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1 Objeto

La vitamina B6 interviene como cofactor en un amplio grupo de enzimas que llevan a
cabo su accidn catalitica sobre una gran variedad de reacciones fundamentales en los
organismos vivos, especialmente aquellas relacionadas con el metabolismo de los
aminodcidos. La diversidad funcional de las enzimas dependientes de la vitamina B6 se ilustra
por el hecho de que mds de 140 actividades enzimaticas distintas que estan catalogadas por la
Enzyme Commission (EC) dependen de la presencia de esta coenzima, lo cual corresponde a

un 4% de todas las actividades clasificadas.!

En las enzimas dependientes de la vitamina B6, el 5-fosfato de piridoxal (PLP) forma una
base de Schiff con un residuo lisina en el centro activo. El primer paso para la gran mayoria
de las reacciones que catalizan estas enzimas es el ataque nucleéfilo del grupo amino de un
aminodcido al grupo carbonilo de la base de Schiff, para formar una base de Schiff diferente

que proporcionara diversos intermedios clave en el metabolismo de las proteinas.”

La reaccién de esta base de Schiff con una segunda molécula de aminodcido permitird de
nuevo el anclaje del cofactor en el centro activo de la enzima en un proceso comtn a todo el

metabolismo de las proteinas conocido como transiminacion.

La amplia extensién de la vitamina B6 en la quimica de los procesos biolégicos ha
recibido una notable atencion en estos ultimos afios. Numerosos estudios experimentales han
descrito sus caracteristicas quimico-fisicas tanto en disolucion como en sistemas enziméaticos
o en entornos que simulan dichos sistemas. El uso de compuestos modelo ha sido una
metodologia ampliamente usada para la descripcion de los mecanismos de las reacciones en
las que participa este cofactor, dada la complejidad de los intermedios de reaccién y la rdpida
cinética de las reacciones enzimdticas. Los importantes progresos en estos trabajos se han
visto ligados al desarrollo de las técnicas experimentales, fundamentalmente la espectroscopia

molecular y, dltimamente, la ingenieria genética.

Por otra parte, el acceso a capacidades de computacion cada vez mayores y el desarrollo

de paquetes de programas dedicados a la aplicacion de la Mecdnica Cudntica a problemas



quimicos ha permitido que, en las ultimas décadas, se puedan llevar a cabo estudios tedricos
sobre moléculas de interés biologico. Los resultados de estos estudios tedricos proporcionan
descripciones completas de las moléculas tales como su geometria, energia y otros parametros
termoquimicos y fisico-quimicos. La aplicacion de esta metodologia al estudio de la
reactividad quimica permite llevar a cabo una descripcidn del perfil de la reacciéon mediante la
caracterizacion de las estructuras como intermedio de reaccidén o como estado de transicion.
El nimero de referencias de estudios tedricos realizados sobre los compuestos derivados de la
vitamina B6 es muy bajo comparado con los numerosos trabajos experimentales que se
encuentran en la bibliografia. Los estudios tedricos realizados han permitido la obtencién de
las estructuras optimizadas de los minimos locales en la reaccién de transaminacion de los
derivados de la vitamina B6.” Se ha descrito también la estabilidad relativa de los tautoméros
de las formas fisiolégicamente activas de la vitamina B6 en fase gas y en disolucién.* Otros
trabajos han buscado una justificacion, en términos de estructura electrénica, de la capacidad
de los compuestos derivados de la vitamina B6 para la estabilizacién de carbaniones’ y de la
importancia de las interacciones del tipo electrostatico.® Los estudios de reactividad quimica
describen cdlculos de coordenadas de reaccion’ y las estructuras correspondientes a estados de

transicion para la etapa de descarboxilacién en la transaminacién.®

El objeto del presente trabajo es el estudio detallado desde un punto de vista tedrico-
computacional de la formacién de la base de Schiff del PLP con una amina y de la reaccién de
transiminaciéon con una segunda amina mediante la descripcion de sus mecanismos de
reaccion y de las caracteristicas fisico-quimicas de cada uno de los intermedios y estados de
transicion. Estas reacciones son generales para todas las enzimas dependientes de la vitamina
B6 y el conocimiento de los detalles de su mecanismo ha de permitir una mejor modelizacidén
de las reacciones catalizadas por estas enzimas en el entorno biolégico, de forma que se pueda
llevar a cabo el disefio de moléculas con acciones de inhibicién o promocién de dichos
procesos y que sirvan de base para la formulacién de farmacos especificos. Dadas las
disfunciones de la salud humana que estdn relacionadas con los procesos en los que esta
coenzima juega un papel clave, esta investigacion pretende ser una aportacion hacia el
objetivo de disefiar drogas especificas para modular la accién de las enzimas PLP

dependientes.



2 Antecedentes del tema

2.1 Generalidades

Las observaciones de Fletcher en 1905 sobre la existencia de nutrientes relacionados con
la aparicién de ciertas enfermedades llevaron a Hopkins y Funk al planteamiento en 1912 de
la hipétesis de la existencia de vitaminas. Los estudios sobre dietas deficitarias permitieron a
McCollum y Davis en 1915 la identificacién de la vitamina A como una sustancia esencial
que prevenia o anulaba los efectos de ciertas disfunciones. Varias décadas mads tarde, el
conocimiento de la base molecular de los procesos bioquimicos permitié reconocer el papel
de las vitaminas como compuestos no macromoleculares cuya presencia es esencial para el
correcto funcionamiento de los organismos vivos. Hoy es conocido que la mayoria de
enzimas necesitan de la participacion de sustancias organicas e inorgdnicas para desarrollar su
actividad catalitica. Estos grupos prostéticos no proteinicos de los sistemas enzimaticos,
llamados coenzimas y cofactores, llevan a cabo diversos papeles relacionados con su
funcionalidad quimica, tales como modificadores alostéricos, aceptores, dadores y agentes de
almacenamiento para una gran variedad de especies, desde electrones en sistemas radicalarios

hasta substratos de alto peso molecular.

Un estudio nutricional sobre la aparicion de la acrodinia, una dermatitis asociada a una
dieta deficiente en riboflavina, permitié que Gyorgy en 1934 diferenciara la riboflavina del
llamado factor preventivo de la acrodinia . Por este motivo, recibié también el nombre de

adermina (relacionada con la piel) ademds del de vitamina B6 °. Cinco afios mas tarde, la
vitamina B6 fue aislada en forma cristalina'®, caracterizada como 4,5-bis(hidroximetil)-2-

metil-3-piridinol o piridoxina'' (1) y sintetizada artificialmente'?.

En 1944 se identificaron otros dos productos naturales con actividad similar a la de la
vitamina B6 que se caracterizaron como el aldehido o analogo 4-formil de la piridoxina

(piridoxal, 2), y la amina correspondiente, o el andlogo 4-aminometil (piridoxamina 3).



Actualmente el término vitamina B6 se refiere de forma genérica a todos los derivados de

la 3-hidroxi-2-metilpiridina con la misma actividad biolégica que la piridoxina."
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En la bibliografia se ha descrito ampliamente que un derivado fosférico del piridoxal, que
se identificé como piridoxal 5’-fosfato (PLP, 4), es la coenzima de un gran grupo de enzimas
especificas que catalizan reacciones del metabolismo de los aminodcidos: transferencia de
aminodcidos, descarboxilacién, desaminacién, desulfidritacién y otras reacciones de
eliminacién y sintesis. '*'® En el proceso de la transaminacion enzimatica, el 5-fosfato de
piridoxal sufre una transformacién reversible en 5’-fosfato de piridoxamina (PMP, §). Dicho
producto actiia como grupo prostético de las aminotransferasas y de las enzimas que catalizan

la fosforilacién hidrolitica de glucégeno, pero no de otras enzimas B6 dependientes.'**
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En las enzimas dependientes de la vitamina B6, el PLP se encuentra enlazado a una lisina
del centro activo mediante la formacién de una base de Schiff o aldimina interna . El grupo
5’-fosfato se encuentra anclado a la proteina mediante enlaces de hidrégeno (hasta nueve) y,
usualmente, interacciones adicionales del tipo electrostatico (Figura 1). Para las enzimas PMP

dependientes, el grupo fosfato es el principal punto de enlace con la proteina.



Figura 1

El 5’ fosfato de piridoxal (c6digo de colores: azul, N; amarillo, C; rojo, O; violeta, P) forma una
base de Schiff con el residuo Lis87 (en verde) en la estructura cristalina de la tript6fano sintasa,

formada por una cadena X y una cadena f *'. La forma activa fisiolégicamente es un complejo
x, B,

Las enzimas dependientes de la vitamina B6 no pueden clasificarse de acuerdo con la
similitud de la secuencia de aminodcidos, ya que enzimas con estructuras tridimensionales
similares presentan secuencias muy diferentes. Por ello, el grupo de P. Christen” hizo la
propuesta de diferenciar estas enzimas segin el &tomo del aminodcido substrato en el cual se
observan cambios en la covalencia (los C «, By Yy ). De acuerdo con este criterio, la
aspartato aminotransferasa (AAT) es la representante principal del grupo « y la subunidad
B de la triptéfano sintasa ( TRPSB) es una enzima prototipo del grupo B . Asi, la
cistationina P -liasa (CBL) se asigné al grupo y . Sin embargo, la posterior determinacién de
su estructura tridimensional® mostré que esta proteina tiene el mismo tipo de patrén de
plegamiento que las proteinas del grupo o, de forma que, evolutivamente, deben compartir
un mismo ancestro. Segun el convenio de clasificacion estructural de las proteinas (SCOP*),
las proteinas comparten un mismo patrén de plegamiento si éstas tienen los mismos

elementos principales de su estructura secundaria en la misma orientacién mutua y con la



misma conectividad topologica. Este hallazgo reforz6 una propuesta realizada por Goldsmith
y colaboradores® sobre la clasificacion de estas enzimas de acuerdo con un criterio
estructural. Las enzimas PLP dependientes presentan dominios generales denominados o/ B,
B y en multidominios o/ B, donde esta nomenclatura corresponde al convenio SCOP. Un
andlisis comparativo de estas proteinas permitié la identificaciéon de unidades estructurales
que se repiten de forma recurrente dentro de estos dominios y que corresponden a patrones de
plegamiento principales. Asi las enzimas del grupo « y Yy, segin la clasificacion de
Christen, se integraron en una misma categoria llamada plegamiento tipo I y el grupo B de
Christen pasé6 a ser tipo II . La estructura de la alanina racemasa (AR)* corresponde al tipo
III . La D-aminoacido aminotransferasa y las estructuras relacionadas con ésta pertenecen al
tipo IV 'y la glucégeno fosforilasa (que usa el grupo fosfato en la catdlisis) corresponde a un
tipo V. Este esquema de clasificacion hizo la previsién de dos grupos mds (VI y VII) para
integrar nuevas estructuras. En la figura 2 se muestran las imdgenes de las estructuras de las

enzimas prototipo de los patrones de plegamiento [ a IV.

La disponibilidad de las estructuras tridimensionales de un importante nimero de enzimas
dependientes de la vitamina B6 pone de manifiesto que las interacciones que son responsables
del anclaje del cofactor y de los intermedios cataliticos covalentes a la proteina son muy
diversas. Asi el nimero de puentes de hidrégeno de los ligandos de la proteina al grupo
fosfato del PLP varia de 4 a 8, incluso 9, y la carga negativa de este grupo se encuentra en
algunas proteinas practicamente compensada por la presencia de ligandos mientras que en
otras no se encuentra casi en absoluto compensada. El entorno del N1 del PLP también
presenta un amplio margen de situaciones, desde la existencia de un puente de hidrégeno del
nitrégeno protonado a un residuo aspartato, glutamato o serina, hasta la constatacion de la no
protonacién de este nitrégeno. Por otra parte, la disposicion de la estructura de las enzimas
dependientes del PLP para enlazarse al substrato también es dispar. Mientras que la AAT se
dispone de forma cerrada, de manera que el substrato dicarboxilato establece un doble puente
de hidrégeno con residuos arginina, otros enzimas (tal vez la mayoria, segin la bibliografia)
no forman una estructura cerrada en torno al substrato, e incluso no requieren una interaccioén

tan rigida con éste.”



a) Tript6fano sintasa® (Tipo I) b) Aspartato aminotransferasa * (Tipo II)

¢) Alanina racemasa®(Tipo III) d) D-aminoacido aminotransferasa® (Tipo IV)

Figura 2

Figuras correspondientes a las estructuras de los representantes de los cuatro tipos de las enzimas
dependientes de la vitamina B6 en funcién de su clasificacion estructural. Las moléculas de agua que forman
parte de la unidad cristalina aparecen como puntos rojos (correspondientes al atomo de oxigeno) e incluyen

la coenzima en el centro activo. a) es un complejo X, 3, en presencia de catién potasio, b) es un dimero

&, en el que una molécula de 5 fosfato de piridoxal se encuentra formando una base de Schiff con el
residuo Lis258 de cada subunidad, c) este grupo de enzimas tiene en uno de sus dominios una estructura
denominada barril- (0( / B)8 y presenta la caracteristica de que el nitrégeno piridinico del PLP (N1) no se

encuentra protonado, sino que forma un puente de hidrégeno con un residuo arginina d) El PLP forma una
base de Schiff en el centro activo de la enzima con el residuo Lis145,

El uso de argumentos puramente estructurales en la clasificacion de las proteinas tiene su
punto débil en un cierto grado de subjetividad asociado a la decision sobre qué elementos de
la estructura secundaria son significativos para la descripcién de su disposicion relativa y de
su conectividad. Por este motivo, otros argumentos, como consideraciones de tipo funcional o

evolutivo, se tienen en cuenta en la asignacién de los patrones de plegamiento.*!

Recientemente se ha intentado llevar a cabo la clasificaciéon de las enzimas dependientes

del PLP a partir de secuencias gendmicas que se obtienen por métodos de busqueda que



identifican la conservacion estructural de familias de proteinas.”> Las caracteristicas
mecanisticas comunes de su accion enzimatica, que incluyen la formacion de intermedios
carbanionicos que se estabilizan por el cofactor, sugieren que han aparecido enzimas con
actividades idénticas o altamente similares varias veces durante el curso de la evolucion. Sin
embargo, las enzimas PLP dependientes estan involucradas en un gran variedad de procesos
celulares, de tal forma que incluso para una enzima para la cual la actividad catalitica se
puede asignar en base a su secuencia, la funcidn real biolégica puede ser incierta. Se ha
seflalado que una tercera parte de las enzimas cuya actividad catalitica depende de este
cofactor, segun la clasificaciéon de la EC (Enzyme Commision), no estan ain caracterizadas
en términos de secuencia genémica.” Se propone como motivo que este tipo de enzimas
pueden no tener una especificidad estricta hacia el substrato. Por ejemplo, se ha descrito una
aminotransferasa que cataliza reacciones correspondientes a tres procesos distintos.” Este
fendmeno, conocido como promiscuidad catalitica implica que una misma porcién de un
gene puede ser responsable de diversas funciones cataliticas, lo que complica una
clasificacién funcional y una asignacién genémica univoca.”® En algunos casos, la misma
actividad puede incluso ser llevada a cabo (posiblemente como una reaccion lateral o
mediante control alostérico) por diversas enzimas dependientes del PLP. Por ejemplo, se
conocen al menos nueve enzimas distintas, incluyendo diversas aminotransferasas, que
catalizan reacciones de cisteina S-conjugada B -liasa en mamiferos.*® La promiscuidad
catalitica y la pérdida de especifidad para un substrato también implica que un organismo

puede tener més actividades PLP dependientes que genes que codifican sus enzimas.

2.2 Formacion de bases de Schiff de PLP

Desde un punto de vista quimico, el PLP participa en numerosas reacciones en las que
debe estabilizarse una carga negativa formal sobre el carbono alfa de un aminodcido. Como
cualquier aldehido, el PLP puede formar iminas por reaccién con aminas primarias,

incluyendo el grupo terminal amino de un residuo de lisina.

La adicion de un nucleéfilo nitrogenado a un grupo carbonilo es una reaccién comin

€N NUMErosos procesos quimicos y bioquimicos. Mediante estudios sobre modelos'-’

se
demostré que un grupo amino de los aminodcidos reacciona con el grupo 4-formilo del PLP

para formar la base de Schiff de acuerdo con la reaccion global (Esquema 1):



R—NH,+ O=CH-Pyr === R,N=C-Pyr+ H,0

Esquema 1

La formacién de la base de Schiff se lleva a cabo mediante un mecanismo por pasos en el

que el principal intermedio es una carbinolamina (6) y en el que la deshidratacién es el paso

limitante de la reaccién.*®**

HO\IE';/NHz
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6

Se ha postulado que los intermedios que llevan a la formacién de la base de Schiff son del
tipo carbinolamina/quinonoide y que su estabilidad relativa se justifica mediante la
formulacién de estructuras resonantes que permite la consideracién del sistema conjugado de
forma que el anillo piridinico, especialmente si el nitrégeno se encuentra protonado, actia
como electréfilo. Tobias y Kallen*' hallaron que, en la formacién de la base de Schiff entre el
S’-fosfato de piridoxal y serina, la protonacion del nitrogeno piridinico tiene el efecto de
aumentar en casi 100 veces la velocidad de reaccion respecto al sistema desprotonado. El
papel del anillo de piridina como sumidero de electrones ( electron sink ) es uno de los

paradigmas mas aceptados* en la explicacion de la reactividad del PLP y sus derivados.

Se conoce que tanto el piridoxal como el 5’-fosfato de piridoxal en disoluciones acuosas, a
temperaturas ambiente y a valores fisiologicos del pH, catalizan reacciones de aminodcidos

similares a aquellas catalizadas por enzimas PLP-dependientes in vivo.*

En esta linea se ha investigado la formacién de bases de Schiff del PLP y de su andlogo
5-desopiridoxal (DPL), que carece del grupo fosfato, con hexilamina en medio acuoso. **'
Se ha descrito también la influencia de la polaridad del disolvente en la cinética de la
formacién de bases de Schiff de PLP y DPL con hexilamina mediante la alteracién de la

catdlisis intramolecular que afecta a la estabilidad de los intermedios de la reaccién. Estos

estudios, llevados a cabo en medios de distinta polaridad y en disolventes no acuosos



demuestran que la composicion del disolvente tiene una gran importancia en la cinética de la

formacién de las bases de Schiff. !

En enzimas PLP dependientes la coenzima se enlaza a la proteina mediante la formacién
de una imina con el grupo ¢ -amino de un residuo lisina, conocida como aldimina interna."’
Para descarboxilasas PLP dependientes en un medio con agua deuterada, se ha demostrado
que, en los o -aminodcidos, un dtomo de deuterio se incorpora en las aminas libres que se
forman producto de la reaccién, y que estos productos marcados son enantioméricamente
puros.”> Cuando se ha estudiado la biosintesis dependiente del PLP del L-Trp catalizada por el
complejo o, B, triptéfano sintasa, el marcaje con deuterio de la proteina muestra que el
intercambio con hidrégeno del medio acuoso es lento, lo que ha sido interpretado como una
restriccién del acceso de agua de solvatacién al lugar catalitico.”® Este y otros resultados, junto
a los relacionados con la influencia que el grado de protonacion del medio tiene en el
desarrollo de la reaccidn, sugiere que las transferencias de hidrégeno deben tener un papel

importante en el mecanismo de intervencion de la vitamina B6.>*

En disolucién acuosa se observa un incremento progresivo de la constante cinética de
formacién de la base de Schiff al aumentar la protonacién de la molécula de PLP, lo que ha
sido interpretado como un efecto de la catdlisis intramolecular 4cida general para la
deshidratacion de la carbinolamina intermedia. Se ha comprobado que la formacién de la base
de Schiff se ve favorecida por la presencia de grupos polares ionizados y no ionizados cerca
del enlace imina que va a formarse, mientras que la presencia de grupos hidrofébos y no
polares en la proximidad del enlace imina ya formado en la base de Schiff, previene la
hidrélisis al mantener alejadas las moléculas de agua.’>>® Se ha descrito experimentalmente la
estabilidad relativa de los tautémeros del PLP para diferentes valores de pH y condiciones de

solvatacion.>*

En el esquema 2 se ilustran los equilibrios de protonacién, hidratacién y tautomerizacién
del PLP. Los valores para las constantes microscopicas de equilibrios de hidratacidn,
tautomerizacioén y protonacién en medio acuoso de acuerdo con los valores proporcionados
por Harris et al.*> muestran que para el PLP con el fosfato monoprotonado (con carga global
de la molécula -2) la forma zwitteriénica PLP8 en el esquema estd favorecida sobre el
tautomero PLP7, en la que el nitrégeno piridinico estd desprotonado y se ha regenerado el

grupo fendlico en C3.

10



-0

HC”

I 0 +H0
0-P-0
l i | e —x

0 Z
N - H,0

PLP11

Esquema 2

PLP12

11



Las diferentes formas tautoméricas para la base de Schiff formada entre un aminoédcido y
el 5’-fosfato de piridoxal se resumen en el esquema 3. En disolucién acuosa se ha observado
una dependencia de los valores de las constantes de equilibrio entre las distintas formas
tautoméricas segun la basicidad de la amina a partir de la cual se ha generado. Asi, en la
estructura correspondiente a la cetoenamina H;BS,™, que se encuentra en equilibrio con el
correspondiente tautémero enolimina H;BS," esta tltima forma es mds estable en disolucién

acuosa a medida que aumenta la basicidad de la amina.*"*’

Se ha establecido que la estructura preferente de la base de Schiff protonada en medio
acuoso a pH fisioldgico es la del zwitterién imonio H;BS,". En el esquema 3, los tautémeros
HBS,?, HBS,” y HBS;” son analogos a los divalentes, siendo la unica diferencia la pérdida

del hidrégeno del grupo fosfato.

La capacidad de la base de Schiff del PLP con aminodcidos para proporcionar diversos
productos de reaccidén explica el amplio margen de reacciones quimicas catalizadas por
enzimas dependientes de esta coenzima. El papel de electréfilo del sistema de resonancia
formado por el doble enlace imina con el anillo de piridina cargado positivamente, facilita la
salida de los grupos enlazados al carbono « del aminodcido. En los esquemas 4 y 5 se
indican los intermedios de reaccion principales de las reacciones catalizadas por enzimas

dependientes de la vitamina B6.

La protonacién del intermedio 3a en el esquema 4 lleva a la racemizacién de aminodcidos
mediante la regeneracion de la aldimina externa en los conférmeros 4d y 2a, los cuales por
hidrdlisis producen, respectivamente, el aminodcido D y L. El intermedio quinonoide 3a es
también punto de partida de una eliminacion de un grupo X en la cadena lateral R en las
posiciones B o y por la cual se produce el intermedio aminoacrilato 4e. La protonacién
de este intermedio y la posterior transiminacion con un residuo Lis del centro activo de una
proteina proporciona la aldimina interna 1 y una imina que se hidroliza a piruvato y a
amoniaco. El intermedio aminoacrilato 4e incorpora un grupo nucleéfilo Y™ al carbono B de
la cadena lateral y produce una estructura quinondidea Sf que se reprotona en el carbono «
para producir la aldimina externa 6f. La transiminacién de este intermedio proporciona el

producto de la B -sustitucion y la base de Schiff 1.

12



Esquema 3

13



de

Lis

5a + R-CO-CO,

NH,+ H,CO-CO, -

Esquema 4

H,O+

1 + H,NCH(CH,Y)CO,

14



= H,NCH,R+1

H,NCH.CO, + 1

Esquema 5

En la primera fila del esquema 5 se representan los intermedios producto de la
descarboxilacién del conférmero 2b de la aldimina externa. El intermedio quinonoide 3b se
protona en el carbono « y produce la aldimina externa 4b que, después de un proceso de
transiminacion con la enzima, produce una amina y la aldimina interna 1 del esquema 4. Por
otra parte, la eliminacién de la cadena lateral R en la aldimina externa 2c¢ produce un
intermedio quinonoide 3c, el cual, tras protonacién, produce la aldimina externa 4c. La
transiminacién de ésta con la enzima forma la glicina y la aldimina interna 1 del esquema 4.
Alternativamente, el intermedio 3¢ puede protonarse en C4’ para proporcionar PMP en un

proceso andlogo al 3a — 4a — 5a del esquema 4.

2.3 Transiminacion de bases de Schiff con aminas

Una vez que se ha formado una base de Schiff del PLP con un grupo amino de un residuo
lisina en el lugar activo de la enzima, un grupo amino de un substrato aminodcido reacciona
con el carbono iminico de forma que se desprende el grupo amino de la lisina y se forma una
nueva base de Schiff con el aminodcido substrato. En todas la reacciones en las que interviene
la base de Schiff del PLP y una molécula de aminodcido en enzimas PLP dependientes, la
transiminacién o transaldiminizacién es un proceso muy comin que responde a la reaccién

general representada en el esquema 6.

15



RQ—NH2+ R—N=C-Pyr == R—NH, + R;—N=C-Pyr

Esquema 6

Este proceso permite la conversion de aldiminas externas en aldiminas internas y
viceversa si se considera la reaccién en sentido contrario. Hubo una cierta controversia sobre
la interpretacion de los datos experimentales para proponer un mecanismo adecuado para la
reaccion de transiminacién. Un primer mecanismo fue propuesto por Snell y Jenkins®, que se
basaba en la formacién de una diamina geminal 7 como principal intermedio de la reaccién.
Esta hipétesis se recogia como la mds plausible’ aunque otros autores fundamentaron el
mecanismo de la transiminacién en un doble proceso de adicién-eliminacion.”"’? Sin embargo,
las evidencias experimentales para la transiminacién dieron su apoyo a la existencia de la

diamina geminal como intermedio principal.>”>"*

I}IHR2
HC—NHR,
_l OH
O—Fl’—O =
o ~
N
7

De acuerdo con este esquema, en enzimas dependientes del PLP la formacion de diaminas
geminales como intermedios transitorios permite la generacion de bases de Schiff en la forma

de aldiminas externas a partir de aldiminas internas.

El estudio de la transiminacién enzimdtica desde un punto de vista quimico presenta
grandes dificultades debido a su rdpida cinética y al elevado grado de complejidad de los
intermedios de reaccién.”” Por ello, la transiminacién no enzimética ha sido ampliamente
estudiada mediante el uso de modelos quimicos intramoleculares e intermoleculares. Estos
estudios se fundamentan en la deteccidn espectroscépica UV y RMN de la formacién de

diaminas geminales ciclicas como compuestos modelo de la reaccién.”*™

Estos trabajos han permitido la determinacion de la cinética y de las constantes de

equilibrio de la transiminacion para estos modelos. La etapa limitante de la reaccién se sitia
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en la adicion-eliminacién de la amina mds bdsica.* Se ha descrito también la catélisis acido-
base y la influencia de las transferencias de hidrogeno asociadas al transcurso de la
transiminaciéon para un modelo intermolecular formado por PLP, un aminodcido y
dodecilamina en medio acuoso en el que las constantes cinéticas de la transiminacién

aumentan con la acidez de la disolucién.”

2.4 Significacion biomédica de la Vitamina B6

La vitamina B6 se encuentra ampliamente distribuida en los organismos de los reinos
animal y vegetal. Las plantas sintetizan este compuesto, mientras que los animales y algunas

bacterias y hongos deben obtenerlo de fuentes externas.

En mamiferos, el papel del PLP como cofactor de enzimas que intervienen en el
metabolismo de las proteinas hace que éste sea esencial para los procesos asociados a la
biosintesis de la hemoglobina,*® el funcionamiento correcto del sistema inmunoldgico y

nervioso, y la conversion de triptfano en niacina.*”

Por estos motivos, la vitamina B6 es de gran importancia en la dieta humana,
especialmente en individuos en fases de desarrollo y crecimiento: nifios, jévenes, mujeres a lo
largo del embarazo y del periodo de lactancia. Es especialmente critica la deficiencia de la
vitamina B6 durante el desarrollo del cértex cerebral, que puede resultar en funciones
motdricas no coordinadas y en disfunciones del aprendizaje y de la memoria. Para adultos de
la especie humana, la cantidad diaria recomendada de vitamina B6 se encuentra, seguin el
margen de edad y el género, en el intervalo de 1.3 y 2.0 mg.”' y se suele encontrar formando
parte de una dieta variada en los paises occidentales. La vitamina B6 se encuentra distribuida
de forma bastante general en los alimentos, excepto en la fruta. La jalea real es uno de los
productos naturales con mayor concentracién de vitamina B6 (5000 ppm). La forma sintética

que se usa como suplemento en la dieta es el clorhidrato de piridoxina.

En la ingesta de alimentos, el piridoxal se disocia de la proteina y se absorbe como
forma libre. En el higado se transforma en su mayor parte en fosfato de piridoxal, mientras
que el resto se encuentra en forma de fosfato de piridoxamina. La vitamina B6 se almacena
como PLP en pequefias cantidades en todos los tejidos. En el tejido muscular, el 90% se
encuentra como PLP en la glucégenofosforilasa. La vitamina B6 se oxida a 4dcido piridéxico,

el cual se excreta a través de la orina. Farmacoldgicamente, tiene como antagonista la
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deopiridoxina y la isoniazida. El esquema 7 ilustra de forma simplificada el transporte y las

principales vias metabolicas de la vitamina B6 en el organismo.

Se han descrito cuadros clinicos de diversa indole, como disfunciones
cardiovasculares, enfermedades mentales y alteraciones inmunolégicas, que se relacionan, de
forma directa o indirecta, con la disponibilidad de esta coenzima.”® Situaciones como dietas
poco equilibradas con un alto contenido en proteinas, enfermedades del higado, disfunciones
metabdlicas como la fenilcetonuria y estados de drogodependencias requieren ingestas
adicionales de vitamina B6. En este ultimo caso, se conoce que el alcohol y las sustancias
estupefacientes interfieren con las funciones de la vitamina B6. El alcohol provoca la
liberacién de vitamina B6 que se encuentra asociada a la proteina en formas libres de PLP.
También se ha descrito la aparicion de cdlculos urinarios asociados a situaciones de

deficiencia de la vitamina B6 y a la presencia de 4cido oxdlico y xanturénico en la orina.*

Intestino Higado Sangre Tejidos Orina
4-PA—»4-PA »4-PA

PL———»PL# .
| exceso

Albymina- PLF’
PLP yPLP—PLP—»PL»PL|—=PL
P Y W
of Lo
vB ?

PN—{»-PN-«—»PNP | PLP

PM— »PM<—»PMP*

PMP

Esquema 7 Transporte y principales vias metabélicas de la vitamina B6 en el organismo. PL: piridoxal, PN:
piridoxina, PM: piridoxamina, 4-PA: dcido piridéxico, PLP: piridoxal 5-fosfato, PNP: piridoxina 5-fosfato,

PMP: piridoxamina 5-fosfato, H: eritrocito, ©: inhibicién, B2: riboflavina, Hb: hemoglobina.

Desde un punto de vista biomédico, existe mucho interés y un intenso debate sobre los
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efectos de la vitamina B6 sobre el sistema nervioso, en particular en el tratamiento de
neuropatias asociadas al alcoholismo croénico, el autismo, el mal de Alzheimer y la
enfermedad de Parkinson.” Su funcién como grupo prostético de las descarboxilasas tiene
como consecuencia que una deficiencia de la vitamina B6 provoca disfunciones en la
conversion de aminodcidos a histamina, serotonina y taurina. Son también objeto de estudio
las interacciones con ciertas quimioterapias, como el tratamiento de enfermos aquejados de

94,95

asma cronica con isoniazida y medicamentos antihipertensivos, y el control de la

homocisteina® para el tratamiento de cardiopatias.””'®

El interés sobre el conocimiento fundamental y aplicado de la reactividad quimica de
la vitamina B6 plantea numerosas cuestiones que pueden abordarse desde la investigacion de
los mecanismos de reaccion que presenta el cofactor en sus distintas formas tautoméricas y
funcionalidades, tanto con los centros activos de las enzimas como con los substratos

aminoacidos.

2.5 Calculos teodricos sobre modelos de PLP

Los célculos mecano-cudnticos sobre un sistema reactivo pueden describir de forma
detallada la geometria y la energia de los intermedios de reacciéon y de los estados de

transicion involucrados en el proceso.

Las referencias de estudios tedricos en relacion con la vitamina B6 son escasas. Nero et
al.’ calcularon las energias y establecieron la geometria de los principales minimos locales de
PLP en fase gaseosa involucrados en el mecanismo de la transaminacién del 4cido y -
aminobutirico usando el método semiempirico AMI1. En este estudio, la asignacién de las
cargas atomicas en los intermedios de la reaccién no proporcionaba un modelo adecuado para
la hidrdlisis que lleva a la generacion de piridoxamina y semialdehido succinico en la
reaccion objeto del estudio. Los célculos llevados a cabo sobre andlogos del PLP en los que se
sustituye el nitrogeno piridinico por un d&tomo de carbono revelan la importancia de éste para

que las energias de los intermedios sean las adecuadas para el transcurso de la reaccion.

Por otra parte, Alagona et al.” estudiaron la capacidad de formacién de carbaniones en fase
gaseosa sobre distintos substratos, incluyendo PLP, usando métodos semiempiricos y ab
initio. En este trabajo se estudiaron las condiciones bajo las cuales se puede producir la

transferencia de protones desde una base de Schiff formada entre la bencilamina y el
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S-fosfato de piridoxal y de bencilamina con topaquinona para la rotura del aducto y la
formacion del carbanién con una barrera de potencial aceptable. La estimacion de dicha
barrera de potencial se llevd a cabo con el estudio de la estabilidad relativa de varias
estructuras posibles para las bases de Schiff formadas a partir de metilamina con 5-fosfato de
piridoxal. Sin localizar los estados de transicién para la transferencia de hidrégeno, el estudio
sugiere que dicha transferencia debe poder realizarse con una barrera energética baja desde el

grupo amonio hasta el oxigeno en un intermedio de tipo quinonoide.

Ondrechen et al.° establecieron un modelo teérico con metodologia HF/6-31G para el
complejo de la enzima alanina racemasa con el substrato L-alanina y PLP. EI
particionamiento de cargas seglin Lodwin a partir del minimo local calculado para el sistema
proporciond valores que los autores justifican en la capacidad que presumiblemente debe
tener la enzima para estabilizar las cargas negativas que se generan en la formacién del
complejo objeto del estudio. Basdndose en estos resultados postulan un comportamiento
anfétero del entorno enzimético, de forma que los residuos pueden actuar como bases en la
abstraccion de un hidrégeno en el carbono « y también pueden funcionar como acidos

mediante la donacién de un protén al intermedio de reaccidn para formar otro enantiomero.

Mientras que estos trabajos tedricos se orientan hacia la descripcion de estructuras que
corresponden a posibles minimos locales, la reactividad de la vitamina B6 ha sido poco
explorada desde un punto de vista mecanico-cuantico. Toney’ realiz6 calculos de coordenada
de reaccién mediante una metodologia semiempirica en un modelo de entorno enzimatico
para estimar la barrera energética de la descarboxilacion de 2-aminoisobutirato y concluye
que las transferencias de protén deben actuar de forma concertada con el proceso de

descarboxilacion.

El efecto de la estabilizaciéon de interacciones del tipo electrostatico en la etapa de
descarboxilacién de la transaminacién dependiente del PLP ha sido estudiado por Bach et al.?
mediante la realizacion de cdlculos ab initio y de la aplicacion de la teoria del funcional de la
densidad. Los resultados de los estudios tedricos de estos autores cuestionan la validez del
paradigma del papel del anillo piridinico como sumidero de electrones en base a la
asignacion de cargas atomicas de acuerdo con el particionamiento de Mulliken. El estudio no
proporciona ningtin cambio en la densidad electronica del anillo de piridina de la base de

Schiff a lo largo del transcurso de la reaccidon. Respecto a la reactividad, dichos autores
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sugieren que el papel fundamental del PLP para el proceso estudiado (descarboxilacion) es
proporcionar un tautomero zwitteriénico del substrato como consecuencia de una catalisis
dcida general (transferencia de protén) que disminuya la diferencia de energia entre la
estructura del intermedio o estado fundamental y la estructura de transicion. Los factores que,
segln este estudio, afectan al transcurso de la reaccién son la influencia culémbica de la
transferencia de hidrégeno, la estabilizacién que proporciona el puente de hidrégeno del
catiéon imonio hacia el anién fenolato y la formacion de intermedios zwitterionicos a lo largo

de la coordenada de reaccion con una estabilizacion culombica del PLP en el sitio activo.

Los equilibrios tautoméricos del PLP y de un conjunto de derivados de la 3-hidroxi-
piridina han sido objeto de estudios tedricos con metodologia DFT en fase gas y teniendo en
cuenta los efectos de solvataciéon mediante una aproximaciéon de solvatacion explicita, en
continuo y con una metodologia hibrida que incluye los efectos macroscopicos y
microscopicos del solvente. Kiruba y Wong* han calculado que la forma no zwitteriénica del
PLP es significadamente mas estable en 43-56 kJemol™ en fase gas y en solventes no polares,
mientras que el resultado inverso se obtiene para el medio acuoso. Concluyen que, de acuerdo
con la evidencia experimental, el tautomero zwitteriénico es la forma predominante del PLP
en condiciones fisiologicas. El estudio destaca el papel de las moléculas de agua explicitas y
de la constante dieléctrica del disolvente en la influencia de los equilibrios tautoméricos del

PLP y de los compuestos relacionados con esta estructura.

Los equilibrios de transferencia de hidrégeno en las bases de Schiff que forman enlaces de
hidrégeno intramoleculares estabilizados por un sistema aromdtico, como el 2-( & -(N-
metilimino)etil) fenol, han sido estudiados mediante la metodologia DFT.'" El esquema
propuesto para la transferencia de hidrégeno destaca el papel de la estabilizaciéon por
resonancia en la descripcion de los tautémeros individuales. El cdlculo de las constantes de
fuerza de las estructuras optimizadas permiten la interpretacion de los espectros IR de estos
sistemas, incluyendo el efecto del desplazamiento de la frecuencia correspondiente al enlace

C=N con la protonacion.
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3 Metodologia
3.1 Fundamentos teoricos

3.1.1 Teoria de Hartree-Fock

La mecdnica cuantica proporciona una explicacion correcta de la estructura y de las
propiedades fisicas de las moléculas mediante una descripcion de la distribucion y niveles de

energia disponibles de los electrones, por ello, es el marco tedrico principal de la quimica.

En la quimica computacional, la aproximacion numérica de la solucion de la ecuacion de
Schrodinger independiente del tiempo de un sistema multielectronico en un potencial
electrostitico de N nucleos fijos se lleva a cabo mediante el método de calculo de Hartree-

Fock con las ecuaciones matriciales de Roothan-Hall'”.
De forma genérica, los orbitales moleculares de Hartree-Fock se representan como un

. . K . . .
conjunto de funciones de base {bu}u:1 ,no necesariamente ortogonal, con coeficientes

¢,; enlaforma:

K
¢i:zcuibu []]
u=1

Estas funciones se pueden calcular individualmente como funciones propias de un
conjunto de operadores monoelectronicos que incluyen la repulsion electrostitica de cada
electrén con el campo electrostitico formado por el resto de los electrones considerados en

conjunto.

El operador monoelectronico de Fock se define para cada uno de los electrones i del

sistema como:

o len v~ Ze .
f===Vi=3 =E4viTj) 12]
2 © Ti

donde el término final, el potencial de Hartree-Fock es
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vi'ljl=27-K, 31
siendo J, el operador de Coulomby K, el operador de intercambio, respectivamente. La
aproximacién de Roothan para la determinacion de los orbitales moleculares requiere, para un

conjunto de K funciones de base la solucién de la ecuacién secular

F,—ES, F,-ES, .. F—ES
F,—ES, F,—ES, .. F,,—ES,; _ 0 (4]
Fo,—ESy, Fr,mESy, ... Fyo—ESi

que proporciona las distintas raices E; .

Para construir este determinante, las integrales de solapamiento §,, se computan de

forma explicita mientras que los elementos F',, se calculan mediante

Fo=[ 6,-3V'9)d7=22,] 6,(-9.0d7+ T P (vIho) = udlval] 15

rk Ao

1
En esta expresion s el operador distancia a un nucleo k. La matriz de densidad
k

P, se computa mediante

PAUZZZCMC(”' [6]

donde los coeficientes corresponden a la contribucién de la funcién de base b al orbital
molecular i. La notacién (uv|Ao) corresponde a las integrales de intercambio entre dos

electrones de la forma:

(vina)=] [ 9,116,003 6,(2),(2)d7 (1)d7(2) 7

donde ¢, y ¢, esladensidad de probabilidad de uno de los electronesy ¢, y ¢,
la del otro. El resultado del cdlculo de estas integrales de intercambio bielectrénicas por la
matriz de densidad describe el grado en el cual las diferentes funciones de base contribuyen a

la funcion de onda multielectronica.

Es necesario disponer de una estimacion inicial de los coeficientes de las funciones de

base escogidas, de forma que se pueda construir una matriz inicial de densidad para generar

los elementos F,, de la matriz. La resolucién de las ecuacién seculares [4] permite calcular
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el valor de los coeficientes de orbital que minimizan el valor de la energia del sistema. Con
estos coeficientes se computan de nuevo las integrales de solapamiento, monoelectrénicas y
bielectronicas, se construye una nueva matriz de densidad y se resuelven de nuevo las
ecuaciones seculares, cuyo resultado proporciona un nuevo conjunto de coeficientes. De este
modo se sigue un procedimiento iterativo que se repite hasta que se cumplen los criterios de
convergencia establecidos (campo autoconsistente) para la distribucidn inicial de nicleos. En
el caso de una optimizacion de la geometria, se procederia a modificar esta geometria para

realizar un nuevo ciclo de calculos.

Esta metodologia de cdlculo presenta dos limitaciones importantes. La primera se
encuentra en la naturaleza monoelectréonica del operador de Fock [2] que excluye la
consideraciéon de la correlacién electrénica y que puede proporcionar una descripcion
incompleta desde el punto de vista quimico de la molécula o sistema molecular objeto del
estudio. Asi, se ha descrito que la aplicaciéon del método de Hartree-Fock predice de forma
errénea las geometrias de estructuras que incorporan enlaces de hidrégeno mientras que la
aplicacion de una metodologia ab initio que incorpora la correlacién electrénica proporciona
resultados con una buena coincidencia con los resultados experimentales.'” La segunda
limitacién se encuentra en los requisitos computacionales relacionados con la evaluacion
numérica de las integrales de intercambio bielectrénicas y su ndmero, que depende del

nimero de dtomos y del conjunto de bases escogido.

3.1.2 Conjuntos de funciones de base

Los conjuntos de funciones de base son las funciones matemadticas a partir de las cuales se
construye la funcion de onda. Cada orbital molecular en la teoria de Hartree-Fock se expresa
como una combinacién lineal de funciones de base. Son los coeficientes de dicha
combinacidn lineal los que se determinan en la solucion iterativa del campo autoconsistente.
Cuando se cumplen los criterios de convergencia geométrica y energética la funcién de onda
completa se expresa como un determinante formado por los orbitales moleculares
individualmente ocupados (determinante de Slater). Idealmente, un conjunto de bases
infinito permitiria la construccién de una funcién de onda que describiria de forma 6ptima el

sistema molecular.

La implementacién computacional del método de Hartree-Fock requiere el uso de

conjuntos de funciones en la forma adecuada, especialmente para la resolucién de las
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integrales bielectrénicas [7]. Los orbitales del tipo Slater (STO)'” presentan dificultades para
la evaluacién numérica de dichas integrales, por ello se sustituyen por combinaciones lineales
de funciones del tipo gausiano (GTO). En coordenadas cartesianas, una funcion gausiana

centrada en un nucleo tiene la forma:

¢(?)=N°xl°ym°z"-e_wz [8]
donde N es el factor de normalizacién, r=|F| , « es un exponente que controla la
amplitud del orbital, y i, j y k son nimeros enteros que determinan el tipo de orbital. Estas
funciones, denominadas gausianas primitivas, se obtienen de célculos sobre dtomos con
metodologia Hartree-Fock o post-Hartree-Fock con un método que incluya la correlacion
electrénica, como Interaccién de Configuraciones (CI) o la aplicaciéon de la Teoria de
Perturbaciones de Mt ller-Plesset (MP). Estas funciones son adecuadas para calculos sobre
atomos aislados, pero no pueden describir de forma correcta el efecto de la modificacién de
los orbitales atémicos por la presencia de otros dtomos en una molécula. Para ello, estas
funciones se mejoran con una combinacién de funciones que suelen recibir el nombre de
orbitales del tipo gausiana contraidos (CGTO) y las gausianas a partir de las cuales se forma

se denominan gausianas primitivas, que toman la forma general

M
Q(x,y,z, 0,0, j, k)=, c,p(x,y,z,0,,i,],k) [9]

a=1

En un conjunto de bases de GTO contraidas, cada funcién de base se define por los
coeficientes de contracciéon ¢, y los exponentes «, para cada una de las primitivas. M es

el nimero de gausianas usadas en la combinacion lineal. Los coeficientes ¢, se escogen
para optimizar la forma de la suma de funciones de base de modo que se aproximen a un

orbital del tipo Slater y para asegurar la normalizacion.

Existen dos formas bdsicas de construir las funciones de base: de forma segmentada o
general. En una contraccidon segmentada una primitiva gausiana aparece solamente en una
contraccién, mientras que en una funcién de base general, cualquier primitiva puede aparecer

en cada funcién de base (contraccion).

En general, los paquetes de programas de cdlculo de quimica computacional estidn
orientados a los conjuntos de funciones de base segmentada. Los conjuntos de base
segmentados se estructuran de forma que las primitivas con el menor exponente (primitivas

difusas) aparecen sin contraer (una primitiva gausiana por funcién de base), mientras que las
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primitivas con mayor exponente se toman con los coeficientes que proporcionan los célculos
Hartree-Fock para el sistema atomico y se forman una o mds contracciones. Para célculos
sobre sistemas moleculares ciertas combinaciones lineales se usan como funciones de base,
con sus exponentes y sus coeficientes fijos. Las gausianas cartesianas se agrupan en capas que
se nombran con la misma letra con la que se designa el numero cuantico del momento angular
L, sin embargo L en este caso es la suma de los exponentes de las coordenadas cartesianas

L=n+Il+m en la definicién de primitiva de la ecuacién [§].

En la metodologia de Hartree-Fock, el esfuerzo computacional para el cdlculo de las
integrales aumenta con la cuarta potencia del nimero de gausianas primitivas. Una vez las
integrales se han calculado, los pasos siguientes en el procedimiento dependen solamente del

numero de funciones de base (o contracciones).

La convencién mds utilizada para la descripcion de los conjuntos de bases es la de Pople y
colaboradores. El conjunto de funciones de base se sefiala para todo el sistema molecular
objeto del cdlculo, y no para centros particulares, de forma que describe la estructura del
conjunto de funciones de base. Esta notacion es del tipo n—ijG o n—ijkG vy diferencia el
nimero de primitivas para los electrones de las capas internas (n) y el nimero de primitivas
para las contracciones de la capa de valencia (ij o ijk). La notacién ij describe conjuntos del
tipo doble zeta (dos contracciones usadas para representar un orbital atémico de Slater

sencillo) y los conjuntos ijk del tipo triple zeta.

Desde un punto de vista quimico, el uso de estos conjuntos de funciones de base
proporciona mds flexibilidad en la descripciéon de los electrones de la capa de valencia
mientras que los electrones internos vienen descritos por una unica contraccion, desde la

hipétesis que éstos no participan de forma significativa en la formacién del enlace.

Por orden de complejidad, los conjuntos de funciones de base mads utilizados en la
notacion de Pople son la base minima (zeta tinica) STO-3G, del tipo doble zeta (3-21G, 6-
21G, 4-31G, 6-31G) y triple zeta 6-311G.

En los célculos que se han llevado a cabo en esta investigacion se ha utilizado el conjunto

de bases del tipo doble zeta 6-31G."*!"!

A las contracciones originales derivadas de los calculos Hartree-Fock para dtomos se

afladen otras funciones: polarizadas'? y difusas.'”
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Las funciones polarizadas son necesarias para la descripcion correcta del enlace quimico.
Estas funciones se suelen incorporar como gausianas no contraidas y tienen valores mds altos
de L que los que se encuentran presentes en orbitales atdmicos ocupados para el dtomo
correspondiente. Los exponentes de las funciones polarizadas no se pueden derivar de
calculos Hartree-Fock atémicos, ya que corresponden a orbitales atdmicos no ocupados, y por
ello se estiman por optimizacion explicita a partir de un conjunto de moléculas. La eleccion
de las funciones polarizadas que se incorporan al conjunto de bases debe contemplar un
compromiso entre el esfuerzo computacional y la necesidad de una descripcion correcta del
enlace para los sistemas moleculares objeto del estudio. Asi, en esta investigacién se han
usado 6 funciones tipo d como funciones polarizadas (6-31G(d) o 6-31G*) a cada uno de los

atomos pesados (diferentes de H).

Las funciones difusas permiten la descripcion correcta de aniones y enlaces débiles,
especialmente los puentes de hidrogeno. Se trata de gausianas que tienen exponentes
pequeios del tipo s y p. Para el conjunto de bases 6-31G puede afiadirse una funcién del tipo
s y una del tipo p que se incorporan al conjunto de bases estindar de los d4tomos pesados (6-
31+G¥*) o bien una funcién difusa del tipo s y del tipo p a cada uno de los dtomos pesados y

una gausiana difusa del tipo s a los hidrégenos (6-31++G*).

3.1.3 Métodos post-Hartree-Fock

Existen diferentes métodos para la determinacién de la energia de correlacion a partir del
método de Hartree-Fock. De forma general, la incorporacién del efecto de la correlacion
electronica puede llevarse a cabo mediante procedimientos variacionales, como el método de
Interaccion de Configuraciones (CI, QCIS) o los métodos Coupled Cluster ; y perturbativos,

como la aplicacion de la Teoria de Perturbaciones de Mt ller-Plesset (MP).

3.1.3.1 Métodos variacionales

3.1.3.1.1 Interaccidén de configuraciones.

Para cualquier sistema, ademads de los orbitales ocupados que se han obtenido mediante el
método de Hartree-Fock existe una serie de orbitales virtuales que corresponden a valores de
energia superiores y que pueden usarse para construir otras configuraciones con coeficientes

que pueden determinarse variacionalmente. La funcién de onda de interaccién de
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configuraciones (CI) tiene la forma:

v=2.C9, (10]
1
donde @; son un conjunto ortonormal de N configuraciones electrénicas. Por configuracién

se entiende una combinacion lineal de determinantes de Slater D; de forma que ésta posee
todos los elementos de simetria del estado molecular que se describe. La aplicacion del

principio variacional
f‘FfHedbedT [11]

conduce a las ecuaciones de interaccion de configuraciones
(H—EI)C=0 [12]

donde I es la matriz identidad. Los elementos de la matriz del hamiltoniano vienen dados por
H=[Y H®dt [13]

donde

(p.z:z C;D; [14]

Siiy json de simetrfa diferente, H ;=0 . Sise usan M configuraciones en la expansion
CI, se obtienen M valores propios (energias) de forma que el valor mds bajo de la energia es
un nivel por encima de la energia real. Esto implica que no es necesario resolver la energia de
todo el sistema, solamente se requiere determinar la mds baja (o los dos o tres niveles mas

bajos).

El método mads habitual de interaccién de configuraciones es el cdlculo MCSCF ( Multi-

configuration self consistent field o campo autoconsistente de configuracién multiple ). En

este método los pardmetros de configuracion C;; de [14] y los pardmetros de la expansion

C. de [10] varian de forma simultdnea a lo largo de un proceso iterativo. Una iteracién k

implica la formacion del vector

(K)_ (k=1)
Uu _ZHquv [15]
u
Se requieren valores iniciales para C; y C; , con los que se halla @, . Con este

valor se determinan los nuevos pardmetros C; y C; vy se repite el cdlculo hasta que los

parametros convergen dentro del margen establecido. El célculo de los elementos de la matriz
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es la limitacion computacional principal para este cédlculo. Para la determinacion de una
configuracién molecular, solo se tienen en cuenta los electrones fuera de las capas cerradas.
Dentro de un conjunto de orbitales, los elementos de la matriz entre determinantes que
difieran de tres o mads orbitales de espin son idénticamente cero, por los que deben

considerarse las excitaciones simples y dobles de la configuracion de referencia HF .

3.1.3.1.2 Coupled-cluster
El método coupled-cluster (CC)"*''"* plantea una funcién de onda CC que viene dada
por un operador de excitaciéon que actiia sobre una funcién de referencia, normalmente el

determinante de Hartree Fock ¥ ,.=D, en la forma

Y. =TY,, [16]

El operador 7 se construye desde un nimero k de excitaciones desde un estado de

referencia T=Z T, deforma que en
k

- ab ~ab
1Y =21, D; [17]
el operador fk genera excitaciones de pares de estados ocupados ij a pares de estados no

ocupados o virtuales ab desde un determinante de referencia Hartree Fock. Los coeficientes

., b . . .2
de expansién t;; se determinan de forma autoconsistente. Una funcién de onda CC que usa

sustituciones dobles del determinante de Hartree-Fock (CCD) se escribe como:
1
ab y~ab ab ,cd y~yabed
YCCDZD()—l_Zti/‘ Dlj +§Zztij Ly Dz;;kl [18]

La expansion CC se suele cortar después de que se hayan incluido todas la excitaciones
dobles o todas las excitaciones cuddruples. Los requisitos computacionales de los métodos
CC aumentan con los términos de excitacion en la expansion. Para términos sencillos y dobles
el coste computacional con respecto al mismo cédlculo HF se incrementa a la sexta potencia
del niimero de funciones de base y los cdlculos que incluyen términos de cuadruple excitacién

llega hasta la décima potencia.

3.1.3.2 Métodos perturbativos

Una aproximacion diferente para el calculo de la correlacion electronica es el método
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perturbativo de Mt ller-Plesset (MP)''® . Las excitaciones se toman en cuenta mediante un
operador de perturbacion P dentro de la teoria de perturbacion de miltiples cuerpos de

Rayleigh y Schrodinger.

El problema de Hartree-Fock se trata como una funcién de onda no perturbada y la parte

residual del Hamiltoniano se trata como una perturbacion:

H=H’+P [19]
La aplicabilidad de la teoria de perturbacion estd limitada al caso en el que la contribucion
de la energia de correlacion electrénica sea pequefia. Para este método, debe conocerse, de la

aplicacion del método de Hartree-Fock, la solucion del sistema no perturbado con el

hamiltoniano H° , es decir, del determinante de Slater y0) y laenergia E (0)

HO II/(U):E(O)Y/(O) [20]

Se define entonces un hamiltoniano electrénico generalizado como:

H,=H’+AP [21]

La funcién de onda ¥, ylaenergia E, seexpanden como una serie de potencias:

Y =70+ Y =D A [22]
n=0

E=E"+A EV+XNEY+ =) A"E™ [23]
n=0

¥, y E, representan, respectivamente, para un conjunto de funciones de base dado, la
funcién de onda exacta y la energia del estado fundamental de un sistema descrito por el

hamiltoniano H, . En este punto debe resolverse la ecuacién
H .Y .=E.Y, [24]
E'”" esla suma de las energias monoelectrénicas y la suma

representa la energia de Hartree-Fock ya que p' corresponde a la funcién de onda de

Hartree-Fock. Para calcular E se debe conocer la funcién de onda de primer orden

v=3 (E,~E)'P,¥, (26]

5s>0

La energia E, , correspondiente al determinante ¥, , es la suma de las energias
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monoelectrénicas de aquellos orbitales-espin ocupados donde P, son los elementos de la
matriz del operador perturbacion. Solamente las sustituciones dobles contribuyen a la funcién

de onda de primer orden, ya que si s corresponde a un determinante con doble sustitucion,
puede demostrarse que los elementos P, no son cero. El coste computacional de este

método es importante, por lo que la expansion de potencias normalmente se corta después del

segundo orden (nivel MP2) para el cual la energia es:

E"?=E"+EY+E®=E" +E"” [27]
La energia de tercer orden, como MP3, solamente incorpora contribuciones de substituciones
dobles.""”'"° En el nivel MP4, se incluyen sustituciones adicionales sencillas, dobles, triples y

cuadruples.'?'?!

El problema principal de este método es que las series MP convergen lentamente,
especialmente en sistemas donde los efectos de la correlacién son mayores (correspondientes
a una perturbacién grande). El método MP es préctico hasta el cuarto orden y asi se encuentra
disponible en los programas de quimica computacional, sin embargo, para este nivel, estd
limitado a sistemas relativamente pequefos. Para el segundo orden, se consiguen resultados
correctos para conjuntos de funciones de base de calidad igual o mejor al 6-31G* y con la
metodologia de frozen core , es decir, considerando solamente los efectos de correlacién

electronica de los electrones de valencia.

3.1.4 Métodos semiempiricos

El método de cdlculo de Hartree-Fock en base al uso de las ecuaciones de Roothan-Hall
(especialmente los procedimientos que incluyen la correlacién electrénica) tiene su aplicacién
limitada a moléculas de pequefio o medio tamafio debido al elevado coste computacional. Por
ello los métodos semiempiricos son especialmente interesantes para la realizacion de cdlculos
preliminares o sobre sistemas con un nimero de centros tal que no permite el uso de una
metodologia HF o post-Hartree-Fock. Sin embargo, la aplicaciéon de los métodos
semiempiricos se encuentra restringida a las limitaciones de las aproximaciones numéricas y

parametrizaciones que los definen.

Estos métodos proporcionan un esquema de cdlculo dentro del método de Hartree-Fock
introduciendo simplificaciones y aproximaciones que reducen sustancialmente el tiempo de

calculo. Presentan caracteristicas comunes: consideran solamente los electrones de valencia,
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se basan en el algoritmo del campo autoconsistente (SCF) y tienen en cuenta la repulsién

electrostdtica y la energia de intercambio.

El conjunto de bases que describen los electrones de valencia son orbitales tipo Slater
(STO). Los electrones interiores se incorporan a un potencial electrostatico efectivo junto con

los nucleos.

Los distintos formalismos que fundamentan los métodos semiempiricos disponibles
(CNDO, INDO, NDDO) se diferencian, de forma general, en el tratamiento de las

interacciones electron-electron sobre un mismo atomo.

En el formalismo NDDO ( Neglect of diatomic differential overlap ) se evaluan todas las
integrales bielectrénicas del tipo (pv|Ao) si las funciones de base pu y v ,y Ay
o se encuentran en el mismo 4tomo, respectivamente. En estas condiciones hay 10
combinaciones posibles de s, px, pyy p. para cada dtomo y 100 posibles combinaciones de
combinaciones para las integrales bielectronicas. Si se incluyen las funciones d, el nimero
posible de integrales tnicas alcanza 2025. Atn asi, se consigue una reduccién importante en
el tiempo de cdlculo respecto al método ab initio, ya que éste dltimo evalda todas las posibles

combinaciones de las combinaciones de funciones. Con este esquema, se computan

individualmente los términos de la matriz de Fock: elementos diagonales F,, , elementos

HH

no diagonales para dos funciones de base p y v sobre el mismo dtomo A F,, y
elementos no diagonales cuando u estd sobre el dtomo A y v sobre el atomo B. En
NDDO los parametros B,; entre dos dtomos A y B, andlogos a los definidos en la teorfa de

Hiickel, no son especificos para una pareja de dtomos sino que se determinan.

Dentro del esquema del formalismo NDDO los métodos semiempiricos més usados son

MNDO,]22 AM1,123 y PM3.124’]25

En el método MNDO 1la energia de repulsiéon nuclear se computa para un sistema con K

nudcleos de acuerdo con:

K

| — —aZr

Vszszl(sksklslsl)(l—i_;e “ite Z[k’) [28]
k<l

El método MNDO contiene pardmetros para los d&tomos C, H, N y O obtenidos por un

procedimiento de optimizacién sobre una muestra de moléculas: las integrales

monoelectrénicas para los elementos de la matriz diagonal U, y U, , los pardmetros

33



Bs y B, ., los exponentes sobre los orbitales atémicos s y p que forman el orbital STO (
€, y €, )y el término de repulsién « . Los restantes pardmetros, que corresponden a

las integrales bielectrénicas G, , G, , G, , G,y L, se obtienen de resultados

experimentales.

El método MNDO obtiene unos resultados erréneos de las geometrias y energias de
moléculas que presentan enlace de hidrégeno. Por ello, el método AM1 pretende mejorar los
resultados de MNDO mediante la modificacién de la evaluacion de la repulsién nuclear de
este ultimo método. Para ello introduce para cada &tomo unos nuevos parametros a, b 'y ¢ que
describen funciones gausianas centradas a varias distancias ¢ que modifican el potencial entre

dos dtomos A y B segun:

z7.7 & o o
Vaps=Z,Zp(5,8,l5555)+ - BZ[aA,ie Pl CA'[)""aB,ie Pl CM)] [29]
i=1

rAB
Estos pardmetros a, b y ¢ se optimizan de forma conjunta con los mismos pardmetros que usa
el método MNDO y mantiene los derivados de valores experimentales para la evaluacién de

las integrales bielectrdénicas.

En el método PM3 la parametrizacion se consigue por optimizacion simultdnea de todos
los pardmetros que usa el formalismo NNDO y no s6lo para los dtomos C, H, O y N, ya que
incluye, en su primera version, los elementos Al, Si, P, S, CI, Br y I. El tratamiento estadistico
para la optimizacion de estos pardmetros se llevd a cabo sobre un nimero mas elevado de
compuestos que la parametrizacion del método AM1 y proporcioné un conjunto mucho més
completo de pardmetros que reproduce de forma correcta las entalpias de formacioén de
moléculas de interés biolégico, compuestas por los elementos C, H, O, N y F. Actualmente

incluye también pardmetros para otros 4tomos de los periodos segundo y tercero.

La metodologia semiempirica permite la optimizacion de la geometria de una molécula y
el cdlculo de su energia dentro de un medio continuo (en forma de calor de formacién en
condiciones estdndar). De forma general, la ecuacién de Schrédinger que se pretende resolver

adopta la forma:

(H—%V)‘F:EY/ [30]

En la que V es un campo de reaccion general dentro de una cavidad que depende de ¥ del
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sistema. Los orbitales ¢, se pueden determinar de

(F=V)w=ey, [31]
donde F; es el operador de Fock. La implementacion del método del Campo de Reaccion
Autoconsistente'”® ( Self-Continent Reaction Field SCRF) ofrece una evaluacioén accesible
de las primeras derivadas de la energia del sistema respecto a las coordenadas atémicas. Los
métodos AMSOL'* (del paquete de célculo semiempirico AMPAC) y COSMO'® (integrado
en el paquete de cdlculo MOPAC) suponen un procedimiento mejorado con respecto al
SCRF. El método COSMO ( Conductor like Screening Model ), genera una superficie
poligonal conductora en torno al sistema molecular objeto de estudio a la distancia de van der
Waals de forma que introduce un factor de correcciéon dependiente de la constante dieléctrica

& en las expresiones para la energia de apantallamiento y para su gradiente:

[32]

3.1.5 Teoria del funcional de la densidad

Para resolver la ecuacion de Schrodinger, una estrategia alternativa a los métodos que
describen la estructura electrénica mediante funciones de onda polielectrénicas, como la
teoria de Hartree-Fock, es usar la funcién de densidad electrénica p(r) . Esta funcién
depende de las tres variables espaciales, x, y, z, mientras que las funciones de onda
polielectrénicas requieren tres variables para cada uno de los N electrones del sistema
molecular. Esta reducciéon en el niimero de variables de la funcién que se maneja en el
procedimiento de célculo tiene su consecuencia en una disminucién del tiempo de
computaciéon para un procedimiento basado en la teoria del Funcional de la Densidad en

comparacion con respecto a la teoria de Hartree-Fock.

El fundamento de la teoria del funcional de la densidad se encuentra en los dos teoremas
de Hohenberg y Kohn.'” El primer teorema establece que la densidad electronica del estado
fundamental de un sistema polielectronico en la presencia de un potencial externo viene
determinada de forma tnica por dicho potencial. La demostracién de este teorema se

fundamenta en la existencia de una relacion biunivoca entre la funcion de densidad
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electronica de una molécula en su estado fundamental y la funcién de onda multielectronica
en el mismo estado. Segun este planteamiento, la densidad electrénica del estado fundamental
es suficiente para construir el operador hamiltoniano y asi calcular cualquier propiedad del
estado fundamental sin necesidad de conocer la funcién de onda multielectronica. El segundo
teorema de Hohenberg y Kohn establece que la densidad electronica del estado fundamental
corresponde a un minimo de la energia electronica del sistema. Asi, para una funcion de onda

y un hamiltoniano de prueba, se puede evaluar un valor de energia que serd mayor o igual al

de la energia del estado fundamental real E|

<Y/pmeba|Hpmeba|Y/prueba>=E>E0 [33]

De este modo se justifica la posibilidad de la aplicacién del principio variacional para
obtener la funciéon de densidad electrénica del estado fundamental por un procedimiento
iterativo. La funcién de densidad electrénica se usa como argumento en un planteamiento
variacional para determinar la energia directamente sin usar la funcién de onda. Para ello, se

usa la metodologia del campo autoconsistente de Kohn-Sham.'*

El funcional de la energia es la suma de cinco términos:

E[p(r)|=Elp(r)l,+E[p(r)]y+Elp(r)] +AEp(r)|[+AE, [p(r)] [34]
Donde los términos se refieren, respectivamente, a la energia cinética de los electrones que no
interaccionan, la interaccidon nucleo-electrén, la repulsion culombiana electron-electrén, la
correccion de la energia cinética debido a la interaccidn entre los electrones y todas las
correcciones de la energia de repulsion electron-electrén. Para el tratamiento computacional

de un sistema con N electrones y K nucleos, se expresa la densidad en la forma:

N
p:Z<Xi|Xi> [35]
i=1
y el funcional de la energia toma la forma general:

Zy

|r,'_r’|

1X;))+

Elp(n)}=X (X}~ Vi) ~(x)2

[36]

> Xy L ar )+ E o)

i
Los dos términos de correcciéon de [34] se han agrupado en un término de energia de
intercambio-correlacion  Ey. . El objetivo es buscar los orbitales X; que minimizan la

energia en [36]. Para ello se define el operador monoelectrénico de Kohn-Sham como:
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1
hl.KS=——V,.2— +f dr Ve [37]
2  |r _rk|
donde
oF
Vie= 5;“ [38]

Los orbitales X; cumplen las ecuaciones

h X =¢€X, [39]
y permiten la construccion de la funcién propia en forma de determinante de Slater. Estos
orbitales de Kohn-Sham se expresan dentro de un conjunto de funciones de base ¢ y en el
procedimiento de cédlculo se determinan los coeficientes de orbital individual por solucién de
una ecuacion secular andloga a la que se plantea para la teoria de Hartree-Fock, excepto que

en la teoria DFT los elementos de la matriz de Fock F,, se sustituyen por elementos

K uv - los cuales, se definen por:

K

1 p(r
KW:<qbu|—EV,.2 f dr +Vicld, ) [40]

k | _rk|

De la misma forma que en el método del campo autoconsistente en la teoria de Hartree-
Fock, el método de calculo requiere proporcionar una geometria inicial para el sistema objeto
de estudio y una estimacion inicial de la densidad mediante el conjunto de funciones de base
que describen los orbitales KS para la computacion de los distintos elementos de la matriz
secular. La iteracion, basada en el principio variacional, se llevard a cabo hasta el

cumplimiento de los criterios de convergencia establecidos.

En DFT se minimiza el funcional de la energia con respecto a la densidad con la
restriccion de que la integral de la densidad sea el nimero total de electrones. En este caso,
s6lo la densidad electrénica tiene significado fisico. A diferencia de la teoria de Hartree-Fock,
no tienen significado fisico ni los orbitales KS ni los valores propios asociados a estos
orbitales. ¥, es una funcién de onda que pertenece al conjunto de funciones cuya integral
es la densidad de carga y constituye una aproximacion a la funcién de onda exacta, por lo que
se deben usar factores de escala para el cédlculo de valores observables. Sin embargo, se ha
demostrado que la forma, simetria y el orden energético de estos orbitales coinciden con la de
los orbitales HF, por lo que los orbitales KS son significativos en estudios de reactividad

quimica."
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Los distintos métodos DFT se diferencian en la forma con la que se define el funcional de
la energia de intercambio/correlacion Ey. . Dichos métodos se clasifican en métodos de
aproximaciéon a la densidad local ( Local density aproximation , LDA), métodos de

correccion por gradiente (CGA) y funcionales hibridos.

3.1.5.1 Métodos locales

Los métodos LDA, solamente proporcionan valores exactos para una distribucién
electronica uniforme (gas electrénico) y no son apropiados para célculos sobre sistemas
moleculares. Originalmente se basaron en la definicién del funcional de la energia de
intercambio E de Slater."”* Con posterioridad, se han planteado funcionales para la energia
de correlacion en base a soluciones distintas de la de Slater para el gas electrénico uniforme
que incluyen pardmetros optimizados respecto a datos experimentales, como las dos versiones
del funcional de correlacion de Vosko, Wilk y Nusair'® (VWN y VWN V) y la version local

del funcional de Perdew'** (Perdew Local).

3.1.5.2 Métodos no locales

Los métodos no locales o de gradiante corregido, también conocidos como aproximacion
de gradiente generalizado ( generalized gradient approximation (CGA) mejoran la
formulacién del funcional de intercambio incorporando un término de correccion al funcional
de intercambio local. Asi, el funcional de intercambio de Becke'” (B) incluye el funcional de
intercambio de Slater y un término con un pardmetro optimizado respecto a las energias de
intercambio experimentales de seis gases nobles. Estos métodos plantean diversos funcionales
de correlacion electronica, algunos de los cuales incluyen términos locales corregidos por el
gradiente de la densidad. El funcional de Lee, Yang y Parr'*® (LYP) incluye términos locales y
no locales. El funcional de correlacién local de Perdew tiene dos versiones corregidas con el

gradiente de la densidad: Perdew 86" y Perdew/Wang 91."*

3.1.5.3 Métodos hibridos

Los funcionales hibridos de intercambio/correlacién permiten el cdlculo de la energia de

intercambio/correlacién mediante una combinacién de funcionales de la energia y de la

DFT

correlacion electronica locales y/o no locales E,. ,y de la energia de intercambio exacta
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de la teorfa de Hartree-Fock E . Entre los numerosos modelos disponibles, el funcional

B3LYP'* usa funcionales locales que incluyen la polarizacién del espin (LSDA) y no locales

(el funcional de Becke para el intercambio y el LYP para la correlacion electrénica):

EN =(1-a) B +a B +b AE" +(1-c) EF™ 4 c EV” f41]
donde los pardmetros a, b y ¢ son 0.20, 0.72 y 0.81, respectivamente, en la version original
que se encuentra disponible en la mayoria de paquetes de quimica computacional. Este
funcional se ha reoptimizado para mejorar la prediccién de las densidades electronicas locales

que se obtienen en los cédlculos QCISD en un conjunto de 16 moléculas de pequefio tamafio.'*

3.1.6 Cargas atomicas y teoria AIM “Atoms in Molecules” de Bader

Los calculos sobre un sistema molecular con el método adecuado proporcionan la energia
del sistema, la geometria si ésta ha sido optimizada a partir de unas coodenadas iniciales de
los nicleos y la funcién de onda multielectronica ¥ como determinante de Slater para el
sistema molecular objeto de estudio. Una de las informaciones de mayor interés que
proporciona la funcién de onda es la posibilidad de asignar cargas parciales a los dtomos de
una molécula. Aunque dicha asignacion ignora el cardcter ondulatorio del electron, desde el
punto de vista quimico este modelo es del mayor interés para la prediccion de la reactividad y
de la estabilidad relativa de una molécula mediante la evaluacion de las posibilidades de
interacciones de tipo electrostatico con otras moléculas reaccionantes y con el disolvente. Esta
asignacion de cargas parciales sobre los dtomos puede realizarse mediante el particionamiento
de la funcién de onda molecular con métodos como el propuesto por Mulliken, por el cual se
reparten los electrones entre los dtomos de acuerdo con el grado en el que diferentes
funciones de base de orbitales atdmicos contribuyen a la funcién de onda. La carga atémica

parcial de un dtomo k segin el analisis de poblacién electrénica de Mulliken'*! se define como

9.=Z,—N, [42]

donde Z, eslacargadelnicleoy N, secalculasegin

N K K
Nk:Z (zcjr+ Z cjrcjsSrs) [43]
J

rek rek,s&k

para un sistema de N electrones y K nicleos, r y s son los indices de la funcién de base del

orbital atdmico ¢ , ¢, es el coeficiente de la funcidn de base r en el orbital molecular j

jr

y S es el elemento de la matriz de solapamiento. Esta aproximacion al particionamiento de la
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carga total entre los nidcleos que forman la molécula fue mejorada por Lodwin'*

transformando las funciones de base que representan los orbitales atomicos ¢ en un

conjunto de funciones de base ortonormal X mediante

—-1/2
szz Srs (ps [44]

y expresando los orbitales moleculares ¢ mediante este nuevo conjunto de bases
ortonormal. Estos esquemas de particionamiento son muy dependientes del conjunto de
funciones de base usado para la descripcién de la funcion de onda y comparten el
inconveniente de que en la eleccién del suconjunto de orbitales ocupados existe la posibilidad

de que no se tengan en cuenta otros subconjuntos que tengan una contribucion significativa.

Una aproximacién distinta consiste en usar la funcién densidad de carga p(r)
determinada por todos los orbitales ocupados de la molécula. La teoria de &tomos en
moléculas ( Atoms in molecules , AIM) de Bader'® establece que la descripcién de la
topologia del campo escalar p(r) se corresponde con una descripcion del enlace quimico y
de las propiedades moleculares. Para la asignacion de las cargas parciales sobre los atomos, el
particionamiento del espacio de la molécula correspondiente a los niucleos se define de
acuerdo con el concepto de sumidero atdbmico ( atomic basin ) o superficie de flujo cero,
que es cruzada por los vectores gradiente de la funcion densidad de carga que tienen su origen
en el propio niicleo. Asi la molécula se divide en volimenes {2; delimitados por superficies

S en las que se cumple la condicién

Vo(r)n(r)=0 [45]
para todos los puntos r de Sdonde n eslanormalaSen r .Puede demostrarse que este
particionamiento es tnico cuando cada uno de los volimenes contiene un nicleo atémico. De

forma general, el valor de un observable A sobre Q se define como

A(Q)E<A>ZIPA(")‘ZT [46]
Q
donde
N * A * y
pulr)="J ¢ Ad+(Ad) $pldT [47]

para un sistema con N electrones y T’ son sus coordenadas de posicion y espin. Para estos

volumenes definidos por las superficies de flujo cero, el valor molecular de un observable se
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define por la suma de sus contribuciones de cada €2,

(A)=2,A(22) [48]

Asi, segin este planteamiento, la integracion de la funcién de densidad electrénica segtn
este particionamiento de la molécula proporciona el valor de la carga electrénica a partir de
la cual se obtiene la carga parcial atdmica por diferencia con la carga nuclear. Debido a la
necesidad de llevar a cabo un estudio de la topologia de la funcién densidad de carga, este
procedimiento es mds costoso desde el punto de vista computacional que el andlisis de

poblacioén electrénica de Mulliken y Lodwin.

La topologia de un campo escalar se describe en términos de sus puntos criticos, que son

las posiciones que en los que el gradiente de este campo es cero.

Vop(r)=0 [49]

Para un espacio tridimensional hay cuatros clases de puntos criticos: un minimo local, un
maximo local y dos tipos de punto de ensilladura. La notacién de estos puntos criticos se lleva
a cabo con un indice, que es el nimero de curvaturas positivas menos el nimero de curvaturas
negativas. Un minimo local tiene la curvatura positiva en las tres direcciones ortogonales y es
del tipo (3,3) -el primer nimero es el nimero de dimensiones del espacio y el segundo
ntimero el nimero neto de curvaturas positivas-. Un maximo local es del tipo (3,-3), ya que
las tres curvaturas son negativas. Un punto de ensilladura con dos de las tres curvaturas
negativas es del tipo (3,-1) mientras que si solamente hay una curvatura negativa es del tipo
(3,1). Bader demostré que es posible correlacionar las propiedades topoldgicas de la densidad

de carga con las propiedades del enlace de las moléculas.

Los méaximos (3,-3) coinciden con los nicleos atémicos, de forma que la distribucién de
carga electronica en la molécula hace que todas las trayectorias del campo escalar de la

densidad de carga terminan en el nicleo vecino.

Los puntos (3,-1) se encuentran entre los nicleos de los d&tomos enlazados, por lo que su
presencia se establece como condicidn para la existencia de un enlace y, por ello, el nombre
de punto critico de enlace ( bond critical point BCP). La existencia del enlace se define al
calcular a partir de éste una linea de puntos con valores maximos de la densidad electrénica
dirigida hacia cada uno de de los nicleos, llamada camino o trayectoria de enlace ( bond

path ). Si las fuerzas que resultan de la acumulacién de la carga en la zona de enlace son
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suficientes para superar las fuerzas de antienlace sobre un rango de separaciones para
proporcionar una configuracion de equilibrio, luego el estado es enlazado y la linea de
interaccion atémica asi construida es el camino de enlace. El conjunto de trayectorias de

enlace en una molécula define el grafico molecular y justifica la estructura de la molécula.

Si los nicleos en una molécula forman un anillo, se puede localizar un punto critico de
anillo en su interior en el cual la densidad de carga es un minimo. Estos puntos son del tipo
(3,+1) o puntos criticos de anillo (RCP). A partir de los RCP se establece también una linea
de puntos con valores maximos de la densidad de carga hacia los BCP o camino anillo-enlace
( ring-bond path ). Dichos caminos o trayectorias permiten visualizar la contribucion de cada

uno de los enlaces a la formacion de sistemas ciclicos.

Las moléculas formadas por un cierto nimero de estructuras ciclicas cerradas contienen
puntos criticos de la densidad de carga denominados puntos criticos de caja ( cage critical

point o CCP) correspondientes a minimos locales (3,3).

El caricter 1 del enlace puede establecerse mediante la comparacién de las dos
primeras curvaturas o valores propios de la matriz hessiana en un BCP (elipticidad). Para un
BCP (3,-1) los dos primeros valores propios del hessiano A, y A, son negativos mientras
que el tercero A, es positivo. La ausencia de cardcter 1 corresponde a una situacion en la
que A, ~A, , de forma que el enlace presenta una simetria cilindrica. Sin embargo, si la
carga se acumula de forma preferente en un plano dado a lo largo del camino de enlace

A,>A, corresponde a un cardcter 1T

El valor de la densidad de carga p, para un punto critico de un enlace C-C puede

ajustarse a una expresion que la relaciona con el orden de enlace n para el conjunto de

funciones de base 6-31G*:/#

n :€6.458(p,,_0.2520) [50]

La evaluacién del gradiente de la funcién de onda V?p(x,y,z) en los puntos criticos
de enlace proporciona un criterio adicional a los anteriores para la caracterizacion del enlace
entre dos 4dtomos. Asi, los enlaces de caridcter covalente presentan valores negativos del
gradiente de la funcion de densidad con valor absoluto pequefios, mientras que el cardcter

i6nico del enlace estd asociado a valores positivos y de valor absoluto mayores que los

anteriores para  V’p(x,y,z) evaluado en el BCP.
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La topologia de la funcién gradiente de la densidad de carga proporciona informacion
sobre la reactividad quimica, mediante la identificacién de un centro como nucledfilo o bien
como electréfilo. Un centro nucledfilo se identifica como un punto con una concentracién
local de densidad electrénica alta y con un maximo de  V’p(x,y,z) evaluado en dicho
punto. En cambio, un punto con caricter electréfilo tiene una baja concentracién local de
densidad electrénica y presenta un minimo de la funcién laplaciana de la densidad de carga
evaluada en este punto. La densidad de energia potencial tiene signo negativo en todos los
puntos del espacio mientras que el signo de la densidad de energia cinética es positiva. Por
ello, el signo de la laplaciana de la densidad de carga determina cual de estas dos

contribuciones a la energia total se encuentra en exceso sobre la proporcion del virial 2:1

V(F)+2G(7)=0 [51]

3.2 Modelos de PLP

Los elevados tiempos de computacién que se necesitan para moléculas complejas como
aquellas cuya reactividad pretende estudiarse, hace necesario que se usen compuestos
andlogos del PLP y de los aminodcidos para formar los complejos moleculares sobre los que

se realizaran los calculos.

Asfi se ha escogido el 3-hidroxi-4-pirinaldehido (8) como molécula andloga al PLP en los
complejos moleculares sobre los que se han realizado los cédlculos mecano-cuanticos para
establecer el mecanismo de las reacciones de la formacion de la base de Schiff del PLP con
aminas y de la transiminacién de dicha base de Schiff con una molécula de aminodcido.

He ™"

y OH

>~

N

Por su parte, la amina ha sido el reactivo usado para simular el papel del grupo amino
libre del aminodcido en dichos complejos moleculares. Los compuestos andlogos que han

sido usados responden no s6lo a la intencién de disponer de sistemas reaccionantes que
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requieran un tiempo de cdlculo razonable, sino también a hechos conocidos por estudios

experimentales sobre este tipo de sistemas.

Asi, por una parte, se conoce que los grupos 2-metil y 5-fosfato que forman parte del PLP
y que no aparecen en el compuesto modelo 8, sirven para anclar el cofactor al lugar activo de
la enzima'®, por lo que no intervienen de forma directa en la reactividad considerada. Se ha
demostrado, ademads, que estos sustituyentes pueden ser cambiados por una gran variedad de
grupos sin que se modifique sustancialmente la funcionalidad del cofactor. Por otra parte, es
un hecho conocido que la formacién de la base de Schiff entre el PLP y un aminodcido

requiere que el grupo amino se encuentre en forma de base libre.'*

Para el estudio de la transiminacién, se ha adoptado como modelo el 4-metiliminometil-
piridin-3-ol (9). Este compuesto es la base de Schiff que resulta de la condensaciéon del
modelo 8 y la metilamina. La transiminacién se lleva a cabo con una segunda molécula de

metilamina.

9

En ambos mecanismos estudiados se produce un ataque nucledfilo del grupo amino sobre
un carbono (carbonilico en el caso de la formacién de la base de Schiff e iminico para la
reaccion de transiminacion). Por este movitvo en el estudio semiempirico en fase gas del
mecanismo de ambas reacciones se han incluido en el complejo molecular moléculas de agua
explicitas. En estudios tedricos de reactividad sobre ataques nucledfilos en ausencia de
disolvente, se ha descrito que la aproximacién del nucledfilo se lleva a cabo sin ninguna
barrera potencial y la energia siempre disminuye hasta que se llega a un intermedio

tetraédrico. 47150
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3.3 Metodologia de calculo

3.3.1 Calculos semiempiricos

En una primera aproximacion, el mecanismo de las reacciones consideradas ha sido
establecido desde el punto de vista tedrico mediante cdlculos mecano-cudnticos usando el
hamiltoniano semiempirico PM3'*'*incluido en los conjuntos de programas AMPAC"' y
MOPAC," que se han llevado a cabo en un ordenador Silicon Graphics Origin 200. El
algoritmo utilizado para la optimizacion de la geometria fue el seguimiento de vector propio
(EF) mientras que para los estados de transicion se llevaron a cabo célculos de coordenadas
de reaccion para la localizacién de los posibles puntos de ensilladura que luego se
optimizaron con la rutina EF.'® El criterio para la finalizacién de las optimizaciones se
estableci6 mediante un incremento de 10 veces de los requisitos de convergencia electronicos

y geométricos establecidos por defecto.

Una vez optimizadas, todas las estructuras fueron caracterizadas como minimos locales
(intermedios de reaccién) o puntos de ensilladura de orden 1 (estados de transicién) mediante
el calculo de la matriz hessiana y su posterior diagonalizacién, lo cual proporciona las
constantes de fuerza y las frecuencias de vibracién correspondientes para el sistema
molecular. El signo positivo de todas las constantes de fuerza permitié caracterizar los
minimos locales mientras que la presencia de una tnica constante de fuerza negativa
correspondiente a una frecuencia imaginaria defini6 de forma univoca los estados de
transicion. Sobre cada uno de ellos se realizaron cdlculos de coordenada interna de reaccion
(IRC)"™ siguiendo el vector de transicién correspondiente a la frecuencia de vibracion
negativa para verificar si cada uno de los estados de transicién se encontraban entre los

intermedios anteriores y posteriores, respectivamente a lo largo del camino de la reaccion.

El uso de métodos semiempiricos, especialmente para los puntos de ensilladura o estados
de transicidn, exige que los resultados sean considerados con cierta cautela debido a que
dichos métodos tnicamente estdn parametrizados para moléculas conocidas que forman
minimos locales en la hipersuperficie de energia potencial. Sin embargo, su rapidez de cdlculo
en ordenadores de capacidad media permite, por una parte, disponer de resultados
preliminares para el estudio ulterior mediante métodos ab initio o DFT vy, por otra parte, su
aplicacién a sistemas con un elevado ndmero de centros, en particular, para complejos

moleculares que cuentan con una descripcidn de la solvatacion mediante la inclusién de un
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numero elevado de moléculas de disolvente explicitas en torno al soluto.

El efecto de la solvatacién acuosa para las reacciones consideradas sobre el sistema
reaccionante, ha podido ser tenido en cuenta mediante dos métodos de solvatacién: la
solvataciéon en continuo y la aproximacién supermolecular. El modelo de solvatacién en
continuo consiste en el recdlculo del complejo molecular en fase gas, previamente
optimizado, mediante el hamiltoniano PM3 con el método COSMO."**>"7 Dicho método
computa el valor de la energia del sistema molecular en un medio continuo que simula la
presencia del disolvente. Por su parte, la aproximacién supermolecular consiste en llevar a
cabo una reoptimizacién completa y su posterior caracterizacién mediante andlisis vibracional
de un complejo molecular que consiste en las estructuras en fase gas, previamente
optimizadas, rodeadas de una esfera de solvatacién de unos 8 A de radio, lo que para el

sistema considerado corresponde a 30 moléculas de agua explicitas.

3.3.2 Calculos DFT

El uso de métodos de cédlculo basados en la Teoria del Funcional de la Densidad con
funcionales hibridos que incorporan un término de funcional de energia exacto, en particular
B3LYP, permite la obtencion de resultados que incluyen la correlacion electrénica
comparables a la calidad de los cdlculos post-Hartree-Fock (MP2) con un coste
computacional significativamente menor que éstos ultimos. Es especialmente interesante la
posibilidad de desarrollar metodologias de cédlculo que permitan la descripcién de enlaces de
hidrégeno, la determinacion de la geometria de compuestos de interés bioldgico y el
tratamiento de barreras energéticas mediante la identificacion de estados de transicién de

reacciones enzimaticas.'>*!'>

Los célculos DFT se han realizado usando el conjunto de programas Gaussian 94'® en un
ordenador Silicon Graphics Octane. El conjunto de bases que se ha usado para estos célculos
ha sido el 6-31+G*. Se han incluido funciones polarizadas y difusas para los dtomos pesados.
Las funciones de polarizacién son importantes para la reproduccién de los enlaces quimicos.
Por otra parte, aumentar los conjuntos de bases con funciones difusas permite la descripcion
correcta de aniones y enlaces débiles, por lo que es una metodologia de interés para los
enlaces de hidrégeno.'”" Aunque son disponibles conjuntos de bases més completas, el coste
computacional que supone su uso no se traduce en una mejoria significativa de los resultados,

como ha sido constatado en estudios comparativos con conjuntos de bases hasta 6-311++G
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Se usaron célculos de coordenada de reaccidén con optimizaciéon completa de todos los
pardmetros geométricos hasta el cumplimiento de los criterios de convergencia en el punto
estacionario deseado (minimo local o punto de ensilladura). Sobre estas estructuras se
llevaron a cabo célculos de andlisis vibracional para su caracterizacién como minimos locales,
con todas las frecuencias vibracionales positivas, o como puntos de ensilladura, con una dnica
frecuencia imaginaria. La caracterizaciéon de cada uno de estos puntos estacionarios es el
primer paso para su asignaciéon como intermedios o estados de transicion a lo largo del
camino de reaccidn, respectivamente. En una segunda fase, se ha llevado a cabo, para cada
una de las estructuras supuestamente correspondientes a un estado de transicion, un célculo de
coordenada de reaccion interna (IRC) a lo largo del vector de transicion definido por el modo
de vibracion de la frecuencia imaginaria para confirmar que dicha estructura de transicion
conecta en cada uno de los sentidos con sendos minimos, lo cual permite su asignacién como

intermedios de la reaccion.

3.3.3 Analisis de la topologia de la densidad de carga

Las funciones de onda obtenidas con el cilculo DFT (B3LYP/6-31+G*) para cada una de
las estructuras permiten la realizacion de un estudio de la topologia de la funcién densidad de
carga p(x,y,z) y de su laplaciana mediante la aplicacion de la Teorfa de Bader. Dicho

estudio se ha llevado a cabo en un ordenador tipo PC mediante el programa AIM2000.'®

Para cada estructura se han localizado los puntos criticos de enlace, de anillo y de caja; y
se han calculado las trayectorias de enlace entre d&tomos y desde éstos a los puntos criticos de
anillo. Ello ha permitido la asignacién de los enlaces y la identificacién de las interacciones
por puentes de hidrégeno en el sistema molecular. Los distintos enlaces se han caracterizado
mediante la determinacién de la elipticidad y el célculo del orden de enlace segtin los criterios
que se describen mds arriba. Para las cargas atémicas, el particionamiento del sistema
molecular se ha realizado para la superficie de flujo cero que encierra el nicleo para el cual es
de interés la asignacién de una carga atémica. La localizacién de los puntos criticos de la
laplaciana de la densidad de carga ha proporcionado el criterio para la localizaciéon de los

puntos susceptibles de ataque nucledfilo.

47



48



4 Articulo 1. “Theoretical studies on Schiff base formation
of vitamin b6 analogues” J. Mol Struct (Theochem) 2002,
29, 577

49



5 Articulo 2. “Theoretical studies on transimination of
vitamin b6 analogs” Int. J. Quantum Chem 2002, 89, 48

61



6 Articulo 3. “DFT Studies on Schiff Base Formation of
Vitamin B6 Analogues” J. Phys. Chem. A. 2003, 107, 9409

73



7 Articulo 4. “DFT studies on transimination of vitamin b6

analogues through geminal diamine formation” J. Phys. Chem. B
2004, 108, 11709

81



8 Discusion general.

El estudio tedrico que se ha llevado a cabo ofrece una descripciéon del mecanismo de
reaccion de dos reacciones de gran importancia de la vitamina B6, cofactor de un amplio
conjunto de enzimas que, de forma general, dirigen el metabolismo de los aminodcidos. La
primera reaccién es la formacién de una base de Schiff entre un compuesto modelo del
fosfato de piridoxal y una amina. La segunda reaccién consiste en la transiminacién de una
base de Schiff con una segunda molécula de amina para formar una nueva base de Schiff y
liberar la molécula de amina que formaba parte de la base de Schiff original. Esta dltima
reaccion permite la incorporacién del substrato aminoécido en el centro activo de las enzimas
que dependen de la vitamina B6 como cofactor, y su liberacién al medio si se considera el

proceso inverso.

De ambas reacciones, se dispone en la literatura de algunas evidencias experimentales
sobre los principales intermedios de reaccion y de los procesos que corresponden al paso
limitante de cada reaccion. Los calculos que, en este estudio, se han realizado sobre los
compuestos modelo en un entorno no enzimético han permitido la identificacién, desde un
punto de vista tedrico, de los intermedios de reaccion y de los estados de transicion que

conectan dichos intermedios.

Para cada una de las reacciones estudiadas se ha usado, en primer lugar una aproximacion
semiempirica mediante el uso del hamiltoniano PM3.'*'% Los célculos llevados a cabo con
esta metodologia han permitido hallar los intermedios de reaccion y los estados de transiciéon
para el complejo molecular modelo en fase gas y en disolucién acuosa, mediante dos
modelizaciones distintas: en continuo y como solvataciéon explicita. En el método del
continuo el sistema objeto de estudio se envuelve de una superficie que genera un entorno con
el valor de la constante dieléctrica del agua. En la aproximacién de la solvatacion explicita, se

optimiza el conjunto formado por el complejo molecular rodeado de una caja de 30 moléculas
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de agua.

En segundo lugar, se ha usado un procedimiento de cdlculo fundamentado en la Teoria del
Funcional de la Densidad (DFT) para obtener, en fase gas, las estructuras y las energias de los
complejos moleculares modelo correspondientes a los intermedios de reaccion y a los estados
de transicion de ambas reacciones. Las funciones de onda obtenidas mediante dicho método
han sido usadas para llevar a cabo un estudio de la topologia de la funcién de densidad de
carga en estructuras seleccionadas, con el objeto de obtener una descripcién adecuada de las

caracteristicas de ciertos enlaces clave para el desarrollo de la reaccion.
Formacion de la base de Schiff

En la reaccién de la formacion de la base de Schiff se identifican tres etapas: formacion de

la carbinolamina, deshidratacion y formacion de la imina.

El complejo molecular modelo escogido estd formado por una molécula de metilamina, el
3-hidroxi-4-pirinaldehido como molécula modelo de 5’-fosfato de piridoxal y una molécula de

agua.

En estas condiciones, el estudio mediante la metodologia PM3 revela que el ataque
nucleéfilo de la amina sobre el carbono carbonilico se lleva a cabo una vez se ha formado una
especie zwitteridnica tras la ionizacion del grupo fenol mediante la transferencia del
hidrégeno de este grupo al oxigeno carbonilico. Esta transferencia interna de hidrégeno
(correspondiente a las estructuras 1-*2-»3 en la figura 3) se lleva a cabo mientras la molécula
de agua establece un puente de hidrégeno con el mismo oxigeno del grupo carbonilo, y

corresponde a la segunda barrera energética en todo el perfil de la reaccion.

La consideracion del efecto de la solvatacion en dicho proceso no altera la geometria de
las estructuras. Sin embargo, si se observa en el perfil energético de la reaccién una
disminucién de las energias relativas con respecto a las estructuras en fase gas. Estas
diferencias son mdas acusadas en el modelo de solvatacién explicita, en el que la barrera
energética de las transferencias de hidrégeno son significativamente mds bajas que las
correspondientes en la modelizacién de solvatacion en continuo. Esta estabilizacion de las
especies zwitterionicas es de esperar en un medio acuoso y, en este caso, se reproduce mejor
en el modelo de solvataciéon explicita que en el modelo de solvataciéon en continuo. El

intermedio de reaccién mds estable es la carbinolamina (estructura 7 en la figura 3), un
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resultado que coincide con las conclusiones de los estudios experimentales.**** En disolucion
acuosa, segtn el modelo de solvatacion explicita, la especie zwitteridnica de la carbinolamina
(estructura 5 en la figura 3), con el grupo fenol en forma de fenolato y la amina en forma de

catién amonio, es més estable que la forma no zwitteriénica.

Formacion de la base de Schiff (PM3)
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Figura 3

Perfil energético semiempirico de la reaccién de la formacidén de la base de Schiff. La escala de las energfas
del modelo de solvatacién explicita se ha desplazado para su comparacion con el modelo de solvatacién en

continuo. La descripcion de las estructuras se encuentra en el articulo nimero 1.

Con esta metodologia semiempirica la deshidratacién de la carbinolamina es un proceso
con dos pasos: una transferencia interna de hidrégeno del grupo fenol al grupo alcohol
enlazado al nitrégeno para formar un grupo hidronio (7-*8-9 en la figura 3), y la posterior
salida de una molécula de agua (910->11 en la figura 3). De acuerdo con la evidencia
experimental, la deshidratacion es el paso limitante de la reaccidon. Se observa que la

magnitud de la barrera energética es menor en disolucion acuosa, especialmente si ésta se
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modeliza mediante la solvatacién explicita. Tras la superacion de una barrera rotacional (11->
1213 en la figura 3) (solamente significativa en fase gas y de pequefa magnitud en
disolucion acuosa) y una nueva transferencia de hidrogeno intramolecular se forma la base de
Schiff (15 en la figura 3). En disolucién acuosa, ambos modelos (la solvatacién en continuo y
la solvatacidn explicita) predicen similares energias relativas de las formas zwitteriénicas y no
zwitteridnicas de ambas especies. La molécula del complejo molecular mantiene puentes de
hidrégeno en torno a dichas transferencias de hidrégeno. Estos resultados estdn de acuerdo
con la constatacion experimental de que la composicion del disolvente juega un papel muy
importante en el proceso, dado que las formas zwitteridnicas reaccionan mds rdpidamente que
las neutras al aumentar la polaridad del disolvente.**' En el estudio semiempirico, este hecho
se ha evidenciado con el hallazgo de barreras energéticas mas bajas para el perfil de la

reaccion en medio acuoso.

La aplicacion de la metodologia DFT a la reaccion de formacion de la base de Schiff
permite una evaluacién mds rigurosa de las energias relativas de los estados de transicion que
los obtenidos por la metodologia semiempirica. En este estudio, las tres etapas del proceso
(formacioén de la carbinolamina, deshidratacion y formacién de la imina) fueron identificadas
del mismo modo que en el estudio basado en la metodologia semiempirica. La disponibilidad
de las funciones de onda DFT de las estructuras de los complejos moleculares optimizados
permite llevar a cabo un estudio de la topologia de densidad de carga para la identificacion de
interacciones interatdmicas con distancias superiores a las estidndares de enlace y la

caracterizacion de enlaces seleccionados.

La formacién de la base de Schiff se inicia con una transferencia de hidrégeno para
formar un intermedio zwitteriénico a la vez que se lleva a cabo el ataque nucledfilo de la
amina sobre el carbono carbonilico. Una vez el producto de dicho ataque nucleéfilo se ha
formado (estructura 3 en la figura 4), la evolucién hacia la carbinolamina (estructura 5 en la
figura 4) sigue un curso diferente al previsto por la metodologia semiempirica. Ahora se
forma un estado de transicidon concertado (estructura 4 en la figura 4) en el que la molécula de
agua intercambia uno de sus hidrégenos para facilitar la desprotonacién del grupo imonio y
regenerar el grupo fenol. Esta intervencién de la molécula de agua como reactivo, facilitando
la transferencia remota de dtomos de hidrégeno de forma intramolecular proporciona una
papel especial a la presencia de moléculas de agua de los complejos moleculares

considerados.
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Formacion de la base de Schiff (DFT)
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Figura 4

Perfil energético DFT de la reaccién de formacién de la base de Schiff. Las energias se expresan en

unidades atémicas. La descripcion de las estructuras se encuentra en el articulo nimero 3.

La etapa de la deshidratacién de la carbinolamina para la formacién de la base de Schiff
(estructuras 5-26-7 en la figura 4) es, del mismo modo que fue descrito en el estudio
semiempirico, el paso limitante de la reaccién, aunque con una barrera energética (19,5
kcalemol') claramente inferior a a la diferencia de entalpias de formacién del estudio
semiempirico (35,6 kcalemol') y mds cercano a los valores experimentales que se han

detectado en el rango de pH 7.9 - 8,0 (12,9 - 6,7 kcalemol™").'®®

El estudio de la topologia de la densidad de carga permite evaluar la polaridad y el
cardcter 1 de los enlaces y confirma la naturaleza quinoide de intermedios de reaccién, de
acuerdo con la observacion de intermedios de estas caracteristicas en estudios de

espectroscopia de absorcion en la formacion de bases de Schiff.

En la metodologia DFT, la energia del tautoméro zwiterriénico enolimina (estructura 9 en
la figura 4), producido a partir de la transferencia de hidrogeno que se lleva a cabo sobre el
producto de la deshidratacion, tiene una energia inferior a la especie no zwitteridnica
(estructura 11 en la figura 4). Aunque el complejo molecular se estudia en fase gas, dicho

resultado es una consecuencia de la presencia de dos moléculas de agua: una obtenida después
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del paso de la deshidratacion y otra presente inicialmente como molécula de agua accesoria.
El uso de la metodologia DFT, en definitiva, confirma los estados de transicién y los
intermedios principales de la reaccion para el proceso global descritos en el estudio PM3, esta
de acuerdo con la evidencia experimental y proporciona a la molécula de agua el papel de
reactivo explicito, mediante la formacion de un estado de transicion concertado en la etapa de

formacion de la carbinolamina.
Transiminacion

La transiminacion de una base de Schiff con una segunda molécula de amina cuenta
también con una molécula de agua en el complejo molecular modelo. El estudio con
metodologia semiempirica se ha llevado a cabo con el complejo molecular en fase gas y en
fase acuosa con el modelo de solvatacién en continuo y con solvatacién explicita. La
transiminacién es un proceso simétrico si la amina reaccionante es la misma que la que ha
formado la base de Schiff con el compuesto modelo del fosfato de piridoxal. Del perfil de
reaccion obtenido en dicho estudio se concluye que el principal intermedio de esta reaccion es
una diamina geminal, lo que estd de acuerdo con la evidencia experimental descrita en la

literatura.>”>"

El mecanismo de la transiminacion presenta similitudes con el de la formacién de la base
de Schiff. La primera etapa de la reaccién consiste en la transferencia intramolecular del
hidrégeno del grupo fenol hacia el nitr6geno iminico (estructuras 1-2-*3 en la figura 5).
Sobre este tautomero se lleva a cabo el ataque nucledfilo de la amina sobre el carbono
iminico, tras lo cual una sucesién de nuevas transferencias de hidrégeno llevaran a la

formacion de la amina geminal (estructura 9 en la figura 5).

El estudio semiempirico proporciona un perfil de reacciéon complejo con dos alternativas
posibles para la formacion de la carbinolamina, cada una de ellas con cuatro intermedios de
reaccion con sus correspondientes estados de transicion. La primera posibilidad, una vez se ha
llevado a cabo la formacién del aducto resultado del ataque nucledfilo, es la intervencién de la
molécula de agua que forma del complejo molecular como medio para la transferencia del
hidrégeno de la amina hacia el grupo fenol en dos etapas. La alternativa es la transferencia
directa de dicho hidrégeno, lo que implica una deformacion de la estructura planar del anillo
de piridina. En ambas alternativas, la formacion de la especie zwitterionica de la base de

Schiff, correspondiente al tautémero enolimina, tienen una misma barrera rotacional. A partir

94



de este intermedio, el proceso para la formacién de la nueva base de Schiff con la nueva
molécula de amina es un proceso inverso al inicial y corresponde a la etapa determinante de la

reaccion.

Transiminacién (PM3)
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Figura 5

Perfil energético PM3 de la reaccién de transiminacion. La descripcion de las estructuras se encuentra en el

articulo nimero 2.

Cuando se considera el estado solvatado se observa una disminucion de la energia relativa
de las especies zwitteridnicas, que es mds acusada para el modelo de solvatacion explicita, lo
cual produce un incremento, en relaciéon con la fase gas, de las barreras energéticas
principales. Esta diferencia de energias relativas observada para este estudio semiempirico
tiene su constatacion experimental en la dependencia de la velocidad de reacciéon con la

polaridad del disolvente.”™

El estudio DFT de la transiminacién confirma la intervencién de la molécula de agua
como un verdadero reactivo al identificar un estado de transiciéon concertado para la

transferencia del hidrégeno del grupo amonio en el aducto hacia el grupo fenolato.
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La adicion de la amina (o su eliminacion para el proceso inverso) es la etapa determinante
de la reaccién. Esta se lleva a cabo mediante la formacién de este estado de transicién
concertado (estructura 6 en la figura 6) en el que la molécula de agua transfiere al grupo
fenolato uno de sus hidrégenos, mientras recibe uno de los hidrégenos del grupo amino que
ataca nucleofilicamente el carbono del grupo imino. Esta transferencia simultdnea de
hidrégeno permite la formacion de la diamina geminal (estructura 7 en la figura 6), el
principal intermedio de la reaccion. La posibilidad de este intercambio de atomos de
hidrégeno, en el que media una molécula de agua, habia sido sugerida por Toney como
resultado de estudios sobre coordenadas de reaccién usando metodologia semiempirica.” En
entorno enzimatico, se ha constatado el intercambio de dtomos de deuterio en substratos con
dtomos de hidrégeno del disolvente.” En el presente estudio no enzimatico se describe la
disponibilidad de una molécula de agua en el complejo molecular formado por la diamina
geminal lo que permite el acceso a la eliminacién de la amina original y a la generacion de

una nueva base de Schiff.

Formacion de la diamina geminal (DFT)
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Figura 6

Perfil energético de la formacién de la diamina geminal en la reaccién de transiminacién. La energia se

expresa en unidades atémicas. La descripcion de las estructuras se encuentra en el articulo nimero 4.

El perfil de la reaccién de transiminacion obtenido por metodologia DFT reduce la barrera

energética para la formacién de la especie zwitterionica, que es significativamente menor que
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la que se obtiene en el calculo PM3. El proceso global de formacion de la diamina geminal
tiene una barrera energética de 13,14 kcalemol”, mientras que la metodologia semiempirica
ofrece una diferencia de entalpias de formacién de 22,87 kcalemol™. El estudio de la topologia
de la densidad de carga de las funciones de onda DFT permite la caracterizacién de especies
intermedias de tipo quinonoide y la identificacién en el complejo molecular de interacciones
previas entre la amina y la base de Schiff a distancias interatdmicas superiores a las distancias

estandar.

Para la formacién de la base de Schiff y la formacion de la diamina geminal en la reaccién
de transiminacion, el anillo de piridoxal mantiene sus parametros geométricos constantes a lo
largo del camino de reaccién. De forma general, el progreso de la reaccién para ambos
procesos se fundamenta en la capacidad del complejo molecular para formar interacciones no
covalentes asistidas por puentes de hidrogeno. La formacién de miultiples puentes de
hidrégeno entre los reactivos que forman dicho complejo molecular, incluyendo una molécula
de agua, se pone en evidencia con la localizaciéon de los puntos criticos de enlace
correspondientes al estudio de la topologia de la densidad de carga para cada una de las
estructuras. Las estructuras mds estables, correspondientes a los intermedios principales de la
reaccion, presentan interacciones del tipo puente de hidrégeno en la que la molécula de agua
queda integrada en el complejo molecular. En las estructuras de transicion, la disposicion de
la molécula de agua permite la orientacién adecuada de los reactivos. Para cada uno de los
procesos estudiados, en una de las estructuras de transicion la molécula de agua actda como
un verdadero reactivo, de forma que uno de sus hidrégenos se intercambia de forma

concertada con el del substrato del piridoxal.

La disponibilidad de agua en el medio bioldgico en el que lleva a cabo su funcién la
vitamina B6 y la localizacién de moléculas de agua de cristalizacion en las estructuras de las
proteinas dependientes de este cofactor, ademds de los estudios ya citados de la dependencia
de la actividad de modelos de vitamina B6 del grado de la polaridad y del pH de la disolucion,
sugieren un papel importante del agua mds alld de su papel como disolvente, el cual ha sido
descrito con detalle para dos procesos genéricos en todas las reacciones catalizadas por
enzimas dependientes de la vitamina B6: la formacion de la base de Schiff y Ia

transiminacion.
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