinolamina (CA) correspondiente,
un cetodcido y PMP (esquema 1.4). La transaminacién se completa con el proceso inverso, en el
gue se forma una cetoimina entre el PMP y un nuevo cetodcido (sustrato) y se libera un nuevo

aminodcido con recuperacion del complejo PLP-engimaonius1998].

RYCOO- R\l/COO
NH H
o(® P +H* & &
e
20,P0 | A -H 20 po | A
(P L
INI CHj3 IIFI CH,
Intermedio carbaniénico Cetoimina
- HyOf| + Hy,O
Cetoacido R (‘\

Figura 1.4. Aspartato aminotransferasa CHs CHs
(cédigo pdb: lasn). El PLP se representa PMP Carbinolamina
con bolas (cédigo de colores: C en gris, O Esquema 1.4Mecanismo de la reaccion de
en rojo, N en azul y P en naranja). transaminacion.

= Racemizacion Esta reaccién consiste en la interconversion enantiomérica de los
aminodcidos, catalizada vivo por las racemasas (figura 1.5). El proceso implica, igual que en
las transaminasas, la abstraccion del protém @el aminoacido, aunque posteriormente se
produce la reprotonacion del intermedio reactivo en la misma posicion, si bien por la cara
opuesta (esquema 1.5). En transaminasas la posicion favorecida para la protonacion del

intermedio es la 4. En racemasas, el nitrdgeno piridinico interacciona con un grupo NH
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Capitulo 1. Introduccion

guanidinio de un residuo arginifgaw, 1997, dificultandose de esta forma la generacion de un
tipico intermedio quinonoide.

Estudios experimentalefGriswoLn 2011][Toney, 2011] Y tedricos [CasasNovas, 2009]
dedacan la importancia del estado de protonacién del nitrégeno piridinico a la hora de controlar

las posiciones reprotonadas en los intermedios aniénicos generados.

H

R COoOo
He/ RIIlu--Y--mIIICOO_
N NH
7 o H /@ 6
20,P0 | > -H"  -20,PO | \
= =
N~ “CH; N~ “CH,
Aldimina externa
Intermedio carbaniénico
Lys-Proteina
NH
H 7@
R lmcoo t 20,PO | X @
=
. . T NH
Figura 1.5. Alanina racemasa (codigo 2 N TeHs
pdb: 1sft). ElI PLP se representa con bolas Aminoacido Aldimina interna
(cédigo de colores: C en gris, O en rojo, N
en azul y P en naranja). Esguema 1.5Mecanismo de racemizacion.

= Eliminacién B y sustitucién B. Las enzimas de PLP normalmente catalizan un Unico

tipo de reaccion o varias reacciones mecanisticamente relacionadas, comp-alimifecion

y la B-sustitucion. Algunos de los enzimas que pueden catalizar ambas reacciones son la tirosina
fenol liasalkumacal, 1970}, la triptofanasgsnert, 1975] o la O-acetilserina sulfidrilasa (cisteina
sintasa, figura 1.6)Cook, 2003} Como se muestra en el esquema 1.6, el mecanisramioias
reacciones se inicia con la estabilizacion del intermedio quinonoide mediante la eliminacion del
grupo electronegativo ) obteniendo asi un aminoacrilakeiLuies, 1965} En lap-eliminacion

se procede a la adicion del grupamino de la Lys al C(4’) del aminoacrilato, lo que implica la
recuperacion de la aldimina interna y la formacién de un aminoacido insaturado que se degrada
formando amoniaco y acido pirtvico. Enflssustitucién un grupo nucleéfilor) se adiciona

sobre el ¢ del aminoacrilato, protonandose posteriormente gangrar una aldimina externa.

La reaccidn concluye con la hidrélisis de ésta lo que genera el amin@asigtituido y la

recuperacion de la aldimina intenoeLrHin, 1986].
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Figura 1.6. O-acetilserina sulfidrilasa (cddigo pdb: 1o0as). El PLP se representa
con bolas (cédigo de colores: C en gris, O en rojo, N en azul y P en naranja).

_ coo
< /\l/coo
L_,) - - e-amino Aldimina H,C._ _COO
¢ - 20,PO | N & = interna NH
CH, (:li/ CH, l + H,0
Quinonoide Aminoacrilato Acido piravico + NHj
el Y~
H
Y/Y coo Y- Hzc+coo'
o " 7o, gy
.
20,PO | X ¢ +i+ “205P0 | \ E— +

¥ on, ¥ om  pmineicde

Aldimina externa

Esquema 1.6Mecanismo d@-eliminacién yB-sustitucion.

= Eliminacién y y sustitucidon y. Un conjunto pequefio de enzimas PLP dependientes

tienen la capacidad de llevar a cabag-kliminacion o lay-sustitucién, como ocurre con ya
cistationasa (figura 1.7pe BiLLy, 1975, Ambos procesos se inician con la eliminacion detléd

la aldimina externa seguida por la tautomerizacion de esta estructura obteniendo el intermedio
quinonoide del esquema 1.7. Posteriormente, se eliming gl éfl grupo saliente ep paa

formar un intermedio vinilico. En Ig-eliminacion se procede a la protonacion e hidrolisis a
partir de la cual se recupera la aldimina interna y se produce el acido 2-oxobutirico y amoniaco.
La y-sustitucion tiene lugar por la adicién Michael de un nucledfilo diferevitecgn la
consiguiente transferencia de protones hasta obtener la aldimina interna y un amipoécido

sustituido [RLcic, 1986].
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Figura 1.7. y-cistationasa (cédigo pdb: 1n8p). El PLP se representa con
bolas (cddigo de colores: C en gris, O en rojo, N en azul y P en naranja).

X coo A\, €00 coo Aldimina int
\/m /m /\/ na interna

-H'() +
- NH
- X +H 7® +H,0
S (3 “H S acido 2-oxobutirico
20,PO | A .
N @z
CH, N CHs N “om, NH,
Quinonoide Cetoimina
el Y
Y\/\/OOO’ Y\/\KOOO’
NH Y gH Aldimina interna
(o =i & —Ho .
20,P0 -H" -20.p0 N
3 | s | o Aminoécido
N sustituido
g CHj; N o, ¥

Aldimina externa

Esquema 1.7 Mecanismo dg-eliminacion yy-sustitucion.

= Descarboxilacidn La descarboxilacidbn estd catalizada por descarboxilasas (p. e€j:

aspartato descarboxilasa, glutamato descarboxilasa o la arginina descarboxilasa mostrada en la
figura 1.8, entre otras) y tiene como objetivo la transformacion de los aminoacidos en aminas
que se utilizaran en la neurotransmision. La orientacion perpendicular del grupo carboxilico con
respecto a la imina favorece la descarboxilacién, que empieza con la pérdida dedenu@®

aldimina externa, produciendo el intermedio quinonoide. La posterior protonacion genera una
nueva aldimina externa que por hidrdlisis libera la amina primaria y finaliza con la recuperacion

del anclaje PLP-enzima (esquema 1r&)cic, 1986][MARTELL 1989][FOGLE, 2010}
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Figura 1.8. Arginina descarboxilasa (codigo

pdb: 3nzp). El PLP se representa con bolas
(codigo de colores: C en gris, O en rojo, N en

azul y P en naranja).

Aldimina externa

Aldimina interna

+

Amina

Aldimina
Esquema 1.8Mecanismo de descarboxilacion.

a-Eliminacion y sustitucién. Otras enzimas PLP-dependientes catalizan la rotura del

enlace G-C; lo que es una variante de la reaccion retro-al@ole este tipo de enzimas, la

enzima mas estudiada es la serina hidroximetiltransferasa (figur&4b,2)000] que convierte

reversiblemente serina en glicina. La reaccibn empieza con la desprotonacion del grupo

hidroxilo de la serina, por lo que se libera un formaldehido (FA) a la vez que se genera un
intermedio quinonoide. La protonacion de] @e este intermedio genera la aldimina de la

glicina, cuya hidrolisis da como producto final la glicina y recupera la unién PLP-enzima

(esquema 1.9MaArTELL 1989]

Figura 1.9. Serina hidroximetiltransferasa
(cédigo pdb: 1kkj). EI PLP se representa
con bolas (cédigo de colores: C en verde,
O en rojo, N en azul y P en naranja).
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1.1.3. PATOLOGIAS ASOCIADAS A ABSORCIONES INADECUADAS DE
VITAMINA Be

Como se ha indicado anteriormente, una buena partesderocesos vitales de los
organismos estan condicionados por la accion de los vitamerosloBobstante, estudios
médicos indican que, a altas concentraciones, esta vitamina es neurotéxica y causa neuropatia,
ataxia, debilidad muscular, pérdida del equilibrio, dafios neuronales con pérdida de mielina y
degeneracion de los nervios sensitivos. Por esto, las recomendaciones nutricionales dan un nivel
maximo consumible diariamente durante toda la vida de 0,17 mg por kg de masa corporal, lo
que equivale a 10 mg/dia para una persona de @fkkger 2011]. En algunos casos de sujetos
quepresentan una baja afinidad por la coenzima, es necesario una concentracion de PLP en los
tejidos mucho mayor de lo habitual, para que estas enzimas presenten una actividad
significativa. So6lo en estos casos se requieren suplementos de vitagnera Brma de
piridoxina clorhidratada en cantidades de 200 a 1000 ngidiaon 2006},

También se han recomendado suplementos de vitamjn@nBel caso de algunos
cuaros clinicos que se describen mas abajo, en los que estd implicito un mecanismo
bioguimico o fisiolégico para justificar su uso. De la misma manera, estos suplementos se han
utilizado sin ninguna razoén tedrica para otras condiciones en las que los estudios demuestran
que los pacientes afectados presentan niveles insuficientes de vitaymi®im Bmbargo, en

ambos casos su eficacia es poco evid@ueer 2011].

» Hipertension El déficit de vitamina Baumenta la respuesta de los 6rganos diana hacia
las hormonas exdgenas (como los glucocorticoides), cuya hipersecrecion e incremento de
sensibilidad provoca hipertension. Un suplemento de vitaminacBementaria la cisteina en
los tejidos, que es un agente secuestrador de aldehidos, previniendo el desarrollo de la

hipertensionALLcoop, 1992}

» Enfermedades cardiovascularesLa homocisteina se degrada a cisteina mediante
reacciones catalizadas por enzimas PLP-dependientes, por lo que la deficiencia de viamina B
genera su incremento. Elevados niveles de homocisteina son un factor de riesgo para la

arterosclerosis, las apoplejias y las enfermedades coroBatias 1997]

* Intolerancia a la glucosa La intolerancia a la glucosa asociada con la ingesta de
estrégenos como anticonceptivos o el embarazo causan, probablemente, alteraciones en el
metabolismo del triptéfano, en el cual estan implicadas algunas enzimas PLP-dependientes. La
baja concentracion de vitaming Bumenta los niveles en plasma de los metabolitos del
triptéfano (quinurenina y andlogos, &cido xanturénico y &cido quinolinico) que inhiben el
enzima clave de la gluconeogénesis y la sintesis de infgdinar 2011} Recientemente, como

se tratar4 mas adelante, se ha demostrado que la PM es un inhibidor de las consecuencias del
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pobre control glicido en la diabetes, reduciendo la formacién de los productos avanzados de

glicacidn [\ozivan 2005][HAGIWARA 2009].

e Cancer. Niveles inadecuados de vitaming Bueden ser un factor de desarrollo de
cancer de pecho, de utero, de prostata y de colon. La inhibicion de la proliferacion celular por
parte de la vitaminagse puede explicar a través de dos mecanismos. Pparteala reaccion
PLP-dependiente de la serina hidroximetiltransferasa es la mayor fuente de grupos metilo para
la metilacion del ADN vy las histonas. Por otro lado, el PLP inhibe muchos enzimas que unen

sustratos fosforilados, incluyendo las polimerasas de ADN y BERiSeER 2011]

« Disminucion de las funciones cognitiva€xisten algunas evidencias de que el déficit
de vitamina B esta asociado con la pérdida cognitiva en las pesSnagiore$SpINNEKER 2007).
Supkmentos moderados de PN mejoran la memoria a largo [plazoy, 1992], y también se
hanusado en programas para el tratamiento del autismo desde la década didesdboL

2009)].

» Depresion. El enzima clave de la sintesis de la serotonina requiere el PLP como
cofactor, por lo que, niveles bajos de vitaminapBeden provocar una disminucion en la

cone@ntracion de serotonina, condicién asociada a la depresion (@inicer 2011]

» Enfermedad renal crénica. La deficiencia de vitaminas es comun en las personas con
disfunciones renales cronicas. La falta de vitamigas® asocia a la actividad renal de
eliminacién de la homocisteina del plasma, proceso catalizado por enzimas PLP-dependientes
[BuscH 20101 Este factor puede derivar en otras complicacionemo enfermedades

cardiovasculares o anemia.
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1.2. BASES DE SCHIFF DERIVADAS DE VITAMEROS B¢

Como se ha indicado anteriormente, la mayoria derdasciones cataliticas que
implican la presencia de la vitaming @anto del PLP como del PMP) pasan por la formacion
deuna BS, lo que explica los numerosos estudios realizados sobre este tipo de reacciones.

El primer paso del mecanismo es el ataque nucledfilo del grupo amino de un
aminodcido sobre el grupo carbonilico del piridoxal (PL y PLP) o de la piridoxamina (PM y
PMP) sobre el carbonilo de un cetoacido, formandose rapidamente, en ambos casos, un
intermedio CA. El segundo paso corresponde a la deshidratacion de la CA para formar una BS,
siendo el paso limitante de la reaccjékver 1980][SaLvA 2003A} Como se indicé anteriormente
(apartado 1.1.2 de este capitulo), las BSs de los diferentes vitAmeros estabilizan muy bien la
generacion de carbaniones, los cuales evolucionan posteriormente por diferentes caminos,
dependiendo del sitio activo enziméatico y del pH.

Por otro lado, hay que indicar que los vitamerg@y Bus BSs son capaces de actuar
conmo agentes complejantes de iones metélicos gracias a la presencia del grupo fenolato en 3, del
nitrégeno en 1, del sustituyente en 4 y del fosfato epenssing 1986] El estudio de sus
equilibrios de formacion de complejos ha suscitado especial interés ya que los iones metélicos
catalizan la transaminacid@ansow 1969], la desfosforilaciénmMonan, 1979], la desaldolacion, la

B-eliminacion o la descarboxilaciGmarsumotg 1981].

1.2.1. BASES DE SCHIFF DE PIRIDOXAL Y DE 5’-FOSFATO DE PIRIDOXAL

En el esquema 1.10 se muestra el equilibrio de fatmade las BSs de PL o PLP con
aminodcidos. La condensacién de estos reactivos conduce a la formacién de una CA, que por
deshidratacién produce una aldimina o BS. El ataque del grupo amino es el paso limitante a pH
bajos, mientras que a pH elevados el paso lento es la pérdida de la molécula de agua de la CA,
que presenta catdlisis 4cida gengrakoes 1963].

Las CAs son bastante inestables y dificiles de observar. Su cinética de formacién fue
estudiada por Hershey y Leussing en la reaccion entre la alanina y ghdrkfey 19771 La
congante de formacion de la CAg(c,) depende del estado de protonacion del PLP: para las
formas aniénicas el valor esta en torno aIMéh?, mientras que para las formagPHP ke.ca
= 810 M'h") y HPLP" (keca = 2:16° M'h™") es mayor. En cambio, la constante de
disociacion de la CAky.ca = 3-10 h™) no depende de la especie i6nica del PLP ya que a pH
bgo la estabilidad de la CA aumenta a la vez que aumenta su deshidratacién debido a la
presencia de un mayor numero de protones. Farago y Matthews observaron que en presencia de
CU** aumenta la proporcion de CA en mezclas de reac®BdLP y glutamato, aumentando

entre 3 y 50 veces el valor #ecs, segun la forma ionica del PLParacq 1969 A su vez,
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demostraron que dichos iones inhiben su deshidratacion disminuyendo el \kalg €letre 5 y

7 ordenes de magnitud.

R
o \NH
z H. ou
coo
OH
N =Y ~ _ Kean A0
Kp.-
R NH, 7 D-CA | -
K PL/PLP Carbinolamina
| Kp kp.gs || Keca
+H +
H + Hy0 -H,0
-H0 +H,0
coo PN R\
r OH | D
o ; HO__ _OH H N
R NH, !
: OH
' " \
R = cadena lateral del aminoacido JJ.HJJJ i Ha035PO R |
R' = OH (PL); OPO3H, (PLP) : W
BS

Esquema 1.10Mecanismo de formacion de las BSs de PL y PLP con aminoécidos.

La constante cinética de eliminacion de la molécula de agua de |&:=GA para el
sistema PLP-Ala es cuatro drdenes de magnitud inferior al valde glepara las especies
anidnicas, reduciéndose dicha diferencia a dos 6rdenes en condiciones+asislas 1977).

Ede incremento se atribuye a un cambio en el grupo saliente que pasaalebOHjracias a la

accion del proton del PLP, teniendo lugar una catalisis acida intramolecular. Hay que sefialar
que los valores die-ca para el PLP y sus analogos con un grupo fenolafmsiciénorto son

mayores que los determinados para otros aldehidos, ya que la presencia de dicho grupo es capaz
de estabilizar el i6n iminio formadoeussing 1986). Finalmente, la constante de hidratacion de la

BS para formar la CA correspondiente. 9 presenta un valor de 2*101™*h* para la forma

HsPLP, el cual se incrementa con el [ptdrsHEy 1977].

Enla mayoria de los estudios cinéticos realizados, las constantes cinéticas medidas son
las globales de formacitii(sg) y de hidrolisis K459 de las BSs con respecto a los reactivos
iniciales (ecuacion 1.1), ya que la CA se forma en un rapido preequilibrio. La cokstaree
el producto de la constante de equilibrio de formacion de laKgA ¢ deke.ca(ecuacion 1.2),
cada una de estas constantes esta influida por distintos factores. Principalmente, depende de la
basicidad de la amina, pero también depende de las repulsiones electrostaticas, de los efectos
estéricos y de la electrofobicidad. Se ha observado que el vddoggds mayor para la especie
H,PLP respecto a las formas mas basicas, lo que se miirppmo el efecto de la catélisis

acida general para la deshidratacion de IgLEbssinG 1986]

Kr-Bs

R—CH=N—R' + H,0 (1.1)

R—CHO (PLP) + R'_NHZ
Ky-Bs H
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K. aKe
kF—BS = CAECA = KCA'kE—CA (12)

k D-CA

Debido a la importancia del PLP en el metabolismo de aminoacidos, son numerosos los
estudios en los que se han determinado las constantes cinéticas de formacién de las BSs entre el
PLP y aminoacidos. Se ha observado que el valég gisaumenta con el pH (intervalo de 3 —

11) desde valores de 60 hasta 2-M0'h™ (figura 1.10A) como resultado del aumento con el pH
dela concentracién de la forma amina libre reactiva. Si se define la constante cinética para cada
especie iénica se observa un aumentd:ge con la protonacionkfgs = 5-16 M*h* para la

especie PLP y kegs = 2-16" M'h™ para la especieRLP), consecuencia de la catélisis acida
intramolecular confirmada por la obtencion de un ajuste lineal al realizar la representacion de
Bronsted log Ke.se VS log KLr), Obteniendo valores deen el rango 0,71 — 0,8eTzLeR
1980][VAzQuEZ 1989, 1990A, 1992A, 1992B, 1992D}EEVARRIA 2005]. Cabe mencionar que los estudios

de Uor y cols. excluyeron la posible influencia de una catalisis &cida general de los tampones en
esta reaccion [or, 1984][SAncHEZRuIZ, 1982].

Por otra parte, los valores obtenidos de las constantes de hidilisis disminuyen
desle pH basico a pH 9,0, pasa por un minimo y posteriormente aumenta hasta pH 6,0,
tomando luego un valor constante (figura 1.10B). Los valorés gisse encuentran en el rango
6 —350 K. De los aminoacidos estudiadol leucina vy la isoleucina son los que presentan
valores menores di;gs 10 que sugiere que la ausencia de grupos ionicds esdena lateral
del aminoacido estabiliza el enlace iministetzLEr 1980][VAzQuEZ 1989, 1990A, 1992A, 1992B,

1992D][ECHEVARRIA 2005].

A B
4,5
2,04
4,0 1
P 1,84
= ] a
T35 = 164
: 2
g , xI 1,4 4
~ D 1,2
> 2,51 o b
o
201 1,01
0,8 1
4 5 6 7 8 9 10 11 4 5 6 7 8 9 10 11
pH pH

Figura 1.10. Tendencia del valor de las constantes cinéticas microscopicas de la reaccion
del PLP con aminodcidos en funcion del pH. A) Constante de formacion de ka RS (
B) Constante de hidrdlisis de la B, 9. Datos obtenidos d&AzqQuez 1990A]

2 Existen datos bibliogréficos de las constantes icagtle formacion e hidrélisis de las BSs formadas entre el PLP y
los aminoéacidos siguientes: glicina, leucina, isoleucina, histidina, serina, triptéfano, valina y acido glutamico.
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Echevarria y cols. calcularon la energia de activacE) ¥y los parametros de
adivacion AH” y AS) para la reaccion entre el triptéfano y el PLP. Lakres deE, y AH
aumentan con el incremento del numero de cargasivegydel PLP, mostrando valores entre 1
y 40 kJ mof para ambos parametros. Por el contrario, en el gocde hidrélisis de la BS estos
pardmetros no muestran ninguna relacion concluyente con el estado de protonacion de la BS y
presenta valores entre 15 y 65 kJ Tndlos valores d&AS’ son negativos en ambos casos, en
conmrdancia con la disminucién de grados de libertad en el estado de trafisieidnrria
2005].

En estos trabajos también se han determinado las constantes de equilibrio de formacion
de las BSsKgs = krs/ kq.g). LOS resultados muestran que las BSs incrementastabilidad a
medida que aumenta el pH, hasta valores situados eikg @é la amina del aminoé&cido y el
mayor valor depK, del PLP (aproximadamente a pH = 8,5 — 9, figura 111d9.aminoacidos
estudiados presentan valores Kig entre 0,6 y 1600 M [MeTzLeR 1980][VAzQUEZ 1989, 1990A,

1992A, 1992B, 1992D][ECHEVARRIZ005].

3,51
3,0 1
2,51

2,04

log Kgg (M)

15

1,04

0,5

Figura 1.11. Tendencia de la variacién de la constante de
equilibrio (Kgg de la reaccion del PLP con aminoacidos en
funcion del pH. Datos obtenidos péizQuez 1990A]

La BS formada entre el PLP y diferentes aminoacidos es inestable y se descompone
lentamente debido a que la activacion del protoroesel residuo del aminoécido puede
conducir hacia las reacciones de transamina@i@iminacion o desaldolacion (esquema 1.4,

1.6 y 1.9, respectivamente). De entre estas reacciones, la transaminacion es el proceso mas
importante[Vizquez 1991A][LeussiNg 1986], formando reversiblemente en el rango de pH de 4 a

12 d cetoacido correspondiente y PMP. La reaccion puede ser catalizada por el amino&cido (a
pH acido) o por el agua (a pH basipmzquez 1991A, 19928]

Se han analizado los efectos de los sustituyentes del grupo aldehidico sobre la
estabilidad de la BS. Vazquez y cols. compararon el PLP con el PL y el 5-deoxipiridoxal

(DPL), concluyendo que todos los grupos protonables del PLP estan involucrados en la catalisis
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acida intramoleculalvazquez 1989, 1990B] En este sentido, el estudio de Huang y cols. indicé
que tanto el fosfato libre presente en la disolucion tampon como el fosfato unido al PLP pueden
incrementar la formacién de la BSuang, 2001} Por otro lado, aunque el grupo fosfato no
propaciona una estabilidad adicional a la BS, las BSs del PL estdn muy afectadas por la
formacion del hemiacetal ciclico de este compuesto por lo que presentan valdas de
menores [VAzquez 1989, 1990B] Una caracterizacion mas rigurosa de estos efectus lfgvado a

cabo comparando la reactividad de distintos aldehidos: salicilaldebidens 1968], piridina-
4-ddehido [FrencH 1964], 3-hidroxipiridina-4-carbaldehidpmerzier 1980}, benzaldehido y 4-
hidroxibenzaldehiddCruceiras 20091 En estos estudios se concluyé que el anion fenolato
presente en el PLP es el responsable de la mayor parte de la estabilizacion de la BS ya que
posibilita un enlace de hidrégeno intramolecular.

También se ha estudiado el sistema de reaccion entre el PLP y otras aminas como el
acidoe-aminocaproicqvazquez 1990A} la n-hexilamingGarcia beLVapo, 1987], la dodecilamina
[VAzQuez 1992C] polialilaminas [Garcia DpeL Vapo, 1995], polilisinas [EcHevarria 1988],
copolpéptidos[EcHevarria 1999] Y compuestos hidrazinic@scHevarria 2000). Aunque el perfil
dereaccion es similar al obtenido en la reaccion con los aminoacidos, los valéras sen
mayores, sobre todo a pH acido y neutro, debido al caracter anfifilico de estos compuestos. La
CA se rodea de la parte polar de las moléculas, lo que favorece su deshidratacion. A su vez, los
valores dekygs son menores porque el enlace iminico queda protegidoep@&ntorno
hidrofébico resultando inaccesible para las moléculas de agua. De hdghg,da las BSs del
PLP y las polilisinas dependen del peso molecular del polimero, decreciendo su valor cuando el
peso molecular se incremenicHevarria 1988]. De igual manera, la presencia de cadenas
laterales que contienen grupos aromaticos favorecen la formacion de [kExHBGrria 1999,

2000].

La variacion de la polaridad del medio utilizando mezclas de disolvgsuesa pev
VaDO, 1988][PLAzA DELPINO, 1995] O la presencia de surfactanpeszquez 1992A, 1992CRumenta la
edabilidad de la BS. El descenso de la polaridad del medio se refleja en un aumento de las
constantes cinéticas de formacion y en la disminucion de la constante de hidrélisis, como
consecuencia de la pérdida de eficiencia del proceso de catalisis 4cida intramolecular.

Las BSs del PLP son capaces de formar complejos con iones metalicos mediante el
nitrégeno piridinico, el fenolato y el sustituyente en la posicién 4 (el grupo carboxilato en las
BSs de aminoacidos), tal y como se muestra en la figura 1.12. Se unefi &r@ando
conplejos con indice de coordinacion 1:1, con geometria cuadrada plana donde la cuarta
posicién de coordinacién la ocupa una molécula de agua. En cambio, presentan indice de
coordinacién 2:1 en complejos de?NiFe" [Henert 1963, Mn?*, Zr*" [CHirsTen 1985] y Al®*

[ABBOTT, 1970}, con geometria octaédrica. Recientemente, se mgtizado y caracterizado
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complejos de Zfi, C¥" y VO** de BS entre el PL y compuestos que presentan domsmi

primarias, formando asi BSs con dos moléculas del/kag 2010, 2011][MKHERIEE 2011]

Figura 1.12. Estructura de los complejos metalicos de las BSs de PL o PLP, si se
sustituye la posicion 5’ por un grupo fosfato. A) Indice de coordinacion 1:1, con el
CW?*. B) indice de coordinacién 2:1, con efke

El PL y PLP también se coordinan con iones metélicos mediante sus grupos formilo y
fenolato, aunque en el caso del PLP la posicion del metal en la coordinacion depende de su
forma iénica (en el HPLPo HPLP se coloca entre el formilo y el fosfato, y en el Plse sitta
ente el formilo y el fenolato)Leussing 1986 A pesar de esta coordinacién, el metal es
cinéticamente inerte, es decir, se compleja a la BS una vez formada. No obstante, la
concentraciéon de BS aumenta con la presencia de los metales en digelugiarv, 1973),
cuantificando que el valor dk-gs aumenta 10veces en la reaccién entre el Ig”lgPIa alanina,
siendo dicho efecto menos acusado para las formas mas protonadas (letNeL®83]. Los
complejos formados con Glson estables en todo el rango de pH, mientras quie @ sélo
apH superior a 5 y los de oxovanadato {)Qinicamente a pH acid®urakam, 19731 Se han
determinado las constantes de equilibrio de los complejos de estos iones con las BSs del PLP y
del PL con varios aminoacidos obteniendo valoregé., en el intervalo 5,5 — 16/5avis,

1961][L EUSSING 1966][FELTY, 1970][WENG, 1983][SHANBHAG 1990].

1.2.2. BASES DE SCHIFF DE PIRIDOXAMINA Y 5’-FOSFATO DE PIRIDOXAMINA

El mecanismo de la formacién de las BSs de PM o PdARyoupos carbonilicos consta
también de dos pasos: formacion de una CA y deshidratacion de ésta para formar la imina,
siendo éste ultimo el paso limitante de la reaccidén. Sin embargo, al contrario de lo que ocurre
con el PLP, las BSs de PMP no necesitan ninguna molécula de agua que facilite la transferencia
protdnica, ya que el ordenamiento espacial de sus grupos funcionales aseguran que todos los
intercambios de protones sean intramolecul@rescaCasTre 2010]. Las BSs de PM o PMP se
caracterizan porque su enlace imina queda separado del anillo piridinico por un grupo metileno

que impide la deslocalizaciétielectrénica. Como consecuencia, el espectro electronico se ve
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muy poco alterado con respecto al de la PM o PMP, lo que ha supuesto una importante
dificultad metodoldgica en su estudio.

Felty y LeussingFeLty, 1974] determinaron la constante de equilibrio correspandia
la formacion de la BS entre la especie PMPel piruvato Kgs = 12,6 M%). Posteriormente,
otros autores estudiaron el efecto del pH sobre las constantes de equilibrio de formacion de BSs
de la PM, ya que este factor condiciona la existencia de las diferentes especies iénicas de la PM
o PMP en disolucién, y también modifica la proporcion de grupo carbonilico reactivo. En el
estudio de la reaccion entre la PM y el 4cido 3-metil-2-oxobutanodioico se demostré que a pH
inferior a 2 la formacion de la BS es practicamente inexistente debido a la completa protonacion
de la PM, siendo aproximadamente 9 el pH optimo para la formacion de la cetimina, obteniendo
un valor de la constante de equilibrio de 7[KusaLa, 1983}

En el esquema 1.11 se muestran los equilibrios de tautomerizacion cetimina-aldimina en
las BSs de PMPruen, 1985] Si la BS se encuentra desprotonada el equilibriiesplaza hacia
la cetimina, mientras que si se presenta la forma monoprotonada el equilibrio se desplaza hacia

la aldimina.

/ N
o o
2-0,P0 = | Kirans= 1,3 20,P0 = |
AN AN
N CH, N CH,
H
-ooc\%R ooc R
N T
~
= H ll'l
0 Kyans= 0,13 o
2:0,P0 = | —rans= -2 2.0_po
AN
N CH, N CH,

Esquema 1.11Equilibrios de isomerizacion entre
la aldimina y su cetimina.

Voziyan y cols[Vozivan 2002] demostraron que la PM es capaz de reaccionar con los
productos de la glicacion no enzimatica, como el glioxal (GO), el metilglioxal (MGO) y el
glicolaldehido (GLA). EI mecanismo de estas reacciones se inicia mediante el ataque nucleofilo
de la amina sobre el carbonilo formando una CA que se deshidrata para dar una BS. En el caso
de la reaccién del GO con la PM la BS evoluciona formando un compuesto hemiaminal ciclico
(HE) como resultado del ataque nucledfilo del fenolato sobre el enlace iminico (estructura HE-
GOPM en la figura 1.13). La condensacion de dos moléculas de HE-GOPM da lugar al GOPM.

En la reaccién entre el GLA y la PM se forma el GLAPM como producto final. En la figura
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1.13 también se muestra la estructura del MGOPM, caracterizada por Nagaraj y cols. como

producto final de la reaccion entre la PM y el MBiasarag 2002].

H X
" |
H
G OH
° [0}
HO =
H,C N H H,C N H
‘ 3 X N s
AN
H N CH, N
G OH OH
HE-GOPM o HO
H o
%/‘\N HO / ‘ N
HO - ///
N X N /
- H N CH,
GLAPM

/

\

o OH
HO = ‘ HO =
- |
H N CH3 H N CH,
GOPM MGOPM

Figura 1.13.Estructura del HE-GOPM, el GOPM, el GLAPM y del MGOPM.

Recientemente, Adrover y cols. han demostrado que también se forma un compuesto
HE en la reacciéon de la PM con el formaldehido (FA), el propanal y el &cido piravico,
demostrando mediante célculos tedricos que el compuesto HE es més estable que la imina. En el
estudio también se determina el valor de alguna de las constantes de equilibrio entre los
reactivos y la CA, la BS y el compuesto HE y se comprueba que la metilacion del fenolato
piridinico, asociada a la formacion del HE, provoca cambios en la distribucién electronica del
anillo piridinico que modifica el espectro de la PMrfgver 20098}

Las primeras constantes cinéticas de formacion e hidrélisis de BSs de PM se obtuvieron
en el estudio de su reaccién en condiciones fisioldégicas con hexosas y pentosas (compuestos
carbonilicos que inician la glicacibn no enzimatica al reaccionar con los grupos amino de
biomoléculagb ver 1991). Los valores dé&gsestan comprendidos entre 6 §0,5-10 M™ h™,
mientras que l&, s presenta valores entre 1y 25, Para ambas constantes se han obtenido
valores del mismo orden de magnitud que para la reaccion del PLP con aminoacidos. De igual
manera que en los casos anteriores, la BS no es el producto final, sino que se encuentra en
equilibrio con el compuesto HE, ademas de que ambos compuestos evolucionan dando como
productos finales el PL, la PN y el PA, entre otregdrer 2005, 2007]

La dificultad experimental de detectar las BSs de PM ha hecho que se utilice NaCNBH
para analizar su formacion. Como se ve en el esquema 1.12, el NaCéRlde selectivamente
el enlace imina a pH neutro sin afectar a los grupos carbonilo, formando irreversiblemente una
amina secundaria, llamada BS reducida (red8BjcH 1971} Las redSBs fueron los Unicos
compuestos detectados como producto de las reacciones de la PM con aldehidos y cetonas . Los

valores dekegs obtenidos para las cetonds.ds = 5-16 M™ h') son de 3 a 6 6rdenes de
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magnitud inferiores que las constantes obtenidas para los alddqiges3-10 — 2.16 M™* hh),

conp consecuencia de la menor reactividad del grupo carbonilo de las cetonas. La forma
reactiva de la PM a pH neutro presenta su grupo amina desprotonado y su grupo fenolato
protonado, lo que favorece la formacion de un enlace de hidrégeno intramolecular que reduce la
densidad de carga negativa del grupo amina primario, por lo que las constantes rklglivas (

pama cetonas y aldehidos varian entre 1,5 y 660WWIAorover 2009A]

R,
R
NP Ra) M
NH, [ l
NH NH
OH o
HO =4
| + )J\ kees -HQ g >\ A~  NacNBH; HO N\ M
N en, RO Ra g pg *HO ~ | « |
H H g CH, H g CH,

Esquema 1.12Mecanismo de formacion de una amina secundaria mediante
reduccion selectiva de la BS formada entre la PM vy diferentes compuestos
carbonilicos, los cuales definen los sustituyenteg R.

Andlogamente, se obtuvieron las constantes cinéticas de la reaccién de la PM con
modelos de compuestos de Amadori, obteniendo valores muy inferiores a los determinados
anteriormente, lo que es clara evidencia de que la PM no inhibe por esta via las reacciones post-
Amadori. El efecto inhibidor de la PM sobre los compuestos de Amadori se basa en la
complejacion de los iones metélicos que catalizan las reacciones de oxidacion de post-Amadori
[ADROVER 2008A]

Se ha estudiado la formacion de complejos entre la PM o el PMP con metales divalentes
(Zn**y C*") con indice de coordinacion 2:1, siendo el grupolten en 3 y amino en 4’ los
sitios de coordinacidfFrankuin 1980A} Se ha calculado la constante de equilibrio del cejmpl
formado entre la PM y el Zf) obteniendo un valor deg Keq = 3,4[ADROVER 2008A] En el caso
de la PM con C@" se generan complejos con geometria plana cuadradaantedia
participacion de dos ligandos PM (figura 1.]@}tecaCastrg 2009 mientras que con Eese
forman complejos [Fe(PM]) de geometria octaédrica distorsiongdarecaCastrg 2012]. Las
BSs de PMP también son capaces de formar complejos con iones metalicos, con indice de
coordinacion 2:1 (figura 1.14). Se ha tabulado la constante de equilibrio de complejacion de la
BS de PMP—piruvato (especie totalmente desprotonada) ¢énabteniendo un valor deg
Keq = 6,6 [FELTY, 1974] Gunther y cols. detectaron que los complejos de ZiPRiwato y de
Cu-PM-Piruvato evolucionan gradualmente hacia los correspondientes complejos metalicos de

PL-Ala, evidenciando por tanto su mayor estabilidad en disoluciéon geussarn 1954].
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Figura 1.14.A) Complejo de la PM con Gl(2:1) con geometria plana
cuadrada. B) Complejo de la PM con®F€3:1) con geometria octaédrica.
C) Complejo de la BS de PM-Piruvato con indice de coordinacion 2:1.
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1.3. CARACTERISTICAS FISICO-QUIMICAS DE LA VITAMINA B¢ Y SUS
BASES DE SCHIFF

1.3.1. EQUILIBRIOS DE IONIZACION, TAUTOMERIZACION E HIDRATACION
Cada uno de los vitameros B a su vez, sus BSs derivadas presentan en sutesiruc
varios grupos funcionales que pueden adoptar diferentes estados de ionizacién (ver figura 1.1):
el grupo fosfato, el nitrogeno piridinico, el fenol, el grupo amina y el aldehido, que puede estar
en forma de aldehido libre o hidratado. Por tanto, existe un amplio nimero de diferentes formas
iGnicas y tautoméricas dependientes del pH y de la polaridad del medio, lo que condiciona en

gran medida su actividad biologica.

= PNy PNP.En el esquema 1.13 se muestran los equilibrios idnicos y tautoméricos de la
PN. La desprotonacion de la forma acidaRN") conduce a la forma iénica HPN que presenta
un equilibrio tautomérico entre la estructura en su forma fendlica (HPN(0)) y la estructura con
el proton unido al nitrogeno piridinico (HPN(%)). La constante de tautomeria tiene un valor de
8,13, por lo que la forma HPN(z) es la mayoritaria con un 90 % del total en disolucion acuosa.
También, se han calculado las microconstantes de ionizacioén que se indican en el esquema con
un método de valoracion espectrofotométrica con mdltiples longitudes dgTaxda-Movak,
2000]. En el esquema aparecen los valorepklemacroscopicos, siendo la especie RNmas
basca.

La PNP presenta las mismas especies ionicas que la PN, ademas de las correspondientes

a la ionizacién de su grupo fosfato; siendo sus valorgKgel,2, 5,0, 5,8 y 9,4BAzHULINA
1966].

N
sz =586 N CH, pk4 7.95 oH
HPN(O)

0 “H

\\*kl\‘ 49 pk3 =885 e
2PN+ H*

HPN (&)

pK, =49 pK,= 8,9
H,PNt =—— ~ HPN —=—— =~ pN-

Esquema 1.13Especies idnicas y tautoméricas del PN en disoluysidmzLeRr 1973].
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PL. El grupo en la posicién 4 del PL puede existir en disolucion acuosa en alguna de
estas tres formas diferentes: como un aldehido, como forma hidratada y como forma hemiacetal
obtenida por la reaccion intramolecular con el grupo hidroximetilo en 5'. Estudios de RMN han
mostrado que la proporcion de forma hidratada en disolucion acuosa es despreciable en
comparacion con las formas hemiacetéligasytnvk 1963], por lo que no se han considerado
los equilibrios de hidratacion en el esquema 1.14.

La especie catidnica AL’ presenta un equilibrio entre la forma hemiacetddgtddica;

no obstante, ésta Ultima constituye menos del 5 % del total de la forma i6nica. La especie HPL
se forma al desprotonarse la especie cationica, generando ademas un equilibrio tautomérico
entre el nitrégeno piridinico y el fenol, tanto en la forma aldehidica como en la hemiacetalica.
La suma de las formas HPL(a, +) y HPL(a, 0) representan el 8% del total de la especie HPL. La
pérdida del segundo proton genera la especie anionicaePUa cual la forma aldehidica
condituye un 15 % del totgHarris, 1976] LOS trabajos de Llor y colf.Lor 2000] muestran una

correlacion entre el porcentaje de las formas hemiacetalicas del PL y la polaridad del medio, asi

como la determinacion de algunas constantes de ionizacién microscopicas que se muestran en el
esquema 1.14.

“H H
| ba
o | \
+
H,PL o
CH, N CH;
H.PL (a, +)" H+ HoPL (he, +)"
k 4,15
pK, = 4,12 H
‘.’
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-
HPL CH,
HPL (a, %) HPL (he, )
o
o \1;1
pK, = 8,67 | (:’H
H* | x
=
CH, N CH,
HPL (a, 0) __ HPL(he, 0)
H* H
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Esquema 1.14Equilibrios &cido-base, tautomerizacién y hemiacetalizacién del PL
en disolucién. Las constantes de ionizacion fueron obtenidas a[B&2000].
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= PLP. En el esquema 1.15 se muestran los equilibrios del PLP en disolucion, donde se
observa que esta molécula tiene cinco estados de protonacion. Los valpigshde sido
deerminados a lo largo de los afios usando diferentes técnicas: valoracion potenciométrica
[AnDERsON 1964], UV-ViS [HARRIS, 1976] 'H-RMN [KOrRYTNYK 1970], BC-RMN [WITHERUP, 1975] Y
recientemente paPN-RMN [SHarIF, 2007]

Exceptuando la especie totalmente protonadd@i(R’) y la totalmente desprotonada
(PLP*), cada especie i6nica presenta equilibrios tautmweéry de hidratacion del grupo
aldehidico. La proporcion de forma hidratada domina a pH acidos, llegando a desplazar un 87 %
el equilibrio en la especie totalmente protonadd (). Este valor va disminuyendo hasta pH
4,2 donck la constante de equilibrio de hidratacié® € [hidratadd/[aldehidicd) vale uno
[CHAN-HuoT, 2010A} A partir de este pH la concentracion de forma lédia es menor que la
aldehidica (a pH 7,4 hay solamente un 13 % del PLP en forma hidratada), llegando a ser
despreciable a pH bésico. La proporcion de forma hidratada para el PL es mayor que para el
PLP en todo el rango de pH, lo que indica que la presencia del grupo fosfato en 5’ incrementa la
concentracion de forma aldehidica.

En el esquema 1.15 se indican loi,;s macroscopicos de las formas aldehidicas
(valores de la izquierda) y los de sus formas hidratadas (valores de la derecha). El primer proton
que se elimina corresponde a un hidrégeno del fosfato, formando asi la molgeiuRa Al
aurrentar el pH la forma aldehidica pierde el segundo protén antes que la forma hidratada, lo
que genera el ibn RLP. Este sistema presenta dos equilibrios tautoméente las especies
H,PLP(a, ) y H,PLP(a, 0) y otro entre las especiesPLP(h, £) y H,PLP(h, 0). Para ambos
casos, el tautbmero mayoritario es el que presenta el nitrégeno piridinico protonado y el fenol
desprotonado, aunque la constante de tautomeria presenta un valor diferente para la forma
aldehidica K = 0,4) y la forma hidratadaK(= 0,06). Esta diferencia puede entenderse en
términos de fortaleza del enlace de hidrogeno intramolecular, que es mayor en la forma
aldehidica por lo que presenta un mayor valor de constante de taufameriaor, 2010A}

La ionizacion del HPLP conduce a la formacion de la especie i6nica HPdue tiene
el fosfato totalmente desprotonado y es la especie fisiolégicamente mas importante. Los valores
de las constantes de tautomeria de esta especie son iguales a los determinados para la especie
H.PLP, comentados anteriormente. Finalmente, la pérdidaiiieho proton conduce a la
formacion de la especie més basica que contiene tres cargas negativas netas en su estructura
(PLP?).

Llor y cols.[LLor 1988] mostraron que tanto los equilibrios de hidratacioma los
tautoméricos presentan una fuerte dependencia con la hidrofilia del medio, ya que tanto las
formas hidratadas como las zwitteriénicas disminuyen su proporcion con el descenso de la

polaridad.
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Esquema 1.15Especies ionicas, tautoméricas e hidratadas del PLP en disolucién.
Y ANDERSON 1964] b[CHAN-HUOT, 2010A}

Bases de Schiff de PL y PLFEn el esquema 1.16 se muestran los equilibrios i6nicos y
tautoméricos de las BSs del PLP. Las BSs presentan tautomeria cetoendlica debido a la
presencia de los enlaceshddrogeno intramoleculares OHN. En disolucion acuosa se favorece
la formacion de la cetoenamina mientras que los disolventes no polares estabilizan la forma

enoliminica. Todas las constantes tautomeérikgsspn mayores que la unidad en disolventes
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acuosos, valor que se incrementa a pH acido debido a la protonacion del N piridinico. Entre pH

4y 10 el valor d&; se mantiene practicamente constante con valores 2nted para la BS del

N ena de la Lys, o valores mayores para compuestos con una basicidad mayor del atomo de

nitrdgeno [CHan-HuoT, 2010B} En el rango de pH entre 8 — 10 la BS presentaespscies

tautoméricas: HBS() (forma predominante), HBS&)y HBS(OY [VAzquez 1991B][MLANOVA
2004].

H,BS*
PKgs,
5
H.BS HO,PO
3
H CH3
PRgso .
H
R
1L+
=z \g
o
H,BS” 2-:0,PO = |
N
H N CH,
H y

H,BSE

CH,

3
HBS(-)% HBS(®)> HBS(0
. H,
PKps, H H R
A
2-:0,P0 = °
BS* |
x

Esquema 1.16Especies idnicas y tautoméricas de las BSs formadas entre el PLP
y un compuesto aminico cualquiera (R). Las flechas de equilibrio muestran la
especie tautomérica mayoritaria en disolucion acuosa, la forma cetoenamina.

Losvalores de las constantes de ionizacion de las BSs derivadas del PLP con diferentes

aminoacidos muestran que la cadena lateral apenas modifica su valor, obteniéndose los
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siguientes valores promedipKgs: =~ 3, pKes2 = 5,5, pKasz~ 6,5, pKess= 11,5[METzLER 1980]
[VAzQUEZ 1989, 1990A, 1992B, 1992DJfEEVARRIA 2005][CHaN-HuoT, 2010A} Para las BSs del PLP con
amnas primarias que poseen cadenas laterales hidrofébicas o para compuestos hidrazinicos se
obtienen valores ligeramente diferentpkas; = 3,5, pKgs2 = 6,0, pKasz= 7,5, pKass= 11,0
[VAzouEZz 1992C][EcHEVARRIA 1999, 2000][8ARIF, 2007]. Finalmente, también se tienen datos de los
pKy's de la BS entre el PLP y el acido 2-aminofosfopnojgit: pKgs:~ 6, pKgs2~ 6,7, pKess=
8,1, pKgss~ 12,6[SzrocAnicz 1984A]

Paa las BSs del PL se pueden considerar practicamente los mismos equilibrios i6nicos
y tautoméricos que para las BSs del PLP con la ausencia del grupo fosfato. Los vaiékss de
delas diferentes especies idnicas de diversas BS de PL son bastante parecidos a los de las BSs
de PLP. Por ejemplo, para las BSs con glicina son 3,0, 6,0 y 10iZ&uez 1989]
Recientemente, se ha determinadoplf de 10,5 para la BS del PL con la metilani®arir,
2007]. Para ambos casos, se observa una ligera disminuci@h ealor delpK, del proton

iminico respecto al determinado para las BSs del PLP.

= PMy PMP. La presencia del grupo amina en la posicion 4’ confiere a la PMP el mayor
namero de grupos ionizables de todos los vitAmegpw8equilibrios idnicos y tautoméricos se
muestran en el esquema 1.17. No se han realizado estudios para la determinacion de las
constantes de ionizacion de cada tautdmero, por lo que los valores que se dan en el esquema
hacen referencia a lopK,s de la especie idnica totapK, macroscépico). La primera
degrotonacion corresponde a la pérdida del primer proton del grupo fosfatopkuge ha
estimado inferior a 2,5. Entre pH 2,5 y 3,5 la especie idnigAMP" es la mayoritaria, cuya
ionizacién genera sucesivamente las especi®MA, HPMP y HPMFP. La existencia de
tantos tautdbmeros dificulta la asignacion del orden de ionizacion. De hecho, la disociacion del
segundo hidrégeno del grupo fosfato puede ocurrir en una cierta extension antes de que el fenol
se ioniceMeTzLer 1955]. Los zwitteriones EPMP(x) y HPMP(x) representan un 90 % del total
de sus especies i6nicas, mientras que la forma HPRPépresenta el 85 % del total de su
egecie iodnicaMeTzLer 1973][CHrisTEN 1985]. Finalmente, la especie totalmente desprotonada
PMP® presenta una constante de ionizacion relativametatd@que sugiere la existencia de un
fuerte enlace de hidrogeno entre el fenolato y la amina, y/o que el anillo aromatico es un buen
donador de electrongpolrHin, 1986] La PM presenta basicamente los mismos equilibrios
i6nicos y tautoméricos que la PMP, con constantes de ionizacién de 3,5, 8,1[vetd &k
1973]. La especie cationica de la PM;*") tiene un valor d@K, casi una unidad menor que
la especie catidnica del PL PL"), lo que indica que la PM es mas acida debido algac

positiva adicional de la amina primaria cercana al fenol.
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Esquema 1.17Especies idnicas y tautoméricas del PMP en disolysiémzLeR 1973]

Bases de Schiff de PM y PMPEnN el esquema 1.18 se presentan las diferentes especies

idnicas de la BS de la PM, suponiendo un esquema similar para las BSs de PMP. La especie
H " 3

sBS* es la forma méas &cida, que se desprotona genefamdpecie BBS', la cual presenta
un eguilibrio tautomérico entre las formasB8s(x)" y H,BS(+)". La forma HBS(-) tiene el N

w
(92}
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piridinico desprotonado, lo que implica una menor estabilizacion de la carga negativa del
fenolato (respecto a la forma,B8(z)"), induciendo de este modo una mayor fortaleza del
enlace de hidrégeno entre el fenolato y el hidrégeno iminico. Se ha sugerido que este cambio en
las interacciones intramoleculares puede favorecer el desplazamiento del protén desde la imina
al fenolato, formando una nueva microespecie HBS(0) en equilibrio tautomérico con HBS(-). A
pH superior a 11 la especie predominante es la BScual es relativamente inestable y
sugeptible de sufrir hidrolisis por catdlisis basica, lo que resulta en una disminucion de la
formacion de la B$usaca, 1983] Banks y cols. determinaron las constantes deaoidiz de la

BS formadas entre la PM y el acido piravico, estimando los valore&ge= 6,9 ypKgsz =
10,3[Banks, 1961]

+

H,BS** HO

' y HaBS?*
pRgs: RO C/R

H,BS* HO | X
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N CH,
H
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-
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R R R
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Esquema 1.18Especies idnicas de las BSs de PM en disoluciéon formadas con cetonas o
con compuestos aldehidicos (R’ = H). La forma tautomérica HBS(0), aunque sea una forma
minoritaria influye considerablemente en su reactividad y propieflades A, 1983].
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1.3.2. PROPIEDADES ESPECTROSCOPICAS
La importancia quimica y biolégica de los vitAmeros yBde sus derivados han
impulsado importantes estudios sobre diversas propiedades espectroscépicas de estas moléculas,
identificandose sefiales inequivocas para detectar su presencia y seguir su evolucién. En los

puntos siguientes se hace una pequefia revisién de las mas importantes.

1.3.2.1. Espectroscopia UV-Visible de absorcion

Entre las décadas de 1950 y 1990 se publicaron mestodios de la absorbancia de
los vitAmeros By de una variedad de analogos, en los cuales ddessfaque sus espectros
son pH-dependientes, lo que facilitd la determinacién de algunas de sus constantes de
ionizacion y de tautomeria (apartado 1.3.etzier 1955][ANDERSON 1964][BAZHULINA
1966][METZLER 1973][HARRIS, 1976][M:TZLER 1980][VAZQUEZ 1989, 1992B]

Los vitameros B presentan importantes bandas de absorcion situadgsrdgervalo de
200 a 400 nm. La posicion e intensidad de estas bandas dependen de la naturaleza de los
sustituyentes en 4y 5’ y de los estados de protonacion de los grupos ionizales, 1973]
[Morozoy, 1966}, que dependen a su vez del pH y de la polaridachééio. Como se ha indicado
en el apartado anterior, en disolucién acuosa, la vitamirse Bresenta mayoritariamente en
susformas zwitteribnicas. Su maximo de absorcion se sitia en torno a 320 nm a pH neutro,
excepto en el PLP que lo presenta a 390 nm (tabla 1.1 y 1.2). La polaridad del medio altera los
equilibrios tautomeéricos, hemiacetalicos o de hidratacién, modificando de manera importante la
posicién de los maximos de absorcion. Los estudios de Metzler yeela.er 1973] indican
también que un aumento de la temperatura incrementa la anchura de las bandas

espectroscdpicas, aunque no influye en su posicién.

Tabla 1.1. Longitud de onda de los maximos de absorcion de las formas iénicas y
tautoméricas del PL, PM y PN a 25 °C.

pL*® PM® ¢ PN

Especies A (nm) Especies A (nm) Especies L (nm)
H,PL (a, +) 320 HPM (+F° 292 HPN" 291
H.PL (he, +) 288 H.PM(2)" 325 HPN(x) 324,254
HPL (a, %) 386 HPM(+)" 294 HPN(O) 292
HPL (he, %) 316 H,PM(0) 277 PN 308
HPL (a, 0) 298 HPM(-) 309
HPL (he, 0) 276 HPM(%) 323
PL (a, -) 391 HPM(0) 283
PL (he, -) 301 PM(-) 308

A S L S
AMETZLER 1973] °[H ARRIS1976] [VILANOVA 2004]
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Tabla 1.2. Longitud de onda de los maximos de absorcion de las
formas iénicas y tautoméricas del PLP y PMP a 25 °C.

pLP® ¢ PMP?

Especies A (nm) Especies A (nm)
HsPLP(a,+) 336, 253 HPMP(+) 294
HsPLP(h,+) 294 HsPMP(£) 326
H,PLP(a, %) 390, 273 HsPMP(+) 292
H,PLP(h, %) 321, 250 HPMP(0) 280
H,PLP(a, 0) 351, 250 H,PMP () n. d.
H,PLP(h, 0) n. d. H,PMP(+) n. d.
HPLP(a, = 390, 270 H,PMP(0) n. d.
HPLP(h, +f 320, 250 HPMP() 307
HPLP(a, 0§ 351, 245 HPMP(+f 315
HPLP(h, OF n. d. HPMP(0Y 285
PLP(a,-f 389, 260, 228 PMP* 307
PLP(h,-} 302, 239

qMETZLER 1973] "[HARRIS,1976] “[VILANOVA 2004]

Los espectros globales de absorcion UV-Visible de cada especie idnica en cada
vitamero B representan la superposicién de bandas de absootéadas que corresponden a
diferentes transitos electronicos. Metzler y ciNgtzier 1973] y Harris y cols.[Harris, 1976]

comprobaron que cada banda individual se puede ajustabien a una curva tipo log-normal,

la cual se define con los parametros de posicion del maxigp énchura de la banda en la

mitad de la intensidad/\() y asimetriaf). Si coexisten diferentes tautbmeros en disolucién se
pueden separar espectrofotométricamente, ya que el espectro de cada tautémero difiere
significativamente en los valores de amplitud y asimetria. En sistemas muy complejos es
necesario conocer el numero de bandas posibles y una estimacion aproximada de los parametros
de estas bandas, lo que se puede obtener a partir de calculos cuanticos.

Se han utilizado diversas metodologias de Quimica Cuantica para el calculo de las
energias de las transiciones electrénicas en este tipo de moléculas y la descripciébn de sus
espectros UV-Visible. Las geometrias, las energias en los estados electronicos excitados y los
espectros de UV-Visible fueron simulados inicialmente para la pirjdina2000][Ca, 2002] y
fenoles sustituidosizrang, 2006] aplicando diversas técnicas computacionales para cad
molécula. Entre ellos, el método CASPTRortiplete active space with second-order
perturbation), utilizado también en el estudio de los estados electrénicos excitados en bencenos
monosustituidogAnTol, 2003}, da buenos resultados en el célculo de las enatgiacitacion
electronicgF inLey, 1998][CresPq 2000][FANTACC) 2004] Mientras que una combinacion del método
CIS (configuration interaction singlg¢sy de los calculos Hartree-Fock (método HF-CIS)

facilitan una simulacion mas precisa de las energias y las geometrias para los estados excitados
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[ANDREY, 2001][CasH 2005][uN, 2006] ElI método EOM-CC dqudion-of-motion coupled cluster
ha surgido como una técnica potente para realizar este tipo de c@erlos, 2003 Sin
embargo, debido al alto coste computacional, la aplicacion de estos métodos esté limitada a
sistemas con un numero pequefio de electrones.

La teoria del funcional de la densidad dependiente del tiempo (TD-SFREjmany
1998] es una alternativa a los calculdsintio ya que se asemejan en precision pero son mejores
en coste computaciongosoLewsk) 2002][DeEponDERLARDEUX 2003][JacQuemin 2007} NO obstante,
los calculos TD-DFT dependen en gran medida del potencial de correlacién — intercambio
utilizado en cada caganprey, 2001][Preat, 2005]. Esta técnica se ha utilizado en la simulacién de
las energias de excitacion para un conjunto de 4-nitropiridinas, examinando el efecto de la
polaridad del disolvente en la excitacion electronicsreng 2004][Loreng 2005}, y de la
transferencia proténica intramolecular en el estado excitado del acido salicilico y sus analogos
[JaNng, 2007].

Recientemente, se han aplicado los célculos TD-DFT al estudio de lapRier 2012]
y de tres modelos de los vitamerog ddmplificados estructuralmente: la 4-aminometilpinali
[Abrover 2010A] la 2-hidroxibencilamingaorover 2010B8] y la 3-hidroxipiridinajAbrover 2012],
con la finalidad de caracterizar sus especies idnicas y tautoméricas. La comparacién de los
resultados tedricos con los experimentales demuestra que el método TD-DFT se puede utilizar
en la prediccién y asignacion de transiciones electrénicas. En sus resultados se ha observado

que la desprotonacion del fenol disminugg, mientras que la desprotonacion del grupo
metilamino y del nitrégeno piridinico no tienen ningln efecto saireSin embargo, la
presencia simultanea del N piridinico desprotonado y el fenol incrementa el vajpr des

estados de protonacién de los grupos i6nicos de la PM influyen en su red de enlaces de

hidrégeno intramoleculares y la protonacion del N piridinico afecta a su fortaleza.

1.3.2.2. Espectroscopia UV-Visible de emision. Fluorescencia

En 1966 Bridges y col$Bripces 1966] determinaron las caracteristicas fluorescentes de
los derivados de la vitaminagBtabla 1.3). La PM y el PA son los cromdéforos masiegites,
con el mayor rendimiento cuantico y tiempo de vida de fluorescencia. En general, la forma
ibnica menos fluorescente es la cationica, y la més fluorescente es la anionica, excepto para la
PN en la que la forma zwitteridnica es la mas fluorescente. Los maximos de excitacion estan en
torno a 300 nm para las formas cationicas y neutras, mientras que para las formas zwitterionicas
y anionicas se desplazan hasta unos 330 nm. Los maximos de emision se sitdan sobre los 350
nm para las especies catidnicas y neutras, y en torno a 400 nm para las zwitteridnicas y las

anionicas.
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Tabla 1.3. Longitudes de onda de los maximos de absorcidn, excitacién y emisidon de algunos
vitameros B a 25 °C.

Especie Amax. @bsorcion  Aya €Xcitacion Amax. €MIsion

Compuesto MOI§cular . (nm) . (nm) max.(nm)
H,PN 291 302 345
HPN(%) 324 332 400
PN HPN(0) 286 296 335
PN 310 320 380
HsPM (+)* 292 306 350
H.PM(2)" 326 337 400

PM HPM(%) - - Ninguna
HPM(0) 287 309 361
PM(-) 310 320 370
H.PL (he, +) 288 300 350
HPL (he, %) 317 330 382
PL HPL (he, 0) 280 291 330
PL (he, -) 302 310 365
H4PLP(h,+) 291 302 385
H3PLP(h,+) 291 302 400
PLP H,PLP(h, %) 324 330 410
HPLP(h, £} 324 330 400
PLP(h,-¥ 305 315 370

Estas propiedades fotofisicas hacen que estos compuestos sean muy adecuados como
sondas fluorescentes biocompatibles. Fraikin y cols. encontraron que la excitacion en el UV
cercano (337 nm) aumenta la actividad catalitica en la 5'-hidroxitriptofano carboxilasa, una
enzima PLP dependienferain, 1989] Estudios complementarios de Cornish y Ledbetter
demostraron que la excitacion a 500 nm del PLP en la aspartato aminotransferasa generaba el
intermedio quinonoide[Cornisy 1984. Ambas observaciones ilustran el potencial de la
utilizacion de las técnicas espectroscopicas Opticas para caracterizar las dinamicas de proteinas,
gue se centran en el mecanismo de la reaccibn de los complejos enzima—sustrato.
Recientemente, su aplicacién ha permitido el estudio de la interaccion PLP-sustrato y de la
estequiometria de union entre el PLP y algunas enzimas [C2e08Momany, 2004].

Mediante esta técnica se ha realizado un estudio en la escala de femtosegundos de las
dinamicas de los estados excitados del PLP y de la BS PLP-valina en disolucién, comprobando
que no existe dependencia con la longitud de onda de excitacion, lo que sugiere una rapida
tautomerizacion (< 250 fs) entre la forma enolimina y la cetoengrnina200s} También, se
haestudiado por fluorescencia el proceso de transferencia electronica entre la vitaynlaa B

bass de ADN o aminoacidggueno, 2010].
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1.3.2.3. Procesos fotoinducidos

Numerosos estudios demuestran que la radiacion UN¥ies capaz de provocar
diversas reacciones fotoinducidas, especialmente de fototautomeria sobre compuestos
aromaticos y derivados piridinicgsakepa 2004][GErecA 2006][FruTos 2007]. Vilanova y cols.
denostraron que la radiacion electromagnética en el rango entre 200 y 220 nm (UV) producida
por una lampara de Xe (75 W) altera los equilibrios de hidratacion y tautoméricos de la PM y el
PLP. No obstante, la irradiacion de estas disoluciones con luz de longitud de onda superior a
220 nm producida por una lampara dg(BO W), de Xe (75 W) o de wolframio (50 W) no
afecta a estos equilibriosipova 2004].

Morozov y cols. estudiaron mediante célculos tedricos la distribucion de larearga
electrénica en los estados fundamentales y excitados de la 3-hidroxipiridina y de BSs del PLP
[Morozoy 1986]. Sus resultados demostraron que, en los estaddadossi el N piridinico y el
C(6) incrementan notablemente su densidad electrénica con respecto al estado fundamental,
mientras que el grupo fenolato la disminuye. Ademas, el reordenamiento electrénico sobre el
C(6) es importante en las fotoreacciones, hasta el punto que su metilacién las inhibe
completamente. Estas observaciones explican la formacion fotoinducida de dimeros y de epoxi-
derivados entre el N(1) y el C(6), compuestos que han sido detectados experimentalmente
[PFORDTE 1961A, 1961RB]

El C(4’) disminuye su densidad electrénica en el estado excitado, constituyendo otro
centro fotoreactivo que forma dimersorrison 1958], especies quinonoidgseinerT, 1959] Y
radicales libres (RL)[LepseTTeR 1998], y se oxida a &cido piridoxic(Reiser 1972] Las
fotoreacciones de las BSs del PLP son similares a las dgBRAuBLina 1974], observandose de
manera adicional fotodescarboxilacifturaucHi, 1983]

Porotra parte, se ha comprobado que la radiacion UV produce isomerizacion de la PN y
la formacion de oligdmerdsrousmicHe 1998][Haruo, 1999]. Bueno y Encinas demostraron que en
el estado excitado el grupo fenolato de la PM incrementa su acidez, mientras que el N(1)

incrementa su basicidaglueno, 2003].

1.3.2.4. Espectroscopia de resonancia magnética nuclear (RMN)

La espectroscopia de RMN dd y de’*C también se ha utilizado ampliamente para el
edudio del comportamiento quimico y biolégico de los vitAmergslLBs desplazamientos
quimicos de las sefiales Ye para los diferentes vitamerog @abla 1.4) fueron determinados a
pH neutro por Korytnyk y Singhikorytnvk 1963] Segun el vitamero estudiado, las sefales
presentan ligeras variaciones de posicion. La sefial correspondiente al H-C(2') aparece en el
rango entre 2,4y 2,5 ppm, la del H-C(5’) lo hace en torno a 4,7 ppm y la del H-C(6) est& sobre

7,6 — 7,7 ppm. Estos autores aportaron también los desplazamientos de las sefiales de los H-
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C(4’). Para la PM o PMP dicha sefial aparece a 4,3 ppm, mientras que para el PL o PLP lo hace
en torno a 6,5 ppm en sus formas hemiacetélicas o hidratadas, y en torno a 10,4 ppm en sus

formas aldehidicas.

Tabla 1.4.Desplazamientos déi-RMN de los vitameros 8

Compuesto pD H-C(2) H-C(4" H-C(5" H-C(6)
PL(he)* ¢ 7,0 2,42 6,53 5,10 7,62
PLP(a)* ¢ 7,0 2,40 10,40 5,00 7,72

PM® 7.4 2,48 4,31 4,73 7,64
PMP? 7,0 2,41 4,27 4,87 7,60
PN° 7,0 2,38 4,76 4,65 7,60

—%
qKoryTNYK 1963] [ADROVER 2009B] datos obtenidos a 37 °@Se considera
Unicamente la forma hemiacetalica del PL y la forma aldehidica del PLP.

Los desplazamientos d&C (tabla 1.5) fueron descritos para cada vitAmero por
Witherup y AbbottiwitHerup, 1975] El desplazamiento de la sefial del C(2) se situa 3% y
155 ppm, la del C(2) lo hace entre 15y 20 ppm, la del C(3) entre 150 y 170 ppm, la del C(4)
entre 125y 140 ppm, la del C(5) entre 130 y 150 ppm, la del C(5") en 60 ppm y entre 120 — 131
ppm la del C(6). El desplazamiento de la sefial del C(4") es 196 ppm en las formas aldehidicas
del PLP, 38 ppmenla PMy PMP y 58 ppm en la PN.

Tabla 1.5. Desplazamientos d&C-RMN de los vitAmeros 8

Compuesto PL(hef PLP@f‘ PM" PMP® PN?

pD 2,0 6,8 7.4 7,1 9,9
c@) 144,9  152,5 1352 1456 1488
c@3) 149,9 165,6 165,5  163,6  161,2
C(4) 140,8  126,7 138,5 1336 1355
C(5) 139,2 137,2 1475 1356  134,1
C(6) 127,0 1234 1261 1247 1306
c@) 15,8 17,1 17,8 16,6 18,6
c@) 99,6 196,9 38,9 376 580
C(5) 71,2 62,8 61,7 63,0 60,3

JWITHERUR, 1975], datos obtenidos a 40 OEADROVER 2009B] datos

obtenidos a 37 °C:Se considera Unicamente la forma hemiacetalica
dd PL y la forma aldehidica del PLP.

La espectroscopia de RMN ha sido utilizada en la determinacion de los valqi€s de
pam los diferentes vitAmeros BoryTnyk 1963][WTHERUR, 1975] Recientemente, se ha usado una
combinaciéon de’C y N — RMN para establecer el estado de protonacion Pid?

isotopicamente enriquecido en las posiciones C(4’) y C(5’), por lo que se han podido medir los
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espectros a pH inferior a [$HariF, 2007][CHaN-HuoT, 2010A} También, se han estudiado con el
mé&odo computacional GIAO “gauche including” atomic orbita) [CHeesemay 1996] los
equlibrios tautoméricos de la PM. Los desplazamientos quimicos calculados para cada forma
de la PM dependen fuertemente de su estado de protonacion y de los enlaces de hidrogeno
intramoleculares presentes en la estruguover 2012].

La espectroscopia déP-RMN ha sido utilizada para el estudio de las ist@omes del
grupo fosfato de las formas fosforiladas con enzipdasrtinezCArRRION 1975][LACHMANN 1984] Y

pam la determinacion de sus constantes de ionizg&iomackerz 1986).

1.3.2.5. Espectroscopia de absorcion infrarroja (FTIR)

En la tabla 1.6 se dan los valores de las frecuedeidss bandas mas caracteristicas de
los vithAmeros B[Anperson 1964]. La espectroscopia FTIR se ha utilizado para larehtecion
del estado de ionizacion del grupo fosfato del PLP tanto en su formghibre 1998] como en
enornos enzimatico$sancHezRuiz, 1991][MarTiNEZLIARTE 1992] Y los valores depK, del PMP
[SaLvA, 2003B]

La técnica ha sido comunmente utilizada en la caracterizacion de los complejos
metalicos de vitamerosgBrrankLIN 1980B][CoLonNA 1993][KNEZEVIG 2003][MAURYA 2006][ESHTIAGH
Hosseiny 2011] Recientemente, también se ha utilizado el FTIR aenldterminacion de la
estructura tridimensional de la enzima PLP-dependizi8erina deshidratagdabassarrg2011,

2012].

Tabla 1.6.Posiciones de las bandas de FTIR eft devitameros B[ANDERSON 1964]

Compuesto Fase v(C=0) Anillo Anilo &(N'-D) Anillo v(C-O) &-D)

PL KBr 1637 1554 - 1500 1450 - 1390
PL(pD 4,2) D,O - 1585 - 1497 1470 - 1390
PLP KBr 1645 1555 - 1505 - 1408 -
PLP(pD7,7) D,O 1662 - - 1492 1457 - 1390
PM Nujol - 1593 1548 1510 - - -

1.3.2.6. Otras propiedades espectroscopicas

Otras técnicas como la espectroscopia de masas, Raebalicroismo circular también
han sido utilizadas con éxito en el estudio del comportamiento quimico y biolégico de los
vitameros B. Asi, Cinta y cols.[CinTa, 1999] estudiaron la PN por espectroscopia Raman
adgnando sus bandas vibracionales; mientras que Benecky yBealeky 1985A]describieron
los espectros de las BSs de PLP y de las enzimas PLP-dependientesy 19858] El

dicroismo circular ha constituido una excelente herramienta para el estudio del PLP y de sus
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BSs en entornos enzimaticB\k, 1981][CAsELLA 1983][MooRE 1995][JHEE, 2000][SNGH, 2007] [SAHA,
2009][L ENDRIHAS 2010].

Tryfiates recopild los datos obtenidos en el estudio de los vitamerodeBlas BSs del
PLP por espectroscopia de magasriates, 1986] Ademas, esta técnica ha resultado muy util en
la cuantificacién de los vitameross Bn muestras bioldgicddaacHey, 1985][JanG, 2008][VAN DER
Hawm, 2012}, y recientemente, en la determinacion de los sd®union del PLP en enzimas

[Simon, 2009].
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1.4. GLICACION NO ENZIMATICA DE BIOMOLECULAS

La reaccion entre grupos amina de biomoléculas y carbonilo de azlcares que tiene lugar
en condiciones fisioldgicas y sin control enzimatico causa modificaciones estructurales y
funcionales de proteinas, lipidos y acidos nucleicos. Este proceso quimico se conoce como
glicacién no enzimética o reaccion de Maillard, como reconocimiento a su descubridor
[MaiLLARD, 1912]. En los primeros afios de investigacion los esfuezgsstraron en el estudio de
esta reaccion sobre los alimentos, observando que los productos mayoritarios son moléculas
ciclicas y policiclicas que aportan sabor y aroma, aunque también pueden ser potencialmente
cancerigenagskog, 1998]. La importancia de la glicacion en la salud humeotar6 relevancia
cuando en 1971 se evidenci6 que este tipo de reacciones también wcuiverrriveLLl, 1971]

y no $lo en los alimentos elaborados.

La glicacion de biomoléculas es un factor clave en muchas patologias asociadas a la
diabetes (nefropatia, retinopatia, enfermedades cardiovasculares, etc.), asi como en el
envejecimiento y otras enfermedades neurodegenerdtivasee 1996][BrowNLEE 2001] En
individuos diabéticos no controlados, la falta o los niveles bajos de insulina aumentan
considerablemente los niveles de glucosa en sangre, lo que afecta irreversiblemente a la
integridad de las proteinas de larga ViHay, 2009][MAiLLARD-LEFEBVRE 2009][ZHANG, 2011] Las
enfermedades neurodegenerativas, tales como el Alzh¢imer, 2007] 0 el ParkinsorXu,

2011], se relacionan con el plegamiento erréneo de pratgiican los procesos de agregacion y
deposicion de fibrillas de tipo amiloide, lo que podria ser consecuencia de la glicacién no
enzimatica de las proteinas implicadas.

En el esquema 1.19 se muestra el mecanismo de la reaccion de glicacion que se inicia
mediante una adicién nucledfila de un grupo amino primario de una biomolécula sobre un grupo
carbonilico de un azucar reductor formando reversiblemente una BS. La formacion de la BS
ocurre en un periodo de horas, y posteriormente, se reordena para dar una cetoamina mas
estable o compuesto de Amadori (AP). Esta reaccion sucede en un periodo de dias y es un
proceso practicamente irreversible. A través de reacciones de oxidacion y deshidratacion, el AP
se degrada formando una variedad de productos dicarbonilicos (GO, MGO y 3-
desoxiglucosona, 3-DG) y los productos finales de la glicacion avanzada (AGEs). Los
compuestos dicarbonilicos actian como propagadores de la reaccion, siendo mucho mas
reactivos que los azucares de los cuales son derivados y volviendo a reaccionar con las
biomoléculas generando mas AGEs. Los AGEs tienen coloracion amarillento-marronosa y son
frecuentemente fluorescentes e insolubles. Se ha determinado la estructura de diversos AGEs,
como la Ne-(carboximetil)-lisina (CML), algunos hidroimidazoles y una variedad de

estructuras entrecruzadas que involucran los residuos Lys—Lys 0 LyB=Ang 2003].
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La autooxidacién de los productos de la glicacidon no enzimatica conduce a la formacién
de especies oxigenadas reactivas, que causan la peroxidacion de los acidos grasos insaturados.
De esta manera, se inician reacciones radicalarias que generan aldehidos y especies
dicarbonilicas, como por ejemplo FA, hidroxialquenos, malondialdehido y GO, que también
reaccionan con proteinas formando los productos finales de la oxidacién lipidica (ALES). Por
tanto, la peroxidacion lipidica también esta involucrada en las patologias mencionadas

anteriorment@NeEGRESALVAYRE 2008],

Biomolécula

- compuestos a-dicarbonilicos

o] o]
OH H
T ey
2 &] o]
Biomolécula— R srmmsemsmeemiedesmmeeeeeees t Icle] WGO
Base de Schiff oH 4

4L : |
[c‘)l'“'“‘"'"‘y v :

o 306
H )v'_."_- -
NJ\ - -
Biomolécula" R o

Compuesto de Amadori -

Productos finales de la glicacion (AGEs)
Blomolecula— AGE

Biomoiscula— AGE — Biomoléoula

Esquema 1.19Mecanismo de la glicacion no enzimatica de biomoléculas.

La glicacion de proteinas ha sido y todavia es un tema muy estudiado; sin embargo, el
conocimiento sobre la modificacion lipidica debido a este tipo de reacciones es mucho menor.
Este trabajo de tesis pretende contribuir a las investigaciones sobre la glicacion de
aminofosfolipidos realizadas desde 1993, afio en que Bucala y cols. evidenciaron por primera

vez la reaccidim vivo entre la PE (fosfatidiletanolamina) y la gluciesaaia 1993].

1.4.1. COMPUESTOS RESPONSABLES DE LA GLICACION
La glucosa es la fuente de energia de los organisivos, por lo que a través de la
sangre llega a todas las células donde se metaboliza para formar ATP (glicdlisis). En disolucién
acuosa, la glucosa presenta equilibrio entre su forma aldehidica y sus formas ciclicas (esquema
1.20), las cuales, a su vez, presentan equilibrios de mutarrotacion entre sus.ftipranosa

y a,p-furanosaPeruin, 1966] Dichos equilibrios se encuentran desplazados Hasidormas
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ciclicas, representando la formigpiranosa aproximadamente un 62% del total, la fosma
piranosa un 38%, mientras que los porcentajes correspondientes a lasofoynfiaBiranosa

son despreciabldanava, 1991] El porcentaje de la forma aldehidica es Unicamemt@,002%

del total [DworkiN 2000], siendo ésta la forma que reacciona con los grupoeaade las
biomoléculas mediante glicacion no enzimética. No obstante, la autooxidacion de la glucosa
genera nuevos compuestos que también estan implicados en reacciones posteriores, por lo que

se puede distinguir entre compuestos formados por glicacion y otros por glicooxidacion.

CHO

H OH

H—71—OH
a-glucofuranosa \ / B-glucofuranosa
HO——H
u OH / H——OH\ u OH
H o H—

—OH H o
HO HO
HO - H CH,OH HO OH
H . . H
OH Anoémero lineal OH
H OH H H
a-glucopiranosa B-glucopiranosa

Esquema 1.20Equilibrio entre las diferentes formas de la D-glucosa en disolucién.

En condiciones fisiolégicas, la glucosa presenta yn~t 950 dias, debido a las
reacciones de degradacién que se muestran en el esquemaelL2&necHT 1995] A partir de
la desprotonacion del C(2) de la glucosa con la subsiguiente oxidacion del 1,2-enediol formado
(reaccién A) se obtiene la desoxiglucosona (1-DG). La formacién de la 3-DG’ (3'18e
inicia también mediante la desprotonacion del C(2) de la glucosa, seguido de deshidratacion y
formacion de un 2,3-enol (reaccién B), el cual se reordena dando la 3-DG (B1) o bien condensa
retoalddlicamente dando gliceraldehido y MGO (BRYrNALLEY 1999A]

La condensacion retroalddlica puede darse también sobre la glucosa, formandose GO
(reaccion C) o bien una tetrosa y GLA que se oxida dando GQ, Hradicales HO (D)
[THORNALLEY 1999A]

Se ha observado que la oxidacion de la glucosa estd afectada por la presencia del
dianion fosfato, ya que éste cataliza la desprotonacion del C(2). La concentracion,deesiPO
deerminante en la formacion de G@+ornaLLey 1999A) Los metales divalentes ey CU™)
tienen un efecto similar, tal es asi, que su complejacion disminuye fuertemente la formacion de
GLA, GO y HO [THornaLLEY 1984] Y ligeramente los niveles de 3-DG, sin afectar fariaacion
de MGO a partir de 3-D@E HornALLEY 1999A]
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o\\C, H HO\C, H 0\\0, H
o“c’H H——OH l—OI-I =]
(|:H20H (©) HO——H ﬂ HO—T—H +0, HO——H
GLA o, ;/H H——OH H——on T H——OH
¢ H——OH H——OH H——OH
H——OH CH,OH CH,OH CH,OH
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Esquema 1.21Mecanismo de degradacién de la glucosa.

Por otro lado, el GO, MGO, 3-DG y GLA se forman, ademas, a partir de la BS y del
AP, productos iniciales de la glicacigmrornalley 1999A]1 ElI GO también se forma por
peroxidacién lipidica y a partir de la treonina, mientras que el GLA puede provenir de la
oxidacion de la.-serina [@iLLo, 2008],

Los compuestos carbonilicos y dicarbonilicos altamente reactivos (RCS) presentan una
concentracion entre 0,5y 2 UM en el plasma de individuos diab@ieos 19991 Aunque su
cone@ntracion es muy inferior a la de glucosa (> 7 bbry, 2001)), poseen una capacidad de
modificacién proteica 20.000 veces supefibfornaLLEY 2005] ES por este motivo que los RCS
son sefialados como los responsables de la formacién de un gran nimero de AGEs y del

desarrollo de las patologias asociadas a la diabetes\{Bicer2003]

1.4.2. BASES DE SCHIFF DERIVADAS DE COMPUESTOS CARBONILICOS CON
CAPACIDAD GLICANTE
La primera etapa de la glicacion no enzimatica de biomoléculas es la unién covalente de
azucares reductores, como la glucosa, con grupos amina para formar una CA que se deshidrata
espontaneamente dando una BS, como se indica en el esquema 1.22. Generalmente, la

formacion de las BSs derivadas de carbonilos de compuestos con capacidad glicante es un
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proceso reversible y las cinéticas de las reacciones de adicion y eliminacion son maximas a un
pH ligeramente acido. En el caso de azucares reductores, el intermedio de la BS puede
evolucionar rapidamente hacia un compuesto ciclado para formar la glicosilamina N-sustituida
[CHo, 2007]. Para el caso concreto de la glucosa, la glucosdmimada presenta equilibrios de
mutarrotacion entre sus formasy (-piranosa, siendo la fornwpiranosa la predominante en
disolucién acuospskeLLEY, 2006].

La determinacién de las constantes cinéticas de la formacion de l&BS €n el
eguema 1.22) constituye el paso inicial del conocimiento de la glicacion. Sin embargo, son
escasos los trabajos publicados en este campo y ninguno ofrece informacion cuantitativa sobre
las BSs de aminofosfolipidos. La cinética de esta reaccion depende de numerosos factores; la
temperatura, el pH, el tampon, el tipo de azlcar y la actividad del agua. La temperatura afecta a
la actividad de los reactivos y a la constante de mutarotacién; mientras que la concentracién de
la forma lineal del azlcar aumenta con la temperatura y depende del pH. Obviamente, el estado
de protonacion del grupo amina también depende del pH, siendo ademas un pardmetro

importante en este tipo de reacciones porque presentan catélisis acifadzases., 2001].

CH,OH OH CH,OH OH OH
HO No + H,N—R HO NH-R
OH OH OH OH
Glucosa Carbinolamina
Ky ps]| <F8S
+H0| H,0
OH CH,0H OH
o — A
HO HO NH—R
HO NH—R
OH OH OH
Glucosamina Base de Schiff

Esquema 1.22Formacion de la BS glucida.

En condiciones fisiolégicas, las BSs formadas entre el grapmmina de los
aminoacidos (concretamente: lisina, histidina, arginina, triptéfano y cisteina) y la glucosa
presentan un valor de constante cinética de formakig) (del orden de IOM™ h™ [Baisier
1992][GE, 1997] En cambio, lake.gs para la reaccion con el grup@mina de la Lys es 5-Fov™
h [Abrover 2009A] Para proteinas ricas en residuos Lys, como la heiviogl, se obtiene un
valor dekegs = 0,3 M* h* (valor obtenido por mol de proteina y no por molgdepos Lys
reaccionantegHicaeins 1981}

Como se ha sefialado anteriormente, la glucosa también puede reaccionar con los grupos

amino de los lipidos. Bucala y cofseron los primeros en demostrar que la PE reacciona con la
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glucosa para formar AGHBucaLa 1993 NO obstante, son escasos los trabajos referenées a
formacion de las BSs de aminofosfolipidos; sélo Breitling-Utzmann y batls identificado y
cuantificado los compuestos BS-PE y Amadori-PE derivados de glucosa en eritrocitos humanos
[BrReITLINGUTZMANN 2001). La determinacion de las constantes cinéticas fl@niaacion de la BS
resultaria de suma importancia para la correcta comprension del mecanismo global de la
glicacion de aminosfosfolipidos. Hasta la fecha, no se han publicado trabajos en los que se haya
determinado la constante microscoépica de su formacion.

Paralelamente, se ha demostrado que se forma una BS en la reaccion de la PE con 2-(9-
formil)nonaoxicarbonil glicerol (compuesto formado en la oxidacion de los 2-
monoacilgliceroles presentes en los alimentos) en medio apolar y temperatura ambiente,
obteniéndose un rendimiento del 60 % después de la adicion de cianoborohidruro de sodio
(NaCNBH) [Kuriven, 19991 También, se ha detectado la formacion de una Bla esaccion
entre el p-hidroxifenilacetaldehido (producto mayoritario de la oxidacion de la tirosina por una
enzima peroxidasa) y modelos sintéticos de aminofosfolipidos en presencia de NaCNBH
[HAzEN 1999]

Mediante estudios de mecanica y dindmica molecular se ha establecido el mecanismo de
formacion de la BS entre el grupo polar de la PE y el acetaldehido en un sistema peridédico que
mimetiza la bicapa lipidica. Los resultados sefialan el papel catalitico del entorno de la
superficie en todas las etapas de la reaccion, especialmente en la deshidratacion[gaika CA

CALERQ 2010].

1.4.3. COMPUESTOS DE AMADORI DERIVADOS DE AZUCARES
En el esquema 1.23 se muestra la formacion del AP a partir de la BS correspondiente.
Este mecanismo se inicia mediante la protonacién del nitrégeno iminico de la BS, lo que
provoca un descenso en la densidad electronica,deelldebilitamiento de su enlace C-H. La
eliminacién de dicho protdn mediante catdlisis acido-base general, genera una 1,2-enolamina
que tautomeriza hacia la formacién del @BeLL, 1958]. La presencia de un grupo hidroxilo en
el carbono adyacente al carbono iminico es crucial para la formacion del AP, ya que éste no se

produce a partir de BSs formadas sobre 2-desoxialgl@s@siair, 2007].

1 I T |
H H' H H
C=N—R' —N—R' —N—R' - S
, H (|3 k‘ﬁ H(\) N—R
H—C—OH H—C—OH C—'/-O\—H c=o0
| | | |
R R R R
BS AP

Esquema 1.23Reordenamiento de Amadori.
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En el esquema 1.24 se muestra el equilibrio entre la forma lineal del AP y sus isbmeros
ciclicos (furanosa o piranosa), en equilibrio estos Ultimos con sus andémeroB. La
proporcion de cada especie en disolucion no depende del sustituyente aminico y en el equilibrio
presentan un 61% de fornflapiranosa, un 16% de formafuranosa, un 15% de fornfa

furanosa, un 6% de formapiranosa y un 2% de forma lindgahvLavay 1994]
R

HO OH
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© B
OH OH
\ R
oH H
HO OH

1|m HO
R
\
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a-furanosa \ ° / B-furanosa
HO
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Esquema 1.24Equilibrio de isomerizacion entre las diferentes formas de los APs.

Smith y Thornalley[switH, 1992] sugirieron que el reordenamiento de Amadori es un
proceso mucho mas lento que el de formacion de las BSs y que por ello ha de ser considerado
como el paso limitante de la glicacion, hipétesis que fue confirmada en los trabajos de Martins
y Van Boekel[MarTiNs, 2005] Actualmente, los estudios de glicacién proteicaesgran en la
identificacion de los sitios de union del AP en proteinas plasmaticas, como la alpamina
2005][ZHANG, 2008][ScHALKWIIK, 2012].

En cuanto a la glicacion de aminofosfolipidos, Lertsiri y cols. identificaron el
compuesto Amadori-PE (deomHructosil fosfatidiletanolamina) como el producto the
reaccion entre la glucosa y la PE de la yema de huevo en medio metandlico, evidenciando
ademas su presencia en glébulos rojos humadnossir 1998] Posteriormente, se han
desarrollado diversos métodos para cuantificar su formacion en muestras bioldgicas, como son
la cromatografia liquida con detector Wak, 2002], la cromatografia liquida acoplada a un
egectrometro de masas convencional (LC-MSjvanp, 1995][Utzvanny 2000] Y el sistema
conmbinado de analizador de iones cuadripolar con trampa lineal (QTRAP LC-M&{MS)u,

2004]. Con éste ultimo método se corrobor6 que la cormeintr de Amadori-PE es mayor en el
plasma y en los eritrocitos de pacientes diabéticos que en individuos sanos, pudiendo ademas
cuantificar los diferentes tipos de Amadori-PE segun las cadenas de acido graso que contienen

los aminofosfolipidogNakacawa 2005A][Miyazawa 2005][SHoJ1, 2010}
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Recientemente, se ha observado que la formacion de Amadori-PE no es proporcional al
contenido de PE en sangre o tejidos, sino que es mas probable que se genere en los érganos
involucrados en la enfermedad de la diabetes (higado, pancreas y rifiones) estando ademas
influenciada por la estructura de los &cidos grasos dels&kwong 2011 Por otra parte,
también se han investigado los efectos de este compuesto indicando que tiene un papel
importante en el desarrollo de la microangiopatia diabética ya que estimula el engrosamiento de

la pared del vaso sanguineax, 2003][NakAcAwA 2005B}

1.4.4. PRODUCTOS FINALES DE LA GLICACION AVANZADA (AGES)
Los AGEs son un conjunto complejo y heterogéneo de compuestos ¢gsialalem9s]
quese forman fundamentalmente por dos vias, tal y como se muestra en el esquema 1.25. Una
via es la deshidratacion y reordenamiento del AP, tanto en condiciones oxidativas como en no
oxidativas (mecanismo A). Una segunda via es por reaccion de RCS con grupos funcionales

amino, tiol y guanidinio (mecanismo A).
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o
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HO o)j\nz
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O. O. O. R
HO X N/\/ \P/ 1
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1o o] OH

' o N/\/O\IL/O o R; Metilglioxal

Glioxal OH H i Y Q 0
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Esquema 1.25Mecanismo de glicacion de la PE. La glucosa reacciona con el grupo amino de
la PE para formar una BS, que se reordena para formar el Amadori-PE. Posteriormente, se
obtienen los AGEs por evolucién del Amadori-PE (A) o por reaccion del PE con los RCS (B).
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Los RCS se pueden generar por fragmentacién oxidativa de la BS (mecanismo de
Namiki) [Fu, 1996}, por autooxidacion de la glucosa mediante cataligitalica (mecanismo de
Wolff) y por peroxidacion lipidic@woLrr, 1987, 1991] El incremento en la concentracion de RCS
provenientes de reacciones oxidativas y no oxidativas, y de productos de glicoxidacién y
lipoxidacion implica un aumento en la modificacion de biomoléculas y provoca estrés
oxidativa® [Bavnes, 1999][MvaTa 2002} La modificacion de las proteinas por AGEs deseneaden
una respuesta inflamatoria que deteriora los tejidesg§e2008].

Hasta el momento, la informacion disponible sobre las propiedades quimicas y
biologicas de la mayoria de los AGEs es relativamente limitada. Son bastante escasos los
trabajos referentes a los AGEs derivados de aminofosfolipidos. Se ha identificado la formacion
del AGE pirralina en modelos de reaccion de glucosa y 3-DG cofL#BErer 2000} Y
recientemente, se ha detectado la presencia de carboximetil-PE (CM-PE) y carboxietil-PE (CE-
PE) (esquema 1.25) en muestras biolégicas humanas, observandose que su concentracion en la
sangre de pacientes diabéticos es menor que la detectada para el Amégsiani; P&L.0]

Los AGEs se agrupan en dos amplias clases: los AGEs de no-entrecruzanmoento (
crosslinking AGEslos cuales se forman mediante la reacciéon de la glucosa o de un grupo
carbonilico o dicarbonilico con grupos de la cadena lateral de un residuo proteico (figura 1.15) y
los AGEs de entrecruzamientorgsslinking AGEsque se forman como consecuencia de la
reaccion de un segundo grupo nucledfilo proteico sobre un AP o post-Amadori. La diversidad
de los grupos carbonilicos y de las cadenas laterales proteicas hace que exista un gran niamero

de AGEs de entrecruzamiento.

[Arg]

Lys] /[Lys] el —e
HN HN [Lys] \S (l:

\ \ OH l!] o Né \N
=z:H2 =<CH—CH3 KQ/“\H o x CJ\A\CH
o o] 3 3

OH OH \ / HO OH
CML CEL Pirralina CMC Argipirimidina

Figura 1.15.Estructura de algunos AGEs de no-entrecruzamiento.

Algunos AGEs de entrecruzamiento son fluorescentes, por lo que se detectan usando la
espectroscopia de fluorescencia, excitando a 370 nm y midiendo la intensidad de emisién a 440

nm. En la figura 1.16 se muestran las estructuras de los mas habituales, los cuales se han

* El estrés oxidativo es causado por un desequilibrio entre la produccion de especies reactivas del oxigeno (peréxidos
y radicales libres) y la capacidad de los sistemas biol6gicos de desintoxicar rapidamente los reactivos intermedios o
reparar el dafio resultante. La alteracion del entorno reductor de las células puede dafiar a todos los componentes de la
célula, incluyenddas proteinas, los lipidos y el ADN. El estrés otiidaesta involucrado en muchas enfermedades
relacionadas con las complicaciones de la diabetm®o la arteriosclerosis, la enfermedad de Parkinsda

enfermedad de Alzheimer, y también puede ser importante en el envejec{BiEmeErIDGE 2000}

53



Capitulo 1. Introduccion

encontrado asociados a proteifmaswo, 2001][Furuya 2005]. Sin embargo, la mayor parte de las
edructuras de los AGEs responsables del entrecruzamiento proteina—piroteivia no son
fluorescentes (99 % del total). En la figura 1.17 se muestran algunos de estos compuestos, como
el GOLD y el MOLD que se forman mediante la reaccién de GO y MGO con los residuos de
lisina, respectivamentgnmen, 2002) 0 el glucosepan, que se forma por el atague del grupo
guanidina sobre porductos de la degradacion defLAd2rer 1999], siendo el AGE que mas se

aaumula en el coldgeno humaysact, 2005},

OH [Lys] [Lys]
N IEQ JfI)
HO OH
=4 [Lys} [Lys]
N Vesperlisina Vesperlisina C
[Lys]” > llv R=-H (A) P
. Lys] R=-CHjs (B)
Crosslina [Lysl
H HQ  om
N [Arg] HO
C(T e ls oot
N
\ e
[Lys]/ [Lys] [Lys] N\
[Lys] oo sl
Pentodilisina Pentosidina Pirropiridina

Figura 1.16.Estructura de algunos AGEs de entrecruzamiento fluorescentes.

H
N— [Lys]
[Lys] [Lys]
HO [, o .
[Arg] N\ N _N iArg]
HO \}NH , > o j: }NH
R N /
| R N
[Lys] N/\N
[Lys] HO . R= -CHj3 (MODIC)
R= -CH (MOLD) ] R= -H (GODIC)
Glucosepan R=-H (GOLD) dione cross-link  [Hisl R= -CH,-(CHOH),-CH,OH (DOGDIC)

Figura 1.17.Estructura de algunos AGEs de entrecruzamiento no fluorescentes.

Los AGEs pueden interaccionar con una proteina de la superficie celular especifica,
denominada receptor de los AGEs (RAGEgHwvioT, 19921 EI RAGE es un multiligando
petteneciente a la familia de las inmunoglobulinas, que reconoce estructuras tridimensionales en
lugar de secuencias oligoméricas. Como se ve en el esquema 1.26, la union de los AGEs inicia
la transcripcion del factor pro-inflamatorio (MB) con la consiguiente respuesta inflamatoria.
Adicionalmente, se generan especies oxigenadas radicalarias (ROS) que disminuyen la
actividad de la enzima glioxalasa-I (GLO-I), interfiriendo de esta manera en el sistema natural
de eliminacion de los precursores de los AGEs. Esta situacién implica el aumento de la
concentracién de GO y MGO, con el consecuente incremento de la concentracién de AGEs y de

la activacion de los RAGESs perpetuando la respuesta inflamgetiasiaic, 2011][Ramasamy 2012].
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Glioxal y + —NH,
metilglioxal

Bucle de retroalimentacién
positiva que conducea la
formacién indefinida de AGEs

Bucle de retroalimentacion
positiva de la expresion de los
RAGE inducida por el factor NF-kB

| GLo-

. Nueva sintesis
Glioxaly

metilglioxal

!

Acumulacién de compuestos Inflamacién crénicay
dicarbonilicos e inflamacién aguda pérdida de funcionalidad

/I\ de NF-kB

Esquema 1.26Mecanismo de la activacién celular a través de
RAGESs durante el envejecimiento.

1.4.5. PRODUCTOS FINALES DE LA LIPOXIDACION AVANZADA (ALES)

Las membranas lipidicas son susceptibles de serdadddebido a sus propiedades
fisico-quimicas y a la reactividad de los acidos grasos que componen la membiana
2007]. Por un lado, se tiene el hecho de la gran dispatabliide oxigeno y de RL presentes en la
membrana lipidicg ampLona 2008, ya que éstos son mas solubles en medios hidrgfpboto
gue los lipidos son las primeras dianas del deterioro oxidativo. Por otro lado, los &cidos grasos
poliinsaturados (PUFAs) son muy sensibles a la oxidacion, debido a la presencia del grupo
metileno entre dos dobles enlaces. La tendencia a ser oxidados aumenta exponencialmente con
el nimero de dobles enlaces por molécula de acido fyrasew, 1954][HuLsert, 2007). Los RL
puede extraer atomos de hidrégeno’)ide las cadenas hidrocarbonadas generando radicales
C’, que posteriormente suelen combinarse con el oxigenelth en la membrana (ver esquema
1.27). El radical peroxil resultante es muy reactivo, por lo que ataca a las proteinas de
membrana y oxida los PUFAs adyacentes, formando asi hidroxiperéxidos lipidiooseL,
1999]. Estos compuestos son mas hidrofilicos que los agidsds, por lo que migran hacia la
superficie de la membrana, perturbando la estructura de la bicapa y su fluidez, entre otras

propiedades.
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R
H,0
/ + *OH i’
Iniciacion Radical lipidico
H .

Lipido insaturado Propagacion &
R R

W ! ./

H H oo

Peroxido lipidico Radical peroxil

Esquema 1.270xidacion lipidica.

Los peroxidos lipidicos se fragmentan produciendo una extensa lista de RCS (figura
1.18), entre los que se encuentran los aldehig®msaturados como el 4-hidrottans-2-
nonenal (HNE) y la acroleina; di-aldehidos (malondialdehido -MDA-y GO); cetoaldehidos (4-
oxotrans2-nonenal —ONE- e isocetales —IsoKE}Tereauer 1991] ¥ algunos aldehidos de
cadena corta. Estos compuestos tienen un tiempo de vida medio de minutos a horas, mientras
gque las ROS estan en la escala de micro a nanosegundos. Si ademas se tiene en cuenta que son
estructuras sin carga que pueden desplazarse a través de las membranas y del citosol, se
entiende que los RCS sean mucho mas destructivos y con un alcance mayor que las ROS

[PAmMPLONA 2011].

) N N
X
Etanal Propanal H/\ o X0 . /\/\o
o
PN UAN GO ° MDA
X0 MGO
Hexanal
OH 2
OW\/\/\ OW‘\/\/\
o HNE H ONE
o
W OH
an —_
\ ! M/N
\/\0 - o
Acroleina _—

OH IsoK

Figura 1.18.Estructura quimica de los aldehidos derivados de la
oxidacion lipidica, que también son precursores de los ALEs.
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La velocidad de oxidacién y formacion de los RCS es baja en condiciones fisioldgicas,
pero se incrementa con la edad y con la disminucién de la concentracién de antiéxidantes
[McEweN 2005][Voss, 2006] Recientemente, se ha demostrado que la oxidacitnRIe glicada es
mas rapida que en la no glicada, posiblemente debido a que la cabeza polar glicada presenta mas
sitios de oxidaciofsimoes, 2010]

Los RCS generados reaccionan con los grupos nucledéfilos de las biomoléculas, como
las proteinas, el ADN y los aminofosfolipidos, produciendo su modificacion quimica y la
formacion irreversible de una variedad de sustancias y compuestos entrecruzados conocidos
como ALES[THorrg 2003]. La reaccion con los grupos nucleofilicos de lagepnas (residuos
Cys, Lys, Arg y His) genera: MDA-Lys, HNE-Lys, CML y GOLD, entre otros ALEs. El grupo
amina de los aminofosfolipidos reacciona con los RCS formando MDA-PE y CM-PE
[PampLoNA 2008]. Finalmente, la guanina es la base de ADN mas nsadi por los RCS debido

a su gran nucleofiligknerr 1994].

1.4.6. INHIBIDORES DE LA GLICACION NO ENZIMATICA
En general, los procesos de inhibicion de la glicagideden actuar en alguno de los

procesos que se detallan a continuapidn 2011A}

I. Secuestro de los RL para aliviar el estrés oxidativo y reducir la generacion de nuevos
grupos carbonilicos o RCS.
Il. Interceptacion de los grupos carbonilicos 0 RCS.
lll. Fomento de la quelacion de metales de transicion, que estan relacionados con el
proceso de formacion de AGEs.
IV. Inhibicion de la formacion de AGEs.
V. Ruptura de las estructuras de los AGEs de entrecruzamiento.
VI. Bloqueo de los RAGEsS, lo que puede reprimir el estrés oxidativo y la inflamacion de

los sistemas biolégicos.

En base a estos requisitos, se han ensayado algunos inhibidores potgnciales
2000A, 2000B, 2003gue han superando, en algunos casos, la fase deosstlidicos[wiLLiawms,
2004][GIANNOUKAKIS 2005) En principio, la mayoria de inhibidores de la focida de AGES son

también potencialmente Gtiles como inhibidores de la formacion de Bhk&s, 2000]

* Los principales antioxidantes que atrapan los radicales en el medio lipofilico de las células son los tocoferoles, los
carotenoides y la coenzima[Q ULBERT, 2007}
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1.4.6.1. La vitamina Bs como inhibidor de la glicacién no enzimatica

En 1988, Khatamiy cols. [KHaTami, 1988] mostraron los primeros resultados que
evidenciaban que los vitameros Bihibian la glicacion proteica. En general, la vit@enBs
presenta propiedades de antioxidante ya que participa en la sintesis del GSH (Glu-Cys-Gly), que
es el mayor antioxidante e inhibidor natural de los precursores de ALEs. También actida como
cofactor en la sintesis de Cys (el reactivo limitante de la biosintesis dej&GSl)e 1997] La
deficiencia o niveles bajos de vitaming 8 traduce en un incremento de homocisteina y del
edrés oxidativo, lo que se asocia con la aceleracion de la arterosclerosis en ratas deficientes de
esta vitamind[Enpo, 2006 Recientemente, se ha demostrado que la vitamjes Bn inhibidor
de la oxidacion de la dopamina, inducida por la enfermedad del Alzheimer, con valores de la
constante de inhibiciork(, mM) de 1,4 (PM), 8,3 (PN), 1,2 (PL) y 0,2 (PLR)sHim 2011}

Jan y Lim [Ja, 2001] demostraron que la PN es capaz de neutralizgmvbrtHy 1975]

y disminuir la formacion de AGEm vitro. También, se demostré que el PL y el PLP eran
capaces de inhibir la glicaciéon mediante la formacion de una BS protectora con grupos amino de
proteinagknauiraH, 19991y de aminofosfolipido$Hicuchi, 2006, mientras que la PM forma una

BS con los grupos carbonilicos, evitando asi su reaccién con los grupos amino de las
biomoléculas [gzivan 2002]

El PLP puede condensar con la PE, detectandose el aducto PE—-PLP en gl6ébulos rojos
humanos (12 pmol/ml)[Nakacaws 2008][Mivazawa 2012 Por otra parte, también se ha
conprobado que los niveles de Amadori-PE se reducen aproximadamente en un 40 % con un
suplemento dietético de PLP en ratas con diabetes inducida. De esta manera, se sefiala al PLP
como un compuesto terapéutico para la prevencion de patologias derivadas de la diabetes y la
arterosclerosifrokira, 2005][Asal, 2009].

Sin embargo, el vitamero¢sB:on mejores propiedades inhibidoras es la [Pd4ivan
2005], propuesta como inhibidor de la glicacién en 1996Bummth y cols[BootH 1996] El grupo
amno de la PM reacciona con los grupos carbonilicos (GO, GiA3van 2002], con
compuestos 1,4-dicarbonilic@svarnaty 2004][Davies, 2006] con la 3-DGECHETYRKIN 2008A]Y CON
el MDA [Kang, 2006]. La PM también reacciona con el AP; no obstantefemiceinhibitorio se
debe fundamentalmente al secuestro de los cationes oxidantes que catalizan la evolucion de
estos compuestos (reacciones post-AmagrRover 2008A]

Voziyan y Hudsonvozivan 2005] demostraron que la PM puede neutralizar radicales
HO' mediante donacién del protén fendlico en posicionat ¥ Lim [Jan, 2001] propusieron
gue mediante este mismo mecanismo, la PM también inhibe la produccién del ragical O

aunqueno lo neutralizgcHetyrkin 2008B} La elucidacion de este mecanismo de accion pérmiti

% En el apartado 1.1.3 se detallan las patologiasaassca la deficiencia de vitaming. B
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a Chetyrkin y cols[CretyrkiN 2008B] comprobar que la PM inhibe la modificacion de lop Tr
proteicos inducida por RL.

La PM previene la formacion de AGEs como la CML e inhibe la modificacién de la Lys
por 4-HNE y MDA, compuestos generados durante la oxidacion de LDL por [cplarerq
2000]. Es un potente secuestrador de MDA, lo que tambiémuédola acumulacion de lipofuscin
(pigmento fluorescente relacionado con el MDORnG, 2006 En definitiva, la PM protege
frente al desarrollo de nefropatias, neuropatias y vasculopatiasy 2005][Wu, 2011B][CHUANG,

2012].

Se ha comprobado experimen{&k+sar 2003] y tedricamentgOrRTEGACASTRG 2012] que
diversos derivados de la vitaming Brman complejos con iones metélicos, hecho que les
otorga la capacidad de inhibir las reacciones oxidativas implicadas en la glicacion (ver figura
1.19). ElI BST-4997, compuesto analogo a la vitamigiad® un grupo imidazol en posicion 4,
forma complejos con el Cltres 6rdenes de magnitud méas estables que la PMsgmiaeuna
elevada capacidad de inhibicién de las reacciones post-Am@adock, 2003} EI TM2002
acompleja iones metalicos con und€ 84 uM frente a la oxidacion del acido ascérbico y ha
mostrado efectos beneficiosos contra la diabjeiesra, 2008] El PIH (pyridoxal isonicotinoyl
hydrazong es un agente quelatante de hierro, por lo que bloquea el estrés oxidativo y la
peroxidacion lipidica inducida por hierro, en particular en la formacién de MDA. Su uso esta
indicado para las enfermedades degenerativas y en los desérdenes causados por la presencia

excesiva de hierrpvHnaLL, 2006),

N
= o x N
OH N
HO | \ \ ﬂ/ / /
= F
N PIH HO
BST-4947

TM2002

Figura 1.19.Estructura quimica de inhibidores de la glicacién derivados de la vitargina B

1.4.6.2. Otros inhibidores

Los compuestos antioxidantes parecen ser buenos sgdateprevencion de la
formacion de AGEs, ya que disminuyen el estrés oxidativo. Por este motivo, en los Ultimos afios
se han estudiado las actividades inhibidoras de algunos extractos de plantas y de compuestos
fendlicos[Peng, 2011\, 2011A} En este sentido, se ha sefialado que varios pullemdel té

(figura 1.20) pueden atrapar ciertos RCS en condiciones fisioldgita®oe], bloqueando asi
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la formacién de AGEs. Estos resultados sugieren que no soélo las propiedades antioxidantes de

los compuestos fendlicos son la razén de su capacidad inhibitoria.

HO

OH

OH
OH A & 2
,,/// ~
HO. oW\
OH o OH HO
', HO
Z
OH OH HO OH
OH
OH
Epigallocatechin (EGC) Epillocatechin gallate (EGCG) Theaflavin-3,3'-digallate (TF3)

Figura 1.20.Estructura de algunos polifenoles del té capaces de secuestrar grupos carbonilicos.

Se ha estudiado también un grupo numeroso de flavenomterales, demostrandose
una buena correlacion entre los efectos inhibitorios y el secuestro dwurl2005] La
disminucion de la glicacion por los flavonoides se asocid, ademds, a un incremento de los
compuestos antioxidantes en plasmanuer, 1999] El estudioin vitro de la relacion entre
estructura y actividad de los flavonoides de la figura 1.21 demostré que la sustitucion por
hidroxilos en las posiciones 3'-, 4'-, 5- y 7, ademas de la metilacion o glicosilacién de éstos
grupos hidroxilo en ciertas posiciones (por ejemplo, 3-OH) aumentaba su actividad inhibitoria

[Lou, 2001][MATsuUDA 2003][Yokozawa 2003][Wu, 2005].

0.2

3

Ph
5

o
Flavona Flavonol Flavanona Isoflavonoide

Figura 1.21.Estructura de algunos flavonoides tipicos.

Por otro lado, se han ensayado una gran variedad de compuestos sintéticos con
propiedades inhibitorias de la formacion de AGEs o con capacidad para romper los compuestos
de entrecruzamiento generados durante la glicacion. No obstante, en algunos casos se ha
comprobado que pueden producir efectos secundarios severos, como es el caso de la
aminoguanidina (AGJF reebmaN 1999][THORNALLEY 2003][WILLIAMS, 2004]

S6lo unos pocos inhibidores son eficaces en las primeras fases de la glicacion (ver
figura 1.22), interfiriendo en la formacion de la BS. El acido acetilsalicilico (aspirina) bloquea
los grupos amina libres de proteinas mediante su acetil&pion 1994][CABALLERG 2000][SHASTR]

1998], el diclofenac interacciona de forma no covalentelasrproteinas evitando la unién con
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los azlcaregvan Boekel, 1992], mientras que el inositol atrapa las moléculas deogh

[RAMAKRISHNAN1999].
cl1
OH
° OH HO OH
I1,, N
NH ', B NH NH
cl OH o CH.
° " HC )‘\ )j\
HO' Y OH N N NH,
o o = | H
OH CH,
Diclofenac Aspirina Inositol Metformina

Figura 1.22.Estructura de algunos inhibidores efectivos en las etapas iniciales de la glicacion.

La mayoria de inhibidores sintéticos previenen la formacion de AGEs secuestrando
RCS o bloqueando la formacion de intermediarios. Entre ellos, destaca la AG, compuesto que
presenta dos centros de reaccion, un grupo hidragige=(0,7) y un grupo guanidin@k, =
11,5)[Koskineny 1997]. Se ha observado que la AG reacciona con-asoddehidos GO y MGO
(esquema 1.28)HornALLEY 2000, con los precursores de ALEs (MDE)HornALLEY 2000], con la
glucosa[HirscH 1995}, con aldehidos.,B-insaturadogAL-Asen, 1997] y con el PLP [CHen, 2004]
Los resultados obtenidos por Voziyan y Hudsgeozivay 2005] muestran que la AG reacciona

con bs RCS de manera mas efectiva que la PM.

R N
NH ) 0 ' XN
)J\ NHp ¥ j < - ‘
H,N N R; R, a
Ry N NH,
Esquema 1.28Mecanismo de reaccion entre la AG@-pxoaldehidos,
formando derivados del 3-amino-1,2,4-triacina.

La AG también presenta una capacidad complejante de iones metalicos similar a la PM
[Pricg, 2001] (seccion 1.2.2) e inhibe la formacion de "H®@aroino, 1998] y de la actividad de la
enima amino oxidasa, la cual contribuye a la generacion de MGO y&A997. Se ha
conprobado que la AG es capaz de inhibir la formacion de AGEs y la modificacion de
lipoproteinagAcoini, 2007}, reduciendo la aparicion de ciertas complicacionésldicas de la
diabetes [THornALLEY 2003][NemoTg, 2012) Sin embargo, Khalifah y colsKHauran, 1999]
denostraron que la capacidad inhibidora de la AG es muy inferior a la mostrada por la PM.

Otros compuestos que actian mediante el secuestro de RCS son la metformina (figura
1.22)[Tanaka 1997][RucciErcLOPEZ 1999] el OPB-9195 que reacciona con los RCS mediante un

mecanismo similar al descrito para la A@ivata 2000, 2003] aunque presenta efectos

® La reaccion de la AG con el PLP forma el aducto A@Rue mantiene la capacidad inhibidora de la AG, pero
disminuye la disponibilidad de la vitaming [EHEN, 2004].
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secundariogPevroux 2006} la D-penicilaminajwonbrak 2002] y la hidralazingvinois, 2006}, que
también es un potente antioxidante que inhibe la activacion de la oxidasa NADH con la
consecuente generacion de R@8nzeL, 1996].

En la figura 1.23 se muestran algunos derivados de aminoacidos que presentan
propiedades inhibitorias como la N-acetyl-QyeceLy, 2000], la S-AdenosilmetioningvaLenTovig
2004], el GSH (Glu-Cys-Gly)Petersey 2004] y la histidil hidrazida[Tang, 2007}, los cuales
inhiben la formacién de 4-HNE. Por otro lado, la carnosina es un dipéptido que posee
habilidades de antioxidante, de secuestrador de carbonilos, de bloqueador de la formacion de
MDA y de MGO [Hirkins, 1997] y de protector del entrecruzamiento entre proseynADN
[GuioTTo, 2005] Trabajos recientes se han centrado en el estudierdedos de carnosina que

mantienen o mejoran la reactividad con los RGSov, 2012}

o = = HN—NH,
B e &

H,N o %\K/A\
OH NH
histidil hidrazina Carnosina

N-Acetyl-Cys NQ/

2D\

"
SH —
o o o o o oH
HO N OH SH
H / NH,
HO OH

NH, o
GSH

g

S-adenosil metionina

Figura 1.23.Estructura de algunos inhibidores derivados de aminodcidos.

Finalmente, en la figura 1.24 se representa la estructura de una serie de compuestos que
rompen los AGEs de entrecruzamieni@irrensutTel, 1998][PriCE, 2001} Vasan y cols[Vasay
1996] demostraron que el bromuro de fenaciltia@®IB) era capaz de escindir los enlaces
covalentes en AGEs de entrecruzamiento, aunque no llego a utilizarse como farmaco ya que
reduce los enlaces disulfuro protei¢dsornaLLey 19998} En cambio, el alagebriuf®LT-711)
es capaz de inhibir el entrecruzamiento proteico y la formacion de AGEs en upvg5%

2003].

H5C

PTB ALT-711

Figura 1.24.Estructura de algunos rompedores de AGES entrecruzados.
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2.1. MATERIALES

Los reactivos utilizados en la investigacion realizadeeste trabajo se adquirieron de
las empresas comerciales que se detallan a continuacion:

« Sigma—Aldrich D-glucosa,b-arabinosa, BD (99,9 % D),O-fosforiletanolaminaO-
fosfoDL-serina, piridoxamina, 4-aminometilpiridina, 5'-fosfade piridoxal hidratado,
hidrogenopirofosfato de sodio, dihidrogenoarsenato de potasio, deuteroxido potésico,
acido 3-(trimetilsilil-)-1-propanosulfonico (DSS), fenetilalcohol, trietilamina, 2-
aminoetanol, dioxano y formaldehido (37 % en agua, con un 10 % de metanol como
estabilizante, para prevenir la oxidacion y la polimerizacién).

e Acros Organics cianoborohidruro soédico, dihidrogenofosfato de potasio,
hidrégenocarbonato de potasio, cloruro de potasio, acetato de sodio, acido bdrico,
hidrogenofosfato de potasio y la disolucion estandarizada de hidréxido sédico 0,1M.

¢ Fluka el acetol.

e Avanti Polar Lipids 1,2-dihexanoikn-glicero-3-fosfoetanolamina y 1,2-dihexarsil-

glicero-3-fosfot-serina.

2.1.1. SINTESIS DEL COMPUESTO 2-AMINOETILFENETILFOSFATO

El esquema 2.1 detalla la sintesis del 2-aminoetiifosfato (APP) que se realiz6
modificando ligeramente el procedimiento descrito por Argirov y galsirov 1998 Una
disoluciéon formada por 20 mmoles de feniletilalcohol, 20 mmoles de trietilamina y 10 ml de
dioxano se afiade gota a gota sobre una disolucion de 20 mmoles derPOXinl de dioxano.
La adicion se realiza manteniendo la segunda disolucién con agitacion constante y a una
temperatura de 4 °C. Posteriormente, se deja 4 h a temperatura ambiente con agitacion suave. A
la disolucidon obtenida se afiade lentamente una disolucién de 20 mmoles de 2-aminoetanol, 40
mmoles de trietilamina y 15 ml de dioxano, dejando la mezcla a temperatura ambiente durante

toda la noche.

OH o
dioxano, Et;N \POCIz
+ POCIl; —_— + HCI1
4 h, T ambiente

OH
1. H2N/\/ (dioxano, Et;N)

2.12 h, T ambiente

OH

H
0. 0.
~ |/ \/\ o, N
ﬁ NHp 9, Filtrar y rotaevaporar \P/
° 2.H,0 7\ + 2HC
3.5 h, T ambiente o

2-aminoetilfenetilfosfato (APP)

Esquema 2.1. Mecanismo de la sintesis del 2-aminoetilfenetilfosfato (APP).
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Al dia siguiente, la mezcla de reaccion se filtraaalio y se lava con 20 ml de dioxano.
El filtrado se concentra con un rotavapor y, posteriormente, se afiade 1 ml de agua y se agita
durante 5 horas, obteniendo asi el producto deseado. El producto se aisla mediante decantacion
con benceno, extrayendo asi todos los compuestos solubles en agua. La fase acuosa se liofiliza y
se redisuelve en la minima cantidad de agua para proceder a su purificacion por HPLC.
Finalmente, la fraccion recogida es liofilizada. El compuesto APP se obtuvo con un rendimiento
del 5% y un punto de fusion de 220-223 °C. El producto obtenido se caracterizd potHRMN (
%C y DEPT-135), por andlisis elemental y por espectiuis de masas.

2.2. TECNICAS EXPERIMENTALES

2.2.1. CROMATOGRAFIA LIQUIDA DE ALTA RESOLUCION CON DETECCION
UV-VISIBLE

Los estudios cinéticos del compuesto APP se siguierizanotdo un equipo de
cromatografia liquida de alta resolucion (HPLC), de la m&tuanadzy equipado con dos
bombas modelo LC-10AD, un inyector man&dieodynemodelo7725iy detector UV-Visible
Shimadzumodel SPD-10AV. En todos los estudios cinéticos, se utiliz6 una collinacar
Excel 120 ODSE25 x 0,46 cm, 5um) de la mar€aknokroma, especialmente adecuada para la
separacion de compuestos hidrofilicos y con una larga vida Gtil en disolventes acuosos. Este
mismo equipo de HPLC pero con una columna semiprepatatoraasil 100 C1825 x 1,00
cm, 5um) de la marc@eknokromase utilizé para aislar y posteriormente caracterizar algunos
productos de reaccion de este trabajo.

La elucion de los compuestos se realizd mediante diversos gradientes de la mezcla

binaria MeOH/agua-20 mM fosfato potésico a pH 6,5 o MeOH/agua con deteccion a 254 nm.

2.2.2. ESPECTROSCOPIA UV-VISIBLE
La espectroscopia UV-Visible fue utilizada paraidst la variacion de la absorbancia

en una longitud de onda fija en las reacciones del PLP con aminas primarias. Los espectros UV-
Visible fueron adquiridos mediante un espectrofotometro de dobleW&401 PCShimadzu
utilizando las disoluciones tampon como referencia. Se utilizaron celdas de cuarzo de un
centimetro de paso O6ptico, que fueron termostatizadas utilizando un termostato eléctrico
ShimadzunodeloTCC-240Aa una temperatura de 25 ¢ 37 °C. El sistema presenta como fuentes
de irradiacién una lampara de (30 W) y una de wolframio (50 W) y es capaz de imaths

muestras desde 200 a 800 nm.
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2.2.3. ESPECTROSCOPIA DE RESONANCIA MAGNETICA NUCLEAR (RMN)

La espectroscopia de RMN fue utilizada para la caraeicion de compuestos de
reaccion, para el andlisis de mezclas de reaccion y para el estudio cinético de algunas
reacciones. Se han realizado experimentos monodimensiondlé¢s'de y de transferencia de
polaizacion DEPT-135. También se han obtenido espectros bidimensionales de, tife
HMQC y 'H,"N-HMBC. Los espectros de RMN fueron adquiridos a Z& &C mediante un
espectrometro de la mar@&uker, modeloAMX-300 equipado con un iman de 7,04 T (300
MHz en resonancia d#l). En ocasiones, se ha utilizado también un eqBipéer Avance 600
MHz, con mayor poder de resolucion. Se usaron tubos de vidrio de 5 mm de diametro y como
referencia interna el acido 3-(trimetilsilil)-1-propanosulfénico (DSS). Los espectrtid de
adqurieron en DO utilizando diversas disoluciones tampén segin elLpB.espectros dEC
seadquirieron en las mismas disoluciones deuteradas de tampdn o bien en la proporcién 80:20
H,O—-tampon/RO.

La medida y el ajuste del pH en las disoluciones tampon,@esb realiz6 siguiendo el
protocolo descrito por Salomaacols.[SaLomas 1964] para electrodos de vidrio, usando un pH-
metro digital Crison modeloGLP21+ equipado con un electrodo de vid@iosson modelo52 09
de 6 mm de diametro, con un sistema de referefgiAgCl encapsulado y una membrana
ceramica. Una vez calibrado con las disoluciones tampén acuosas (pH = 4,01 + 0,02; pH = 7,00
+ 0,02y pH =9,21 £ 0,02), el electrodo se sumergi6é en varios mililitros@e&n el objetivo
dehidratar la membrana con este disolvente. Para realizar las medidas de pH debe considerarse
el efecto isotopico sobre la respuesta del electi@danezclas de 3 y D,O, la lectura del

electrodo de vidrio se relaciona con el pH segun la ecuaciongai) 1967]
pD= pH + 03139 +00854x° (2.1)

dondea es la fraccion atomica de deuterio que se expresa segun la ecuacién (2.2)

D
a= D[+]H (2.2)

Para proporciones de agua deuterada superiores al 99,0 % se ha utilizado la ecuacion
experimental (2.3). Se ha comprobado que el electrodo de vidrio da una lectyé iafebor
a 0,4 unidades cuando la proporcion de deuterio es superior al 99,0 %, obteniendo asi la

ecuacioén (2.3)

pD=pH + 04 (2.3)
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2.2.4. POTENCIOMETRIA (pH-Stat)

Las constantes de ionizacion de los compue3tissforiletanolamina (PEAQ-fosfo-
DL-serina (PSer), APP, 1,2-dihexansiiglicero-3-fosfoetanolamina (DHPE) y 1,2-dihexanoil-
sn-glicero-3-fosfa--serina (DHPS) fueron determinadas por valoracion noaienétrica
utilizando un equip®etrohm Titrino 718 pH-Stat

Las disoluciones acuosas de PEA, PSer y APP, de concentracion inicial 10 mM, se
valoraron por duplicado a 25 °C y/6 37 °C. Se utiliz6 como valorante una disolucion
estandarizada de NaOH 0,1 M. La fuerza iénica de las disoluciones se mantuvo a 0,1 M,
utilizando KCI.

Una disolucién acuosa 2 mM del compuesto DHPS se valoré por duplicado a 37 °C con
una disolucién estandarizada de NaOH 10 mM, ajustando todas las disoluciones a una fuerza
ionica total de 0,1 M con KCI.

En el caso concreto de la valoracion de la DHPE se parti6 de su disolucion acida,
ajustada a pH 3,4 con HCI. Se utilizaron disoluciones 2 mM de DHPE y una disolucion
estandarizada de NaOH 10 mM, como valorante. La valoracion se realizé a 37 °C y todas las

disoluciones se ajustaron a una fuerza iénica de 0,1 M con KCI.

2.3. TRATAMIENTO MATEMATICO DE LOS RESULTADOS
EXPERIMENTALES

2.3.1. DETERMINACION DE CONSTANTES CINETICAS Y DE EQUILIBRIO.
PROGRAMA DYNAFIT

La variacion de la concentracidn de reactivos y pridudeterminada en el analisis de
las diferentes mezclas de reaccion se ajustd a su respectivo esquema cinético utilizando el
programa DynaFiKuzwmic, 1996] con la finalidad de determinar las constantes deibdail

El programa DynaFit se distribuye gratuitamente doentia académica y presenta
ciertas ventajas respecto a otros programas de ajuste de datos cinéticos, KUNSIdA 1983]

y FITSIM [zimmerLE, 1989], como son la simulacion de equilibrios previos denisrizacion o la
consideracion de concentraciones, sefial analitica o absortividad molar como parametros
ajustables.

Para realizar un ajuste, el programa carga dos archivos de entrada. El primer archivo
contiene los datos experimentales y el otro contiene la codificacion simbdlica de las ecuaciones
quimicas que forman el mecanismo de la reaccidn, asi como, la estimacién inicial de las
constantes cinéticas y las rutas de localizacion de todos los ficheros de lectura y de presentacion

de resultados.

68



Capitulo 2. Materiales y métodos

Theoretical Model
Reaction Mechanism
PM + FA<—> CA K;

CA<—>HE K,
FA + HES=> CHE K,

Formula Matrix
CA HE CHE

PM 1 1 1
FA 1 1 2

Stability constant matrix B

CA HE CHE

Ky 1 1 1
K, 0 1 1
Ks O 0 1

Figura 2.1. Ejemplo del sistema matricial obtenido a
partir del esquema de reaccion de la PM con el FA.

El programa carga el esquema cinético y traduce el simbolismo quimico en un sistema
matricial [SmitH, 1982] (figura 2.1). Seguidamente, se integran numéricamastecuaciones
diferenciales ordinarias no lineales de primer orden mediante una modificacion del método
multidimensional de Newton—Raphsfome-Po, 1972} La regresion no lineal se realiza mediante
la variacion de Reich del algoritmo de ajuste por minimos cuadrados de Levenberg—Marquardt
[ReicH, 1992] Los criterios de convergencia son multiplesess, 1992][BvINGTON 1969][RAWLINGS,
1988][RAYNER 1989][DrAPER 1981). LOS errores estdndar de los pardmetros individs&eslculan
a partir de la raiz cuadrada de los elementos diagonales de la matriz varianza — covarianza final
(figura 2.2). Finalmente, el programa muestra las matrices a partir de las cuales se calcula el
error estandar y hasta cinco pruebas graficas de la precision del ajuste basadas en la posible no

aleatoriedad de los residuales (figura 243Maker 1978][MANNERVIK 1981][D’AGOSTING 1986).

Covariance matrix Eigenvalues and eigenvectors
Eigenvalues 0.16 0.56 2.28

Ky, 1 1
K2 a7 2 10g14C 1.14 0.61 0.00
K 3 11 27 Set No. 1 2 3
Ky 1 68 -40 60
K, 2 72 -31 61
Ky 3 6 8 50

Figura 2.2. Matrices de covarianza y de valores propios y vectores propios a
partir de las cuales se calcula el error estandar de los parametros individuales.
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Residuals vs. Independent Variable Residuals vs. Dependent Variable

R

1
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Figura 2.3. Algunas pruebas graficas de la precision del ajuste.

2.3.2. DETERMINACION DE CONSTANTES CINETICAS Y DE EQUILIBRIO.
PROGRAMA SIGMAPLOT

El programa Signaplot v. 10,0 [SiemaPLot, 2005] fue utilizado para realizar
representaciones graficas y para el tratamiento de algunos de los datos experimentales obtenidos
en este trabajo. El prograrBegmaplotutiliza el algoritmo de Marquardt-Levenbgrgarquarot
1963] para encontrar los parametros que aporten el mgjsteaentre la ecuacion teodrica y los
datos experimentales. El programa posee alrededor de cien ecuaciones de ajuste, a la vez que
posibilita la edicién de nuevas ecuaciones. En ambos casos, se deben especificar los parametros
iniciales (hasta un maximo de 25 y de 10 variables independientes de la ecuacién) y fijar el
intervalo del valor de estos parametros. El ajuste se realiza optimizando el valor de los
pardmetros que minimiza el valor de la suma del cuadrado de la diferencia entre el valor
observado y el predicho para las variables dependientes. Este proceso es iterativo y se repite
hasta que el error relativo es inferior al valor de tolerancia establecido, es decir, hasta que se
consigue la convergencia. En este sentido, el programa permite cambiar los valores de
tolerancia y el numero de iteraciones preestablecidos. Finalmente, el programa proporciona una
representacion de los valores obtenidos que se ajustan a la ecuacién, asi como un informe con el
valor de los parametros y un andlisis estadistico completo.

El andlisis estadistico de los datos realizado p8&igghaPlotincluye el coeficiente de
correlacion de los datos experimentales a la ecuacion teérica con su correspondiente error

estandar. De cada pardmetro se da el error estandar, la distribucion t de Student y el factor de
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inflacion de la varianza. Se detalla también un aisatiompleto de la varianza (ANOVA) y se
incluyen los tests estadisticos de PRESS (residual predicho de la suma de cuadrados), Durbin-
Watson (autocorrelacion de los residuales) y test de normalidad.

A continuacion se indican los estudios realizados con este programa, especificando en

cada caso la ecuacion utilizada para el ajuste de los datos experimentales.

= Determinacion de las constantes de ionizacion de la 4-aminometilpiridina y

la PM por valoracién de tH-RMN

Los desplazamientos quimicos de un compuesto con propiedades acido/base dependen
del pH de la disolucion, de tal manera quekelse puede determinar utilizando sefialed-tle
RMN o de cualquier otro ntcleo RMN activVe@, *N, 3P, *°F,...). Por tanto, la determinacién
de las constantes de ionizacién enCDpara la PM y la 4-aminometilpiridina (PAM) se
realizaron examinando la variacion en el desplazamiento quimico de las sefiales de protén en el
rango de pD de 6,0 — 13,0, lo que permite determinar la constante de ionizacién del grupo
amino para ambos compuestos y del N piridinico de la PM.

La disociacion de un proton en un compuesto acido (efuacion 2.4) cambia la
densidad electronica de la molécula, por lo que las especies HApyegentan diferentes

deglazamientos quimicos denominados cogg Yy J,-- La mayoria de acidos en disolucion

acuosa se caracterizan por una rapida transferencia de protones en la escala temporal de RMN.
Asi, el desplazamiento quimico observadgJ para cualquier nacleo adyacente representa la
conentracion media ponderada de los desplazamientos quimicos de cada especie en el

equilibrio (ecuacion 2.5).

HA + DO e A 4 RO* 2.4)
Oobs = Owl NA JAi[A_] (2.5)
[HAIr

Siendo HA]+ la concentracion total del compuesto, que se defingo la suma de las
concentraciones de las especies HA yHEste balance de materia y la ecuacién que define la
constante de equilibrio de la reaccion 2.4 se sustituyen en la ecuacion 2.5 obteniendo finalmente

la siguiente ecuacion:

- JHA[ D30+] + JA’ Ka (2.6)
Ka +[D;07]

obs
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La representacion d&,,s vs pD y el posterior tratamiento de esta ecuacionimezll
proporciona el valor de tres constant€s ©,,, Y J,-), aunque los valores preliminares &g,

y 8,- pueden ser supuestos directamente de los datos experimentales. El valor de las constantes
obtenidas se especifica en el articulo IV.

Determinacion de las constantes de equilibrio de formacion de la
carbinolamina entre el FA y las especies idnicas de la PM y la PAM

A patrtir de las constantes de ionizacion de la PM g&h$2 puede estimar una constante de
equilibrio de formacién de la CA para cada especie ionica. Teniendo en cuenta que los valores
obtenidos experimentalmente estan en el intervalo de pD 6-13, no se considera la gBMStie H

ni € valor deK;. Los equilibrios de disociacion de las restantesagsp@nicas son:

_[ HPM][ H;0"] 2.7)
[HPM ]

K, =LPMILHO'] 2.8)
[HPM]

El balance de materia en este intervalo de pD es:

[ PM 1 4 H,PM Y [ HPM] +[PM ]

(2.9)
Por lo que se puede deducir:
[H,0"]? [H;0"]
K,K K 1
K :KA +2 3 - + B - 3 " +KC " - (210)
T HOT? [[HO'T Y THO? [[HO'] %Y [H0?  [H;0']
KK K, K K, Ky KK, Ky

Donde K £, es la constante de equilibrio de formacion del contpués entre la especie

i6nica HPM" y el FA, K&, es la constante de formaci6n entre la especie HFW, W K

C
ca €S

la constante de formacién entre la especie PMA. El valor de las constantes obtenidas se
egecifica en el articulo IV.

Determinacion de las constantes de velocidad correspondientes a reacciones
de pseudo-primer orden

Se estudiaron algunas reacciones de segundo orden en condiciones de pseudo-primer
orden. En presencia de un gran exceso de B con respecto a A, la concentracion de B no

cambiard significativamente durante la reaccion, por lo que la ecuacion diferencial de este
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proceso se escribe segun la ecuacion 2.11. De este lme@dostante de velocid&dincluye la
concentracion de B y la verdadera constante de velodjléec(iacion 2.12). La integracion de
la ecuacion 2.11 y su posterior linealizacion resulta en la ecuacion 2.13, a la cual se ajustan los

datos experimentales (concentracion, area, absorbancia,...) obtenidos en los articulos 1 y II.

A @211)
k=KB] (2.12)
In[ Al = In[A], - k't (2.13)

= Determinacion de las constantes de ionizacion mediante valoracion

potenciométrica

La determinacién de las constantes de ionizacién de los compuestos PEA, PSer, APP,
DHPE y DHPS se realiz6 por valoracion potenciométrica utilizando un pH-Stat segun se detalla
en el apartado 2.2.4 de este trabajo. EI nimero de grupos ionizables de cada compuesto define el
namero de constantes de ionizacion a determinar. La ecuacién de ajuste de los datos
experimentales se obtiene considerando las ecuaciones del balance de materia y de la condicién
de electroneutralidad para cada sistema.

A continuacion se detallan los equilibrios de ionizacion estudiados para cada compuesto
y la ecuacion de ajuste que se utilizd para determinar las constantes de ionizacion de cada
compuesto. Para todas las ecuacidfges el producto ionico del agua a la temperatui a |
cual se realiza la valoraciol; son las constantes de ionizaci@g,es la concentracion inicial

del compuesto a valoral, es el volumen inicial de la disolucion a valoraCCl_ es la

coneentracion de HCI \C, . es la concentracion de NaOH.

+ Valoracién del PEAEI esquema 2.2 muestra los equilibrios de ionizacién del PEA. Los
datos experimentales de variacion del volumen en funcidn del pH se ajustaron a la ecuacion

2.14. El valor de las constantes obtenidas se especifica en los articulos 1 y Il1.

o o o
HO_| o Kz “o_|_o Ks "o | _o
\ﬁ/ \/\Nifs — \ﬁ/ v\NH; —_— \ﬁ/ v\NHz
o o) o

Esquema 2.2. Equilibrios iénicos correspondientes al PEA.
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Ky 2K Ky

+ + +12 +
[HO] [HO']® [HOT, K,
14 Ko KoKg Co [H0'IC,
[HOT [HLO'?

+_ Ky
TS

CoVo

V= (2.14)

Char

+ Valoracion de la PSeEl esquema 2.3 muestra los tres equilibrios de ionizacién de la PSer

que se observaron en su valoracion. El ajuste de los datos experimentales se realizé a la

ecuacion 2.15. El valor de las constantes obtenidas se especifica en los articulos | y III.

o o o o o o o o
lIl Ko lIl Kz 1'1 K. I
- - = - 4
o | Yo OH o | o o o Yo 0 —— 'o/ll’\o o
OH . OH . o . &
NHg NH; NH,

NHj

Esquema 2.3. Equilibrios idnicos correspondientes a la PSer.

2K, . 3KyKj
1+ + + +12 +
CoVo [HO"] [H307] _[HLOT], Ky
1+ Ko, KoKy LJHOT G [HO'IG

[HO'] [H0']®  Kq

K
[Hz0"] _[ H3(V;+] +Cpa

(2.15)

+ Valoracién del APPEI esquema 2.4 muestra el equilibrio de ionizacién del APP que se

observé en su valoracién. Los datos experimentales de variacion del volumen en funcion
del pH se ajustaron a la ecuacion 2.16. El valor de las constantes obtenidas se especifica en
el articulo 1.

(o]

.
o._l_o o._ | _O
\lﬁ/ ~Snmp 2 \1,7/ ~"nH,
o o

Esquema 2.4. Equilibrios iénicos correspondientes al APP.

K2
[HO] _[H30"] Kw
V —
L P 2 TG IHO'G
vV [HO'] (2.16)
[H3 +]_ KW +Cnar
[H30"]
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+ Valoracion de la DHPEEI esquema 2.5 muestra el equilibrio de ionizacion de la DHPE

gue se observo en su valoracion. Para obtener una buena curva de valoracion se afadio a la
disolucién a valorar HCI. La concentracion inicial de éste compu€sfo=(5-10" M) se

congdera en la ecuacion 2.17. El valor de las constantes obtenidas se especifica en el
articulo 11

? i NH, Q i NH
/\/\)j\ 8 /\/\)l\ 2
\/\/\o“j?(ﬂ\ oj_kO/\/ = \/\/\o"//?(n\oj_KO/\/

o (o]

Esquema 2.5. Equilibrios id6nicos correspondientes a la DHPE.

Ka
* H,O*
CoVo [Hs0*] _[H30']? Cci-[H307]
1+ Ka Co Co Co
;
V= [H307] (2.17)

[ H;O0%]? - K, + Cpg[H30™]

+ Valoracion de la DHPSEI esquema 2.6 muestra el equilibrio de ionizacién de la DHPS

que se observé en su valoracién. Comercialmente, se adquiere la sal sédica de la DHPS,
por lo que al hacer el balance de cargas debe tenerse en cuenta la concentracién de esta sal.

De esta manera se obtiene la ecuacion 2.18 para ajustar los datos experimentales. El valor
de las constantes obtenidas se especifica en el articulo II.

/\/\)’\ @@ ﬁ)\ C Ka /\/\)\ @@o%oﬁj‘\
SN0 SN0 2

o o

Esquema 2.6. Equilibrios idnicos correspondientes a la DHPS.

” 2Ka+ +
Cov| (MO [HOTT, Ky
1+ Ko Co [H0'IC
+
V= [H307] (2.18)
K,
[Hy0*]- +Cy.
3 [H3O ] Na’
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= Determinacion de los coeficientes de absorcion molar de las BSs derivadas del PLP
Los coeficientes de absorcién molar de las BSs formadas entre el PLP y la DHPE y la
DHPS se determinaron a 420 nm a partir de la ecuacion 2.19 propuesta por Auld yaBrjice
19%7]. Para la realizacion del ajuste se consideré que am2€ coeficiente de absorcién molar

de los nucledfilos es despreciable y el del PLP siale= 2850 M* cmit.

Ao _ épp épLp _ (2.19)
A,—Py epgs—épp (£ps™EpLp) Keglaminaleg

dondeAy y A, son las absorbancias a tiempo cero e infigi@,y egs SON, respectivamente, los
codficientes de extincion molar del PLP y de la BSKy es la constante de equilibrio. Los
valores desgs se obtuvieron mediante un proceso iterativo en ekgusomenzé introduciendo

los valores de concentracion de amina inicial en la ecuacién (2.19), lo que proporciona un
primer valor desgs y deKeq El valor deKeq obtenido se utiliza para calcular la concentracen d
amina en el equilibrio, y asi sucesivamente, hasta que los valokgg detenidos diferian

menos del 0,1 %. Los valores obtenidos se especifican en el articulo Il.

= Determinacion de las constantes cinéticas para la reaccion con el PLP

La ecuacion 2.20 corresponde a la reaccion de los grupos amino con el PLP. El
tratamiento matematico para obtener las constantes cinéticas fue descrito anteriormente en
detalle[Garcia DELVADO, 1987]. Brevemente, a partir de la integracidén de las @onoes cinéticas
para dicho mecanismo y aplicando la ley de Lambert-Beer, en una longitud de onda en la que el
aminofosfato no absorba, se obtiene la ecuacion 2.21. En esta ecdaddony A, son las
ab®rbancias a tiemp0, t y en el equilibrio; los parametr@sy b son las concentraciones
iniciales de PLP y compuesto aminico, respectivameante; son las concentraciones de la BS
atiempot y en el equilibrio, respectivamente. Los valoreggse obtienen de la pendiente de
la representacion dim (A.-A) vs tiempo, siempre quab >> xx (figura 2.4). Manteniendo
congante la concentracion de PLP y variando la concentracion de grupo amino en un amplio
rango se obtienen diversos valorekgeue se ajustan a la ecuacion 2.22 (figura 2.5), dknde
y k, son las constantes cinéticas para la formacionhidalisis, respectivamente, de la BS.

Esta metodologia se ha utilizado en los articulos | y III.

ks
kn

R—CHO (PLP) + R—NH, R—CH=ﬂ—R' + H,0 (2.20)

ln% :—Ianxxe+kapt (2.21)
- >
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K :{[ k+ k(a+ B —4abkf2}m (2.22)

In(Ajpf -A)

_3,5 T T T T T T T 1
0 10 20 30 40 50 60 70 80

t(s)
Figura 2.4. Ejemplo de la representacion del (A.-A) frente al tiempo a
420 nm correspondiente a la mezcla de reaccién entre el PLP (0,16 mM) y
diversas concentraciones de PEA a pH 9,0 y 25°C. Concentraciones de
PEA: a) 7 mM, b) 10,6 mM, c¢) 14 mM, d) 17,7 mM, e) 20 mM, f) 25 mM.

0 T T T T T T T T T 1
0,006 0,008 0,010 0,012 0,014 0,016 0,018 0,020 0,022 0,024 0,026
[PEA] (M)

Figura 2.5. Variacion de Id(ap2 correspondiente a la mezcla de reaccion entre

el PLP (0,16 mM) y diversas concentraciones de PEA a pH 9,0 y 25°C. Los
valores experimentales se representan como puntos, mientras que en trazo
continuo se representa el mejor ajuste de los datos experimentales a la
ecuacion 2.21. Concentraciones de PEA a) 7 mM, b) 10,6 mM, c) 14 mM, d)
17,7 mM, e) 20 mM, f) 25 mM.
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El sustituyente hidrofobico afecta a la cinética de

formacion de las bases de Schiff de aminofosfolipidos

Catalina Caldés, Bartolomé Vilanova, Josefa Donoso, Francisco Mufioz.

Institut Universitari d’Investigacié en Ciéncies de la Salut (IUNICS). Departament de Quimica.
Universitat de les llles Balears. Cra. Valldemossa km 7.5, Ed. Mateu Orfila i Rotger, E-07122,

Palma de Mallorca, Espafia.

RESUMEN

La glicacién no enzimatica de los aminofosfolipidoseheeferencia a su reacciéon con
azlcares reductores y esta relacionada con algunas patologias asociadas a la diabetes y al
envejecimiento. Los estudios cinéticos sobre esta reaccion son escasos, aunque necesarios para
profundizar en el conocimiento de la modificacion quimica de las cabezas polares de los
aminofosfolipidos, cuyo paso inicial es la formacion de una base de Schiff (BS). En este trabajo,
se estudia, en condiciones fisiolégicas de pH y temperatura, la reaccion de formacién de las BSs
entre la 1,2-dihexanoil-sn-glicero-3-fosfoetanolamina (DHPE) y la 1,2-dihexanoil-sn-glicero-3-
fosfoL-serina (DHPS) con varios compuestos con capacilleante y con un buen inhibidor
de las reacciones de glicacion de biomoléculas, el 5'-fosfato de piridoxal (PLP). Los resultados
muestran que los sustituyentes hidrofébicos de los aminofosfolipidos disminuyen la constante
microscopica de formacion de las BSs con los compuestos glickntegspecto a los
aminofosfatos correspondiente®-fosforiletanolamina yO-fosfo-DL-serina). Por otra parte, la
disminucion delpK, del grupo amino, inducida por el sustituyente hioldf provoca una
mayor proporcion de BS formada a pH 7,4 respecto a los aminofosfatos. Ademas, el entorno
polar en la BS favorece su hidrdlisis, como asi lo demuestran los valores de las constantes de

hidrdlisis determinadas para las BSs de PLP—aminofosfolipido.
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1. INTRODUCCION

La glicacion de biomoléculas esta relacionada coergas patologias y complicaciones
clinicas asociadas al envejecimiento, aiabetes mellitusal cancer y a la enfermedad de
Alzheimer [van HewsT, 2005][TakeucHl, 2008, Como se ve en el esquema 1, la glicacion se inicia
por la reaccion de los grupos amina libre de las biomoléculas con los grupos carbonilicos de
azucares reductores y/o compuestos derivados para formar inicialmente una base de Schiff (BS),
la cual puede reordenarse formando el compuesto de Amadori. La evolucién de éste a través de
un conjunto heterogéneo de reacciones deriva en los productos finales de la glicacion avanzada
(AGEs), que son capaces de provocar modificaciones estructurales y funcionales de proteinas,
acidos nucleicos vy lipidos.

Se ha comprobado que la glicacion lipidica cambia el orden lipidico y la constante
dieléctrica de la membrana, lo que altera las interacciones lipido—lipido y lipido—proteina
provocando la inhibicion de las enzimas de membrana (por ejemplo, K'NsTPasa y la
Ca®—~ATPasa)0ssi, 1999][Levi, 2008} Ademas, se incrementa la oxidacion de los Acidasogr
poliinsaturados (PUFAS), especialmente en las lipoproteinas de baja densidad[@kibL)
2000][RAVAND}, 2000} La oxidacion de los acidos grasos poliinsaturadisF@As) resulta en la
generacion de especies oxigenadas radicalarias (ROS), como el PCOOH (hidroperéxido de
fosfatidilcolina) [Mivazawa 2008] y de especies carbonilicas y dicarbonilicas altameatetivas
(RCS) [PampLona 2011] (esquema 1). Estos compuestos derivados de la @adéipidica
también pueden reaccionar con las biomoléculas formando los productos finales de la
lipoxidacion avanzada (ALEs), aumentando asi los efectos negativos de la glicacién de las
biomoléculagTHorre 2003].

Las implicaciones bioldégicas comentadas anteriormente explican los esfuerzos
realizados en los Ultimos afios en el estudio de la reaccidn entre lipidos y grupos carbonilicos.
Hasta el momento, se ha detectado en sistémeaivo la formacion de la BS a partir de la
reaccion entre diversos grupos carbonilicos y dos aminofosfolipidos natutales:
fosfatidiletanolamina (PE) y la fosfatidilserina (A8)zen 1999][BREITLINGUTZMANN 2001][SoLis-

CaLerqg 20101 También se ha identificado y cuantificado el produstadori-PE y algunos
AGEs, como la carboximetil-PE y la carboxietil-PE, en plasma y en eritrocitos de pacientes
diabéticos[Fountain 1999][Nakacawa 2005][SHoa, 2010][Sookwong 2011] Por otro lado, se ha
denostrado que el PLP puede condensar facilmente con [ai&kHi, 2006}, detectandose el
compuesto PE-PLP en glébulos rojos humanasacawa 2008][Mivazawa 2012). Adicionalmente,

se ha evidenciado que los niveles de Amadori—PE se reducen al administrar un suplemento

dietético de PLP en ratas con diabetes indUtisiara, 2005][Asa, 2009].
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Esquema 1

En un estudio reciente, hemos analizado la influencia de la cabeza polar de los
aminofosfolipidos sobre la cinética de formacion de la BS. En particular, se ha estudiado la
reactividad entre los compuestOsfosforiletanolamina (PEA) Y-fosfo-DL-serina (PSer) con
azucares reductores y el PLP. En dicho estudio, se observo que la constante de equilibrio de la
reaccion del PEA y la PSer con el PLP es menor respecto al valor determinado para la reaccion
del PLP con la glicina y la serina, como consecuencia de la existencia del grupo fosfato en los
aminofosfatos. Ademas, la presencia de un grupo carboxilico en pasi@épecto a la amina
en la PSer disminuye la constante de formacion de la BS respecto al PEA. Por otro lado, las
constantes cinéticas de formacion de la BS de los aminofosfatos con el PLP son cuatro 6rdenes
de magnitud mayores que las determinadas para los azUcares reductores, lo que confirma el
potencial del PLP como inhibidor competitivo de la glicacién de los aminofogtatasgs,

2011].

Los aminofosfolipidos de interés biolégico presentan en su estructura un grupo fosfato
sustituido por una molécula de glicerol en la que se han esterificado dos &cidos grasos. Por
tanto, seria de interés examinar la glicacion en modelos mas similares estructuralmente a los
aminofosfolipidos, que los utilizados en el estudio anterior. En este trabajo, se ha estudiado la
reactividad de la 1,2-dihexandaii-glicero-3-fosfoetanolamina (DHPE) y la 1,2-dihexarsoil-

glicero-3-fosfot-serina (DHPS) (figura 1) con azlcares reductoeeglicosa, la arabinosa y el
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acetol) y con el PLP (un vitamerg Bue actiia como inhibidor de la glicacion de biomaki

[HicucHl, 2006][Mivazawa 2012]). Los compuestos seleccionados son dos aminofastmiple bajo

peso molecular, ya que sus cadenas de acido graso son mas cortas que las de los lipidos
naturales constituyentes de las membranas celulares, lo que hace que sean mas solubles y se
pueda trabajar en concentraciones inferiores a su CMC.

En estudios anteriores ya se usaron la DHPE y la DHPS como modelos de
aminofosfolipidos en distintos sistemas biolégicos. Koppaka y cols. utilizaron la DHPS en el
estudio de la activacion de la protrombina iniciada por el faGtptorraka 1996]. Por otro lado,
la DHPE se ha utilizado como sonda fluorescente para el reconocimiento molecular de vesiculas
[KoFuNnE, 2000}, como sustrato para el estudio de los movimienerssinembranales de la PE
[MAcHAIDZE, 2002, 2003y como ligando de la proteina de unién de la PE @®ERra analizar las

propiedades de su centro de urExemon, 2010}

//A\V//\\//l\ /”i><f\\ NH2
WN"T‘/OH
DHPE

(o)

o
Wa\l[]%° " s NH;
DHPS

o

Figura 1. Estructura quimica de la 1,2-dihexaraitglicero-3-fosfoetanolamina
(DHPE) y la 1,2-dihexano#tglicero-3-fosfot-serina (DHPS).

2. EXPERIMENTAL

+ Material
D-glucosap-arabinosa, BD (99,9 % D)O-fosforiletanolamina (PEA) y 5'-fosfato de piridoxal
hidratado (PLP) fueron adquiridos de Sigma—Aldrich; el cianoborohidruro sodico (Naf;NBH
el dihidrogeno fosfato de potasio y el hidroxido sédico fueron obtenidos de Acros Organics; el
acetol fue obtenido de Fluka; la 1,2-dihexasoifglicero-3-fosfoetanolamina (DHPE) y la 1,2-
dihexanoilsn-glicero-3-fosfot-serina (DHPS) fueron adquiridos de Avanti Polar L3pifiodos

los reactivos se usaron sin ningun tratamiento adicional.
+ Espectroscopia UV-Visible

Los espectros de absorcion fueron adquiridos en un espectrofotometro de doble haz de la marca

Shimadzu UV-2401 RGSe utilizaron celdas de cuarzo de 1 cm de paso 6ptico y la disolucion
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tampdén como referencia. La temperatura de las celdas se ajusté a 37 £ 0,1 °C mediante un
termostatoShimadzu modelo TCC-240A. Se registro la absorbancia a 420 nm en funcién del
tiempo de distintas mezclas de reaccion entre la DHPE y la DHPS con el PLP (cuya
concentracion exacta se determiné a 388 sim,6600 mof cm* en NaOH 0,1 MID onosq

1986]). La concentracion de DHPE y DHPS fue entre 15 yet®s superior a la concentracion

de PLP e inferior a su CMC (CMGee =7 MMy CMGps = 12,5 MM[HERGENROTHER1997)).

Las disoluciones de todos los compuestos se prepararon en tampon fosfato 0,5 M a pH 7,4, y se
confirmd en cada experimento que la diferencia entre el pH inicial y final de la mezcla de
reaccion nunca fue superior a + 0,04 unidades. Las medidas de pH se realizaron con un pH-
metroCrison GLP21+ equipado con un electrodo de vidrio mo8@l09de 6 mm de diametro,

previamente calibrado con disoluciones tampdn acuosas a 37 °C.

+ Espectroscopia de RMN
Los espectros de RMN se registraron en un equipo Bruker AMX-300, utilizando tubos de 5 mm
de diametro y el acido 3-(trimetilsilil)-1-propanosulfénico (DSS) como referencia interna. Se
realizaron experimentos bidimensionalds, (*C-HMQC) de las reacciones de DHPE y DHPS
con glucosa y arabinosa a 37 °C, y experimentos monodimensiondldspdea las reacciones
de DHPE con acetol y de PEA con arabinosa. Todas las disoluciones estudiadas fueron
preparadas en D, utilizando para ello tampén fosfato 0,5 M a pD pB € -log[D*]), y un
13,3 %de MeOD para obtener disoluciones no micelares (esta proporcion de MeOD no altera el
valor del pH[casteLLs 2003). Las concentraciones de reactivos utilizadas fueromibde
DHPS y DHPE (en el caso de la reaccion con acetol seguida monodimensionalmente se utilizd
una concentracion 10 mM de DHPE), 0,3 M de arabinosa y glucosa, 0,1 M de Na@NBIM
deacetol y 10 mM de PEA. Con la excepcion de que la reaccion de la DHPS con la glucosa se
hizo a concentraciones de 12 mM y 0,24 M, respectivamente. La presencia de NaCNBH
pemite la reduccion selectiva de los grupos imina a pH neutro, lo que facilita la deteccion de las

BSs [BorcH 1971].

+ Potenciometria
Las constantes de ionizacion del DHPE y DHPS fueron determinadas por valoracion
potenciométrica utilizando un equipetrohm Titrino 718 pH-StaSe valoraron por duplicado
disoluciones acuosas de concentracion 2 mM de estos compuestos con una disolucion
estandarizada de NaOH 0,01 M, ajustando todas las disoluciones a una fuerza i6énica de 0,1 M
utilizando KCI. El tratamiento matematico de los datos experimentales se hizo con el programa
SigmaPlot v. 10,0516maPLOT, 2005],
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+ Andlisis matemético de los datos cinéticos experimeales

- Determinacion de las constantes cinéticas de formacion de las BSs derivadas de los grupos

carbonilicos con capacidad glicante

El esquema 2 presenta el mecanismo cinético para la formacion de la BS de los
aminofosfolipidos con los grupos carbonilicos y la posterior reduccion por la adicion del
NaCNBH;. La velocidad de desaparicion del aminofosfolipidoresponde a la ecuacion
siguiente:
- dR-NH
“RNL R [ R co- R ks 8

Aplicando la aproximacion del estado estacionario a la BS y asumienég>gue;, se obtiene:

- dR-NH,] _

" K R NH][R-CO-R)] @

Debe tenerse en cuenta que cada uno de los reactivos presenta ademdas otras reacciones
paralelas. Los compuestos carbonilicos pueden estar en disolucion en dos formas diferentes: la
reactiva (R-CO-R)) y la no reactiva (RC(OH)(OR’)-R). Esta ultima forma puede estar
hidratada (R’ = H) en el acetol o en la forma ciclica (R’ = cadena hidrocarbonada) en la glucosa

y la arabinosa. Por tanto, la constante de equiliBdptébla 1) viene dada por:

« = |R-CO-R)] 3
3 = 3)
[R- QOH)(OR)-R,]
El equilibrio de protonacion de los aminofosfolipidos viene expresada por:
K, = [R__ NHz]l.H&O J (4)

|R-NH; |

Aplicando para ambos reactivos el balance de masas correspondiente y sustituyendo en la

ecuacion (2) se obtiene la siguiente expresion:

- dR-NH,] _ kK K[ R- CO-R]. [R-NH, ],
dt |H,0" |+ K,+|HO' K, + KK,

(5)
Sepueden agrupar algunos de los términos constantes, siendo la expresion resultante:

w = ku[R = CO- R [R-NH,]; (6)
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Donde la constante observada viene dada por:

kK =g . k1|_<3K4 .
® [H,0" [+ K, +|HO K, + KK,

()

Trabajando en condiciones de pseudo-primer ofde®p- co- R], >>[R-NH,]) la ecuacion

(6) se puede integrar obteniendo:

[R-NH, | _

In =
[R_ NHz]o

- k] R—CO-R,;t ®)

Ajustando los valores experimentales de la concentracion del aminofosfolipido en
funcion del tiempo a la ecuacion (8) y teniendo en cuenta la concentracion inicial del compuesto

carbonilico se obtiene el valor de la constante obserkgga (

- Determinacion de las constantes cinéticas de formacién e hidrélisis de las BSs de PLP

La formacion de la BS entre el PLP y la DHPE y la DHPS se siguié monitorizando la
variacion de la absorbancia de la mezcla de reaccion a 420 nm. Los datos experimentales
obtenidos se ajustaron al esquema 3 utilizando el programa DynaFit (BioKin, Pullman, WA)
[Kuzmic, 1996], que proporciona los valores de las constantesldeidad directaskf) e inversas
(k) apH 7,4y a 37 °C.

Paa la realizacidén del ajuste se consideré que a 420 nm el coeficiente de absorcidn
molar de los nucledfilos es despreciable y el del PLPeyale= 2850 M* cmi*. El coeficiente
deabsorcion molar de las BSs a 420 nm fue calculado mediante la ecuacion propuesta por Auld

y Bruice[AuLp, 1967}

Ao _ épp épLp )
A,—Py epgs—épp (£psEpLp) Keglaminalg,

dondeAy y A, son las absorbancias a tiempo cero e infigi@,y €gs SON, respectivamente, los
codicientes de extincion molar del PLP y de la BS, mientras Hugges la constante de
equilibrio a pH 7,4. Los valores dgs se obtuvieron mediante un proceso iterativo en esque
comenzo6 introduciendo los valores de concentracion de amina inicial en la ecuacion (9), lo que
proporciona un primer valor dgs y deKe, El valor deKe, obtenido se utiliza para calcular la
coneentracion de amina en el equilibrio, y asi sucesivamente, hasta que los valeges de
obtenidos diferian menos del 0,1 %. Se estiméggge 5200 M* cnri para la BS de la DHPE y
queegs = 5245 M* cmi* para la BS de la DHPS.
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3. RESULTADOS Y DISCUSION

Las propiedades quimico-fisicas de las membranadchgid/ sus caracteristicas de
superficie dependen del estado de ionizacion de las cabezas polares de los lipidos
constituyentes. Egorova y cols. determinaron p&l, intrinseco verdadero (proceso de
degrotonacion del grupo iénico libre en una disolucion acuosa) para el grupo fosfato en el
fosfatidilglicerol pK, (PQy) = 1,40) y el grupo carboxilico de la PEK{ (COO) = 2,65)
[Ecorova 1998], aunque no el del grupo amina.

En este trabajo, se han determinado Unicamente las constantes de ionizacion del grupo
amino de los aminofosfolipidos, ya que los demas grupos se encuentran completamente
desprotonados a pH fisioldgico. Los valorepHgobtenidos a 37 °C fueron de 8,8 £ 0,1 para la
DHPE y 8,6 £ 0,1 para la DHPS. En la bibliografia, se demuestra gkg @t la cabeza polar
aminica de los lipidos disminuye su valor en mas de una unidad respecto al grupo amino solo,
debido al aumento de la hidrofobicidgashane, 2011] Esto concuerda con el hecho de que los
dabs aqui obtenidos son aproximadamente 1,5 unidades inferiores al valy diterminado
en un tabajo anterior para los aminofosfatos (PEA y PSer) [CaLDEs, 2011]

Zhang y cols. también comprobaron que al variar el nUmero de dobles enlaces (acido
linoleico o &cido oleico) y/o el nUmero de grupos metilo (octil, hexil o butil) en las cadenas
laterales de los aminolipidos no se modifica apreciablemente el valpKdelel grupo amino,
con variaciones depK, de * 0,4 unidadefzHang, 2011} Esto implica que los datos aqui
obtenidos sirven de estimacion del valor @&, intrinseco del grupo amina de los
aminofosfolipidos, ademas de utilizarse en este estudio para el andlisis de la reactividad de la
DHPE y la DHPS.

3.1. DETERMINACION DE LAS CONSTANTES CINETICAS DE FORMACION DE LA
BS DE LA DHPE Y LA DHPS CON AZUCARES REDUCTORES

La modificacion de la cabeza polar de los aminofosfolipidos por azlUcares reductores es
biolégicamente significativa, ya que estos compuestos forman parte de las lipoproteinas
circulantes, como el LDL, y de las membranas celulares, donde tienen un papel importante en el
reconocimiento y en la interaccion molecufaerpstra 1998]. El esquema 2 muestra el
mecanismo cinético propuesto para la reaccion de los aminofosfolipidos de cadena corta con la
glucosa, la arabinosa y el acetol, en presencia de reductor. El ataque nucle6filo del grupo amina
sobre el grupo carbonilico genera reversiblemente una BS. El NaQO8lte selectivamente
el enlace iminico de la BS a pH neutBorch 1971} formando irreversiblemente una amina
secundaria (base de Schiff reducida, redSB), lo que facilita la determinacion de la constante

cinética de formacion de la BS.
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Esquema 2

La figura 2 muestra los espectros de'?D*C-HMQC para la reaccion entre la glucosa
y la DHPE, en presencia de reductor. El espectro at = 1,3 h se muestra en negro, mientras que
en rojo se observa el espectro adquirido después de 68 h de reaccion. Las variaciones mas
importantes en el espectro son: la sefial d&l(H-C(1) del DHPE'H: 3,26 ppm;°C: 42,60
ppm) disminuye su intensidad con el tiempo a medida que aparece una nueva sefial
correspondiente a la redSBH( 3,37 ppm;*°C: 50,62 ppm); la sefial 8(2)-C(2) del DHPE
también cambia de posicion al formar la redSB, como se aprecia en la figura 2 y paralelamente,
aparecen dos nuevas sefiales a 65 ppm correspondientgs—él Hel sustituyente glucidico
(R,) de la redSB.

(DHPE)H,C(7, 13)-C(7, 13 )@089)

— 40.00
@ (DHPE)HC(1)-C(1)

@ (redSB)HC(1)-C(1) B

(redSB)H,C(2)-C(2)
(DHPE)H,C(2)-C(2)

/
@@/mn i
e AP

(redSB)HC(R,)—C(R})

ﬁ‘, ?& u

\
2
8
Desplazamiento quimico 13C (ppm)

'8
— 80.00

4.00 3.50 3.00 2.50
Desplazamiento quimico H {ppm)

Figura 2. Espectro 2D*H, *C-HMQC para la reaccién de la DHPE (15 mM) con glacos

(0,3 M), en presencia de NaCNBK0,1 M) a pD 7,4 y 37 °C. En negro se representa el
espectro de la mezcla de reaccion at = 1,3 h y en rojo el espectro at = 68 h. Las sefiales
que aparecen entre 70 y 80 ppm corresponden al exceso de glucosa.
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En la figura 3 aparece en negro el espectro at = 1,07 h de la reaccion de la arabinosa y
la DHPS, donde se aprecia que la sefial del HC(1)—C(1) de la DHPS esta situada a 3,96 ppm
(*H) y 57,68 ppm €C). A medida que aumenta el tiempo de reaccion esfial sva
desapareciendo simultaneamente a la aparicion de una nueva'ldeaBl ppm;°C: 52,34
ppm) correspondiente a la sefial del HC(1)-C(1) de la redSB (espectro en rojo de la figura 3). La
sefial HC(2)-C(2) de la DHPS también cambia de posicionrahdo la redSB, mientras que la
sefial HC(3)—C(3) se ve solapada al aparecer una sefialstglgante Rde la redSB formada.
Paalelamente, también aparecen otras sefiales del giug® IR redSB, observandose algunas

de dlas a 73 ppm en la figura 3.

(DHPS)H,C(7, 13)-C(7, 13) €@
— 40.00

O(redSB)HC(1)-C(1)

00

© (DHPS)HC(1)-C(1)

— 60.00
(DHPS)H,C(3)-C(3) + (redSB)HC(R;)-C(R,)

Desplazamiento quimico 13C {ppm)

— 80.00

4.00 3.00
Desplazamiento quimico *H (ppm)

Figura 3. Espectro 20/H, *C-HMQC para la reaccién de la DHPS (15 mM) con
arabinosa (0,3 M), en presencia de NaCNREB|1 M) a pD 7,4 y 37 °C. En negro se
muestra el espectro de la mezcla de reaccién at = 1,07 hy en rojo el espectro at =26 h.

A partir de la intensidad de las sefiales de HC(1)-C(1) de 1D y 2D-RMN de los
reactivos se ha determinaldovariacion temporal de la concentracién de aminofigsfio para
cada reaccion estudiada. Ajustando dicha variacion a la ecuacion (8) se ha obtenido el valor de
las constantes observadéig.d, el cual esta afectado por el efecto del disolvEn@-MeOD
(6,51). Anteriormente, se cuantifico el efecto isotépico cinético dél én la reaccion de los
aminofosfatos con grupos carbonilicos obteniendolk{tl& = 1,3[CaLoes, 2011] En este trabajo,
seutilizé un 13,3 % de metanol para solubilizar los aminofosfolipidos, por lo que se determiné
el efecto cinético del MeOD utilizando como modelo de estudio la reaccion de formacion de la
BS del PEA con arabinosa p#t-RMN. En presencia de MeOD, el valor de la constéit)
es0,075M*h™, mientras que en 100 % dese obtuvo quk,,s = 0,066M*h™. Para comparar
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los resultados con otros datos obtenidos #D $& combinan los dos efectos, obteniendo que el
factor corrector de las constantes cinéticas correspokidk®a*°° = 1,14.

En la Tabla 1 se muestran los valorekglscorregidos para la DHPE y la DHPS, donde
apaecen también los compuestos PEA y PSer para facilitar su comparacion. Los valores de las
constantes cinéticas microscopicas de formacion de lakB®@stradas en la Tabla 1 se
cdcularon mediante la ecuacion (7) a partir de los valorég,ge

Conmo en estudios previos, la reactividad de los compuestos glicantes muestra una clara
relacion entre el aumento de su reactividall ¥ el aumento de la electrofiliaorover 2007,
2009][CAaLpEs, 2011] Asi, puede observarse que el orden creciente @rddilia, acetol <
arabinosa < glucosa, coincide con el valor crecientlk; dibtenido para la reaccién de estos
grupos carbonilicos y los aminofosfolipidos. En la tabla 1, se observa que el vilqada |la
DHPS es menor que el del DHPE, esta disminucién también se observa en la comparacion del
PEA con la PSer. La constarite pone de manifiesto que la reactividad intrinsecacode |
compuestos con grupos carboxilicos en posicidaspecto a la amina es menor que aquellos
nucledfilos que no presentan este grupo. Por otro lado, los valoilgspdea la DHPE vy la
DHPS son de 3 a 7 veces inferiores a los determinados para los compuestos PEA y PSer, lo que
indica que la eliminacién de una carga negativa y la adicion de un grupo hidrofébico en la
estructura del aminofosfato disminuye la reactividad de estos compuestos frente a los grupos

carbonilicos con capacidad glicante.

Tabla 1. Constantes cinéticas para las reacciones a pH 7,4 a 37 °C.

Compuesto DHPE DHPS PEA° PSer
Acetol kos(M™H?Y) 9,6 - 10" - 1,810 -
(K3=4,916) Kk (M'h™ 2,6-10 - 1,3-16 -

Arabinosa kos(M™*H?Y)  7,0-10'¢ 4,0-10'° 8,7-10° 7,8-10°
(Ks=3,010)  ky (MThD 61-16 2,2-10 20-16 1,3-16
Glucosa kps(M7HY  79.10°¢ 3,7-10°¢ 1,7-10° 9,2-10°
(K3=2,01F) k(M h?) 1,0 - 16 3,1-16 59-16 2,3-106
3G LusHoNoK 2003] (D workiN 2000]° Estos valores estan corregidos por el efecto cmétic
de la mezcla de disolventes@®-MeOD.[CALDES, 2011]

La constante observad&,,s, aporta informacién de la eficiencia de la reaccian e
condiciones fisiologicas. Los valores kig; para los compuestos DHPE y DHPS son entre 4y 8
veces mayores que para los aminofosfatos, debido a su mayor proporcién de grupos amino libre
apH=7,4 (3,8 % para la DHPE y 5,9 % para la DHPS frente al 0,14 % para el PEA 'y 0,20 %
para la PSer). Como se ha comentado anteriormente, el val@Kgedsta directamente
relacionado con el aumento de la hidrofobicidadang, 2011}, generada por las cadenas

hidrocarbonadas de los aminofosfolipidos.

103



Actualmente, la informacion sobre la glicacion no enzimatica de los aminofosfolipidos
en la bibliografia es contradictoria. En una recopilacion reciente se afirma que la PE, pero no la
PS, es susceptible de glicarse en condiciones hiperglucémicas formando el Amadori-PE
[Mivazawa 2012], basandose en que en algunos estudios no se damtectanpuestos de PS
glicados en el plasma y globulos rojos de pacientes diabéticos y pacientes [eantkol
1996][NAkaGAWA 2005] Sin embargo, se ha observado que la PE y la PSioran para formar
los AGEs correspondientes (N-carboximetil-PE y N-carboximetil-PS) tantovo comoin
vitro, aunque el producto mayoritario depende del sistema estyd@adoan 1999] Por otro
lado, en los resultados de Hazen y cols. se aprecia claramente que tiene lugar la reaccion del p-
hidroxifenilacetaldehido en condiciones reductoras en glébulos rojos y en DPPE (16:0) y DMPS
(14:0), como lipidos estandar, obteniendo que la PE forma una cantidad mayor de redSB que la
que se forma a partir de la R8zen 1999]. Nuestros resultados, mostrados en la tabla Iandi
gque tanto la eficiencia como la reactividad de la DHPE son superiores a la de la DHPS en la
primera etapa de la glicacion. Un factor determinante de la eficiencia en la formacién de la BS
es el valor depK, de los posibles nucledfilos, el cual esta fuertemanfteenciado por las
condiciones del entornfFernanpez 1977 De este modo, el contacto entre los lipidos en la
membrana y su diferente composicion modifica el valomdgl[Cvec, 1990][RaiasEkarAN1994], |0
que ambién modificaria la reactividad de los aminofosfolipidos frente a los grupos carbonilicos.
Aunqgue, la formacion de una BS es la etapa inicial en el proceso de la glicacion, existen otros
factores que condicionan la formacion posterior del compuesto de Amadori y de los AGEs

[WiLLiams, 2011]

3.2. EFECTO INHIBIDOR DEL PLP

Se ha investigado el efecto inhibidor de varios compuestos, como la aminoguanidina, la
carnosina, el—tocoferol y los vitamerosg3en la glicacién de aminofosfolipidpscucHi, 2006).
De entre todos, el PLP fue sefialado como el inhibidor mas potente de la glicacion de
aminofosfolipidos [Hicuchi, 2006], detectandose el compuesto PE-PLP en glébulos rojos
humanos|Nakacawa 2008]. EI mecanismo de inhibicion consiste en la condedisatel PLP con
el grupo amino del aminofosfolipido para formar una BS estable (esquema 3). En un trabajo
anterior de nuestro grupo, se realizé un estudio cinético de la formacion e hidrdlisis de las BSs
de PLP—aminofosfato. En este trabajo, ampliamos el estudio analizando la reactividad del PLP
con la DHPE y la DHPS.

K
R—CHO (PLP) + R'—NH,

K

Esquema 3
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El proceso de formacion de la BS es reversible, y se ha estudiado siguiendo el
incremento de la absorbancia con el tiempo a 420 nm. La figura 4 muestra las variaciones
observadas para la reaccion entre el PLP y diversas concentraciones de DHPE (para la DHPS
también se observé el mismo comportamiento). La variacién de la absorbancia con respecto al
tiempo se ajustd al esquema 3 con el método de regresién no lineal [Xnafit, 1996),
obteniendo los valores de las constantes cinéticas de formdgionde hidrdlisis k), y por
tanto, su constante de equilibrikief) a pH 7,4 y a 37 °C, las cuales se recogen en la 2alfl
su vez, se han tabulado los valoreKdgobtenidos a partir de la ecuacion (9), observando que

el error entre los dos métodos es inferior al 8 %.

0,40

0,38

0,36 4

0.34 4

Absorbancia (u. a.)

0,32 4

0,30 4

0 100 200 300 400 500
Tiempo (s)

Figura 4. Variacion temporal de la absorbancia a 420 nm de la reaccién entre
e PLP (0,98 mM) y diversas concentraciones de DHPE a pH 7,4y 37 °C. La
linea negra continua es el ajuste obtenido con el programa Djaaditic,

1996], mientras que los valores experimentales se muestnano puntos en
gris. Concentraciones de DHPE: 1,5 mM (a), 2 mM (b), 3 mM (c), 3,5 mM (d).

El valor dek; es menor para la DHPS que para la DHPE, como se levabte
anteriormente en sus reacciones con los azucares reductores. Es decir, la presencia del grupo
carboxilato dificulta la formacion de la BS, lo que también se observa en las reacciones del PLP
con PEA/PSer o con aminas primarias/aminoadidasuez 1990} También se determinaron las
congantes de hidrdlisis de la B&, observando que los compuestos que contienen el grupo
carboxilico presentan los mayores valores para esta constante.

Por otro lado, el valor die es casi tres veces superior para los aminofosfolpigie
para los aminofosfatos, comparando las parejas DHPE/PEA y DHPS/PSer. Esta diferencia se
atribuye a la presencia de sustituyentes apolares, los cuales claramente favorecen la formacién

de la BS. Sin embargo, los valoreskgese reducen a la mitad, lo que sugiere que la priesenc
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de cargas favorece la hidrolisis de la BS. La combinacion de estos efectos explic&gue la

parm la DHPE y la DHPS sea un orden de magnitud mayor que para los aminofosfatos—PLP.

Tabla 2. Constantes cinéticas para las reacciones del PLP a pH 7,4
a 37 °C obtenidas con el programa Dyngditzvic, 1996]

Compuesto ~ DHPE DHPS PEA? PSer?
kM*hYy 13.16 95.186 45-186 34-16
ko (h) 38-16 63-16 82-16 1,1-16

34-16 1,5 - 16
(3,3-16) (1,4 10
2 [CALDES, 2011]5 Los valores en paréntesis indicarklg obtenida

con la ecuacion (9), descrita en la seccién experimental.

Keq(M™® 55-16  3,0-10

Cabe destacar que los valores dela®btenidos para los aminofosfolipidos son del
mismo orden que los valores obtenidos para compuestos anfifilicos como la dodeckamina (
7516 Mt h'a 25 °C,[VAzquez 1992)), el triptéfano k = 12.16 M* ht a 37 OC [ECHEVARRIA
2005]) 0 el 2-aminoetilfenetilfosfatdy = 14-1G M™* h* a 37 °C[CaLbes, 2011), aunque menores
quelos obtenidos para estructuras mas grandes como la-pydi-k:= 4,2:10 M™* h* a 25 °C,
[EcHEVARRIA 1999)). Por otra parte, los valores kKigpara los aminofosfolipidos son méas parecidos
alos obtenidos para aminoacidos como el triptéfane B0 h' a 37 °CJEcHevarria 2005)) O la
Ac-Phe-Lys k,= 32 ' a 37 °C, dato no publicado) que con la dodecilarfiira 0,36 1 a 25
°C, [VAzquez 1992)). Por tanto, los sustituyentes hidrofobos en la oudééde nucledfilo facilitan
la formacion de la BS, mientras que la presencia de cargas favorece su hidrolisis.

Los valores de&¢, obtenidos para la DHPE y la DHPS son similaressaohtenidos
anteriormente para la n-hexilaming.{= 200 M, a 25 °C) y el 4cide-aminocaproico Keq =
220 M*, a 25 °C)Vazquez 1990}, compuestos que también presentan el caracteriaafifbmo
los aminofosfolipidos.

La comparacion de los datos kigs de la tabla 1 con & de la tabla 2 confirma que el
PLP es un inhibidor competitivo de la glicacion de aminofosfolipidos en condiciones
fisiologicas, ya que la constante de formacion de la BS para el PLP es entre 4 y 5 érdenes de

magnitud mayor que para la reaccion con cualquiera de los grupos carbonilicos aqui estudiados.

CONCLUSION

En este trabajo, se ha estudiado la primera etagaatsso de glicacion no enzimatica
de los aminofosfolipidos DHPE y DHPS, centrando la atencion en el efecto de los sustituyentes
hidrofébicos sobre la formacién de la BS. Siguiendo la reaccion con compuestos carbonilicos de
capacidad glicante se ha observado que la reactividad intringedéskninuye respecto a los
aminofosfatos si los nucledfilos contienen sustituyentes apolares. Del mismo modo, el valor del

pK, del grupo amino de los aminofosfolipidos es memaumentar la hidrofobicidad de las
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moléculas. Esto explica que en condiciones fisioldgicas la cantidad de BS formada sea mucho
mayor que en moléculas totalmente polares (PEA y PSer). Esto sugiere que en los sistemas
biolégicos el valor delpK,, condicionado en gran medida por el entorno, detemaila
proporcion de compuesto glicado en forma de BS, pudiendo ser mayor para la PS.

Finalmente, se ha determinado una diferencia de 3 a 4 érdenes de magnitud entre las
constantes de la reaccion de los aminofosfolipidos con el PLP y de éstos con los grupos
carbonilicos. Asi se demuestra de una forma cuantitativa la capacidad del PLP como inhibidor

competitivo de las reacciones de glicacion, ya que puede formar BSs reversibles con los

aminofosfolipidos.
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Capitulo 4. Discusion

En esta tesis doctoral se han abordado diferentes aspectos de la glicacion no
enzimatica de aminofosfolipidos, todos ellos de potencial interés en biomedicina. Se ha
examinado el comportamiento de varios compuestos modelo de aminofosfolipidos frente a
diferentes compuestos con capacidad glicante y se ha analizado el papel de los vitAmeros
Bs como inhibidores eficientes de la primera etapa aleelaccion de glicacion. Los
resultados de estos estudios se han publicado en diversos articulos (capitulo 3). En este
capitulo, se hace una breve discusion de los aspectos mas representativos de la

investigacion realizada.

4..1. FORMACION DE BASES DE SCHIFF DE ANALOGOS DE
AMINOFOSFOLIPIDOS CON COMPUESTOS GLICANTES

En 1993 Bucala y cols. propusieron como nueva diana de la glicacién no enziméatica a
los aminofosfolipidogBucaLa 1993] Desde entonces, se ha detectauovivo e in vitro la
formacion de la B§Hazen 1999][BrieTLING-UTZMANN 2001], del AP y de algunos AGHEounTaIN
1999][Nakacawa 2005A] Yy se han analizado las consecuencias bioldgicksrdedificacion de las
cabezas polares de los aminofosfolipigiasrstra 1998][RavanD, 2000][THORPE 2003][LEVI, 2008].

Sin embargo y hasta la fecha, los estudios cuantitativos del proceso inicial de la glicacion en los
aminofosfolipidos son escasos. Ademas, los distintos trabajos existentes presentan controversias
en cuanto a la reactividad de los dos aminofosfolipidos naturales susceptibles de ser glicados, ya
que en algunos estudios se obtiene una mayor proporcion de PS glicada qug demRE

1999], mientras que otros autores so6lo detectan la P&OglifRvanp, 1996][NakaGAWA 2005A)

o O
N. NH,
PSer o DHPS

i 7 9 ] i
A /\/\)j\
HO// \0/\)\01-[ /><\o// ~ /\)\OH
HO H; \/\/\"/0 u HO

Figura 4.1. Estructura de los compuestos analogos a los aminofosfolipidos.
En el trabajo de esta tesis doctoral se ha estudiado en condiciones fisiolégicas de pH y

temperatura la cinética de formacion de BSs de distintos modelos de aminofosfolipidos con tres

grupos carbonilicos implicados en los procesos de glicacion. Los nucledfilos seleccionados se
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Capitulo 4. Discusion

muestran en la figura 4.1, cuya estructura contiene las mismas cabezas polares que los

aminofosfolipidos naturales susceptibles de ser glicados (PE y PS) y distintos sustituyentes en el

grupo fosfato.

Se ha realizado la reaccidbn con unéhidroxicetona (el acetol) y dosi-

hidroxialdehidos (la glucosa y la arabinosa). La presencia de Nag{d¢Bipuesto que a pH

neuto reduce selectivamente el enlace imina sin afectar a los grupos cafbokilo 1971)

poshilitd el secuestro de las BSs y la determinacién de las constantes cinéticas de su formacion.

El mecanismo de este tipo de reacciones (esquema 4.1) se inicia con el ataque

nucledfilo del grupo amina sobre el grupo carbonilico, formando reversiblemente una BS. Sin

embargo, por la reaccion con el cianoborohidruro de sodio, se obtiene una amina secundaria

[BorcH 1971][Bunn, 1981][ADROVER 2009A] correspondiente a la BS reducida (redSB_1).

_ R, _ R,
o o k H,0 ? Ra
. R; | O F-BS -H, R3\1L 0 —
P NH, Krps * H.0
Ri7 R, | |
R
R-NH, O o 2
R-CO-R, 2 BS
NaCNBH3‘ Kes-r
K
Kp a
o R 3 Ra
o
HO_ OR' R,
>< Rs\ll’/o\)\N}fs Rs\lL /O\)\N
R{ R, | I H <\H
' R-NH;* ° reds_1 © R
R;-C(OH)(OR)-R, _ RLCOR,
NaCNBHg
R, R, R’ Rs R,
Acetol —CH,OH —CH, —H PEA —O —H o Ry
R,
. . Ra-_| o\)\
Ho——5 PSer —0 —Co0 ~p N <
Arabinosa H OH H Estructura | H
ral -1 —
H——on ciclada APP ~ /\/Q —H o R,
© redSB_2 R{ o R,
CH,OH o
\O/Y\O)\/\/\
H——OH Estructura | DHPE H O\H/\/\/ —H
HO——H . 5
Glucosa —H ciclada o
H——OH ~ N
H——OH DHPS ~¥o —coo
CH,OH o}

Esquema 4.1.Mecanismo de formacién de una amina secundaria (redSB_1) mediante la
reduccidon selectiva de la BS formada entre diferentes aminofosfolipidos y grupos
carbonilicos. Posteriormente, la amina secundaria puede adicionar una segunda molécula
carbonilica formando por reduccién una amina terciaria (redSB_2).

Tal y como se observa en la figura 4.2 para el caso concreto de la reaccion entre el APP

y la glucosa, las BSs reducidas fueron los compuestos detectados, aunque en algun caso,
también se detectd la formacidén de una nueva sefial correspondiente a una segunda BS reducida
(redSB_2) resultado de la reaccion de la amina secundaria (redSB_1) con una nueva molécula

carbonilica. La formacion de este tipo de aminas terciarias se corresponde con la condensacién
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de un segundo compuesto carbonilico con CAs, demostrada por Verardo[yeestsg 1995).
La redSB_2 se detecté Unicamente en las reacciones de PEA con arabinosa y del APP con
glucosa (se aisl6 y caracterizO mediante espectroscopia de RMN y masas). Posiblemente esta
redSB_2 se produciria y se podria detectar en el resto de los sistemas, si se aumentara
convenientemente el tiempo de seguimiento de la reaccién.

El ajuste de la variacion temporal de la concentracion de nucledfilo al esquema cinético
4.1 proporciona el valor de las pseudo constantes de primer &glerié consideracion de los
equlibrios i6nicos de los nucledfiloK() y los equilibrios de ciclacion para las aldosadeo
hidratacion para el acetd{y{) permite obtener las constantes microscépicas deafoon de las
BSs krp9. LOs resultados obtenidos se han publicado enrtasulws |y Il, a partir de los
cuales se extraen los datos de la tabla 4.1.

100x10° J redSB_2

redSB_1

80x10° 1

60x10°

40x10° 1

Absorbance (a.u.)

20x10° 1

Figura 4.2. Cromatogramas a distintos tiempos de reaccion para la mezcla de
10 mM de APP con 400 mM de glucosa y en presencia de 100 mM de

NaCNBH; en tampoén fosfato a pH 7,4 y a 37 °C, obtenidosHRItC con
deteccién UV-Visible a 254 nm.

Losresultados revelan que:
a) Los sustituyentes hidrofébicos afectan a la reactividad del nucledfilo, ya que los

valores dekrgs para los analogos de los aminofosfolipidos que posea parte apolar en su

estructura (APP, DHPE y DHPS) son entre 3 y 7 veces menos reactivos que sus respectivos
compuestos totalmente polares (PEA y PSer).

b) Los valores dé&:gs obtenidos para la glucosa y la arabinosa son entré Grdenes
de magnitud mayores que los obtenidos para el acetol, tal y como es de esperar dada la

reactividad quimica de los grupos aldehidicos y cetonicos. Por otra parte, se ha encontrado que
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la glucosa es el aldehido mas reactivo, lo que estad de acuerdo con estudios previos, donde se
demostré que la existencia de una amplia red de enlaces de hidrégeno intramoleculares causa un
incremento de su electrofiljabrover 2007]

¢) El valor de l&krgs de los compuestos modelo de la PS (PSer y DHPSjtiesZy 3
veces inferior que el valor para la misma constante con los compuestos analogos de la PE. Lo
que pone de manifiesto qui@ vitro ambos aminofosfolipidos reaccionan con grupos
carbonilicos de capacidad glicante para formar una BS, siendo la PE el compuesto mas reactivo.
Cabe esperar que los aminofosfolipidos naturales presenten esta misma tendencia en cuanto a
reactividad con grupos carbonilicos.

d) Los valores de la constante observdgg) (ho mantienen la misma relacion que los
dela kr.gs porque esta afectada por la disponibilidad del idditdeen forma reactiva, es decir,
por el valor delpK, del grupo amina y en consecuencia las condicionegrderno deben
modificar los valores de las pseudo constantes de reaccion.

e) Los valores de las constantes obtenidas para el APP, la DHPE y la DHPS indican que
la esterificacion del grupo fosfato con un grupo apolar reduce la reactividad intrinseca del

nucledfilo con respecto al aminofosfato y aumenta el val&gdpor variacion de spK,.

Tabla 4.1 Constantes cinéticas para las reacciones estudiadas a pH 7,4 y a 37 °C.

PEA PSer APP DHPE DHPS
kos(M™HY  1,8-10"% - 9,3.10" 9,6-10"" -

Acetol T MTHY  13-18 = 39160 26160 =
kos(M™HY)  87-10°* 7,8-10°° 4,7-100 7,0-10° 4,0-10"

Arabinosa = T T T 50716 1.3-16  6.4-10  61-10 2210
kobs (M™ h™) 1,7 -10°® 9,2.10°® 53-10° 7,9-10°® 3,7-10°°

Glucosa

kess(MTHYD  59-10 2,316 11-16 1,0 16 3,1-16

2Valores corregidos por el efecto isotdpico del dieote (QO), calculado com&™/k® = 1,3.
® Valores corregidos por el efecto cinético de la fieede disolventes (flD—MeOD), calculado como
KYKOMOP = 1,14

f) Los valores de las constantes observadas en condiciones fisioldgicas de los modelos
de los aminofosfolipidos utilizados en este trabajo son del mismo orden de magnitud que los
obtenidos previamente con un modelo peptiditgrover 2009A} lo que indica que estos
aminofosfolipidos son tan buenas dianas como los péptidos en los procesos de glicacion.

g) Los valores déps obtenidos para todos los modelos de los aminofpsfio son
inferiores (entre 3 y 40 veces menores) que los correspondientes a la reaccion de la PM con los

mismos compuestos carbonilicogorover 2009A] Nuestros resultados experimentales
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corroboran las hipétesis previas en las cuales se sefialaba a la PM como inhibidor de los
procesos de glicacién no enzimatica de biomolécutas i 2002][DaviEs, 2006][AROVER 2008].

B estudio cuantitativo realizado demuestra que la reactividad intrinseca de la PS es
inferior a la de la PE, principalmente a causa de la presencia del grupo carboxilico en gosicion
respecto a la amina. Sin embargo, se ha de tener en cuenta que en condiciones fisiolbgicas, tal y
como ocurre en las protein@sLuiams, 2011), los factores determinantes de la formacion de la BS
para los aminofosfolipidos son su accesibilidad frente a los compuestos glicantes, el valor del

pK, de su grupo amino y de las condiciones de su entorno.

4.2. EFECTO COMPETITIVO DE VITAMEROS B¢ EN LA GLICACION NO
ENZIMATICA DE BIOMOLECULAS

La acumulacion de AGEs y ALEs se ha relacionado cwarsks patologias, lo que
evidencia la necesidad de buscar inhibidores de los procesos de glicacion de las biomoléculas.
De los compuestos estudiados, los derivados naturales de la vitagiestdB entre los
inhibidores mas eficaces. Sus propiedades inhibitorias se basan en los siguientes mecanismos de
accion: la neutralizacion de especies radical@viasrtHy 1975][VozivaN 2005][CHETYRKIN 2008B}
la quelacion de metales con capacidad catalitica oxidgivasr 2003][ADROVER 2008A][ORTEGA
CasTrg 2012}, el secuestro de grupos carbonilicos con capaciézht [Vozivan 2002][AMARNATH
2004][DAviEs, 2006][KANG 2006][ADROVER 2008][CHETYRKIN 2008A] 0 el bloqueo de los grupos amina
reactivos [HeucHi, 2006][NakaGAWA 2008].

En este trabajo de tesis, se han analizado dos de estos mecanismos de inhibicion que
involucran la formacion de BSs. Por una parte, la reaccion del grupo amina de la PM con los
grupos carbonilicos, impidiendo que éstos condensen con las biomoléculas, y por otra parte, la
reaccion del grupo carbonilico del PLP con los aminofosfolipidos, evitando asi la evolucién
hacia el AP.

4.2.1. PAPEL INHIBIDOR DE LA PIRIDOXAMINA
En el esquema 4.2 se muestra el mecanismo de reaotiéiaePM y el FA, aldehido
seleccionado como modelo para el estudio. Como es sabido, el ataque nucledfilo del grupo
amina sobre el carbono carbonilico genera una CA que se deshidrata formando una BS. Algunos
de los estudios realizados sobre el mecanismo de esta reaccidn sefialan que esta BS evoluciona
hacia la formacion de un compuesto hemiaminal ciclico de seis miembros (HE). Concretamente,
Voziyan y cols. formularon un compuesto HE como producto de la reaccion de la PM con GO y

GLA [vozivan 2002]. Posteriormente, se ha sugerido que en la readeida PM con el acido
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piravico, el propanal y el FA también se forma como producto final un compuesto HE,
responsable de los cambios observados por espectroscopia UV-YAsialeer 20098] En

ambos casos, se demuestra que el grupo fenol de la PM posibilita la formacion de un anillo de
seis miembros. Por este motivo, se plante6 la necesidad de estudiar los equilibrios involucrados
en estas reacciones en un amplio rango de pD en el cual tiene lugar la reaccion (pD 6,0 — 13,0)

para analizar la influencia de los diversos grupos funcionales en la reactividad de la PM.

rom HYH
No N
H
0 K _ K ;
CA o BS o
+ J]\ HO ~ HO \ + Hy0
H "H | P | P
N N
FA CA BS
Ky, Kre
OH

Esquema 4.2Mecanismo de reaccion entre la PM y el FA.

El estudio de la reaccion se realizé mediante la técnidd-®MN. La caracterizacion
de las sefiales de los espectros obtenidos (figura 4.3) indican la formacién de los compuestos
CA y HE, descritos anteriormente. En las condiciones experimentales utilizadas, la BS no se
detecta, aunque su presencia en la mezcla de reaccion es incuestionable debido a la formacién
del compuesto HE. Ademas, a medida que aumenta la concentracién de FA aparece una nueva
sefal muy cercana a la asignada para el compuesto HE. El andlisis de la mezcla de reaccién por
'H->N-HMBC evidencia la presencia de una amina tercif@HE). La deteccion de esta
especie indica que la molécula de HE también puede incorporar una molécula de FA, resultado
consistente con el observado en otras aminas primakias\K966]y aromaticagasrams, 1976]

Paalelamente, se amplié el estudio con la PAM, un analogo estructural de la PM que
carece del grupo OH en la posicién 3, estudiando su reaccién con el FA en el rango de pD en el
cual tiene lugar la reaccién. En este caso, el producto mayoritario formado es la CA, que se
encuentra en equilibrio con una pequefia concentracion de BS. Ademas, en el t4iidib
dela mezcla de reaccion también se detecté un compuesto con dos moléculas de FA, llamado
doble—carbinolamina, DCA, formado por la adiciéon de un FA sobre la CA. A partir de la PAM

no se forma el compuesto ciclico HE.
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El ajuste de las concentraciones de los reactivos y productos, calculadas a partir del area
de las sefales correspondientes, a su esquema de reaccidn proporciond el valor de las constantes
de equilibrio de formacion de la CAK{s), una constante global para la formacion del
conpuesto HE Kse= KgKue), la constante de formacion para la CH&g) vy la constante de
formacion para la DCAKpc,). Para la obtencidn de estas constantes se consideqailibrio
de hidratacion del FAK(,). Los resultados obtenidos se detallan en el artisujose recogen

enlatabla4.2y4.3.

H-C(2')
HE CHE PR

H-C(4') K /
CHE PM CA |
H-C(8) N /
CHE HE  PM CA J
\ f \ :‘:‘I_,(
‘/ & ."‘.‘I.
41\—.]\‘# LH_/L J e .-‘;‘

e ﬁﬁi, »«Jl,uﬁ_,,,u_,ﬁl_ ﬁ S .9'5

8.1 79 7.7 438 46 44 4.1 15
ppm

Figura 4.3. Espectra'H-RMN de la mezcla de reaccién entre la PM
yelFAapD6,0y25°C. 1) 4 mM PM, 2) 4 mM PM + 20 mM FA,
3) 4 MM PM + 60 mM FA, 4) 4 mM PM + 120 mM FA.
Abreviaturas: piridoxamina (PM), carbinolamina (CA), hemiaminal
(HE) y carbinolamina-hemiaminal (CHE).

Cono se puede ver en la tabla 4.2, el valoiKdg se incrementa notablemente con el
aurrento del pD como consecuencia del diferente grado de protonacion de los grupos ionizables
de la PM en el rango de pD estudiado. A partir de las constantes de ionizacion de la PM y la
PAM en D,O se pueden estimar las constantes para las distspasies ionicas recogidas en la
tabla 4.3. El valor d&'c, para la especie basica de la PM (P& un orden de magnitud mayor
que ¢ valor de la misma constante para la especie basica de la PAM. Estos datos sugieren que el

grupo fenolato de la PM debe estabilizar la CA formada.
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El grupo OH en la posicién 3 de la PM se encuentra desprotonado a pD superior a 5, y
como consecuencia se deslocaliza la carga electronica desde el &tomo de nitrégeno en 4’ de la
CA hacia el anillo piridinico, reduciendo su nuclecfilia, lo que podria explicar que no se haya
detectado la adicion de otra molécula de FA en la CA de la PM. En cambio, la CA de la PAM si
reacciona con una nueva molécula de FA formando la DCA. La constante de equilibrio de
formacion de esta especi&pts) presenta su maximo valor a pD 7. Para valores de pD
superiores, el valor d€pca €s menor que el d&:,, tal y como ocurre para otras amifes.Len,

1966].

Tabla 4.2.Constantes de equilibrio para la formacién de los productos de reaccion
entre la PM y la PAM con el FA a 25 °C.

Reaccion PMy FA Reaccion PAM y FA
pD Kea (M_l) Kse (M) Kere (M_l) Kea (M_l) Kpca (M_l)
6,0 (12+1)-18 2,0£0,1 (52+2)-10
70 (15+1)18 2,0+0,1 (10+1)-10 (56 +4)-18 (74 +10)-16
80 (72+6)-18 21%02 (80+4)10 (36+2)-16 (52+6)-16
90 (12+1)14 1,7+0,2 (70x4)-16 (25+2)16 (22 +4)-16
10,0 (49+7)14 08+0,1 (54+6)-10
11,0 (22+3)16 0,2+0,02 (24+2)-18
12,0 (60+3)-10 - -
13,0 (41+3)-10 - -

Tabla 4.3. Constantes de equilibrio para la
formacién de la CA en funcion de las distintas
especies iénicas de nucledfilo a 25 °C.

Compuesto  Especie  K'ca (M)
H,PM* (12 +3)-10
PM HPM (24 +6)-10
PM (52 +9)-10
HPAM® (1,0 +0,2)-16
PAM (4,2+0,7)-10

PAM

La constante de equilibridsg presenta un valor constante hasta pD 9, punto queel
empieza a decrecer debido al aumento de la concentracion desi@idio la CA la especie
mayoritaria a pD superior a 10. Kubala y Martell observaron que la constante de formacion de
la BS en la reaccion entre la PM y el acido 2-oxalopropiénico depende del pH, presentando el
valor maximo en torno a pH ®usala, 1983 Resultados similares se habian obtenido
ankeriormente para la reaccion de la PM con el acido pir(@sosow 1969][FeLTy, 1974]. Estas
variaciones comentadas son consistentes con el comportamientdge la

La adicion de una segunda molécula de FA en el compuesto HE esta fuertemente

condicionada por el pD, presentando el maximo valor de la constante de equilibrio a pD 7.
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Concluyendo, la presencia del grupo hidroxilo en la posicion 3 es la clave para entender
la reactividad de la PM ya que posibilita la formacién de un enlace de hidrégeno en la CA, y por
tanto, aumenta notablemente su estabilidad frente a la CA formada en la reaccion de la PAM
con el FA. Por otro lado, el OH también posibilita la evolucién de la BS hacia la forma HE, que
es muy estable. Cabe destacar, que la formacién de estos compuestos, HE y CHE, como
productos mayoritarios a pH fisiolégico de la reaccién entre la PM y grupos carbonilicos

glicantes difieren de los que se forman con las lisinas proteicas.

4.2.2. PAPEL INHIBIDOR DEL 5’-FOSFATO DE PIRIDOXAL

Se ha descrito que el PLP es un inhibidor eficidatka glicacion de aminofosfolipidos,
sin efectos secundarios. Se ha puesto de manifiesto que los niveles de Amadori-PE se reducen al
administrar un suplemento dietético de PLP en ratas con diabetes indueita 2005][Asal,

2009], y se ha observado que el PLP puede condensar éatdnton la PHHicucHi, 2006},
detectandose el compuesto PE-PLP en globulos rojos huriaresawa 2008][Mivazawa 2012).

Sin embargo, no hay en la bibliografia estudios cuantitativos en los que se pondere la capacidad
del PLP para reaccionar con los aminofosfolipidos. Por ello, es de interés ampliar el
conocimiento sobre el papel inhibidor del PLP en condiciones fisiologicas para los
aminofosfolipidos y conocer si las peculiaridades estructurales de los aminofosfolipidos tienen
alguna repercusion relevante en la estabilidad de las BSs formadas.

La reaccion entre el PLP y los aminofosfolipidos se produce por el ataque nucledfilo de
la amina sobre el grupo carbonilico, tal y como sucede con los amingétidnss 1980]y con
los acidos aminofosfonico$szrocanicz 1984A] La formacion de las BSs de PLP alteran
congderablemente el espectro UV-Visible del PLP, lo que permitié el estudio cinético de su
reaccion con los aminofosfolipidos modelo utilizados en este trabajo.

Inicialmente, se realiz6 un andlisis de la estabilidad de las BSs formadas en un amplio
rango de pH utilizando los aminofosfatos PEA y PSer como modelos de las cabezas polares de
los componentes de las membranas celulares que pueden ser glicados, la PE y la PS. Los
resultados obtenidos se muestran en el articulo Ill, asi como un estudio teorico realizado con
DFT sobre el mecanismo de la formacion de las BSs de PLP con metilamina, alanina y PEA que
sustentan las discusiones que se derivan de los resultados experimentales.

Las constantes de formacioky)(e hidrdlisis k;) obtenidas a cada pH estudiado se
relacionan con las constantes microscopidasy(k,) para cada especie i6nica descritas en el
egjuema 4.3. A su vez, en el esquema se muestran las especies ionicas de los aminofosfatos, del
PLP y de las correspondientes BSs presentes en el rango de pH 5,0 — 11,0, y se definen las
constantes de ionizacion de cada uno de estos compuestos. El nimero de grupos ionizables de

los reactivos y los valores @, obtenidos revelaron que a partir de la especige B&Rorman
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dos BSs que presentan diferente estado de protonacion en el grupo fosfato del amino
compuesto. Por tanto, se asumié quk, ldebe ser idéntica para ambas B&Y,(mientras que

la k, depende de la BS de partida¥y k.°).

R=H PEA
R=COO" PSer
(HO)ZOPOj\

R
Kop
_0
(HO),OPO 2-0;POH,C Y

j\ i | Z

N

R NH PLP, +

Kip

(HO)ZOPoj\ "HOLPOH, §

-(Ho)ozl:j\ oK 2-03Poj\ oke z-osPoj\
NH. R™ NH, R™ ONH,

3
Esquema 4.3Mecanismo de reaccién entre el PLP y los aminofosfatos en
funcién de las diferentes especies idnicas presentes entre pH 5,0 y 11,0.
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Los resultados obtenidos se muestran en la tabla 4.4 e indican que:

a) El valor dek; se incrementa desde pH basico a acido, como resu&atiocatalisis
acida intramolecular del proceso de deshidratacion de la CA para formar la BS (paso limitante
de la reaccibn). Este hecho se confirma por la obtencion de un ajuste lineal al realizar la
representacion de Bronsted, cuyo valond®e encuentra en el rango de 0,93 — 1,00 para los dos
aminofosfatos.

b) Los valores dé;* y k> para las BSs del PLP con el PEA y la PSer indicanlajue
presencia del grupo carboxilico enrespecto al grupo amina disminuye la constante de
formacion de la BS en un orden de magnitud, aproximadamente. Los calculos tedricos
realizados en este sentido indican que los nucledfilos que contienen el grupdi€ii@uyen
la distancia entre el grupo fenol en 3 y el hidroxilo en 4’ de la CA porque se establecen dos
puentes de hidrégeno sucesivos (fenol-hidroxilo—carboxilico). Consecuentemente, aumenta la

energia de activacion del proceso de deshidratacion de la CA, disminuyendo el kalor de

Tabla 4.4.Valores de lagonstantes cinéticas
las constantes de ionizacion del esquema 4.3.

Constantes PLP-PEA PLP-PSer
log k;* 2,74 + 0,04 1,63 + 0,08
log k;? 3,65 + 0,09 2,90 + 0,26
log k2 5,60 + 0,09 5,35 + 0,22
log k¢* 8,30 + 0,15 8,40 + 0,30
PKop 8,33 8,33
pKip 5,90° 5,9¢
PKop 3,60° 3,60
log k..* 1,20+0,05  0,80+0,05
log k.* -0,60+0,10 -0,60 0,09
log k.42 090+0,10 0,77+0,15
log k..* -0,02+0,03 0,40+0,20
log k.. -0,06 0,03  0,30+0,20
PKsss 11,1+0,3 11,1+0,3
PKops 69+0,2 75+0,1
PKiss 6,0 + 0,20 59 +0,2
pKoes 54 +0,20 55 +0,2
log Ky 1,5+0,2 0,60 +0,2
pK> 10,2 +0,2 10,2 +0,2
pK1 56+0,2 57+0,2

®Estos valores fueron fijados.

c) Los valores ddog k,* y log k;* para las BSs del PLP con los aminofosfatos son
menores que para aminas primarias (acigamino caproicolog k* = 3,16 ylog k* = 4,15
[VAzquez 1990A) y aminoacidos (serindog k,* = 2,37 ylog k,® = 3,20[Vazquez 1991A), lo que
sugere que el grupo fosfato o un incremento del nUmero de cargas negativas en el nucledfilo

reduce las constantes de formacion de las BSs. Los calculos teoricos indican que la barrera
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energética del proceso de deshidratacibn es mayor para el nucledéfilo que contiene el grupo
fosfato, lo que explica la disminucion del valorkge

d) La presencia del grupo fosfato afiade una constinienizacion mas para la BS
(pK2g9 €en el rango de pH estudiado, cuyo valor es comséstmon el determinado para acidos
aminofosfonicogszrocanicz 1984A, 1984B] Su presencia disminuye el valor @él.zs del grupo
fosfato en 5’ en 0,5 unidades, aproximadamente, respecto al valor obtenido para las BSs de PLP
con aminoacidos y aminas primari&gzquez 1990A, 1991A] mientras que los otros valores de
pKassho se ven alterados.

€) Los valores de la constante de hidrdlisis de las BSs no presentan una tendencia clara
con el pH, ya que la protonacion de los diferentes grupos idnicos presentes en la molécula
causan diferentes efectos en las constantes cinéticas. La incorporacion del primer proton en la
BS; resulta en la disminucion del valor klecomo consecuencia de la formacién de dos enlaces
de hidrogeno en la especie B8ser esquema 4.3). Sin embargo, la protonacion dejog
fosfato del nucledfilo inestabiliza la BS, posiblemente debido a la pérdida de los enlaces de H
simultdneos entre el fenol, la imina y el fosfato del aminofosfato y a la formacion del enlace de
H entre los dos grupos fosfatos de la B&r esquema 4.3). La protonacion del grupo fosfato
en 5 vuelve a estabilizar la B3k,*> k%), mientras que la protonacion del N piridinico no
tiene ningun efecto (Bp

f) La maxima estabilidad de la BS, determinadalfgr(calculada como la ratiki/k
delos valores obtenidos a cada pH) se alcanza a pH 9,0, valor que se encuentrpknttel el
grupo amina y el ultimpK, del PLP.

g) El valor deKy, (constante de equilibrio a pH béasico) es ocho veupsrior para el
PLP—-PEA que para la PLP—PSer, lo que demuestra que el PEA forma BSs mas estables que la
PSer, compuesto que posee un grupo carboxilicoregpecto a la amina. Debido a la presencia
del grupo fosfato, el valor d&y para el PEA y la PSer son menores que los determimaadas
aminas y aminodcidos, respectivamente (n-hexilanhirgaKy, = 2,6 [Garcia DELVADO, 1987] Y

saina: log Ky = 1,3[VAzquez 1991A).

Para establecer el potencial inhibidor del PLP se ha estudiado su reaccion en
condiciones fisiolégicas de pH y temperatura con un conjunto de analogos de los
aminofosfolipidos: PEA, PSer, APP, DHPE y DHPS, cuya estructura se muestra en el esquema
4.4, A partir de los valores &, obtenidos en el estudio de la estabilidad de lasd&@Ses
aminofosfatos se sabe que las especies io6nicas mayoritarias en condiciones fisiologicas,
mostradas en el esquema 4.4, corresponden a la espegig BP&Rlel esquema 4.3. Los datos
expeimentales obtenidos por espectroscopia UV-Visible se ajustaron al esquema de reaccion, y

proporcionaron los valores de las constantes cinéticas de formkgigndé hidrdlisis k), vy
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por tanto, su constante de equilibri&.d en condiciones fisiologicas, resultados que aparece
en los articulos 1y Il, y se han recogido en la tabla 4.5.

]
R, P
w/\o/lf\Rs
H o o
o Rs H N_
o Ra_| o\)\ K =+ H
2:0,PO \ * P~ NH, s
” kh 2-0,PO X o
+ P o |
N CH,3 R-NH, e
3
PLP BS H
+ H0
PEA  PSer APP DHPE DHPS
/
R3 —0O /\/@ /\/\)l\ /\/\)l\ /%
R, —H —coO —H —H —Coo

Esquema 4.4Mecanismo de formacién e hidrélisis de las BSs del PLP
con los modelos de aminofosfolipidos.

Los resultados obtenidos indican que la naturaleza de los grupos sustituyentes de los
aminofosfolipidos influye sobre su reactividad frente al PLP. La presencia de grupos apolares
favorece la formacion de la BS, obteniendo para el APP, la DHPE y la DHPS valdges de
aproximadamente tres veces superiores al PEA y la PSer. De esta manera, la reduccion de la
reactividad debida al grupo fosfato, efecto determinado anteriormente (punto 4.2.2 apartado c),

por comparacion con aminas primarias y aminoacidos, queda enmascarado por la mayor
repercusion de los sustituyentes no polares.

Tabla 4.5.Constantes cinéticas para las reacciones del PLP a pH 7,4 y a 37 °C.

Compuesto PEA PSer APP DHPE DHPS
ke (M2 h) 45.186 34-18 14-16 13-16 95-168
ko (h7) 82-16 11.-16 59.16 38-16 63-16
Keq (M) 55-106 30-16 23-16 34-16 15-16

Por otro lado, los valores dg para los compuestos totalmente polares (PEA y PSer)
son préacticamente el doble que los obtenidos para el APP, la DHPE y la DHPS, lo que sugiere
que las partes hidrofobicas de las moléculas actian como escudo protector frente al ataque de
las moléculas de agua que hidrolizan la BS. Estos resultados coinciden con estudios anteriores
de la reaccion del PLP con grupos amina primarios y aminoapidogiez 1990A, 1992C]

Andogamente, los datos para la DHPE y la DHPS concuerdan con las deducciones
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mencionadas anteriormente (punto 4.2.2 apartado b) sobre el hecho de que el grupo carboxilato
dificulta la formacién de la BS, aunque facilita su hidrdlisis.

Los valores obtenidos son resultado de la doble polaridad presente en la estructura de
estos compuestos, la cual no se habia analizado previamente. Respecto a los aminoacidos
[VAzQuez 1990A} los compuestos de este estudio tienen valores nwaglele y similares dek;,
mientras que respecto a compuestos anfifilicos, como la dodecilgminaez 1992C]
presentan valores similares ey mayores dé,. Esto se traduce en que los valore&ggeson
claramente superiores para los aminofosfolipidos que para los aminoacidos (Kucnd5 y
glicina: Keq = 100[VAzQuEZ 1990A).

Los valores dek de la tabla 4.5 son entre 4 y 5 6rdenes de magnitydnes que los
valores dek,,s obtenidos con los grupos carbonilicos de capacidiadnte en condiciones
fisiologicas, recogidos en la tabla 4.1. La mayor actividad biologica del PLP se atribuye al
hecho de que éste presenta una mayor proporcion de forma carbonilica a pH 7,4, asi como un
aumento en la estabilidad de sus BSs debido al enlace de hidrogeno intramolecular que se forma
entre el grupo fenolato y la imina protonada, lo que no ocurre en ninguna otra BS. Estos datos
confirman el efecto inhibidor del PLP, ya que reacciona con mayor rapidez con los grupos
amina de los aminofosfolipidos, formando una BS reversible que no evoluciona hacia la

formacion del AP, previniendo asi la formacién de AGEs.
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CONCLUSIONES

% Los aminofosfolipidos son menos reactivos que los aminoacidos en su reaccion de
formacion de una BS con compuestos carbonilicos. Esta disminucion en la reactividad
intrinseca de los aminofosfolipidos se debe a la presencia del grupo fosfato y de grupos

hidrofébicos en su estructura quimica.

% En condiciones fisiolégicas, la presencia de grupos hidrofébicos en los compuestos
estudiados incrementa significativamente la eficiencia de la reaccion de formacion de una BS.
Esto se debe a que los sustituyentes apolares disminuyen el vapit, dedl grupo amina,
aumentando la proporcion de nucledfilo en forma reactiva. Ademas, los sustituyentes

hidrofébicos dificultan la hidroélisis de la BS.

+ De manera analoga a lo observado en la formacién de las BSs de los aminoéacidos, un
factor determinante de la formacién de las BSs de los aminofosfolipidos es el yadgreesu
grupo amina. En este trabajo, se ha estimado que el vaji,datrinsecaoin vitro para estos
compuestos vale 8,5. No obstanite,vivo la composicion de las membranas lipidicas podria
influir en el valor delpK, superficial, lo que modificaria la eficiencia deaestaccién en

condiciones fisiologicas.

« La comparacién de los resultados obtenidos para los modelos estructuralmente
simplificados de la PE y para los de la PS revela que la presencia del grupo carboxilico en
posicion a respecto al grupo amina disminuye notablemente la reactividad intrinseca del
nucledfilo ;) y su eficiencia (determinada en condiciones figjohs para la reaccion con
compuestos carbonilicos glicant&gd) y con el inhibidor PLPK)). Esto sugiere que de los dos

lipidos naturales que pueden ser glicados, la PE seria el aminofosfolipido mas reactivo.

% La constante de formacion de la BS de los analogos de los aminofosfolipidos con el
PLP es entre 4 y 5 6rdenes de magnitud mayor que la constante de reaccion con los compuestos
carbonilicos de capacidad glicante. La mayor actividad biolégica del PLP se atribuye al hecho
de que éste presenta una mayor proporcion de forma carbonilica en condiciones fisiolégicas, asi
como un aumento en la estabilidad de sus BSs debido al enlace de hidrogeno intramolecular que
se forma entre el grupo fenolato, la imina protonada y el fosfato de los aminofosfolipidos, lo

gue no ocurre en ninguna otra BS.
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+ La PM ha sido descrita como un inhibidor de la glicacién no enzimatica de proteinas,
demostrando que reacciona mas rapido con compuestos carbonilicos con capacidad glicante de
lo que lo hace el grupeamina de la cadena lateral de un modelo pro{eigs@ver, 20094]. Los
valores dek,,s obtenidos para los compuestos analogos de los amioigbatos y los grupos
carbonilos estudiados también son inferiores (entre 3 y 40 veces menores) que el valor de esta
constante obtenida para la reaccién entre la PM y los mismos grupos carbonilicos, en las
mismas condiciones experimentales. Esto justifica que la PM podria ser un inhibidor
competitivo de la glicacion de aminofosfolipidos, evitando la modificacion de sus cabezas

polares.

% El grupo hidroxilo en la posicion 3 de la PM es el responsable de la estabilidad del
producto carbinolamina formado por su reaccion con los grupos carbonilos. Ademas, este
hidroxilo también es el responsable de la formacion de un compuesto hemiaminal ciclico muy
estable, ya que se ha comprobado que este producto no se forma con nucledfilos que carecen del

grupo hidroxilo en la posicion 3 (4-aminometilpiridina).
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Abreviaturas

YV Vv ¥V Vv ¥V Vv ¥V Vv VvV ¥V V¥V VvV V¥V ¥V V¥V VYV V¥V VYV V VYV V VYV V VYV V

3-DG

AG

AGE

ALE

AP

APP

BS

CA

CE-PE

CHE

CML

CM-PE

DCA

DHPE

DHPS

FA

GLA

GO

HE

HNE

LDL

MDA

MGO

PA

ABREVIATURAS

3-desoxiglucosona

Aminoguanidina

Productos finales de la glicacion avanzadsaficed Glycation End products)
Productos finales de la lipoxidacion avanzadigatced Lipoxidation End products)
Compuesto de Amadori
2-aminoetilfenetilfosfato

Base de Schiff

Carbinolamina
Carboxietil-fosfatidiletanolamina
Carbinolamina-hemiaminal
N-g-carboximetil-lisina
Carboximetil-fosfatidiletanolamina

Doble carbinolamina
1,2-dihexanoilkn-glicero-3-fosfoetanolamina
1,2-dihexanoikn-glicero-3-fosfot.-serina
Energia de activacion

Formaldehido

Glicolaldehido

Glioxal

Hemiaminal

4-hidroxitrans-2-nonenal

Lipoproteina de baja densidad
Malondialdehido

Metilglioxal

Acido 4-piridéxico
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Abreviaturas

YV Vv ¥V Vv VY Vv ¥V VvV ¥V ¥V ¥V VvV VY V VY V VYV V

PAM

PDB

PE

PEA

PL

PLP

PM

PMP

PN

PNP

PS

PSer

PUFA

RAGE

RCS

RL

ROS

4-aminometilpiridina

Banco de datos proteicas dtein Data Bank)
Fosfatidiletanolamina

O-fosforiletanolamina

Piridoxal

5'-fosfato de piridoxal

Piridoxamina

5'-fosfato de piridoxamina

Piridoxina

5'-fosfato de piridoxina

Fosfatidilserina

O-fosfo-DL-serina

Acido graso poliinsaturado

Receptores transmembranales de los AGEs
Base de Schiff reducida

Compuestos carbonilicos y dicarbonilicos altamente reactivos
Radicales libres

Especie oxigenada radicalaria
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