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Resumen

El esqueleto p-carbolinico, $-H-pirfidof3,4-blindol, es la unidad bdsica de un grupo de
alcaloides inddlicos, de variada actividad biologica. Los mecanismos de accién de
F-carbolinas a nivel del sistema nervioso cenfral o como agentes anticancerigenos se
conocen cada vez con mayor clardad. Sin embargo, respecio de las propiedades
quimioterapéuticas y de la actividad enzimdtiica, la literatura sdlo informa los resultados de
las pruebas de cribado, desconociéndose hasta el momento los modos de accién.

Esta tesis presenta un estudio fisico-quimico de estos alcaoloides, centrado en dos
areas: el estudio de las propiedades elecirénicas y de descripiores de reactividad quirnica,
definidos en el marco conceptual de la Tecria de Funcionales de la Densidad, calculados a
nivel de teoria B3LYP/4-31G, y un estudio eleciroquimico, realizado a través de voltameiria
ciclica lineal, en ambiente acuoso y a diferentes pH, y en un soivente aprético (DMSO). Se
presenia ademds por primera vez la deteccion - por resonancia paramagneética electrénica
(EPR) y en presencia de un afrapador de radicaies libres - de una especie radicalaria
producto de la oxidacién eleciroquimica de una tetrahidro-g-carbolina en ambiente
aprético.,

Puesto que la literatura informa que las g-carbolinas forman complejos de
fransferencia de carga con flavinas {FAD, ribofiaving), se estudié ademds, o fravés de los
descriptores de reactividad., la reaccién de transferencia de hidruro entre las moléculas de
lumifiavina (7.8.10-frimetilisocloxazing) y 1-metiinicotinamida como un modelo simplificado
del sistema FAD-NAD{P)H, presenie en los procesos catalilicos de numerosas enzimas, el cual

podria ser intervenido por las g-carbolinas a fravés de una interaccidn FAD-g-carbolina.
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Sobre la base de los resultados obienidos se evalud la correlacion existente entre las
caracteristicas fisico-quimicas y la actividad biocldgica que presentan una sere de
B-carbolinas. Se midid entonces la actividad inhibiforia de ias flavoenzimas MAC-A y MAO-B
de algunos de estos compuestos y la actividad tripanosomicida frente a dos cepas de
epimastigotes de Trypanosoma cruzi, Tulahuén y LQ, de suscepltibilidades diferentes frente al
farmaco nifurtimox, utilizado clinicamente en el tratamiento de la enfermedad de Chagas.

Respecto de la reacciéon de tfransferencia de hidruro en el sistema lumiflavina-1-
metilnicofinamida. ésta se puede comprender como una interaccion entre especies
blandas, controlada por los orbitales de fronfera y bien enmarcada en el principio de acidos
y bases duros y blandos de Pearson (HSAB). Descriptores globales como el potencial quimico
elecirdnico, la elecirofiiia y la biandura describen apropiadamenie Ia reactividad del sistema
estudiado. La regioespecificidad de la transferencia de hidruro estaria modulada par
propiedades de regiones exitendidas denfro de la molécula, las que incluiian mds de un
ceniro afémico. En este frabajo se encontrd que los sitios reactivos de las moléculas que
participan en la interaccién estan ubicados en regiones de diferentes moléculas, con formas
y famafios simiiares y que presentan valores muy similares de blandura grupal, de acuerdo al
principio HSAB local.

Respecto de los descriptores de estructura electrénica de las A-carbolinas, se observa
que en el nicleo piridoinddlico la dureza quimica y la blandura quimica dependen de la
aromaticidad del sistema, mientras que el potencial quimico electrénico depende del grado
de insaturacién de estos compuestos. La carga crifica, Nuax, ¥ o electrofilia presentan una
tendencia menos clara ya que dependen tanio del potencial quimico electrénico como de
la dureza guimica, observc;ndose que las dihidro-g-carbolinas son las més elecirofficas y ias

que presentan mayor valor de Nuax, mientras que los tetrahidro-g-carbolinas son las menos
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elecfrofilicas y de menor Nuax. El andlisis de los descriptores de reactividad en el sistema
lumifiavina-g-carbolina sugiere que estos alcaloides se comporian como dadores de
elecirones frente a la molécula de lumiflaving, y fendran gran afinidad por una de las formas
profonadas de la lumiflavina.

En concordancia con los resultados de otros estudios acerca de la actividad IMAO-A
y -B de p~carbolinas, éstas resulfaron ser potentes inhibidoras de la MAO-A, e inhibidoras muy
pobres de la MAO-B. La actividad IMAO-A de las g-carbolinas se comrelaciona con g
formacion de complejos de iransferencia de carga enire flavinas y g-carbolinas. La
formacion de complejos de fransferencia de carga se comelaciona a su vez con el potencial
quimico electronico, la electrofilia, la carga critica y la transferencia de carga, mientras que
la aciividad IMAO-A muesira una fuerte dependencia del potencial quimico electrénico, de
la electrofifia y de la transferencia de carga.

La inhibicion del crecimiento de culfivos de epimastigotes de Trypanosoma cruzi en la
cepa LQ depende de la lipofilia de las g-carbolinas y de la unidn de éstas a flavinas
{iboflavina, FAD). La inhibicidn del consumo de oxigeno en esta misma cepa también
dependeria de la asociocién g-carbolina-flavinas; ademds dependeria del potencial
quimico electrénico, de la electrofilia, de la carga critica y de la ransferencia de carga. En
la cepa Tulchuén tanto la inhibicién del crecimiento de los cultivos como la inhibicidn del
consumo de oxigeno de los epimastigotes dependen de la lipofiia, de la asociacién
B-carbolina-flavinas, de la electrofilia y de la carga critica.

Respecio dl estudio electroquimico por VCL de las g~carbolinas, a pH fisioldgico la
oxidacion de algunos de estos compuesios seria compatible con los procesos redox de
sistemas bioldgicos, mientras que la reduccién de ellas seria incompatible con dichos

sistemas. De manera general, la actividad antioxidante de las g-carbolinas se relaciona con
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los potenciales de oxidacion de estos compuesios. A pH 7 la reduccion de estos alcaloides se
comrelaciona con la electrofiia y la carga critica, mientros que la oxidacién se comelaciona
con el pofencial quimico electrénico. En medio aprotico (DMSO) la reduccidn de las
f-carbolinas se correlaciona con el potencial quimico electrénico, con la elecirofiia y la
carga critica.

Por titimo, la 1,2,3,4-tetrahidro-g-carbolina se oxida eleciroquimicamente en medio
aprétfico generando un radical fibre de vida muy corta, detectable por EPR en presencia de

un afrapador de radicales libres,
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Summary

The p-carboline moiety, 9-H-pyrido[3,4-blindole, is the basic scaffold of a group of
indole alkaloids which have a variety of biological activities. The mechanisms of action of g-
carbolines in the ceniral nervous system or as anficancer agents are increasingly well known
nowadays. Nevertheless, with regard to their chemotherapeutic properties or their enzymatic
activities, the scientific literature only reports screening results, leaving these mechanisms less
understood.

This thesis presents a physico-chemical study of these alkaloids, centered on two
areas: one, in which the electronic properiies and some chemical reactivily descriptors,
defined in the context of the conceptual part of Density Functional Theory, are calculated for
the gcarbolines at the B3LYP/6-31G level of theory: and the other, an electrochemical study
based on cyclic voltametry, in aqueous media at different pH values, and in an aprotic
solvent (DMSQ]. Also, this thesis presents for the first time the detection - using electron
paramagnetic resonance (EPR} in the presence of o spin frapper- of a free radicadl species
which is the product of the elecirochemical oxidation of tetrahydro-g-carboline in an aprotic
solvent.

The scientific literature reports that g-carbolines form complex associations with flavins
(FAD, riboflavin) through a charge-transfer process. This fact led us to a theoretical study of
the hydride fransfer reaction between lumiflavine (7.8,10-imethylisoalloxazine) and 1-
methylnicotinamide, using their electronic properties and their chemical reactivity descriptors,
as a simplified model of the FAD-NAD(P}H system which participates in the catalytic processes
of a considerable number of enzymes, and with which gcarbolines could interfere through a

FAD-g-carboline interaction.




Considering the results obtadined, the relationship between physical-chemical
characteristics and biological activity was evaluated for several gcarbolines. The MAOI-A
and MAOI-B activities of some gcarbolines was determined. The trypanosomicidal activity
towards epimastigotes of Trypanosoma cruzi belonging to two the Tulahuén and LQ sirains,
which have different suscepitibilities towards nifurtimox. a drug used clinically in the treatment
of Chagas’ disease, was also evaluaied.

With regard fo the hydride transfer reaction in the isoalloxazine-nicotfinamide system, it
can be undersiood as an interaction between soft species, controlled by frontier orbitals and
nicely framed within the HSAB principle. The reactivity of the studied systems is well described
by overall molecular descriptors derived from the concepiual part of DFT, such os the
elecironic chemical poteniial, electrophilicity and sofiness. Regiospecificity of the hydride
transfer reaction in the isoalloxazine-nicotinamide system seems to be consistently modulated
by properties of extended molecular regions, including more than one atomic centre. In this
work it was found that reactive sites in interacting molecules are located in regions of the
different molecular frameworks, with similar shapes and sizes, which display very similar group
softnesses.

With regard to the electronic structure and the chemical reactivity descriptors of g
carbolines it was found that, in the pyridoindole moiety, the chemical hardness and the
chemical softness depend on the aromaticity of the system, whilst the electronic chemical
potential is dependent on the degree of insaiuration for these compounds. The
electrophilicity and the crifical charge display a less clear irend, due to their dependence on
boih the elecironic chemical potential and the chemical hardness: dihydro-g-carbolines are
the most elecirophilic analogues and they display the highest values for the critical charge,

whilst tefrahydro-g-carbolines are the least electrophilic, and they display the lowest values of




the critical charge. Analysis of the reactivity descriptors in the lumiflavine-g-carboline system
suggests that these alkaloids donate charge to the lumiflavine molecule; besides, g-carbolines
should have high affinity for one of the protonated forms of lumiflavine.

Concerning the MAOI-A and -B activities of gcarbolines, the results obtained in this
work are in agreement with those obtained by other authors: g-carbolines are potent inhibitors
of MAO-A and very poor inhibifors of MAO-B. It was also found in this work that the MAQI-A
activity is related to the formation of charge transfer complexes beitween fiavins and g
carbolines. In tum, the formation of charge iransfer complexes is comelated with the
elecironic chemical potential, electrophilicity, crilical charge and charge transfer. MAOI-A
activity shows a strong dependence on the electronic chemical potential, electrophilicity and
charge transfer.

Inhibition of growth of Trypanosorna cruzi epimastigote culiures of the LQ strain
depends on the g-carbolines’ lipophilicity and on the g-carboline-flavin association (riboflavin,
FAD). The inhibition of oxygen uptake in this sirain also seems to depend on the gcarboline-
flavin association, on the electronic chemical potential, electrophilicity, critical charge and
charge transfer. In the Tulahuén strain both the inhibition of culture growih and of oxygen
uptake by the epimaostigotes depends on lipophiiicity, A-carboline-flavin association,
electrophilicity and critical charge.

Regarding the linear cyclic volfammetric elecirochemical sfudy of gcarbolines at
physiological pH, the oxidation of some of these compounds would be compatible with redox
processes of biological systems; while the reduction of the same would not be possible with
them. In general terms, the antioxidant aclivity of gcarbolines is related to the oxidation

potentials of these compounds.
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Finally, 1,2,3,4-tefrahydro-g-carboline is oxidised elecirochemically in aprotic solufion
generating a free radical species with a very short half-life, making it only detectable by EPR

in the presence of a spin trapper.




CAPITULO 1. INTRODUCCION

1.1 g-Carbolinas: Antecedentes generales

El esqueleto g-carbolinico, 9-H-pirido[3,4-blindol, es la unidad bdésica de un
grupo de alcaloides inddlicos de gran interés bioldgico y farmacolégico (Figura 1.1). Las
p-carbolinas se encueniran ampliamente distribuidas en la naturaleza, habiendo sido
gisladas de hongos y de especies de planias de varias familios,! de invertebrados
marinos!? y de fluidos y tejidos de mamiferos,34 desconociéndose hasta el momento el

rol que cumplen en dichos organismos.,

ooy 2y N

Figura 1.1: Alcaloides fcarbolinicos con distinto grado de insaturacién. 1,2,3,4-
Tefrahidro-gcarboling, 1. 3.4-Dihidro- fcarboling, 2. ACarboling, 3.

El inferés general en las gcarbolinas aumentod considerablemente luego que se
desarrollaran meétodos analiticos que permitieron deteciar este tipo de alcaloides en
tejfidos y fluidos humanos como orina,’ sangre,é cerebro,” y cristalino del ojo8 Estos
anfecedentes, sumados a la amplia y vaiiada gama de acfividad bioldgica que
presentan estos alcaloides, han motivado numerosos e intensos estudios quimicos y
farmacoldgicos, cenirados principaimente en la deteccién de pgcarbolinas
enddégenas® en la funcidn que pudieran cumplir en el organismo humano,” y en el
efecto de fcarbolinas provenientes de fuentes exégenas {comidas, bebidas, humo de

cigarrille, drogas naturdles y siniélicos), en el sisterna nervioso central de mamiferos. 1.1




El origen de estos alcaloides en mamiferos, incluyendo el hombre, ha generado
controversias. Las 1,2,3,4-tetrahidro-g-carbolinas (THBC) se sintelizan a fravés de la
condensacién de Pictei-Spengler entre derivados de triptamina y aldehidos (Figura 1.2):
éstas pueden oxidarse posteriormente a 3,4-dihidro-g-carbolinas [DHBC) o a £
carbolinas {BC)" {Figura 1.1). Se ha descrito lo sintesis de estos alcaloides a fravés de
esta reaccidn de condensacién, in vive y en condiciones fisiolégicas de pH y de
temperatura, a parlir de 2-(3-indolil}-efilaminas y aldehidos o dcidos, biogénicos
{triptamina, serotonina, 5-metoxitriptamina, acetaldehido, acido pirdvico, dcido
dlioxilico).1'12 Tarnbién se ha descrito que su biosintesis aumenta tras la! ingesta de
alcohol o de la inoculacion de precursores exdgenos adecuados.'3 Sin embargo, se
ha informado que la formacién de artefactos durante el proceso andlitico'y la ingesta
de comidas y bebidas que ya contienen este fipo de dlcaloides interfieren la

identificacion y cuantificacién de g-carbolinas enddgenas, 1014

Figura 1.2: Sintesis de 1.2,3,4-tefrahidro-f-carbolinas a ravés de g reoc:c;ién de

condensacién de Pictet-Spengler.




Los estructuras 1, 4, § y 6 se encuentran normalmente en orina y/o sangre
humana, independientiemente de la ingesia previa de precursores.”.i? Adn cuando se
desconoce el papel de las fcarbolinas endégenas en mamiferos, se postula que
actuarian como neuromoduladores o neuroiransmisores falsos, y que pariiciparian en

fisiopatologias, desérdenes siquidiricos y alcoholismo.s
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La reactividad y la sintesis quimica de alcaloides g-carbolinicos han sido
ampliamente descritas. Las condensaciones de Pictet-Spengler y de Bischler-Napieralski
son los principaies métodos utilizados en ia preparacion de fefrahidro y de dihidro-
B-carbolinas respectivamente!! (Figuras 1.1 y 1.3). Sin embargo, se han desarroliado
numerosas rutas sintéticas con el objeto de incorporar nuevos sustituyentes y diversificar
los patrones de sustitucién en el esqueleto pitidoinddlico,2's a fin de verficar la
estructura de nuevas g-carbolinas provenientes de fuentes naturales y de explorar la

actividad biclégica de estos alcaloides, obtenidos sintéticamenie.
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Figura 1.3: Sintesis de 3,4-dihidro-fcarbolinas a fravés de la reaccidn de condensacicn
de Bischler-Napieralski,




1.2 Actividad biolégica de g-Carbolinas

Los alcaloides g-carbolinicos se encuentran presentes en piantas utilizadas
ancesfraimente en la medicina popular, Se han dislado de planias de usc comdn en la
medicina tradicional china y aiticana, y de preparaciones dlucinogénicas utilizadas en
rifuales de tribus indigenas sudamericanas y de religiones de nuevo cufio originadas en
Brasil. Dado que las plantas medicinales que contienen g-carbolinas se han ulilizado
con multiples propésitos, se ha explorado la actividad biolégica de estos compuestos,
naturales o sintéticos, a fravés de numerosos estudios, que van desde 'simples pruebas
de cribado (screening). al estudio de la interacciéon con sistemas especificos como
enzimas o receptores, La literatura informa sobre los resultados de cientos de estos
estudios en las Ultimas tres décados. Una revision exhaustiva de la actividad bioldgica
de estos compuesios escapa al objefivo de esta tfesis. Sin embargo se presenia a
coniinuacién una breve resefia de la investigacidn de la actividad biolégica de las

F-carboiinas donde éstas se perfilan de manera importante en el disefio de farmacos,

1.2.1 Inhibicidn enzimdlica

Los alcaloides g-carboiinicos mds simples son inhibidores de varias enzimas, entre las
que destacan las monoaminocoxidasas A y B {(MAO-A, MAO-B). Los compuesios 7 y 8 son
potenies inhibidores de la enzima MAO-A, presentando valores de Cls {concentracion
que inhibe la enzZima en un 50%) en &l infervalo 1-7 nM.'617 También se ha informado
sobre una aclividad inhibitotfia moderada de histamina-N-metil iransferasg,'e
acefilcolinesterasa,!” DNA fopoisomerasas | 2.2 y | 2 y de las quinasas CDK2 y CDK5 23
(CDK: cyclin-dependent kinase). El compuesto 3 inhibe la actividod de

monooxigenasas de microsomas hepdticos de rata, pero estimula la actividad de ung




epodxido hidrolasa de la misma fraccién subcelular.?* Se ha observado ademds que
algunas S-carbolinas son  inhibidoras débiles de Ila  S-adenosil-l-metionina

descarboxilasa? y de los complejos 1 y Il de la cadena respiratoria, 15 2¢

—
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1.2.2 Unibn a receptores

Muchas pg-carbolinas poseen una alta  afinidad por los receptores
benzodiazepinicos {BzR) del cerebro, incluso mayor que la de algunas benzodiazepinas
utilizadas clinicamente, pudiendo asi bloquear la actividad de estas Oltimas.?? Los
alcaloides fcarbolinicos pueden ser agonistas de los BzR, como es el caso del
compuesto ZK 93 423 {?), antagonistas o agonistas inversos como la 3-etoxicarbonil-
F-carbolina 10.22 Por esta razéon se han sintefizado una amplia variedad de
p-carbolinas con las cuales se han realizado estudios de relacidén estructura-aciividad
en BzR.2% 30 Se ha informado ademds acerca de la unidon de 1,2,3.4-tefrahidro-
f-carbolinas a receptores serotoninérgicos®'3? (donde pueden actuar tanio de
agonistas come de antagonistas) y colinérgicos.33 Aunque de manera desconocida, las
pcarbolinas  inferactdan en la fransmisién  dopaminérgica, oumeniando o
disminuyendo la conceniracion de dopamina en tejidos de ratas, dependiendo de la

canfidad adminisirada 3438
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1.2.3 Actividad quimiolerapéutica

La actfividad quimiotferapéufica de los alcalvides g-carbolinicos también ha
mostrado ser amplia. Se han sintetizado g-carbolinas con actividad antihelmintica?ss7 y
antiprotozoaria (Flasmodium falciparum, Entiamoeba histolytica entre otras).383° Estudios
reclizados sobre la actividad aniibacteriana de estos compuestos, indican que son
moderadamentie activos frenie a bacterias Gram-positivas.©941 La actividad citotéxica
frente a células fumorales ha mostrado ser interesante. La literatura informa sobre un
gran nimero de g-carbolinas, naturales y sintéticas (ver compuestos 11 y 12), que
inhiben el crecimiento de varios fipos de células cancerosas, entre ellas de ovarios,
mamas, pulmones y rifiones.2244 La actividad anfitumoral de estos alcaloides estaria
asociada a la inhibicidn de las topoisomerasas | v (I, las cuales conirolan los diferentes
estados topoldgicos del ADN. Producto de los estudios realizados en esta drea, se han

sintetizado g-carbolinas anticancerigenas disenadas racionalmente.?




1.2.4 Otras propiedades biolégicas de los alcaloides Fcarbolinicos

Se ha descrito que g-carbolinas como harmalina y hammina {compuestos 7 v 8)
enire ofras, afectan el fransporte de sodio en eritrocitos humanos, en axones de
calomar y en muUsculo de Balanus sp..#346 Esiudios redlizados en una serie de
S-carbolinas mostrd que poseen actividad anfioxidante {la que se discutird en el
Capitulo 4 de esta Tesis), sugiiendo la formacion de radicales piridoindélicos, cuya
estabilidad dependeria del pafrén de sustitucion de estos alcaloides.#” También se ha
informado sobre la sintesis de g~carbolinas con propiedades anclgésicas, de muy baja
toxicidad*® y con propiedades antiinflamatorias similares a las de farmacos de uso

clinico.4®

1.2.5 Toxicidad de g-carbolinas: genotoxicidad y In enfermedad de Parkinson

Se ha estudiado el potencial genotdxico de g-carbolinas simples como los
compuestos 3, 6, 7 y 8 enire ofros. observandose que no se comporian como
verdaderos mutagenos, sino gue lo hacen en forma indirecta al interaccionar con el
ADN formando aductos que, no obstante, no parecen ftener un efecio
carcinogénico.® Sin embargo, se ha observado también que tienen la habilidad de
modificar la genotoxicidad de ofras sustancios, aumentdandola o disminuyéndola; es
decir, se comportan como co-muidgenos,® siendo el mecanismo de esta accidn
desconocido.

la eficlogia de la enfermedad de Parkinson se desconoce. Se postula que
existen agentes toxicos endégenos y exégenos que inician la enfermedad en individuos
genéticamente predispuestos®!. El ién N-mefil-4-fenil-piridinio 13, (MPP+}, es un conocido

inductor del parkinsonismo. Como puede observarse, las g-carbolinas N-metiladas en el




nitrégeno piridinico {iones N-metil-g-carbolinio, ver estructura 14) tienen una gran
similitud estructural con el MPP+, y, puesto que han sido aisladas del cerebro humano,
se ha posfulado que se comportarian como agenties patégenos de esta enfermedad.®
Se examing la toxicidod de los iones g-carbolinio en el cerebro, comprobandose que
causaban lesiones similares o las que causa el MPP+, pere de menor intensidad.5? Un
estudio reciente mosiré que las g-carbolinas N-metiladas se unen a una serie de
proteinas del cerebro;s sin embargo, el efecto de esta unidn vy la relacidn que exisie

entre esias protefnas y la enfermedad de Parkinson continda siendo un tema abierto.

pr— * —
+
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1.3 Biotransformacién de p-carbolinas

Laiiteratura informa el estudio de ia biofransformacion de los dcidos carboxilicos
de dos 1,2,3,4-tetrahidro-g~carbolinas {compuesios 15 y 18) 54555 que generaron los

metabolitos descarbexilados mostrados en el esquema presentado en la Figura 1.4,

N\ N — \ N — \ N
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Figura 1.4: Biofransformacion de 1,2,3,4-tetrahidro-fcarbolinas




En el caso del compuesto 15, soélo se detecté la THBC y la DHBC
corespondiente. 5455 Se ha informado también sobre la hidroxitacion del compuesto 184,
gue generd los compuestos 17 y 185 La metilacion endmatica en N-2 (nitrégeno
piridinico) también ha sido informada como parte del metabolismo de p-carbolinas y
de tetrahidro-g-carbolinas, lo que ha suscitado bastante interés, ya que estos
metabolitos estarian relacionados con la enfermedad de Parkinson, segun se
mencionara en la seccion anterior. 758 En tejidos de higado y de pulmén humano se
detfectaron los metabolitos generados de la conjugacion enzimatica de g-carbolinas

hidroxiladas, con sulfato y con dcido glucurénico 5. €

HO

Iz
IZ

17 CH, 18 CH

1.4 Caracteristicas fisico-quimicas de g-carbolinas

1.4.1 Espectros de absorcién electrénica, de emisién elecirénica y determinacién de la
constante de acldez Kq

Los alcaloides fFcarbolinicos presentan especiros de absorcién elechdnica UV-
vis y de fluorescencia tanto en agua como en solventes no acuosos.!86162 |qs
F-carbolinas simples como los compuestos 1, 3, y 6 a 8 presenfan una serie de bandas
de absorcion electronica superpuesias, asociadas a transiciones n — n* y n— 1%, entre

los 200 y 400 nm.s243 Mienfras que la polaridad del solvente no dltera significativamente
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los espectros de absorcion electronicas?, la protonacion si lo hace, observéndose un
comimiento batocrémico de unos 30 a 50 nm#3¢3 en ambiente acido. La protonacién no
afecia los especiros de absorcion elecironica de las 1,2,3.4-tetrahidro-g~carbolinas en
el intervalo de pH 1-7;1¢4* sin embargo, en medic muy dcido o muy bdsico estos
espectros no sdlo sufren un conimiento batocrémico, sino que ademds la formacion de
nuevas especies favtomericas genera nuevas bandas de abseorcién que modifican el
perfil de los especiros en las longitudes de ondas mds corlas.s46565 Se he observado
ademds, que la N-alguilacion del nifrégeno piridinico provoca un conimiento
batocrémico de =~ 20 nm's,

Los espectros de fluorescencia de las g-carbolinas son dependientes de la
polaridad del soivente y de la protonacion.s24467 En el estado excitado las formas
neviras y catidnicas de estos alcaloides formarian nuevos tautémeros, los que
generarion espectros de emision multipless268 que presentan mdéximos entre los 350 y
480 nm. Los especfiros de fluorescencia para los diferentes tipos de g-carbolinas son
muy caracteristicos para cada solvente, ya que las propiedades acido-base de estos
compuestos dependerian de las propiedades del solvente (constante dieléctrica,
constanie de autoprotodlisis), o que determina las especies que se forman en el estado
excitado. 767

Los espectros elecironicos de las g-carbolinas han sido estudiados no sélo por el
inferés quimico que presentan, sino tombién con el objeto de utilizardas como
estGndares de fluorescencia, para la calibracién de equipos, determinacién de
rendimientos cudnticos,” y con el fin de investigar los sitios biolégicos a los cuales se
unen tales como el ADN.7t

La Tabla 1.1 muestra los valores de las consianies de ionizacién para la

protonacion del nitrégeno piridinico de las g-carbolinas 1, 3, §-8, y 19-26.6345 Se observa
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las g~carbolinas mds acidas conmesponden a aquellas cuyo esqueleto pirdoinddlico es
aromdtiico. Es interesanie notar que, aunque se encuentran lejos del nitrogeno
pirndinico, los sustituyentes del anilio bencénico son capaces de transmilir sus efectos
electronicos a este cenfro. Como sugieren los autores, la influencia de estos
sustituyenies en la acidez de este dtomo parece operar principalmente a fravés de la
conjugacion de estos sistemas, mds que depender del cardcter electrodonanie o
eleciroairayente de los sustituyentes. Sin embargo, pareciera que el efecto inductivo
continda siendo operativo, a juzgar por la influencia de la posicién del grupo metoxilo
en los valores de pKe de los pares de compuestos 7-21 y 8-25. El grupo 7-OMe se
comporia como s estuviera en posicién para v el grupo 4-OMe como si estuviera en
meta con respecto al Gtomo de nitrégeno piridinico. Cabe destacar ademds el efecio
debiitante de la acidez de los hidroxilos fendlicos de los compuestos 20 y 24, Este
efecto concuerda con el fuerte caracier electrodonante del grupo O-, ya que los
grupos fendlicos de estos compuesios se desprotonan a pH menor que el atomo de

nitrégeno piridinico.s?
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Tabla 1.1: Constanies de ionizacion para el equilibrio de protonacién del nitrégeno

piridinico de g-carbolinas a 25° C.

Compuesto pKa! Nombre comin
1, 2, 3, 4-Tetrahidro-g-carbolina
1 8,60 THBC
3. 4-Dihidro-#-carbolinas
17 8.99 Harmalano
7 2.54 Harmalina
20 11,30 Harmalol
21 9,21
22 7.63
23 2.39
B-Carbolinas
3 6,85 Norharmano
7.34 Harmano
8 7,73 Harmina
24 2,51 Harmol
25 6,91
26 6,24

! Valores tomados de las referencias 63y 65
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1.4.2 Lipofilia

El cardacter lipofilico de los alcaloides 1, 3, 4, 6-8, 20, 24 y 27-31 fue estudiado a
fravés de la determinacion de los coseficientes de pariicion de las g~carbolinas en su
forma neutra en octancol-agua {Po-a) y en ciclohexano-agua {Pc.a).727 Los resultados de
la determinacién de Po-a ¥ Pc.a se resumen en la Tabla 1.2. Las diferencias observadas
en algunos resultados fienen su origen en las diferentes melodologios utilizadas por los
autores: los resulfados sin paréniesis comesponden a ios  obtenidos
especirofolométricamente,’ mientras que los resultados enfre paréntesis se obtuvieron
por técnicas de cromatografia en capa fina? La Tabla 1.2 también incluye el
pardmeiro de Séller,”# Aflog P), definido como la diferencia enfre log Po.a y log Pca, ¥
considerado como un indicador de la capacidad donante de puentes de hidrégeno
del compuesto. No existe una correlacién clara enfre la estructura de las g-carbolinas y
su cargeter lipofiico. Las tetrahidro-g-carbolinas {compuestos 1, 4 y 27-30) presentan

valores de Poa y Pca inferiores a los que presenian las dihidro-g-carbolinas y los
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f-carbolinas. Se observa gue la hidroxilacién del anillo bencénico {compuestos 20 y 24)

disminuye el cardcter lipofilico de estos alcaloides.

Tabla 1.2: Logaritmos de los coeficientes de particion en 1-octanol/agua {log Po:a) v en
ciclohexano/agua {log Pc-a).

Compuesio log Po-a log Pe-ac Aflog P)e
1 1,98 0,5 2,48
4 2,06 -0.8 2,86

27 2,07 - -
28 2,30 0.4 2,70
29 1,15 -0,5 1,65
30 1,37 -0,3 1,67

7 (3.71)p - -

20 (3.06) - -
2,65(3,17) -0,6 325
é 2.8% (3.50} 0.2 2,69

(3.56) - -

24 {3.06) - -
31 3,01 1,70 1,31

aValores tomados de la referencia 74. bValores fomados de la referencia 73
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Respecito del efecto de los sustifuyentes en el anillo bencénico, los autores discuten
que los valores de Aflog P) sugeririan que éstos modificarian la capacidad del aGtomo
de nifrbgenc inddlico de donar puentes de hidrégeno {HBD), pero no se enconiré una
comelacion entre parametros propios de los sustifuyentes v la capacidad HBD. Por
Ultimo los autores discuten que los coeficienies de particidn dependerian no sélo de la
modificacién de la capacidad HBD del nifrdgeno inddlico, sino también de la

interaccion de los mismos grupos sustituyentes con el solvente,

1.4.3 Formacién de complejos de fransferencia de carga

Se ha infoomado que las g-carbolinas forman complejos moleculares con
flavinas como el grupo prostético FAD757¢ (flavina adenina dinucledtido) vy
riboflavina?778 (RFN}. Esta asociacion molecular tendria su origen en la formacién de
complsjos de transferencia de carga con una relacién estequiométrica 1:1
(flavina/g-carbolina), la que se determind especirofofométricamente, comparando los
espectros de absorcion electrénica de la flavina en ausencia y presencia de
F-carbolinas. La establidad de estos complejos mostd ser dependiente de la

sustitucion y del grado de aromaticidad de) anillo piridoinddlico.
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En el Capitulo 3 de esta Tesis se presenfard una discusién més acabada de los
resultados obtenidos del estudio de los complejos moleculares que las g-carbolinas
forman con flavinas, donde se relacionardn con otras propiedades fisicoquimicas, que
permifiian comprender de una manera mdas general las inferaciones intermoleculares

de estos alcaloides.

1.4.4 Oxidacidn electroquimica de g-carbolinas

La literatura informa el esiudio de la oxidacién electroquimica en solucién
acuvosa de la é-hidroxi-1-metil-1,2,3,4-tefrahidro-g-carbolina  [compuesto 17), por
voltametria ciclica utilizando un electrodo de grafite.”? El voltamograma ciclico
presentd cuplas reversibles de oxidacién y de reduccion dependientes del pH. A pH
fisiolégico los potenciales de oxidacién y de reduccién de este compuesto son
compatibies con los sistemas biolégicos. Se demosiré ademds que esta tetrahidro-
B-carbolina se oxida bicldgicamentie en presencia de las enzimas tirosinasa/O..
ceruloplasmina/O:z y peroxidasa/H20:. Posteriormente se estudié el efecto del glutation
y del radical OH - en la oxidacién biocldgica del mismo alcaloide {17), determindndose [a
estructura de nuevos productos de oxidacion conjugados con glutation.® Se estudio
ademds in vitro el dafio neurolégico y la pérdida de glutatién causados por la
interferencia del compuesto en estudio y de sus productos de oxidacién en los procesos
redox de neuronas serotoninérgicas.8!

En el Capitulo 4 de esta tesis se completardn los antecedentes aporfados por
estos frabgjos, en el marco de una caracterizacién electroquimica general de

p-carbolings,
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1.4.5 Estudios tedricos

En los estudios tedricos realizados en g-carbolinast! 82, cdlculos semiempiricos a
nivel AM1 de los compuestos 1-3, 6, 19 y 31-34, se oplimizdé la geometria de estas
moléculas, se calcularon las afinidades proténicas, las entalpias de desprotonacion y se
estudio la reactividad de estos compuestos a fravés de indices como la carga atémica
neta, mapas de potenciales elecirostéticos y densidades electrénicas de los orbitales
de frontera. Tanio las afinidades proténicas calculadas como los mapas de potenciales
electrostdticos predicen comeciamente que la protonacién en el nitrégeno piridinico
estd favorecida sobre la del nifrdgeno inddlico. Los esiudios de reactividad, centrados
en la sustitucion elecirofilica del sistema piridoinddlico, discrepan de lo informado en la

iteratura o no existen datos experimentales para validar las predicciones de estos

cdlcuios.
T —
\ NH \ N \ N
oo R * o
CH, CH, CH,

1.5 Hipdtesis, objetivos y organizacidn de Ia Tesis

Los mecanismos de accidn de p-carbolinas a nivel del sistema nervioso central
o como agentes anticancerigenos se conocen cada vez con mayor claridad. Sin
embargo, respecto de las propiedades quimioterapéuticas, Ia literatura sélo informa
sobre los resultados de las pruebas de cribado, desconociéndose hasta el momento los
modos de accidn antibacteriana, antihelminifica o antiprotozoaria. El efecto que estos

..

aicaloides ejercen en diferentes sistemas de neurotransmisién ha sido ampliamente
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descrifo y evaluado; sin embargo, la interaccion de estas moléculas con las enzimas y
receptfores involucrados en esios sistemas aln se desconoce y es objeto de
investigacién. Dado que la actividad bioldgica de las moléculas se basa en las
interacciones quimicas que puedan establecer con los sifios donde actian, se espera
que una caracterizacion fisicoquimica de los alcaloides A-carbolinicos permita
comprender con mayor profundidad el comportamienio bioldégico que ésios
presentan, En el drea de Fisicoquimica, vy mas especificamente en el drea de la
Quimica Cudniica. el marco concepiuval de la Teoria de Funcionales de la Densidad
{DFT), basada en la idea de que la densidad electrénica es la propiedad fundamental
capaz describir los estados basales atdmicos y moleculares,$® ha proporcionado
descriptores de estructura elecironica que han sido exitosos en describir y predecir la
reactividad molecular.8 Los fundamenios tedricos de la DFT ufilizados en esta Tesis se

revisan en el Apéndice 1y en el Capitulo Il.

En base a los antecedentes mencionados en este capitulo, se plantean en esta

tesis los siguientes hiptesis de frabajo:

» Llas caractersticas electroquimicas de las p-carbolinas y la generacion
biolégica de radicales libres en éstas, provocarian la interferencia de los
procesos de Oxido-reduccion naturales de sistemas bioldgicos.

+ Los descripfores globales de estruciura elecirénica, definidos en el marco
conceptual de la Teoria de Funcionales de la Densidad, serian Gtiles en la

comprensién de la reactividad bioldgica de las g-carbolinas.

En base a estas hipotesis, se plantean los siguientes objetivos generales:
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Mejorar la comprension de la actividad biolégica de los alcaloides
p-carbolinicos basada en las caracteristicas fisico-quimicas que presentan estas
moléculas.

Sobre la buse de los resultados obfenidos, evaluar la corelacion que pudiera
existir entre las caracteristicas fisico-quimicas y la actividad biolégica que

presentan algunas g-carbolinas.

Los objetivos especificos a desamollar en esta tesis son:

Caracterizar algunos dalcaloides f-carbolinicos en base al cdlculo de
descriptores de estructura electrénica, definidos en el marco de la Teoria de
Funcionates de la Densidad.

Estudiar la formacién de complejos moleculares g-carbolina-flavina en base a
los descriptores de esfructurg elecirénica calculados.

Caracterizar el comportamiento eleciroquimico de algunas g-carbolinas que
presentan actividad bicldgica diversa.

Evaluar la actividad tripanosomicida de una serie de g-carbolinas y realizar un
andlisis de esta acfividad de acuerdo a lo caracterizacién fisico-quimica

desamollada.

La formacidén de complejos moleculares entre g-carbolinas y flavinas puede ser
crucial para la comprension de una parte importante de la actividad biclégica de
eslos compuestos. La unién de g-carbolinas a la porcién flavinica de flavoenzimas
como las de la cadena respiratoria o las monoaminooxidasas A y B podria interferir en
los procesos catalificos naturcles de estas enzimas y por lo tanto alterar el

funcionamiento normal de los organismos. No existe informacion cristalografica
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{eshuctura de difraccion de rayos X} de estos complejos, lo que dificulta la
comprension de la inferaccién molecular g-carbolina-flavina. Sin embargo, si existen
datos cristalogréficos de flavoenzimas unidas a sus sustratos naturales, los que podrian
servir de modelo en el estudio de los complejos flavina-sustrato. En el Capitulo 2 de esta
tesis se presenta un estudio tedrico de la interaccién entre la porcion flavinica de la
flavoenzima glutation reductasa y el susirato nafural NADPH (nicotinamida adening
dinucledtido reducido), basado en ia esfructura de rayos X del complejo que forman.
En este estudio, enmarcado en la Tecria de Funcionales de la Densidad [DFT)83 y del
Principioc de Acidos y Bases Duros y Blandos de Pearson {HSAB)3¢ se utilizaron
descriptores de estruciura elecirénica que permitieron caracterizar la interaccién entre
esias moléculas y definir patrones de reactividad. Considerando los resultados
obtenidos en el Capiiulo 2, en el Capitulo 3 se presenta una caracterizacion tedrica de
una serie de g-carbolinas, y se analiza, en el mismo marco tedrico, la corelacién entre
descriptores de estructura elecirdnica y la interaccién de g-carbolinas con flavinas, en
solucién y en un sistema biolégico {monoaminocoxidasa A). Con el objeto de analizar la
generacién biologica de radicales derivados del esquelefo piridoinddlico, en el
Capilulo 4 se presenta una caracterizacién electroquimica de una serie de
B-carbolinas  bioldgicamente activas cuyos mecanismos de accidén permanecen
desconocidos. El estudio eleciroquimico, de oxidacion y de reduccién de F-carbolings,
se realizé por voltamedria ciclica fineal, en ambiente acuoso y a diferentes pH. y enun
solvente aprdtico [DMSO). Se presenta ademds por primera vez la deteccidén -por
resonancia paramagnética electrénica (RPE)- de una especie radicalaria producto de
lo oxidacion electroquimica de una teirahidro-g-carbolina. En base a los descriptores
de estructura elecirénica calculados en el Capifulo 3 se analiza la corelacién entre

éstos y los potenciales de oxidacién y de reduccién observados. La actividad
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antioxidante que presentan algunas f~carbolinas en sistemas biolégicos se discute
brevemenie en el contexio de los resuliados experimentales y tedricos obtenidos del
estudio electroguimico. Finalmente, en el Capitulo 5 se presenta el estudio de la
actividad fipasonomicida de vna serie de g-carbolinas frenfe a epimastigotes de
Trypanosoma cruzi [protozoo causante de la enfermedad de Chagas) perienecientes a
dos cepas que difieren en su sensibilidad frente al fdmaco nifurimox. La inhibicién de
la cadena respiratoria parece ser determinante de la actividad tripanosomicida de
estos olcaloides. Las g-carbolinas estudiadas presentan un amplio rango de actividad
tipanosomicida, lo que permite discutir la aclividad a la luz de las caracteristicas fisico-

quimicas determinadas en esta tesis.
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CAPITULO 2. ESTUDIO TEORICO DE LA REACTIVIDAD GLOBAL Y LOCAL

DEL SISTEMA 1-METILNICOTINAMIDA-LUMIFLAVINA

2.1 Introduccién
2.1.1 Antecedentes generales

Las flavinas {ribofiavina, FMN, FAD} son cofactores de una amplia familia de
enzimas, las flavoenzimas, involucradas en numerosas funciones bioldgicas. La
deshidrogenacién de una gran variedad de susiratos,! la mediacién de procesos de
fransferencia de uno o dos electrones,? la activacién del oxigeno molecular? o la
mediacion de procesos fotobioldgicos! son sdlo algunos ejemplos de la versatilidad que
presentan estas enzimas. Las flavinas se encuenfran fuerfemente unidas a las
apoproteinas de manera covalente o no covalente. Un aspecto importante de la
actividad biolégica de estas enzimas es que, a pesar de su versatilidad, su reactividad
se encuenira restingida al nicleo 7,8-dimetilisogloxazinico (Figura 2.1}, comoin a todas
las flavinas. Los grupos ribitol, pirofosfato o ribosa de las diferentes cadenas que pueden
estar unidas ol nitrtdgeno 10 del anillo soaloxazinico no estdn directamente
involucradas en el proceso catalitico, sino en el anclaje del cofactor a la proteing,
como lo demuesiran estudios cristalogréficos.567

E nicleo isocloxazinico de las flavinas puede existir en tres estados de
oxidcci'én: las formas oxidada, radicalaria y reducida, que se muestran en la Figura 2.1.
Dependiendo del pH del medio cada estado de oxidacién presenta a su vez diferentes
especies protonadas. Segun se muestra esquemdticamente en la Figura 2.1, la forma

oxidada de la flavina se puede reducir a la forma semiguinonoide por la adicién de un

ﬁ
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electrén; la extensa conjugacion del sistema isoaloxazinico permite que este radical
sea especialmenie estable, permifiendo su deteccidn por resonancia paramagnética
electrénica (EPR).2 La adicidén de un segundo elechdn genera la forma tetalmente
reducida. La reduccién compieta de flavinas oxidadas fambién puede lograrse o

fraveés de un proceso a dos electrones, sin un intermediario detectable 2
\(o
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Figura 2.1: Esfados de oxidacion observados para el nucleo isooloxazinico. Forma
oxidada (a); radical *azul” (b); radical “rojo” fe): forma reducida (dj.

La reactividad de las flavinas parece esiar modulada por los diferentes estados
de oxidacién y de protonacion del anillo isodloxazinico,4® asi como por el enfomo
proteico del sifio de unidn de la flavina.!10M Ademds, el uso de flavinas artificiales como

sondas de sitios activos,2!3 ha permitido obtener informacién mecanistica importante
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relacionada con la forma en que la apoproteina puede modular la reaciividad de la
isoaloxazing,14.15

Sobre la base de las pruebas experimentales disponibles, Massey y Hemmerich
propusieron que las flavoproteinas podian ser clasificadas en cinco grupos principales,
de acuerdo a su reactividad.!? La regicespecificidad y las propiedades especirales de
dos de estos grupos sugieren caracteristicas estruciurales comunes que determinarian
el fipo de reaccién involucrada en la catdlisis, Un grupo, al cual perfenecen ias
deshidrogenasas/oxidasas, se caracteriza por un radical semiquinonoide "rojo" y por la
formacién de un puente de hidrégenc enire la apoproteing v el dlomo N-1 de Ia
isoaloxazina, lo que gatilla la activacion del Glomo N-5 hacia el ataque nucleofilico
{ver Figura 2.1). Otro grupo, al cual perfenecen las fransferasas electrénicas, se
caracteriza por un radical semiquinonoide “azul” y por la formacién de un puente de
hidrégeno entre la apoprotelina y el N-5 de la isoaloxazina, activando el atomo C-4a
frente al el ataque nucleofilico. Esta clasificacion general ha sido parcialmente

corroborada sobre la base de estudios experimentales y tedricos. 1617

2.1.2 La reaccién de iranshidrogenacidn entre lumifiavina y 1-metilnicotinamida

Las moléculas de NAD(P)H y NAD{P}* son dadores y acepiores de elecirones
respectivamente, que cominmente participan en procesos cataliticos de flavoenzimas
que Involucran la iransferencia de dos electrones2® Como en el caso de la
isoaloxazina en las flavings, la reactividad en las cuplas NAD(P)H/NAD(P)* se restinge af
anillo nicotinamidico (ver NH en la Figura 22). En estas enzimas se fransfiere
directamente el equivalente a un ién hidruro enire los Gtomos C-4 de la nicotinamida y
N-5 de la isoaloxazing, segin se muesira en la Figura 2.2. Este mecanismo general esté

apoyado por esiructuras cristalogréficas disponibles para varias enzimas, que muestran
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el anillo nicotinamidico ubicado casi paralelamente sobre el anillo del medio de la
isoaloxazing, a una distancia de aproximadamente 3.5 A segln se puede ver en la
Figura 2.3a.56.19 Esta reaccidon de franshidrogenacion puede ocunir directamente en el
sitio activo de una enzima, como en las reductasas flavinicas,?® o en un sifio alostérico
donde la iscaloxazing, reducida v oxidada por la nicotinamida, es un intermediario de
la caotdlisis.2i221 Aunque la estereoquimica de esta reaccidn se conoce, se han
propuesto diferentes mecanismos electronicos para explicar la transferencia de hidruro
en el sistema soaloxazina-nicotinamida, lo que ha generado conlroversia en tormo a
este tema.'82223 Ademdads, se ha propuesto que no sélo N-5 sino también N-1y C-4a en el
anillo isoaloxazinico serian candidatos para recibir el ién hidruro desde la nicotinamido,
siendo el impedimento estérico en esas posiciones e} Unico argumento expuesto para

explicar [a seleciividad de esta reaccion. 716

oH, GHy
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Figura 2.2: Reaccion de franshidrogenacion enire lumiflavina {LF) y 1-mefilnicotinamida
(NH).
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2.1.3 Reacclén de hanshidrogenacién en el sistema lumiflaving-1-metilnicotinamida:

anfecedentes tedricos

Estudios tedricos a niveles semiempirico?425 y ab initio’7.2627 han eniregado una
buena descripcién de la geometria, energia y propiedades electronicas de la
molécula de isoaloxazina. Todos estos estudios predicen una estructura plana para la
forma oxidada (LF en [a Figura 2.2}, profonada o no, y una estructura doblada o “de
mariposa” para el heterociclo reducido {LFHz en la Figura 2.2). Estudios sobre ef estado
de fransicién de la reaccién de transferencia de hidruro en el sistema lumiilavina-1-
metilnicotinamida, realizados a nivel semiempirico y ab initio, revelaron que existia un
arreglo 6ptimo para la interaccién de los orbitales frontera de ambas moléculas, con
una superposicidn maxima de los orbitales parlicipanies, donde los coeficientes de N-5
de la isodloxazina exhiben lo mayor coniribucién al LUMO.2 Esiudios posieriores
rediizados sobre estructuras hipotéticas de estados de ftransicién en diferentes
flavoenzimas que catalizan reacciones de franshidrogenacion, permitieron concluir gue
existe un modelo molecular minimo capaz de describir la franshidrogenacién en estas
enzimas. El areglo geomético del modelo molecular para el esiado de transicion es
independiente del nivel de teoria utilizado para realizar los cdlculos,z® Esfos estudios
{ambién sugieren que la isoaloxazina oxidada sufre un cambio conformacional, desde
una estructura plana como reaccionanie a una estruciura doblada en el estado de
fransicién.?? En el caso de la enzZiima glutationa reductasa la geometria del modelo
molecular concuerdg con la esfruciura cristalina de la enzima en union con NADPH.®
Una investigacién de los orbitales moleculares empieando el método de Hickel
extendido, redlizada con el objeto de explorar las propiedades regionales del sistema
lumiflavina-1-mefilnicotinamida, mosird que, durante la fransferencia de hidruro, existe

una regién en la molécula de nicotinamida desde donde los elecivones pueden ser
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donados, y ofra regién complementaria en el anillo de isoaloxazina donde pueden ser
aceptados. Los autores proponen también la formacién de un complejo molecular de
fransferencia de carga donde estas regiones se superponen en el espacio, antes que

ocurra la transferencia del idn hidruro.*

El propédsito de esie estudio es proporcionar nuevos antecedenies que permitan
mejorar la comprensién que se fiene acerca de la reaccion de transhidrogenacion que
ocure en el complejo FAD/NAD(P} de las flavoenzimas. En este capitulo se explora la
reactividad global y local de los nicleos isoaloxazinico del FAD y nicotinamidico del
NAD{P}, ufiizandc descriptores de estruciura electrénica definidos en el marco
cohcepiual de la Teorfa de Funcicnales de la Densidad [DFT}.3132 La geomettia del
complejo FAD/NAD(P} se obluvo de la estructura crstaling de la enzima Glutationa
Reductasa {1GET.pdb). segin se muesira en la Figura 2.3a. Puesto que la reactividad
quimica del complejo se centra en los nicleos isoaloxazinico y nicotinamidico, se
escogieron las moléculas de umiflaving {7.8,10-imefilisoaloxazina) vy 1-
mefilnicofinamida como un modelo simplificado para representar los complejos
presentes en las enzimas, segun se muesira en la Figura 2.3b. También se consideraron
en este estudio las moléculas de lumiflavina oxidada y protonadas en N-1 y en N-5, de
acuverdo a la propuesta de Massey y Hemmerich (Figuras 2.4b y 2.4d).’2 Lo blandura
regional, ss, que se exliende a mds de un aiomo, se utilizdé para locadlizar regiones

reactivas en las moléculas que participan de esta interaccidén quimica.33.34
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Figura 2.3: a) Conformacién del complejo FAD/NADP obfenido de la estructura
cristalina de la Glutationa Reductasa (1GET.pdb). Para mayor simplicidad no se
muesfra la apoproteina. b) Lumiflavina y 1-metilnicotinamida como modelo tedrico

utilizado para representar ia conformacion del complejo FAD/NADP mosfrado en a).

2.2 Modelo teérico

2.2.1 Descriptores de reactividad

La Teoria de Funcionales de la Densidad proporciona una descripcion Util del

estado basal de los sistemas moleculares (ver Apéndice 1).332 Conceptos como
potencial quimico electrénico (g), dureza quimica (7), blandura quimica (S) vy
electrofilia (@) constituyen cantidades bien definidas que describen convenientemente

la reactividad de un sistema.3536.37.38




En la Teoria de Funcionales de la Densidad la expresion diferenciat fundamental

que describe el cambio de energia desde un estado basal a ofro es3!
(2.1) dE=pdN + [ p(r)Sv(r)dr

donde N es el nimero total de electrones, pff] es lo densidad electrénica, Vr) es el
potencial extemno y u es el mulfiplicador Lagrangiano asociado a la optimizacion de la

densidad elecirénica de un sisterna, que debe cumplir la condicitn: 37
2.2 SE—-pofr]) =0

Se ha demosirado que u se puede escribir como la derivada parcial de la

energia del sistema con respecio al nimero total de elecirones a un potencial exierno

i) fijo: ¥

_(E
(23 # "(aNl(,,

E potencial quimico electronico i es el descriptor natural de a direccion de la

fransferencic de carga durante una interaccion quimica: los sistemas (Gtomos,
moléculas) gque van a interactuar deben alcanzar un potencial quimico comun en el
equilibrio.’

La primera derivada parcial de u con respecto a N a potencial externo fijo,

entrega la dureza quimica del sistema, 7, en el contexto del principio de Acidos y bases

duros y blandos (HSAB) de Pearson: 32
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La dureza quimica 77 se ha asociado a la resistencia del sistema a modificar su

densidad elecirénica. Tanto a iz como a 7 se les ha dado una definicion operacional
en téminos de! potencial de ionizacion verlical | y de la dfinidad elecironica A.32 Una
aproximacién posterior basada en el Tecrema de Koopmans, permite calcular gy nen

términos de la energia de los orbitales de frontera HOMO y LUMO de acuerdo a la
siguientes ecuaciones:3132

A+ A) g sy
2 2

I-A =g - gy

(2.5) H=

ne

{2.6) n

donde & vy & son las energias de los niveles LUMO y HOMO respectivamente.

Otra cantidad perfinenie es la blandura quimica S, introducida como el
reciproco de la dureza quimica, asociada a la polarizabilidad elecironica del sistema.
Se le ha dado la siguienie expresidon operacional utilizando una aproximacién de

diferencias finitas:3!

{2.7) S = 1 = 1
I-A  ¢g-¢,

Se ha propuesto recientemente que la electrofilic global de un ligando se
puede describir por el indice electrofiico @ que mide la energia de estabilzacion

cuando el sistema odguiere una caniidad de carga elecirénica desde el medio

ambienie. Este indice ha sido definido por la siguiente relacion cuantitativa:4
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(2.8) QO = —

Ademds de los indices de reactividad global, existe un conjunio de descripiores
locales que han sido relacionados con la seleciividad de las moléculas en cierfas

reacciones de sistemas orgdanicos.#142 La funcién de Fukui, f{r). es uno de los descriptores

locales mas utilizados en el andlisis de la reactividad quimica asociada a Gtomos o
grupos funcionales en una molécula.3132343643 La funcion de Fukui se puede definir
como la variacion de la densidad electronica en el punto r en el espacio, promovida

por un cambio en el nimero de elecirones N, a potencial exiemo constante vofr):3

Bp(r)]
2.9 = |22
{2.9) () [ N o

Un valor alto de este indice local estd asociado con una reactividad alta en ese
punio de la regién molecular cuando se tfrata de moléculas con durezas quimicas

bajas o blanduras quimicas altas.s Se han presentado diversas férmulas operacionales

para evaluar este indice, las que se revisan en el Apéndice Il. A fravés de la funcidn de |

Fukui se han derivado dos indices de reactividad local, la blandura local sk, y ia

electrofilia local ax, condensados al dtomo k:3!

(2.10) sE=f%S

(2.11) o, =i

donde f; es la funcién de Fukui en el sitio k en la direccién de un aumento {+) o una

disminucién {-} del nimero de elecirones.3!32 Estos indices estdn asociados con un

atague nuclecfilico y elecirofilico en el sitio k respeciivamente. Cabe desiacar que, de
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acuerdo a las ecuaciones {2.10} y (2.11}. la blandura local y la electrofilia local estan

distribuidas de acuerdo a la funcidn de Fukui.

2.2.2 El Principio de Acidos y Bases Duros y Blandos (HSAB) local

El principio de Acldos y Bases Duros y Blandos (HSAB) de Pearson. Pearson32 definié dos
categorias de dcidos y bases, de acuerdo a la dureza o blandura de las moléculas, a
saber, los dcidos y bases duros y los dcidos y bases blandos. Propuso entonces el
principio de los Acidos y Bases Duros y Biandos (HSAB) que propone que los dcidos duros
prefieren reaccionar con las bases duras, mientras que los écides blandos prefieren
reaccionar con las bases blandas. Mds adelante Klopman®' propuso que las
interacciones duro-duro estarion controladas por cargos, mientras que las interacciones
blande-blando estarion confroladas por los orbitales frontera HOMO y LUMO,

La selectividad en las reacciones enire Geidos y bases, en €l marco del principio
de HSAB, establece que las inferacciones favorecidas serdn aquellas que involucran
sitios en el acide de Lewis que presentan valores de blandura muy cercanos a los
presentes en la base de Lewis.3 Por ofro lado, Gazquez y Méndez3 demostraron que la
interaccién entre dos moléculas no ocume necesariomente a fravés de los dtomos mds
blandos de las moléculas, sino mds bien a través de Gtomos de blandura similar, Este
principio se conoce como el Principio de Acidos y Bases Duros y Blandos local, y ha sido
estudiado por varios grupos con el objeto de comprender su validez, y para predecir los
atomos que reaccionan en pares de moléculas,45.46.47.48

Gdzguez y Méndez® derivaron el principio HSAB local a pariir de la energia de
inferaccion enire dos especies quimicas A y B. Desde un punio de vista global se tiene

que:
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{2.12) AEA = pa ANa + 77a {ANA)?/2 y

{2.13) AEs = 3 ANg + 78 {ANs)?/2

ecuaciones en las cuales los cambios en el potencial externo de A y B han sido
despreciados, y la fransferencia de carga desde una especie a otra se ha expresado

como:

{2.14) HaB = pia + A ANA/2 = s+ ANs/2

Puesto que ANa + ANs = 0, entonces

(2.15) s = (uaSa + usSs)/ (Sa + Sa)
(2.16) AEA = Sa[tfas - p£a)/2
{2.17) ABs = Sa(tfas - pfa)/2

donde se ha utilizado la relacién inversa que existe entre los descriptores Sy 7.

El cambio en el Gran Potencial®?, AQ, de los dtomos o subunidades moleculares

AvyB, donde
(2.18) Q=E- N

seria
(2.19) AQa = -(pm - pa)? Se2 Saf2 [Sa + Sp)2
(2.20) - AQs = -(i8 - pa)2SA2 Sp/2 [Sa + Sg)?




luego de utilizar la ecuacién (2.14) y que AQa + AQs = AEa + Afs.

Con el objeio de comprobar el principio HSAB se demosiré que, para una
diferencia de potencial quimico dado, s - z, y para una Ss dada, la minimizacion de
AQa con respecto a Sa lieva, precisamente a que Sa = Sz. De manera andloga, la
minimizacion de AQs con respecto a Ss lleva a que Sz = Sa. Bgjo estas condiciones
(AQA)rrin = [AC28) min.

Si una inferaccidn enire dos moléculas A y B ocurre a través de los dtomos k de
A y | de B, cada dtomo de A y B debe cumplir con la condicién de igualar los
potenciales quimicos electrénicos de todos los diomos a un valor pas a traves de una

fransferencia de carga de manera que

(2.21) HaB = pia + 7jak ANak = zB + 78 AN

Puesto que el valor uas estd determinado por la interaccién globalentre Ay By

estd determinada por la ecuacién {2.15), se encuenira que,

(2.22) ANak = Sa Sg fax (1 - )/ Sa + Ss) Y

(2.23) AN = SaSefoi (s - pa)/{Sa + Ss)

Mientras que los cambios de energia y los cambios en el Gran Potencial debido

ak en Ay alen B estan dados por:

(2.24) AEax = Sak(plas - 10a)/2
(2.25) AEw = sa{sfan - 108)/2

(2.26) AQax = -[ms - )2 882 Sa fax /2 (Sa + Sg)2
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{2.27) AQu = [z - pa)2Sa2 Se far /2 {Sa + Sa)?

al considerar que

K K
Sy= ZSAI: pues ZfAk =1
k=1

k=1

Las ecuaciones {2.22} y {2.23) indican que, mieniras mayor es el valor de la
funcién de Fukui, mayor es ia transferencia de carga.

De o ecuacion {2.26) se obiiene que el cambio en el del Gtfomo k se minimiza

cuando Sa = Ss si {m - ua), Ss y fax fienen valores fijos. De manera simiar, la
minimizacion de AQa con respecto a s, a valores fijos de (s - ). 5. ¥ falleva ala

condicién Sa = Ss. De esta manerq, el principio HSAB global implica que el Gran

Potencial de los Gtomos A y B llega a un valor minime cuando ambas especies fienen
aproximadamente la misma blandura.
Ahora bien, sl la interaccion entre A v B ocume a fravés de los Gtomos k de Ay !

de B, se puede suponer que la situacion mas favorable comesponde a

{2.28) {AQak)min = (A8 min

Gdzquez y Méndez® establecieron gue ofra condicion de minimizacién de AQ,

perfinente comespondia a:
{2.29) Jax = fa

yyaque Sa = Ss entonces

L
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{2.30) Sak =SBl

Esto es, que la inferaccién enfre A y B se favorece cuando ocurre a través de
aquellos dtomos cuyas blanduras son aproximadamente iguales: et principio HSAB local.

Oftros autores#s destacan que, en virtud de la ecuacién (2.10), como sak = Sa fak
y 58 = Sg fii, Sa puede o no ser igual a Sg, y fax no necesariamente debe ser igual a fa.
Estos mismos autores demuesiran que la minimizacion de AQak respecio de sak (a

fravés de la derivada parcial), manteniendo fijos (1 - za) ¥ Sar, exige que sak = sst.

Con el objeto de caracterizar una regién molecuiar, que incluyera mds de un
atomo, en este trabajo se ulilizé el concepto de blandura grupal de acuerdo a la

ecuacion definida por Krishnamurty y Pal34
+
(2.31) Sg = 2 S,
keG k

donde sf se define segin la ecuacién (2.10).

De este modo, en este estudio se buscaron regiones actlivas en las moléculas de
lumifiavina y 1-metilnicotinamida con valcores similares de blondura. Estas regiones, al
simular los datos cristalograficos disponibles, se enconirarian muy cerca en &l espacio
durante el proceso catalitico (ver Figuras 2.3a y 2.3b). Se considerd ademds que estas
regiones reactivas deberian tener formas y tfamaios similares en cada molécula, con el
-objeto de obtener la mejor interaccion posible enfre ellas. Se buscaron entonces

regiones con formas similares y con el mismo ndmero de dtomos en cada molécula,
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que incluyeran los sitios reactivos N-5 y C-4a de lumifiavina y C-4 de Ii-

metilnicotinamida.

2.3 Metodologia

Todos los cdlculos se redlizaron al nivel B3LYP/6-31G, ulilizando el programa
Gaussian 98.5%¢ La geometria de las moléculas estudiadas se oplimizé completamente.
Las esfructuras minimizadas concuerdan plenamente con estudios previos de las

moléculas de lumiflaving, oxidada y reducida, y de 1-mefilnicotinamida.??28 Los

descriptores de estructura elecironica globales g, 77, § y @, se calcularon de acuerdo a

ias ecuaciones (2.5} o (2.8) respeciivamente. Las funciones de Fukui, f* se obiuvieron a
fravés de la metlodologia desarrollada por Contreras y col., descrita en el Apéndice I,
seccion A 114351 Los indices de reactividad local $*% y o, se calcularon de acuerdo a las

ecuaciones {2.10) y (2.11}.

2.4 Resuliados y Discusién

2.4.1 Blandura grupal

Se ha sugerido que, a distancias corias, las interacciones de algunas moléculas
que presentan actividad biologica podrian ocumir a fravés de regiones dentro de las
moleculas mas bien gue a través de todo &l esqueleto.®34 De hecho, la reactividad en
las flavoproteinas parece estar restingida principalmente a regiones relafivamente
pequefias del sistemna isoaloxazinico que contienen los Gtomos N-5 y C-4a.12432 Por oo
lado se ha encoenirade que el principio de HSAB de Pearson permite determinar la
especificidad y/o eficiencia en la catdlisis enzimdtica y en las interacciones droga-

receptor.5253 En esie irabajo se tomaron en cuenta estas observaciones al explorar la
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reactividad regioespecifica del sistema lumiflavina-1-metilnicotinamida, que se muestra
en la Figura 2.3b, en el contexto del principio de HSAB local 33

La Tabla 2.1 reune las propiedades locales para lumiflavina y 1-
metilnicotinamida en sus diferentes estados de oxidacién y protonacion. El andlisis de la
blandura grupal, se, para el par LF-NH (ver Figura 2.4a), calculado de acuerdo a la
ecuacion (31), muestra que la blandura grupal de LF (el electréfilo), considerando los
atomos C-4a, N-5 y C-5a, y el valor de s cormespondiente en NH (el nucledfilo),

calculada considerando los atomos C-3, Hi y C-5 de NH, muestran valores muy similares:

a b
e G, Y
I e g 5
w AR \ et P,
Ty e Fa N gy
5 o 5 &
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FH | 2]
L2 L2
il
" 4 H H/c-\)'f f C-a
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C d
P’{) - v o
9a At i = 10 ¥
-2 B A o
"ﬁ—" r: i A
e LFH5+ =
1 64,
6 ?;/3 GC.»N;C.:’
5"§c“c ° o
+ o ool A <y 7
N e NH P )

Figura 2.4: Regiones moleculares de lumiflavina y 1-metilnicotinamida con valores
similares de blanduras grupales. Sistema LF-NH (a); sistema LFH1+-NH (b); sistema LFH2-N*
(€); sistema LFH5*-NH (d).




Tabla 2.1: indices de reactividad local para lumiflavina y 1-metilnicotinamida
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Molécula Sitio (k) f (k) K st (k) s7{k) o {k)
(au) {au) (eV)
NH N-T 0.0192 0.2683 1.6380 0.0159
C-2 0.3040 0.0366 0.2236 0.2507
C-3 0.1242 0.2583 1.57648 0.1025
C-4 0.0000 0.0126 0.0768 0.0000
C-5 0.1737 0.1829 1.1164 0.1433
C-6 0.1030 0.0416 0.2539 0.0850
C-a 0.1334 0.0030 0.0181 0.1101
Hi 0.0002 0.0417 0.2544 0.0002
N+ C-3 0.0746 0.4821 0.7071
C-4 0.3251 2.1001 3.0807
C-5 0.0060 0.0390 0.0572
C-6 0.2425 1.5663 2.2976
C-a 0.0087 0.0561 0.0823
N-a 0.0043 00276 0.0404
LF N-1 0.0259 0.2116 0.0867
C-4a 0.1419 1.1584 0.4745
N-5 0.2513 2.0508 0.8401
C-5a 0.0000 0.0000 0.0000
LFH1+ C-4 0.0227 0.1679 0.2480
C-4a 0.0747 0.5524 0.8143
N-5 0.2731 2.0195 2.9842
C-5a 0.0134 0.0991 0.1464
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Tabla 1. {Continuacién).
Molécula Sitio {k) F ik fFik s* (k) s~ (k) o (k)
{au) {au) {eV)
LFHS+ C-4q 0.2487 28821 4.4581
N-5 0.1968 22784 3.5242
C%a 0.0622 0.7208 1.1150
N-10 0.09946 1.1542 1.7854
C-10a 0.0151 0.1750 0.2707
LFH: C-4 0.1556 0.0238 0.1881 0.1614
C-4a 0.0645 0.11346 0.8987 0.0670
N-5 0.0003 0.2567 20306 0.0003
C-5a 0.0484 0.0418 0.3310 0.0504
C-9a 0.0570 0.0699 0.5530 0.0592
O-4 0.1098 0.0504 0.39%90 0.113¢9
{?a) 5*G LF = s*{C-4a) + 5*(N-5} + s*(C-50a}
= 1.1584 + 2,0508 + 0.0000 = 3.2092

tds)] s6 NH =5{C-3) + s-(Hi) + s(C-5}
= 1.5768 + 0.2544 + 1.11466 = 2.9478

Los valores de blandura grupal para las moléculas de LF y NH son similares en un
91.8%. La orientacion de estas moléculas concuerda con el modelo experimental en la
Figura 2.3a. Al incluir el valor de la blandura local de C-4 {ver Figura 2.4a), lo que rompe
la condicion de la igualdad en el nimero de diomos en cada unidad del par LF-NH,
pero no coambia significativamente ni el tamafio ni lo forma de las regiones °

consideradas, la similiiud de valores de sc aumenta a un 94.2%. Ninguna ofra regién o
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daitomo de la molécula mejora la semejanza de estos valores, aln cuando se consideren
atomos lejanos a ld regién activa.

Para el sistema LFH1+-NH que se muesira en la Figura 2.4b (lumiflavina oxidada y
protonada en N-1), se encontrd que las regiones activas consiituvidas por los aiomos C-
4, C-4a, N-5 y C-5a de LFH1* (el electréfilo), y C-a, C-3, C-4 y C-5 de NH (el nucledfilo)

concentran los valores de se de mayor similifud:

(10q) st LFH1* = 5+{C-4) + 5+(C-4q) + s*{N-5) + s+[{C-5q)
=0.1679 + 0.5524 + 2.0195 + 0.0991 = 2.8389

(10b) s"e NH = 57(C-a) + ${C-3) + 5(C-4) + 5-(C-5)
=0.0181 + 1.5768 + 0.0768 + 1.1164 = 2.7883

Para esie sistema ({ver Figura 2.4b} la similitud de valores de blandura grupal
alcanza el 98.6%.

De acuerdo a datos cristalograficos,é la franshidrogenacién desde LFHz a N*
deberia involucrar el mismo ameglo geométrico que la reaccidn en el sentido inverso
{ver Figura 2.2). En el sistema LFH2-N*, mostrado en la Figura 2.4c, los Gtomos C-4, C-4q,
N-5, C-5a, C-9a y O-4 {oxigeno unido a C-4) de LFH: estarian supemuestos en el espacio
a los atomos C-a, C-3, C-4, C-5, C-46 y N-a de N*. El andlisis de blandura grupal predice

la siguiente distribucion:

{11a) s’ LFH2 =5{C-4) + 5-(C-4a) + 5{N-5) + s{C-50) + 5[{C-7q) + 5[(0-4)
={.1881 + 0.8987 + 2.0304 + 0.3310 + 0.5530 + 0.3990 = 4.4004

(11b} s*c N*=s*(C-a) +s*(C-3) + s*[C-4} + s*(C-5) + 5+{C-6) + s*[N-q]
=0.0461 + 0.4821 + 2.1001 + 0.0390 + 1.5663 + 0.0276 = 4.2712
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con una similitud de vaolores de s de 97.3% enire ambas subunidades, en una
orientacitn congruente con la que muestra el modelo cristalografico (ver Figura 2.4¢).

Para el sisiema LFH5*-NH (Figura 2.4d), existe alguna controversia en cuanio ala
factibilidad de la reaccion entre NAD{PJH y la flavina oxidada y protonada en N-5.
Mientras que los datos de RMN han enfregado pruebas que apoyarian la existencia de
puentes de hidrégeno entre la apoproteina y N-5 de la flavina en la enzima OYE (Old
Yellow Enzyme). una reductasa flavinica, el valor de pKa calculadoe para el atomo N-5
de la flavina oxidada confradice esta hipdtesis.5 La similiiud de blanduras globales en
este sisiema, 52.7%, es pobre en comparacion a las enconfradas en los ofros sistemas
en estudio. Cuando las blanduras grupales incluyen los Gtomos activos {N-5, C-4a de
LFH5* y C-4 de NH), lao semejanza de valores es adn mas pobre {ver Tabla 2.1 y Figura
2.4d). En este frabajo se pudo encontrar para otras regiones vaiores similares de s, con
una similitud de un 94.9%, pero las regiones consideradas (dlomos C-9a, N-10y C-10a en
la molécuia de lumiflavina, Gtomos N-1, C-2, y C-6 en la molécula de nicotinamida) no
incluyen los cenfros activos. Este resultado sugeric que descriptores locales mas
especificos, como la electrofilia local, podrian ser determinantes en la reactividad,
como en los casos de los sistemas LE-NH, LFH1+-NH y LFHz-N*, lo que se discutird en la
secclon siguiente.

Cabe hacer notar que el concepio de blandura grupai en funcion de la
adicién de las blanduras locales, aunque reciente, no es nuevo. Ha sido utlizado para
predecir la reactividad de compuestos carbonilicos3* y para analizar la reactividad de
un polipépiido utilizado para modelar un canal iénico (K*).5% La comparacién de
blanduras locales entre atomos provenientes de dos moléculas diferentes que
inferaction es un concepto mas antiguo. Se ha ufillizado con excelentes resulfados

para explicar y predecir la estereoselectividad de las reacciones de cicloadicién de
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Diels-Alder, 45 y para predecir sitios de interaccion en catalizadores.457 De esta
manerq, no debiera sorprender que ufilizar estos dos concepios en conjunio -la
reactividad de las moléculas asociada al principio HSAB local y la consiruccidn de una
blandura regional a pariir de ias blanduras locales en tomo a los sifios reactivos- sea Gfil
para comprender, y probablemente para predecir, la interaccién y/o reactividad de

sistemas quimicos y bioquimicos.

En resumen, en este estudio se enconiraron regiones en las moléculos de
fumitlavina {protonada o no} y de T-mefilnicofinamida que presenfan tamanos, formas
y valores de blandura grupal similares. De acuerdo a los antecedentes cristalograficos,
son estas mismas regiones en ias moléculas de FAD y NAD({P} las que estan en contacto
duranie el proceso catalitico. Sobre la base de estos resultados, en este trabagjo se
sugiere que, cuando las moléculas de FAD y NAD([P} se enfrentan a distancias corias,
sus regiones activas se orieniarian para opilimizar la interaccidn a ifravés del

reconocimiento de regiones moleculares con valores similares de blandura grupal. de

acuerdo al principio de HSAB local.
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2.4.2 Interacciones especificas

Si bien en esie trabdjo la comparacién de las blanduras grupales entrega
informacién relevante con respecto a la creniacién de las moléculas que interactian,
mosirando un excelenfe acuerdo con el principio de HSAB, la reactividad del sistema
s0lo guedaria descrita al incorporar ofros descriptores de reaciividad como la
elecfrofilia.

Lo Tabla 2.2 resume los indices de reaciividad global calculados para
lumifiavina y 1-mefilnicotinamida, en sus estados oxidados y reducidos. Las estructuras
de lumiflavina oxidada profonadas en N-1 y en N-5 (LFH1* y LFH5*) también se

consideraron. Los valores del potencial quimico elecirénico {4} de las moléculas

esfudiadas predicen comeciamente que la densidad electrdnica fluye desde NH a LF,
LFH1+ o LFH5* y desde LFH2 a N+, dependiendo de la direccion de la cotdlisis
enzimdtica. Los valores de elecirofilia sugieren el siguiente orden: LFH5* > LFH1+ > N+ > LF
> LFH2 > NH. Se observa gue la protonacién de LF aumenta su electrofilia, y por lo tanio
podrfa esperarse que la protonacion en N-1 o en N-5 sea el primer pasc en algunos
mecanismos cataliticos donde el atague nucleofilico sea deferminante. Si se considera
que la electrofilia y la nucleofilia se ubican en extrermos opuestos de una misma escala,

entonces los valores de @ indican apropiodamente que LF, LFH1+ y LFH5* se comportan

como elecirdfilos frente a NH (que, a su vez, se comportaria como nucledfilo), mientras
que N* se comporiaria como elecirofilo frente a LFHz. Segin lo establece la ecuacion

{2.11), el sitic de mayor electrofilia serd@ el que exhibe el mayor valor de la funcién de

Fukui electrofilica, es decir, el sitio aclivo del elecirdiilo.
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Tabla 2.2: indices de reactividad global para lumiflavina y 1-metiinicotinamida.

Molécula M 7 S @ AN
(eV) (eV) fav) {eV) (e)
N+ -8.9349 42129 6.4591 9.4748 0.8185¢
NH -27115 4.4575 6.1046 0.8247
LFH5+ -9.1751 2.3481 11.5888 17.9256 0.94970
LFH1+ -8.9677 36798 7.3948 10.9272 0.7688b
LF -4,7216 3.3342 8.1613 3.3432 0.25800
LFH2 -2.6718 3.4393 79120 1.0378

daTransferencia de carga desde LFH: a N*. Plransferencia de carga desde NH o
lumiflavina neutra o protonada.

Como se mencionara anteriormente, no sélo N-5, sino también N-1 y C-4a se
consideran como las posiciones mas favorables para recibir el idn hidruro desde Ia
nicotinamida en la molécula de LF. Una inspeccién de los valores de electrofiia local
en la Tabla 2.1 muesira que N-5 posee el valor mds alto (0.8401 eV), seguido de C-4a y
de N-1 {0.4745 y 0.0867 eV respeclivamentie). De esta manera, los resultades de este
trabdjo indican que N-5 seria el sitio preferido frente a un ataque nucleofilico, mas alid
del impedimento estérico impuesto por la apoproteina, como lo propusieran algunos
aufores.” Cabe destacar que en NH la electrofiia local en C-4 es nula y que la de!
hidrogeno fransferido (Hi) es muy bgja (0.0002), lo cual estd de acuerde con el
comportamiento nucleofilico de NH con respecto a LF. Estos resuliados concuerdan
ademas con experimentos reafizados con flavoenzimas, en los cuales se usé [4-3HINADH
como sustrato reductor, y donde se detects la transterencia del ion hidruro al atomo N-
5 de la isedloxazing.® Cuando Ia franshidrogenacion ocurre en sentido inverso, desde
N-5 de LFH2 a C-4 de N*, el mayor valor de electrofilia local se encuentra en C-4 de N*,

en completo acuverdo con los mecanismos propuestos.t También se observa en este

sistema el comportamiento nucleofilico de N* con respecio a LFHz, representado por los
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bajos valores de las electrofiias locales en esta molécula, Los indices locales de LFHT*
indican que la protonacién en N-1 aumenia la electrofilia de N-5 casi cuatro veces con
respecto al mismo sitio en LF, mientras que la de C-4a se ve casi doblada. La
profonacion en N-5 aumenta fuerlemente el poder elecirofiico en C-4a (diez veces)
con respecio a LF, mieniras que este indice para N-5 es levemente superior al que se
alcanza en LFH1+.

La blandura global, calculada usando la ecuacion {2.7), indica que el valorde §
de NH es similar a las blanduras globales de LF, LFH1* y de LFH5* en un 74.8%, 82.6% y
52.7% respectivamente {valores obienidos de la Tabla 2.2). Los valores de S para LFHz y
N* alcanzan una similitud de un 81.6%. Debido a que en la reaccién de fransferencia
de hidruro entre flavinas oxidadas y NAD{P}H no estd claro si las flavinas estan o no
protonadas en N-1 o en N-5,'45¢ pero en la reaccion inversa — entre flavinas reducidas y
NAD(P)* - la profonacién es imelevanie al considerar la reaccién tofal, esie estudio
sugiere que se deberia tomar este Gltimo valor, 81.6%, como un referente enzimatico
relativo para esta reaccién. En este confexto la reaccién enfre NH y LFH1+ deberia estar
favorecida sobre LF o LFHS*, de acuerdo of principio de HSABR de Pearson.s® Los valores
de blandura global calculados en este frabajo indican claramente que la reactividad
en ef sistema lumiflavina-1-metilnicofinamida es una consecuencia de una interaccién
enire acidos y bases blandas, donde la rupiura y la formacién de enlaces covalentes -
como la reaccion de franshidrogenacion- es el resultado coracteristico de este tipo de
inferacclones.s¢

Por dltimo se disculira brevemente la fransferencia de carga en la interaccion
enire LF y NH. La literatura informa que, en algin punto de varios mecanismos
cataliticos de flavoenzimas, las flavinas forman complejos de transferencia de carga

con sustratos como NAD(PJH o con oiros residuos del sitio activo de algunas
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enzimas.42141 Sg han propuesto fres mecanismos diferentes para la fransferencia de
hidruro: 1} transferencia de un i6n hidruro en un solo paso; 2) fransferencia de un
electrén seguida de la fransferencia de un Gtomo de hidrégeno o la secuencia inversa,
y 3) transferencia de dos electfrones y de un protén en tres.pasos.2342 Un andlisis de los
valores de fransferencia de carga, AN, enire los moléculas A y B, en la Tabla 2.2, se
realizé segun la versién de Pearson de la ecuacion de Ohm31: AN = (ua — )/ {7a + s). LOS
resultados muestran que cuando la franshidrogenacion ocure enire N* y LFH, se
obfiene un valor relafivamente alto de AN {0.8185 e), lo que indica enfonces que el
primer o tercer mecanismo podrian estar operando, ambos involucrando la
fransferencia de dos electrones, en concordancia con la capacidad caracteristica de
la nicotinamida oxidada de aceptar dos electrones en forma simultanea.s! Lo
franshidrogenacién entre NH y lumiflavina protonada también muestra valores alios de
4N [0.7688-0.9497¢), sugiriendo de igual manera la presencia de un proceso a dos
elecirones. En contraste, se observa un valor bajo de AN para la transhidrogenacién
desde NH a LF {0.2580e). Este resultado podria relacionarse con un proceso a un
electrén en un primer paso {i.e. el segundo mecanismo), en completo acuerdo con los
resultados de un estudio tedrico del estado de fransicidn para la iransferencia de
hidruro en varios enzimas.? Resulia interesante que los valores de AN se puedan
relacionar con ios mecanismos propuestos para esta reaccién: valores pequefios de AN
podrian relacionarse con mecanismos radicalarios, mieniras que valores mds alios
podrian estar asociados a mecanismos de fransferencia de dos electrones. Ademds
parece ser que, independientemenie de la direccion de la caidlisis o de si la
lumiflavina est@ o no protonada, existe siempre un proceso de transferencia de carga

asociado a la transferencia de hidruro entre lumiflavina y 1-mefilnicotinamida.
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Los resultados de este frabdjo apoyan la hipdtesis de Massey y Hemmerich'2 en
términos de que existen aspectos estructurales comunes que determinan el tipo de
reaccién catdlizada y su regioespecificidad: ia protonacién de N-1 del nucleo
isoaloxazinico promueve la activacion de N-5 hacia el ataque nucleofiico, mientras
que la profonacion en N-5 activa la paosicidon C-4a frente al ataque nucleofilico. Sin
embargo, Massey y Hemmerich restringieron su propuesta a enzimas capaces de
establlizar los radicales flavinicos “azul” o “rojo" [ver Figura 2.1} como las fransferasas
elechronicas y las deshidrogenasas/oxidasas respectivamente. Los resultados de este
frabaijo indican que la proposicion de Massey y Hemmerich puede ampliarse a enzimas
cuyos intermediarios radicalaros sean muy inestables o no se formen, tales como las
flavoproteinas que catalizan reacciones de franshidrogenacién, la primera divisién
denfro de su clasificacion de flavoenzimas. Ademds estos resultados sugieren que,
cuando la deshidrogenacién enzimatica ocume a través de un ataque nucleofiico, la
posicion del puente de hidrégeno que pudiera formarse enire la isoaloxazina y la
apoprotelna determinaria el sitio de alogue nucleoffico (N-5 o C-4a de o

isoqloxazina).

2.5 Conclusiones

la reaccién de iranshidrogenacion e1:| el sistema lumiflaving-1-
metilnicotinamida se puede comprender como una interaccién enire especies
blandas, controlada por los orbitales de fronfera y bien enmarcada en el principio de
HSAB. Descriptores globales, derivados de la parle conceptual de la Teora de
Funcionales de la Densidad, tales como el potencial quimico elecirénico, la elecirofilia

y la blandura describen apropiadamente la reactividad del sistema estudiado.
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La regioespecificidad de la reaccién de transhidrogenacion en el sistema
lumiflavina-1-metilnicotinamida estariac modulada por propiedades de regiones
extendidas deniro de la moléculg, las que incluirian mas de un centro atdémico. En este
frabajo se encontrd que los sitios reactivos de las moléculas que participan en ia
interaccion esidan ubicados en regiones de diferentes moléculas, con formas y famafios
similares y que presentan valores muy similares de blandura grupal. El principio de HSAB
parece ser fundamental para entender algunos aspecios de la catdlisis enzimdtica, no
s6lo a nivel molecular global, sino también cuando se debe considerar la
regioespecificidad de las reacciones involucradas. En este frabajo se encontrd que la
blandura grupal, calculada usando las funciones de Fukui, aparece como un indice
que puede ser Uil para identificar regiones moleculares activas de moléculas que
inferactdan o distancios cortas. Sin embargo, ofras propiedades condensadas a
aGtomos, como la electrofilia local, también son determinantes de la reactividad. El
indice de blandura grupal podria ser especialmente Ufl para comprender
interacciones de apllamiento enfre macromoléculas y susiratos, no sélo en la catdlisis
enzimdtica, sino también en la infercalocion de moléculas en el ADN y en las

inferacciones droga-receptor.




54

Referencias

! Fitzpatrick, P. F. Acc. Chem. Res. 2001, 34, 299.

2 Ghislg, S.; Massey, V. Eur. J. Biochem. 1989, 181, 1

3 Massey, V. J. Biol. Chem. 1994, 2569, 22459.

4 Weber, S.; M&bius, K.; Richter, G.; Kay, C. W. M. J. Am. Chem. Soc. 2001, 123, 3790.

5 Mitfl, P. R., Berry, A., Scrutton, N. S., Perham, R. N., Schulz, G. E. Protein Sci. 1994, 3, 1504.
¢ Karplus, P. A.; Daniels, M. J.; Heriot, J. R. Science 1991, 251, 40.

7 Tanner, J. J.; Lei, B.; Tu, 5.-C.; Krause, K. L. Biochemistry 1996, 35, 13531,

8 Stuehr, D. J.; lkeda-Saito, M. J. Biol. Chem. 1992, 267, 20547.

? Bradley, L. H.; Swenson, R, P. Biochemistry 1999, 38, 12377

1¢ Efimov, L: Cronin, C. N.; Mcintire, W. S. Biochemistry 2001, 40, 2156.

1 Zhow, Z.; Swenson, R. P. Biochemisfry 1996, 35, 15980.

12 Massey, V.; Hemmerich, P. Biochem. Soc. Trans. 1980, 8, 244

13 Ghisla, S.; Massey, V. Biochem. J. 1986, 239, 1.

14 Tedeschi, G.; Chen, 5.: Massey, V., J. Biol, Chem. 1995. 270, 2512.

15 Haris, C. M.; Sanders, S. A.; Massey, V. J. Biol. Chem. 1999, 274, 4541,

16 Shinkdi, 5.: Honda, N.; [shikawa, Y.; Manabe, O. J. Am. Chem. Soc. 1985, 107, 6286.

17 Wouters, J.; Durani, F.; Champagne, B.; André, J-M. int. J. Quant. Chem. 1997, 64, 721.
18 Walsh, C. Acc. Chem, Res. 1980, 13, 148.

¥ Lantwin, C. B.; Schlichfing, I.; Kabsch, W.; Pai, E. F.; Krauth-Siegel, R. L. Proteins 1994, 18,
161.

2 Fieschi, F.; Niviére, V.; Frier, C.; Décout, J-L.. Fontecave M. J. Biol Chem. 1995, 270,
303%2.

21 Hubbard, P. A.; Shen, A. L.; Paschke, R.; Kasper, C. B.; Kim, J.-J. P. J. Biol. Chem. 2001,
276, 29163.

2 Hemmerich, P.; Nagelschneider, G.; Veeger, C. FEBS Lett, 1970, 8, 49,

2 Andrés, J.; Moliner, V.; Safont, V. S.; Aulld, J. M. Dioz. W.; Tapia, O. J. Mol. Stuct
(THEOCHEM) 1996, 371, 299.

# Song, P.-S. J. Phys. Chem., 1968, 72, 536.

25 5un, M.; Moore, T.; Song, P.-5. J. Am. Chem. Soc. 1972, 94, 1730.

2 Meyer, M.; Hartwig, H.; Schomburg, D. J. Mol. Struct. (THEOCHEM) 1996, 364, 139.

7 Zheng, Y.-J; Ornstein, R. L. J. Am. Chem. Soc. 1996, 118, 9402.

28 Sustmann, R.; Sicking, W.; Schulz, G. E. Angew. Chem. Int. Ed. Engl. 1989, 28, 1023,




55

2 Diaz, W.; Aulld, J. M.; Paulino, M.; Tapia, O. Chem. Phys. 1996, 204, 195.

0 Park, B.-K.; Doh, $.-T.; Son, G.-5.; Kim, J-M.; Lee, G.-Y. Bull Korean Chem. Soc. 1994, 15,
291.

3 Parr, R. G.; Yang, W. (198%) en Density Funclional Theory of Afoms and Molecules;
Oxiord University Press: New York.

32 Geeriings, P_; De Profi., F.; Langenaeker, W. Chem. Rev. 2003, 103, 1793.

B Gazquez, J. L, Méndez, F. J. Phys. Chern. A 1994, 98, 4591.

34 Krishnamurty, S.: Pal, 8. J. Phys. Chem. A 2000, 104, 7639.

35 Parez, P.; Aizman, A.; Conireras, R. J. Phys. Chem. A 2002, 106, 3944.

3¢ Domingo, L. R.; Amé, M.; Conireras, R.: Pérez, P. J. Phys. Chem. A 2002, 106, 952.

37 Pérez, P.; Simon-Manso, Y.; Aizman, A.; Fuentealba, P.; Confreras, R. J. Am. Chem. Soc.
2000, 122, 4756.

38 Pérez, P.; Toro-Labbé, A. J, Phys, Chem. A 2000, 104, 1557,

¥ Pam, R. G.; Donneily, R. A. ; Levy, M. ; Palke, W.E. J. Phys. Chem. 1978, 68, 3801.

40 Pam, R. G.; Szenipdly, L.; Liu, S. J. Am. Chem. Soc. 1999 127, 1922.

41 Confrercas, R.; Domingo, L. R.; Andrés, J.; Pérez, P.; Tapia, O. J. Phys. Chem. A 1999, 103,
1367.

42 Pérez, P.; Toro-Labbé, A.; Aizman, A.; Contreras, R. J. Org. Chem. 2002, 47, 4747.

43 Contreras, R.; Fuentealba, P.; Galvdan, M; Pérez, P. Chem. Phys. Lett. 1999, 304, 405.

411 Y.: Evans, J.N.S J. Am. Chem. Soc. 1995 117, 7756.

4 Krishnamurly, S.; Roy, R. K.: Vetivel, R.; lwata, S.; Pal, 5. ). Phys. Chem. A 1997, 101,
7253.

4 Damoun, S.; Van de Woude, G.; Méndez, F.; Geerlings, P. J. Phys. Chem. A 1997, 101,
884.

4 Méndez, F.; Romero, M. de L. ; De Proft., F.; Geerings, P. J. Org. Chem. 1998, 63, 5774.
4 Chatfterjee, A.; iwascki, T. ; Takeo, E. J. Phys, Chem. A 1999, 103, 2489,

4 Chattaraj, P. K Hsing, L.; Parr, R. G. J. Am. Chem. Soc. 1991, 113, 1855.

% Gaussian 98 : Frisch, M. J.; Trucks, G. W.; Schlegel, H. B.; Scuseria, G, E.: Robb, M. A_;
Cheeseman, J. R.; Zakrzewski, V. G.; Monigomery, J. A., Jr.; Stratmann, R. E.: Burant, J. C.;
Dapprich, S.; Millom, J. M.; Daniels, A. D.; Kudin, K. N.: Strain, M. C.; Farkas, O. ; Tomasi, J.;
Barone, V.. Cossi, M. Cammi, R.; Mennuci, B.; Pomelli, C.. Adamo, C.; Clifford, S.:
Ochierski, J.; Petersson, G. A.; Aydla, P. Y. Cui, Q. Morokuma, K. Salvador, P.:
Dannenberg, J. J.. Mdlick, D. K.; Rabuck, A. D.; Raghavachari, K; Foresman, J. B.:




56

Cioslowski, J.; Ortiz, J. V.; Baboul, A. G Stefanov, B. B.; Liu, G.; Liashenko, A.; Piskorz, P.;
Komaromi, l.; Gomperts, R.; Mariin, R. L.; Fox, D. J.; Keith, T.; Al-Laham, M. A.; Peng, C. Y,;
Nanayakkara, A.; Gonzdlez, C.;: Challacombe, M.; Gill, P. M. W.; Johnson, B.; Chen, W.;
Wong, M. W.; Andrés, J. L; Gonzdlez, C.; Head-Gordon, M.; Replogle, E. 5.; Pople, J. A.
Gaussian Inc.; Piitsburgh, PA, 1998.

51 Fuentealba, P Pérez, P.; Contreras, R. J. Chem. Phys. 2000, 113, 2544,

52[], Y.; Evans, J. N. 5. Froc. Nail. Acad. Sci. U.S.A 1996, 93, 4612.

33 Aliste, M, P. J. Mol. Struct. THEOCHEM) 2000, 507, 1.

54 Fox, K. M.; Karplus, P. A. J. Biol. Chem. 1999, 274, 9357.

55 Ireta, J.; Galvéan M.; Cho, K; Joannopoulos, J. D. J. Am. Chem. Soc. 1998, 120, 9771,

5% Cong. Y.; Yang, Z-Z.; Wang, C.-S.; Liu, X.-C.: Bao, X.-H Chem. Phys. Letf. 2002, 357, 59.

% langenaeker, W.; Coussement, N.; De Prof., F.: Geerlings, P. J. Phys. Chem. 1994, 98,
3010.

58 Louie, D.; Kaplan, N. J. Biol, Chem. 1970, 245, 5691.

5 Pearson, R. J. Am. Chem. Soc. 1943, 85, 3533.

¢ Chattaraj, P. K. J. Phys. Chem. A 2001, 105, 511.

¢ Batie, C. J.; Kamin, H. J. Biol. Chem. 1986, 261, 11214,

82 fribamne, F.: Pavlino, M.; Tapia, O. Theor. Chem. Acc. 2000, 103, 451.




57

CAPITULO 3. ESTUDIO TEORICO DE LA INTERACCION B-CARBOLINA-
LUMIFLAVINA Y SU APLICACION A LA INHIBICION DE LA

MONOAMINOOXIDASA A

3.1 Infroduccidn

El esqueleio gcarbolinico (9-H-pirido[3.4-blindol) ha sido objeto de intensos
es%udios gufmicos y bioquimicos debido al reconocido inierés farmacoldgico que
presenta, segun se sefialara en el Capiiulo | de esta tesis. Sin embargo, existen pocos
esfudios tedricos que permitan comprender tanto ia reactividad quimica'2 como la
actividad bioldgica® de estos compuesios. Los cdlculos semiempiricos realizados en el
estudio de las fcarbolinas utilizando la metodologia AM1 predicen comectamente [as
propiedades estructurales y los sitios de prolonacion de estas moléculas. Sin embargo,
el estudio de la reactividad, realizado con la misma metodologia y analizado en base
a las densidades electronicas de los orbitales de frontera, de las cargas atdémicas netas
y de los mapas de potenciales electrosidaticos,* entrega respuestas parciales, v en
algunos casos se conifraponen con la evidencia experimental o no exisien daios

experimeniales para validarla.

3.2 Formacién de complejos de transferencia de carga entre f-carbolinas y flavinas

Se ha observado que las flavinas (riboflaving, FMN, FAD) forman complejos de
fransferencia de carga (CTC) con susiratos bioldgicos o con residuos de Ios sitios activos

de algunas enzimas.®¢ Por olo lado, pg-carbolinas como harmina y homaling
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(estruciuras 8 y 7 respeclivamente) son potentes inhibidoras de la enzima
monoaminooxidasa A.78 Puesto que la moncaminooxidasa A contiene como grupo
prostético moléculas de FAD [flaving adenina dinucledtido), un grupo de auiores
estudio la formacion de CTC enire los alcaloides norhamano (3), harmano (6}, harmol
(24), harmina {8), harmalol {20), harmalina {7) y é-metoxihamalano (21} y las flavinas
riboflavina {RFN)%19y FAD,1-12 en un intento por encontrar una posible explicacién de la
actividad inhibitctia de estas moléculas.

Los complejos moleculares se detectaron por espectrofotometria, a tfravés de la
diferencia enire especiros de una solucidén de flavina vy de la misma solucidon con
conceniraciones variables de Fcarboling. Los especiios se registraron a pH 6 en un
buffer de fosfato, en un intervalo de temperatura de 5 a 45° C. Los complejos de
tfransterencia de carga se formaron con una relacion estequiométrica 1:1 {flavina/s

carbolina). Se midid la constante de asociacion Kea, comespondiente al equilibrio

(3.1) D+ A === DA

donde D es el donor de electrones (flaving), A el aceptor de electrones {#-carbolina), y

DA el complejo molecular. Se fiene enfonces que

(3.2) Koa = [DA]/ [D] [A]

Las Tablas 3.1 y 3.2 muesiran los valores de Kpa obtenidos experimentalimente
para las asociaciones riboflavina-g-carbolina y FAD-Acarbolina respectivamente.
También se indican los valores de imax CON sus respectivos coeficientes de extincidn

molar, g1, de las bandas de absorcién de los complejos.
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Tabla 3.1: Constantes de equilibrio {Koa) para la asociacién riboflavina-g-carbolina

Donor Amax EiC Kpa (Ifmol)

(nm) {I/mol cmy) 5°C 15°C  27°C  45°C
Norharmanot (3) 491 1750 344 271 195 134
Harmano (é) 492 1460 548 414 3i4 220
Harmol {24) 495 1760 993 708 496 286
Harmina (8) 494 1660 1400 1057 735 411
Harmalol* (20) 494 2715 321 230 190 115
Harmalina (7) 496 1430 611 496 351 248
é-Metoxiharmalano (21) 492 3895 476 389 154 134
1 Valores obtenidos de la referencia 9. t Valores obtenidos de la referencia 10.
Tabla 3.2: Constantes de equilibrio (Kpa) para la asociacién FAD-g-carbolina
Donor Amax £IC Koa {I/mol)

(nm) (ifmolcm} 5°C 15°C  25°C  45°C
Norharmanot (3) 499 1645 257 219 152 128
Harmano () 499 11235 852 630 509 346
Harmol (24) 502 1425 1400 783 560 314
Harmina (8) 503 1395 1802 1111 752 459
Harmaiol* {20) 505 3280 264 160 125 -
Harmalina (7} 506 1670 443 359 273 184
é-Metoxiharmalano [21) 504 2000 561 449 391 237

t Valores obtenidos de la referencia 11. t Valores obfenidos de ia referencia 12,
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Se observa que la banda de absorcion de los complejos aparece a longitudes
de onda [491-506 nm) donde tanto las fcarbolinas como las flavinas estudiadas son
fransparenies. La temperatura afecta negativamente la formacién de los complejos,
de rmanera gue Koa disminuye cuando la temperatura aumenta. Se observa tambign
qgue los vaiores de Koa de las dihidro-g-carbolinas son menores que los de las g
carbolinas totalmente aromdticas comespondientes (comparar harmina con harmaling
y harmol con harmalol), lo que estaria de acuerdo con que la nube = estd intimamente
involucrada en la fransferencia de carga. segun proponen los autores.'® El efecto de los
sustifuyentes en el nicleo piridoinddlico se discute en términos del efecto que éstos
fienen en la polaridad de la molécula {orden de polanidad propuesto: H < OH < CHa).9
Por Oltimo, los auicres sugieren que los grupos OH estarian involucrados en otras

interacciones como puentes de hidrégeno y/o interacciones con el solvenie.? 1

3.3 Oxidacion de aminas catalizada por MAO

Las monoaminooxidasas (MAQO]} son flavoenzimas que catalizan la degradacidn
de aminas neuroactivas y vasoaciivas en el sistema nervioso central y en fejidos
peritéricos. 12 Existen dos formas principales, la isoenzima A y la isoenzima B, las que son
inhibidas seleclivamente por clorgilina {35) y L-deprenil (36) respectivamenie.’* Los
compuesios gue inhiben la MAO A presentan efecios antidepresivos, mientras que ios
compuestos que inhiben la MAO B se ufilizan en el fratamiento de la enfermedad de

Parkinson.15
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Lla desaminacion oxidativa que catalizan las MAOC para dor el aldehido

corespondiente se representa por la siguiente ecuacién:3
RCH:NH2 + O2 + H:0 — RCHO + NHa + H20:2

Se ha propuesto el siguienie mecanismo de catdlisis enzimatica para MAO Ay

H* H+
FAD FADH- H* FADH- FADH2

\_/ /

= .+ L] +
RCH,NH, == RCH,NH, —~—= RCHNH,—~=> RCH==NH,
| b A

FADH*  pADH2

Figura 3.1: Mecanismo propuesio para la oxidacion de aminas catalizada por MAO.
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E mecanismo propuesto en la Figura 3.1 involucra inicialmente la fransferencia
de un elecirdn desde la amina al grupo prostético FAD de la enzima, generdndose un
radical catidnico de la amina y un radical flavinico [ver Figura 2.1}, La oxidacidn
posterior a través de la fransferencia de un protdn y de la fransferencia de un segundo
elecirdén desde ia amina a la forma semiquindnica del FAD produciria el cafion iminio y
la forma reducida del FAD.'¢ También se ha propuesto como mecanismo el atague
nucleofiico del par elecirénico de lo aming desprotonada a la posicién 4a de la
flavina (ver Figura 2.2 para la numeracion).’” Un tercer mecanismo propuesto es el
ataque nucleofilico del par elecirénico de la amina a la posicion 4a de la flaving,
concertado con la ruptura de un enlace C-H en la posicidon o con respecto al grupo
amino. 8 Todos esios mecanismos se han propuesto en base a pruebas experimentales,

Existe un amplio consenso en que el mecanismo propuesto en ic Figura 3.1
ocuriria preferentemente en la MAO B. A diferencia de los mecanismos propuesios
basados en un ataque nucleoiilico en lao posicién 4a de la flaving, de acverdo con el
mecanismo de la Figura 3.1 se ha observado la formacion de un aducto entre el
radical catidnico y N-5 de la forma semiquindnica de la flavina.!? De esta manera
pareciera que las diferencias mecanisticas entre [as isoformas de [ MAQ radicarian en
el ataque radicalario o nuclecfilico en los pasos inicicles de la catdlisis y en Ia

formacion de aducios covalentes y reversibles en las posiciones 4a o N-5.

3.4 p-Carbolinas y ia inhibicién de monoaminooxidasas

Puesto que las pgcarbolinas endogenas son principaimente tetrahidro-g
carbolinas, los primeros informes sobre la actividad inhibitoria de MAO comespondieron
a este fipo de alcaloides, de bdja actividad inhibiforia.2 Estudios de inhibicién

posteriores realizados con g-carbolinas con diferente grado de insaturacion informaron
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actividades inhibitorias superiores, pero no suficientes como para ser consideradas
buenos inhibidores de MAO.2' Las bdjas actividades obtenidas en estos trabajos
antiguos parecen deberse a la incapacidad de diferenciar entre las isoformas Ay B al
utilizar triptaminag en la determinacion de la actividod, ya que ésta es susirato de
ambas isoenzimas.

El descubrimiento de inhibidores selectivos de MAO-A y MAO-B ha hecho
posible la medicion especifica de la actividad inhibitoria de diversas moléculas en
diferenles tejidos, lo que ha sido de gran utilidad clinica debido a las diferentes
potencialidades terapéuticas que presentan los inhibidores de la MAO-A vy de la MAO-
B.

La Tabla 3.3 resume los valores de constantes de inhibicion (K) de gcarbolinas
frente a MAO-A y MAO-B obienidas desde diferentes tejidos: cerebro de rata,22 retina
de vacuno? e higado humano.24

Se observa que todas los Scarbolinas uliizadas, con excepcién del
norharmano, son inhibidores selectivos de MAO-A, Ademds, tanfo la harmina como la
harmalina son inhibidores potentes de esta enzima. Se observa que la presencia de un
grupo metilo en la posicion 1 y la presencia de un grupo metoxilo en la posicion 7 (ver
estructura 1 en la Figura 3.2 de este capitulo para lo numeraciéon) aumentan la
aclividad IMAO-A de estos compuestos, mientras que un metoxilo en la posicién é o un
hidroxilo en la posicion 7 disminuyen la actividad. Estas conclusiones parecen aplicarse
tanto a las Acarbolinas totalmente aromdtficas como a las dihidro-gcarbolinas. La
diferencia de los valores de K de la MAO-A con el mismo susirato se explica
considerando que, de diferentes tejidos, se obfienen diferentes iscenzimas con

diferentes afinidades por los sustratos. Con respecio a la MAO-B, ias gcarbolinas
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resuitaron ser inhibidores pobres de esia enzima, con la excepcion del norharmano,

que presenta una potencia inhibitoria moderada.

Tabla 3.3: Constantes de inhibicion de MAO de gcarbolinas

Compuesio Ki MAO-A (nM) KiMAO-B {(nM)
Tia T2b T3¢ Tla
Norharmano (3) 2200 3340 730
Harmano (6) 220 27 240 57000
Harmina (8) 8,7 3.8 5 ND
é-Metoxiharmano (25) 872
Harmol (24) 258 155 520000
Harmaling (7) 6,4 6,7 48 62000
6-Metoxiharmalano(21) 597 3%0
Harmalol (20) 430 273 130000
THBC (1) 2200 1850 140000
THH {4) 103 100000
6-MTHBC (37) 1750
Clorgilina (35) 6.3 ND
L-Deprenil (36) ND 15

Las enzZimas MAO-A y/fo MAO-B se obfuvieron de los siguientes tejidos: @ T1, cerebro de
rata {valores extraidos de la referencia 22); 12, retina de vacuno (valores exiraidos de
la referencia 23); < 73, higado humano (valores exiraldos de la referencia 24). THBC,
1.2,3,4-tetrahidro-g-carbolina;  THH, 1,2,3,4-teirahidroharmano; &-MTHBC, &-metoxi-
1.2,3.4-tetrahidro-g-carbolina. ND, no se detecté inhibicién.

En este capitulo se presenta una descripcion tedrica de una serie de £
carbolinas y se analiza la interaccién entre estos alcaloides y las flavinas riboflavina y
FAD, basada en los antecedentes experimentales descritos en la seccién 3.2, y de los
descriptores de estructura elecironica definidos en el marco conceptual de ia Teoria

de Funcionales de la Densidad {DFT} y del Principio de Acidos y Bases Duros y Blandos
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{HSAB).25 Posteriormente se explora la actividad bioldgica de gcarbolinas frente a la
flavoenzima MAO-A, basada en los antecedentes experimentales descritos en la
seccién 3.4 y considerando los descriptores de estruciura elecirdnica en conjunto con
ofras caracterfsticas fisicoquimicas como la lipofilia vy el pKe. Se presenta ademas el
resultado de la medicién de la actividad inhibitoria de fas enzimas MAO-A y MAO-B de

dos fcarbolinas cuya actividad no era conocida dl iniciar este frabgjo.

3.5 Mefodologia

3.5.1 Cdlculos tedricos

Todos los cdlculos se realizaron a nivel B3LYP/6-31G, utiizando el programa
Gaussian 98.2¢ La Figura 3.2 rmuesira las esfructuras de las fcarbolings analizadas
teSricamente, cuya geometria se optimizdé completamente. Al igual que en el Capitulo
2 de esta tesis, se escogio la molécula lumiflavina {ver LF en la Figura 2.2) como modelo
simplificado de las flavinas FAD y riboflavina. Se consideré ademds la serie de g
carbolinas de la Figura 3.2, de amplia y variada actividad biolégica, y que a pH
fisioldgico (7.4) se encontrarian proionadas en N-2: norharmano {NHH+), hammano
(HNOH+}, harmina (HNAH+), harmol (HOLH+), harmalina (HLNAH+), harmalol (HLOLH+) y

THBC {THBCH+).




—
R2 \/N

N
H R1

(3) R1=R2=H (Norharmano)

{6) R1=CH,, R2 =H (Hamano)
(38) R1=H, R2=0CHj,

{8) R1=CH,, R2 = OCH, (Harmina)
(39) R1=H,R2=0H

(24) R1 = CH,, R2 = OH {Harmol)

{(1) R1=R2=H (THBC)
(42) R1 = CH,, R2 = COOH (AHTC)
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R2 \/N

Nk

(40) R1 = R2 = H (DHBC)

(41) R1 = CHj;, R2 = H (Harmalano)

(7) R1=CHj; R2 = OCH, (Harmalina)
(20) R1 = CH,, R2 = OH (Harmalol)

(43) BCF

Figura 3.2: Estructura de las f-carbolinas estudiadas tedricamente.

Los descriptores de estructura elecironica potencial quimico electrénico (),

dureza quimica {#), blandura quimica (5} y electrofilia {w) se calcularon de acuerdo a

las ecuaciones {2.5) a (2.8). El descriptor Nmax [carga critica), asociade a la maxima

cantidad de carga que un elecirdfilo puede aceptar desde su entorno, se define poria

siguiente relacion cuaniitativa; 25

(3.1) Ny =
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mieniras que el descripior AN, asociade a la fransferencia de carga desde una

molécula de mayor a ofra de menor potencial quimico electrdnico se ha definido

cuantitativamente segun la expresion de Pearson de la ley de Ohm,?5

Hy —Hy

3.2 =
22 2, + 73)

donde AN > 0.

3.5.2 Actividad inhibitoria de MAO de S-carbolinas

3.5.2.1 Compuestos quimicos

Todos los compuestos quimicos ulllizados fueron de la mas alta pureza
disponible en el mercado. Los solvenies tefrahidrofurano (THF) y acetonifiilo [ACN)
fueron de cdlidad para HPLC de la fima Merck. Los clorhidratos de norharmano (3),
harmina {8} y harmalina (7} se obtuvieron de Aldrich. El dcido harman-1,2,3,4-tetrahidro-
3-carboxilico (AHTC, 42) se obluvo de Sigma. La gcarbolina BCF (l-acefil-3-
carbometoxi-g-carbolina, 43) fue genfiimente donada por la profesora Francesca
Faini.?7 Los compuestos 5-hidroxitriptamina (5-HT), acido 5-hidroxi-indolilacético (5-HIAA},
4-dimetilaminofeniletilamina (DMAPEA), dcido 4-dimetilaminofenilacético [DMAPAA), 8-
nicotinamida adenina dinucledtido (NAD) y lo enzma aldehido deshidrogenasa

{AldDH) de levadura se obtuvieron de Sigma.
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3.5.2.2 Ensayos enzimdticos

H efecto de las gcarbolinas 3, 7, 8, 42 y 43 en la actividad de las MAO-A y MAO-
B se esfudid uiilizando una suspension mitocondrial cruda de cerebro de rata. El tejido
se prepard utilizando cerebro de rata sin cerebelo,? Las ratas mache, Sprague-Dawley,
pesaron 200-240 g. La actividad de la MAO mitocondrial se determind por CLAE
{Cromatografia liquida de Alio Eficiencia) con deteccidn electroquimica, utilizando
susfratos selectivos para la isoforma A (5-HT) y para la isoforma B {DMAPEA).2829

Para determinar la inhibicidn de la MAO-A se incubo una mezcla consisienie en
25 pb de una solucién 50 pM de 5-HT (en una conceniracidon final 2.5 pM en un volumen
final de 0,5 mL); 225 pl de un tampdn de fosfoto de sodio 0,1 M, pH 7.4; el inhibidor
cuya actividad seria medida en conceniraciones que variaron entre 10 nM y 100 pM,
en 50 pl de agua destiloda; y 200 pl de la suspension mitocondrial 3 Para la MAO-B la
mezcla de incubacion consistid en 25 pl de una solucion de DMAPEA 100 pM (en una
concenfracion final 5 pM en un volumen final de 0,5 mL); 105 plL de tampédn de fosfato
de sodio 0,1 M, pH 7,4, AldDH (0.8 unidades) y #NAD (0.6 pmol) disuetios en 200 uL de!
tfampon de fosfato; el inhibidor cuya actividad seria medida en concentraciones que
variaron enire 10 nM y 100 puM, en 50 ul de agua destilada; y 120 pb de la suspensién
mitocondrial® Las reacciones comenzaron con la adicidon de la suspensidn
mitocondrial. Las mezclas se incubaron por 10 min (MAO-A) y 5 min (MAO-B) a 37 °C en
un baio de agua con agitacion constante en tubos de Eppendorf abiertos. Las
reacciones se detuvieron con la adicidn de 200 pl de HCIO« 1 M. Las mezclas se
centrifugaron a 15000 x g por 5 min a 4 °C y se inyecté una dlicuota de 50 pL del

sobrenadante en el equipo de CLAE. Se redlizaron ademds experimentos de control sin
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inhibidores y blancos sin suspension mitocondrial. En todos los casos los voldmenes se
ajustaron con el tampdn de fosfato 0,1 M. Cada experimenic con inhibidor se realizdé
por tiplicado. Para calcular la actividad de las MAQ se consideraron [as alfuras de los
picos cromatogrdficos de 5-HT, DMAPEA y sus respectivos metabolitos principales
generados por accion de la MAQ, 5-HIAA y DMAPAA. Los valores de ICs se
deterrninaron de los grdficos de % de inhibicion, calculados en relacion a experimentos

redlizados en las mismas condiciones pero sin inhibidor, versus log [Inhibidor].

3.5.2.3 Condiciones cromaiogrdficas

Se uiilizd una columna de fase reversa C18 {ODS 250 x 4,6 mm, BIOPHASE, U.S.A.)
y un detector amperoméirico (BAS LC-3A). El fivjo de la fase movil fue de 1 mL/min, con
la siguiente composicion: 31,5 g de dcido citrico, 908 mL de agua bidestiladg, NaOH 12
N en cantidad suficienie para gjustar el pH a un valor de 3, 200 mg de sulfato de octilo,
42 mL de ACN y 50 mL de THF. La sensibilidad del detector fue de 10 nA y el potencial
de oxidacién se fijd en 0,85 V uiilizando un electrodo de trabajo de carbono vitreo

versus un electrodo de referencia de Ag/AgCl.
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3.6 Resultados y discusién

3.6.1 Geometria de las f-carbolinas estudiadas teéricamente

Las fablas 3.4 y 3.5 rednen las energias tofales y los principales pardmeiros

geomeétricos calculados al nivel de teoria B3LYP/6-31G para las g-carbolings en estudio.

Tabla 3.4: Energias tofales y dngulos de enlace de gcarbolinas calculados al nivel de

teoria B3LYP/4-31G.
Compuesto Energia Total Angulo de Enlace [°)
(va) C8a-N9-C?a CI-N2-C3
Norharmano (3) -533,3670 109,4 119,2
Harmano (8) -572,6797 109,3 1200
38 -647,8503 109.3 119,1
Harmina (8) -687,1629 1092.3 119.9
39 -608,5560 109.4 1121
Harmol (24) -647,8686 109,3 119,2
BCF (43) -913,77%0 109.4 119.8
DHBC (40) -534,5451 108,7 117.5
Harmalano (41) -573,8588 108.8 1185
Harmalina {7) -688,3415 108,9 118,3
Harmoalol {20) -649,0472 108,8 118,4
THBC (1) -535,7581 102,0 1158
AHTC (42) -763,5667 109.1 117.3
FCarbolinas protonadas en N-2
NHH+ -533,7677 109.3 123.9
HNOH+ -573,0839 109,2 124,9
HNAH+ -687.5722 109.3 124,7
HOLH+ -648,2755 109.2 124,7
HLINAH+ -688,7610 108,7 122,6
HLOLH+ -649,4641 108,7 122,8
THBCH+ -536,1442 108,46 112,1




Tabla 3.5: Angulos dihédricos de dihidro- y tefrahidro-g-carbolinas

Compuesto Angulos dihédricos {°)
CI1-N2-C3-C4 C4-C4a-C4b-C5 C8a-N9-C9a-C1

DHBC (40) 319 52 177.3
Harmalano {41) 327 48 177.3
Harmalina {7) 333 5,1 176,9
Harmalol (20) 33.0 5,1 176,9
THBC (1) 65,7 0.6 1791
AHTC (42) 66,5 1.5 1721

FCarbolinas protonadas en N-2

HLINAH+ 38.9 é.1 173,86
HLOLH+ 383 é.1 1738
THBCH+ 66,5 1.5 179.6

Todas las Acarbolinas tolalmente aromdiicas, profonadas © no, son
completamente planas, con todos los valores de dngulos dihédricos iguales a 0° o 1807,
incluyendo los de los sustituyentes, l1os que no afectan la planaridad de estas moléculas
en su conformacion mas estable,

En las dihidro-gcarbolinas el sistema inddlico (anillos | y I, ver estructura 1 en la
Figura 3.2) es casi completamente plano, presentando desviaciones inferiores a 1° en
los dngulos dihedricos incluyendo también los de los sustifuyentes. Sin embargo, vy de
acuerdo a la naturaleza sp? de los C-3 y C-4. en el anillo [l el enlace C4-C4a se desvia
enire 5° y 6° del plano del sisiema inddlico (dependiendo de la protonacién), mientras
que el enlace C?a-C1 lo hace entre 3° y 6° (ver Tabla 3.5). El angulo dihédrico formado
por los atornos C1-N2-C3-C4 presenta valores en fomo a los 33° en las moléculas

neutras y 38° en las moléculas protonadas.




72

Las tetrahidro-gcarbolinas, de manera similar a las dihidro-gcarbolinas,
presentan un sistema inddlico bastante plano, incluso con desviaciones inferiores a 0,2°,
menores que en el caso de los aicaloides con el anillo piridinico dihidrogenado. Los
enlaces C4-C4da y C%a-Cl se desvion enitre 0,6° vy 1,5° del plano inddlico
respeciivamente. El dngule dihédrico formado por los diomos C1-N2-C3-C4 presenta
valores en torno a los 6° independientemente de la protonacion de la molécula.

En dngulc de enlace que incluye a N-9 en [C8a-N9-C%a) permanece casi
inalterado, independientemente de la geometia del restio de la molécula, de la
protonacion y de la sustifucion que ésta presenta [ver Tabla 3.4). En cambio, el Gngulo
de eniace que incluye a N-2 [C1-N2-C3} en las moléculas neuiras varia desde 119°, en
concordancia con la naturaleza sp? de este alomo en las gcarbolinas tolalmente
aromaticas, a 115° en el sisiema tetrahidro, en concordancia con la naturaleza sp3 del
dtomo de N. La profonaciéon en N-2 genera la aperfura del dngule Ci-N2-C3 en
alrededor de 4° en las gcarbolinas y dihidro-g-carbolinas. En cambio parece ser que en
las especies fefrahidrogenadas el protén en N-2, con una geometria cercana a la de

un tefrahedro regular [112°), permite la mayor estabilizacion a esta molécula.

3.6.2 Actividad IMAO de dlgunas f~carbolinas

Se estudi6 la actividad IMAO-A y B en isoenzimas provenientes de cerebro de
rata de cinco g-carbolinas: norharmano, harmina, harmalina, BCF y AHTC (ver Figura
3.2). En los casos de BCF [43) y AHTC [42) se informa la actividad IMAO por primera vez,

La Tabla 3.6 y la Figura 3.3 resumen los resuliados obtenidos en este estudio.
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Tabla 3.4: Acfividades IMAO-A e IMAO-B de dlgunas gcarbolinas en enzimas

provenienies de cerebro de rata.

Compuesto Conceniracién % Inhibicion Clso [nM) Ki fnM)
(M) MAC-A MAO-B  MAD-A MAO-B MAQO-A MAQO-B
Norhamano 104 25,1 93,8 1600 840 1572 452
105 83.7 92.6
106 37.3 49,1
107 5.5 18,6
108 0.0 0.0
Harmina 104 25,1 51.8 23 2800 22,6 1505
105 95.4 45,8
10 95,4 10,9
107 21,4 0.0
10 29.6 -
107 17.7 -
Hamalina 104 92,8 18.0 25 - © 24,6 -
105 92,8 0.0
104 92,8 -
107 88,0 -
108 12,3 -
10° 0.0 -
BCF 104 12,0 - - - - -
105 0.0 5.3
AHTC 104 0.0 2,5 - - - -
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Figura 3.3: Actividades IMAO-A (a) y B (b) de algunas p-carbolinas.
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Las actividades IMAO-A de norharmano, harmina y harmalina concuerdan con
los resultados informados por ofros autores {ver Tabla 3.3). En este frabgjo la hamina
resultd ser un IMAC-A levemenie mas potente que la harmaling, con una Ki = 22,6 nM,
mientras que el norharmano es un IMAO-A de menor potencia. AHTC y BCF poseen
actividodes IMAC muy bojos (inferiores al 12% en concentraciones 100 pM). Con
respecto a la actividad IMAO-B, sélo el norharmano se destaca presentando una K =
452 nM. Lo harmina es un inhibidor pobre de MAQO-B, mientras que la harmalina no es

activa como IMAO-B.

3.6.3 Estudio de la interaccidn g-carbolina-lumiflavina sobre la base de descriptores de

estiuctura electrénica.

3.6.3.1 Descriptores de estructura electrénica de p-carbolinas.

Las Tablas 3.7 y 3.8 resumen los indices de reactividad global calculados para
las pcarbolinas en estudio. Con el objefo de simplificar el andiisis se incluyeron los
descriptores calculados en el Capitulo 2 para ias moléculas de [umiflaving oxidada y

profonadas en el N-1 o en el N-5 (LF, LFH1* y LFH5*, ver Figuras 2.2 y 2.4).
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Tabla 3.7: indices de reactividad global para lumiflavina y Acarbolinas neuviras.

Molécula M 7 o S Nueax ANo AN ANSe
(ev) (eV) {ev) {ua)

LF -4,7216  3,3342  3,3431 B.1613 1.4161

LFH1+ -8.9677 3.6798 10,9272  7.3%48 2,4382

LFH5+ 90751 23481 179256 11.5888  3,9075

NHd -3,4798 47125 12848 57743 07384  0.1543  0.6543 08064

HNO -3.3648 47128 1,2012 57740 07140  0.1686  0,6680  0,8229

38 -3,3597  4,8363 11669 56265  0,6947  0,1667  0,6589  0.8094

HNA -3.2621  4,8640 1.0934 55922  0.,6704  0,1780 04630 08196

39 -3.4503  4,86%0 1.2225 55888 07086  0,1550 0.6458 00,7932

HOL -3.3413 48763 1.1448 55804  0,6852  0,168] 0,6580  D,BO75

BCF -4,2115 40170  2,2078  4,774] 1,.0484  0,06%4  0,6183 07798

DHBC ~3,3634 4,2167 1.3413 6,4533 0.7976 0.1799 0.7101 0.8853

HLNO -3.2536  4,3051 1,2294 63207 Q7557 0,922 0,710  (,8500

HLNA -3,0704  4,1936 11240  4,4889 07322 02193 07494 00,9332

HLOL -3,1365  4,1958 1,1724  6,4855 07476 02105 07408  0,9228
| THBC -2,5435 52007  (0.6220 52323  (,4891 02552 07238  0,8785

AHTC -2,8650 48554 08453  54D44  0,5901 0,2267 07154 08740

° Transferencia de carga desde las g-carbolinas hacia LF. © Transferencia de carga desde las #
carbolinas hacia LFHI+. © Tronsferencia de cargo desde los fcarbolings hacia LFH5+.
Abreviaturas: NH, norhammano: HNO, harmano; HNA, hamina; HOL, harmol; HLNO, harmaiano:
HLNA, harmaling; HLOL, hamalol.
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Tabla 3.8: indices de reactividad global para lumifiavina y g-carbolinas protonadas en

el N-2.
Molécula J7 ] @ S Nmax ANd ANTP ANSe
(eV) (eV) (eV] {ua}
LF -4,7216  3,3342 3.3431 8.14613 1.4161
LFHI+ 89477  3.6798 10.9272 7.3948  2,4382
LFHS5+ -9.1751 23481 17.9256 11.5888  3,.9075
NHH+ 79718 37141 8.5551 7.3265 2,1463 0,4611 0.1351 0,1985
HNOH+ -7.7620 38153  7.8955  7.1222 20344 04252 0,112  0,2293
HNAH+ -7.4294 37206 74176 73137 19968 03838  0,2082  0,2874
HOLH+ -7,6073  3.8450 7.5254 7.077] 1,9785 0,4019 0.1812 0,2532
HLNAH+ -7.4967  3,1933 87997 8.5215 2.3476 0.,4251 0.2144 0.3029
HLOLH+ -7.6422  3.2446 8.9946 8,3815 2,3539 0.4438 0.1918 0,2740
THBCH+ ~6,4320 4,710% 4,39310 577463 1,3654 0.2126 0.,3025 0.3884

@ Transferencia de carga desde LF hacia las fcarbolinas. b Transferencia de carga desde las
carbolinas hacia LFH1+, & Transferencia de carga desde las #carbolinas hacia LFH5+.

En las moléculas neuiras se observa que el potencial quimico electrénico (u)
depende del grado de insaturacién: mientras mayor es el grado de insatfuracién,
menor es el potfencial quimico elecirénico de las moléculas; asi, las fefrahidro-g
carbolinas presentan los mayores valores de 4 mientras que las Acarbolinas
totalmenie aromdticas presentan los menores valores.

Sin embargo la dureza quimica, 77, depende del grado de aromaticidad del
sisierna. Las moléculas inddlicas sin conjugacién adicional son las mds duras (tetrahidro-
F-carbolinas), seguidas de las g-carbolinas totalmente aromaticas. Consecuentemente,
las dihidro-g-carbolinas son las moléculas mas blandas, o con mayor capacidad de
polarizacién, lo que concuerda con el hecho experimental de que las 3.4-dihidro-g
carbolinas se oxidan faciimente en presencia de un agente oxidante, a diferencia de

las 1,2,3,4-tetrahidro- f#carbolinas, bastante estables en condiciones similares.3!
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La carga crifica, Nuax, y la electrofilia, @, presentan una tendencia menos clara,

ya que dependen tanto de y como de 7. Al comparar moléculas con el mismo patrén

de sustitucién y con diferente grado de insaturacién se observa el siguiente orden en
ambos descriptores: dihidro-gcarbolinas > gcarbolinas > tefrahidro-gcarbolinas. Al
parecer la dureza quimica de estas moléculas prevalece por sobre el potencial
quimico elecirdnico.

Conrespecio a los sustituyentes del sistema piridoinddlico, al estudiar la serie de
las gcarbolinas se observa que un grupo metilo en el C-1 y un hidroxilo o metoxilo en el
C-7 aumentan el potencial quimico y la dureza, mientras que disminuyen la electrofilia,
la blandura y la carga critica en el siguienie orden: 7-MeQ > 1-CHs > 7-OH. Fl efecio de
cada uno de los sustifuyentes parece ser aditivo (ver Tabla 3.7).

La protonacion cambia notablemente la distibucién electronica en las #
carbolinas estudiadas (Tabla 3.8). Los indices de reactividad de las gcarbolinas
totalmente aromdticas y de las dihidro-g-carbolinas se asemejan notablemente. Los
compuestos dihidro continban siendo los més blandos (y ios menos duros) de la serie
protonada, y también presentan los mayores valores de electrofiia y carga critica. El
potencial quimico electrénico de las moléculas protonadas disminuye notablemente
con respecto a las moléculas neutras, mientras que la electrofilia cumenta también en
forma considerable. Todas las moléculas protonadas, con la excepcién de la THBCH+,
disminuyen su dureza quimica y por lo tanto aumentan su blandura, respecto de las

moléculas neutras.
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3.6.3.2 Aspeclos generales de la interaccién lumiflavina- #carboling.

Un andlisis de la Tabla 3.7 indica que los valores del potencial quimico
electronico (4} de las moiéculas estudiadas predicen que la densidad elecironica fluye

desde las A-carbolinas neutras hacia la isoaloxazina, protonada o no. El flujo
electrénico desde las fcarbolinas protonadas hacia LF seria inexistente, Y seria muy
bajo hacia LFHI+ y hacia LFH5+. Sin embargo, la interaccién enire dos especies
cargadas positivamente como lo serian la isooloxazina protonada y las Fearbolinas
protonadas dificiimente ocurra, por lo cual sélo los alcaloides neutros interaciuarian
con los flavinas. Todas las Acarbolinas neutras son menos electrofilicas que la
isoaloxazing, en cualquiera de sus estados de protonacion.

Segun se. mencionara en la seccién 3.2, las gcarbolinas forman asociaciones
moleculares con fiavinas a través de una transferencia de carga. Los valores de AN
indicarian que efectivamente existe una transferencia de carga asociada a la
interaccion lumiflavina-gcarboling, v que ésta estaric favorecida cuando I
isodloxazina estad protonada. Se desprende de Ia Tabla 3.7 que las moléculas de
dihidro- y tetrahidro-B-carbolinas presentan valores de AN mayores que las especies
completamente aromdtficas, aungue muy similares entre si.,

La similitud de valores de $ entre Acarbolinas y LF varia en el intervalo de 64.1%
(THBC) a 83% (BCF). En el caso de la LFH1+ varia entre 70,1% (THBC) y 91.6% (BCF). Para
la LFH5+ la similitud de valores de blanduras globales es baja, varando entre 45,1%
(THBC) y 58,4% (BCF). De acuerdo al principio de acidos y bases duras y blandas de
Pearson [HSAB).2 las g-carbolinas en estudio tendrican mayor afinidad por LFH1+ y luego
por LF. Sin embargo, estos resultados sélo sugeririan que la afinidad de las F-carbolinas
por la sooloxazina depende del estado de protonacién de esta Ulima. Como la

protonacion de la isoaloxazing depende del sitio de la enzima en Ia que se encuenira,
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es posible que la actividad de los gcarbolinas sobre diferentes flavoenzimas esté
modulada de una manera gruesa por el esiado de protonacion de la isoaloxazina
frente a la cual estos alcatoides presentarian diferentes afinidades en el contexto del

principic HSAB.

3.6.3.3 Aspectos especificos de la inferaccion lumiflavina- g-carbolina en la formacién

de complejos de transferencla de carga en solucién.

AUn cuando existen pocos datos experimentales que midan fanto la asociacion
flavina-g-carbolina como la actividad IMAC-A de las mismas gcarbolinas, la Figura 3.4
muestra la relacion enire las constantes de asociacion FAD-gcarbolina (Krap-sc) y Ia
constante de inhibicion de MAO-A (Kimso-a) para una serie de gcarbolinas segin los
datos de las Tablas 3.2 y 3.3. Se observa una comelacion lineal que sugeriia que
efectivamente la actividad IMAO-A de las f-carbolinas dependeria de la formacién de
complejos de fransferencia de carga con la flavina de la enzima. Cabe destacar que
la actividad IMAO-A de las gcarbolinas se midié con precision algunos afios después
de que se detectara la formacion de CIC.

Con el fin de estudiar la dependencia que pudiera existir enfre la estructura
electronica de las gcarbolinas y su capacidad de formar CIC con flavinas, se
graficaron los descripfores de estructura elecironica calculados  tedricamente
(resumidos en la Tabla 3.7) junfo con las constanfes Krapsc, vy los constantes de
asociacion enire riboflavina y fcarbolinas, Kr.sc, obtenidas experimentaimente para
una serie de fcarbolinas (Tablas 3.1 y 3.2). Los resultados se resumen en las Figuras 3.5 a

38.




81

1400

1200 B2
®m 25°C 0,94571
1000 - ® 45°C 0,93516
— 1
E 800 HNA
"='- -
o
S g00 HOL
¥ HNO ®
L ]
400 -
L]
E3
200 - NH
L
T ¥ T L T L) T ¥ T ¥ 1
0 500 1000 1500 2000 2500

K aoa (M)

Figura 3.4: Relacion entre las constantes de asociacion FAD-g-carbolina (Krapsc) y la
constante de inhibicion de MAO-A (Kimac-a) para una serie de f-carbolinas. Datos

fomados de las Tablas 3.2 y 3.3

Se observa una buena correlacion entre la formacion de CTC entre las flavinas
riboflavina (RF) y FAD vy los siguientes descriptores de estructura electréonica de las Ji3
carbolinas: potencial quimico electrénico, electrofilia, transferencia de carga (donde
la carga se transferiria a LF) y carga critica. No se encontré ninguna correlacion entre la
formacion de CTC de RF-BC o FAD-BC ni con la dureza quimica ni con la blandura. La
estabilidad de los complejos RF-BC tiene una excelente correlacion con la electrofilia y
la carga critica; la correlacion es inferior con el potencial quimico electrénico y con la
transferencia de carga. Cabe destacar que los experimentos de formacion de CIC se
realizaron en ambiente acuoso, mientras que los descriptores de estructura electrénica
se calcularon en el vacio. El hecho de que la electrofilia de moléculas neutras no se
vea afectada de manera importante por el solvente®? podria explicar la mantencion

de esta tendencia. Las estabilidades de los complejos FAD-BC se correlacionan muy
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bien con la electrofilia, la transferencia de carga y el potencial quimico electrénico,
sobre todo a temperaturas cercanas a aquellas a las que se realizaron las

caracterizaciones de los CTC (36° C).

(a) 2000 !
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— ® 15°C  0,94856
A 27°C  0,96105 HNA
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Figura 3.5: Relacién entre las constantes de asociacion Kgesc (@) y Krap-sc (b) yel

potencial quimico electrénico (u) de las fcarbolinas.
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Figura 3.6: Relacion entre las constantes de asociacion Kgrsc (a) y Keap-sc (b) v la

electrofilia(w) de las fcarbolinas.
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Figura 3.7: Relacion entre las constantes de asociacion Kgr.sc (Q) y Krapsc (b) v la

fransferencia de carga (4AN) de las f-carbolinas.
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Figura 3.8: Relacion entre las constantes de asociacion Kkesc (a) y Kransc (b) y la carga

crifica (Nmax) de las p-carbolinas.
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3.6.3.4 Aspectos especificos de la interaccion lumifiavina-g-carbolina en la actividad
IMAO-A.

Con el fin de observar el efecto de la estructura electronica de las g-carbolinas
en la actividad IMAO-A, se graficaron los descriptores de estructura electronica
calculados tedricamente (resumidos en la Tabla 3.7) junto con las constantes de
inhibicion Kimac-a, obtenidas experimentalmente para una serie de g-carbolinas (Tabla
3.3). Se consideraron en los graficos los resultados de dos experimentos, con isoenzimas
provenientes de dos tejidos. Los resultados de este andilisis se resumen en las Figuras 3.9

a3.ll.

5000
4500 R
) ® T1 0,89009 (1%)
4 .
a0 4 T3 0,98233(2)

Figura 3.9: Relacidn enfre las constantes de inhibicidon Kimao-a y el potencial quimico

electronico () de fcarbolinas.
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Se observa una buena comelacion entre la actividad IMAO-A de los #
carbolinas y los descriptaores de estructura elecirénica electrofilia, potencial quimico
electrénico y fransferencia de carga. No se encontré comrelacion entre la aclividad
IMAO de gcarbolinas y los descriptores carga crifica, dureza quimica y blandura
quimica. Cabe destacar que en los grdficos de las figuras 3.9 y 3.10 se han incluido las
dihidro-g-carbolinas harmalina y harmalol {T1), enconirandose buenas comelaciones, las
que mejoran nofablementie en T3, en las que no se consideraron ni el harmol ni el
harmalol en las mediciones experimentales. Se ha descrito que el sitio activo de las
MAQO contiene zonas hidrofébicas,3? donde parece posible que los grupos hidroxilo de
los alcaloides harmol y harmalol generen interacciones desestabilizantes de Ia unidn al
sitio activo. Al parecer el microambiente de caracteristicas hidrofobicas del sitio de
union de las MAO muestra mayor semejanza con las condiciones de vacio en las que
se calcularon los descripiores de esfruciura elecirénica, lo que permite incluir a las

dihidro-g-carbolinas y a las #carbolinas dentro de una misma familia.

T
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CAPITULO 4. ESTUDIO DE LA OXIDACION Y REDUCCION
ELECTROQUIMICA DE S-CARBOLINAS POR VOLTAMETRIA CICLICA

LINEAL

4.1 Introduccién

Se ha descrifo que precursores inddlicos de fcarbolinas como friptofano vy
fiptaminas  presentan actividad antioxidante, probablemente o través del
atrapamiento de radicales libres enddgenos detivados del oxigeno para generar
radicales estabilizados en el anillo pindlico.!2 La literatura tambiéen informa que algunas
f-carbolinas presentan actividad antioxidante y los auiores sugieren la formacion de
radicales piridoinddlicos a fravés de sistermnas enziméiicos o no enzimaticos.? En ef caso
de formarse tales radicales en el medio biolégico, seria posible que la presencia de
sistemas n extendidos y de subestructuras quinonoides en estos alcaloides interfiriera en
ios fenémenos redox de algunos sistemas bicldgicos, [o que podria dar cuenia de una
parte de la actividad que presentan estos compuestos, especialmente en lo que se
refiere a sus propiedades qguimioterapéuticas. Los estudios eleciroquimicos realizados
en g-carbolinas son escasos. La iiteratura informa el esfudio de la oxidacion de sélo una
pcarboling,45 cuyos resultados se presentardn en la seccion siguiente, Sin embargo,
este Unico estudio demuesira que efectivamente estos alcaloides son capaces de
interactuar con sistemas enzimdGiicos y de reaccionar con metabolitos, alterando

enfonces los procesos bioquimicos propios de los organismos.
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4.2 Oxidacidén electroquimica y biogquimica de &-hidroxi-1-metil-1,2,3 4-tetrahidro-4-

carboling4s

La é-hidroxi-1-metil-1,2.3.4-tefrahidro-gcarbolina [compuesio 17 en la Figura 4.1)
es un compuesto enddgeno, presente en frazas en el cerebro de mamiferos.s Sin
embargo su confenido en el cerebro aumenta considerablemente fras la ingesta de
adlcohol.? Se cree que las tetrahidro-g-carbolinas biosintetizadas segin el esquema de la
Figura 1.2 se oxidan répidamente generando una sefie de metabolitos que parecen
contribuir a la degeneracidn de las vias serotoninérgicas y catecolaminérgicas y a oiros
procesos neurodegenerativos propios del alcoholismo crénico, habiéndose sugerido
también que tendrian un papel en la adiccidn alcohdlicag Se reqlizd entonces un
estudio eleciroquimico de la é-hidroxi-1-metil-1,2,3,4-tetrahidro-#carbolina*s con el
objeto de reconocer ofros posibles metabolitos generados por 1a oxidacion de este
compuesto y esfudiar las alieraciones que pudieran provocar en los procesos redox
nomnales de células nerviosos.

La oxidacion electroquimica se estudio a pH 7 {solucion tampdn de fosfato) por
voltametria ciclica lineal, utilizando un electrodo de grafito pirolitico.4 El veltamograma
ciclico presenta tres cuplas reversibles. En el bamido anédico a pH 7 se observan picos
de oxidacién a +0,29 V y a +0,37 V; en el barido caiddico se observa un tercer pico,
de reduccién, a-0,18 V. Luego de realizar experimentos de oxidacién electroquimica a
potencial conirolado, se aislaron productos cuya estructura se determind por RMN y
por espectrometria de masas.4 El esquema de la Figura 4.1 resume de ung manera
simplificada los principales procesos de oxidacién vy las estructuras de los productos

aislados (46-48).
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Figura 4.1: Oxidacion elecfroquimica de 6-hidroxi-1-metfil-1,2,3,4-tefrahidro-4

carbolina(1). Esquemua simplificado tomado de la referencia 4.

A 40,22 V el compuesto 17 se oxida a un radical libre intermediario que dimeriza
para generar dos diasteredmeros de 5,5-bis(é-hidroxi-1-metil-1,2,3,4-tetrahidro-4
carbolina) (48). El radical infermediario puede volver a oxidarse eleciroquimicamente y
reaccionar con agua, para generar finalmente la 1-metil-1,2,3,4-tetrahidro-g-carbolina-
5.6-diona, estructura 47.4 Los diasteredmeros de 48 se oxidan facilmente y solamente se
pueden observar como productos en las primeras etapas de la oxidacion
electroquimica conirolada de 17.4

Un estudio enzimadtico realizade en el mismo frabajo reveld que, a pH fisioldgico,

las enzimas tfirosinasa, cervloplasmina y peroxidasa también catalizaron la oxidacion
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del compuesto 17 para generar principalmente los diasieredmeros de 48 y cantidades
bajas de la diona 47.4

La oxidacion electroquimica también se realizd en presencia de glutation
{GSH).# lo que resulid en una disminucion considerable de los diasteredmeros de 48 y
en la aparcién del compuesto mayornitario  3-S-glutationil-é-hidroxi-1-metil-1,2.3,4-
tetrahidro-g-carbolina 49.4 La oxidacion enzimdtica con firosinasa y peroxidasa en
presencia de GSH generd este mismo producto en forma mayernitaria. En cambio la

enzima ceruloplasmina produjo bajas cantidades de 494

(s HO SG
H,N
NH H \ NH
COOH vCOOH N
H CH
3
SH 0
49
GSH
(o} 2 o ?
\  NH HO \ NH
N N
GS H CH, GS CH,
50 51

Un estudio posterior.s en el cual la oxidacion eleciroquimica de 17 se realizé en
las siguientes condiciones: (o) presencia de canfidades variables de GSH, (b) en
presencia de GSH y del radical hidroxilo (OH+) al mismo fiempo, produjo la generacién

de los siguienies metabolitos: 47 y 50 en presencia de GSH solamente; 50 y 51 en

presencia de GSH y de OH -% Reacciones posteriores de 17, 47 y §0 con GSH y/o con
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OH - resultaron en un aumento de las cantidades de H202y de OH-en el medio, lo que,
segUn estudios realizados in vifro, provoco dano oxidativo en axones serotoninergicos y

en terminales nerviosos, ademas de la pérdida ireversible de GSH.5

4.3 Actividad antioxidante de g-carbolinas

Como se mencionara en la introduccién, dado que precursores de las #
carbolinas como friptofano y triptamina presentan actividad antfioxidante,? se redlizd un
estudio de la potencialidad antioxidante de una serie de fcarbolings,® enconirandose
que la presencia de sustituyentes como hidroxilo o metoxilo, y el grado de insaturacion
del sistema pindoinddlico son determinantes importantes de esia actividad.® La
actividad antioxidanie se estudid a través de la medicidon de la peroxidacion lipidica
en microsomas hepdticos de ratas,? incubados a pH 7,2 en sistemas generadores de
radicales de oxigeno dependiente de enzimas (Fe**ADP/NADPH) y no dependienie de
enzimas [Fe*3ADP/dihidroxifumaraio). La tabla 4,1 resume los resultados obienidos.

Hamalol, hamaling, hamo! y harmina inhibieron la lipoperoxidacion en ambos
sistemas {enzimdatico y no enzimdtico). La sustitucion del grupo hidroxilo por el grupo
metoxilo resulid en una disminucion de la actividad antioxidante de hasta 15 veces. La
deshidrogenacion del anllo plidinico reduce drasticamente el efecto antioxidante
{comparar harmol con harmalol y harmina con harmaling). Los autores proponen que
la mayor capacidad antioxidanie del hamol y hamalol se debera @ una
estabilizacion adicional de un radical piridoindolilo, a través de la formacién de
esfructuras semiquindnicas. También discuten que el mayor efecio anfioxidanie del

hamano en el sistema enzimdtico se debera a la inhibicidon de enzZimas mdas que al

atrapamiento de radicales.3
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Tabla 4.1: Actividad anfioxidante de triptaminas y g-carbolinas {pH 7.2).

Compuesto Clso (uM})*
Fe*3ADP/NADPH Fe*3ADP/dihidroxifumarato

5-OH-Triptofano 145 159
5-OH-Triptamina 5.6 28
5-MeO-Triptamina 10,1 4,0
Triptaming 17.8 4,0
Harmalol (20} 3.2 1.7
Harmalina {7) 10.4 239
Harmol {24) 213 38
Harmina (8) >600 >400
Harmiano (8) L7 145

* Concentracion que inhibe la lipoperoxidacion en un 50%. Datos tomados de la

referencia 3.

En este capitulo se presenta un estudio del comportamiento electroquimico de
algunas gcarbolinas con actividad bioldgica diversa. Se estudié la oxidacién y la
reduccion de estos compuesios en medio acuose y en medio aprdlico a través de
voltametria ciclica lineal [VCL). Se presenfa ademds la deieccion, por resonancia
paramagnética electrénica {EPR}, de una especie radicalaria detivada de fa 1,2.3,4-
tetrahidro-g-carbolina unida a un atrapador de radicates libres. Por Ulfimo se analiza la
coamrelacion entre los descriptores de estruciura electrdnica calculados en el Capitulo 3

y los potenciales de oxidacidn, de reduccién y la actividad anfioxidante de las &

carbolinas estudiadas.




97

4.4 Métodos

4.4.1 Compuestos quimicos

Todos los compuestos quimicos utilizados fueron de la mds alta pureza
disponible en el mercado. Los solventes N,N-dimetilformamida {DMF} y dimetilsuliéxido
{DMSQ) fueron de calidad andlitica. Los clorhidratos de norharmano (3}, harmano ({6).
harmina (8), harmol (24), harmalol (20) y las bases libres de harmalina (7) y THBC (1) se
obtuvieron de Aldrich. Bl dcido haman-1,2,3,4-tetrahidro-3-carboxilico {AHTC, 42) se
obtuvo de Sigma. El clorhidrato de harmaiina {7} fue gentiimente donado por la Dra.
Silvia Sepulveda {Facuitad de Ciencias Médicas, Universidad de Santiago de Chile). Las
bases libres de norhamano, harmano y harmina se obiuvieron en el laboratorio de
Quimica Biodinémica, Facullad de Ciencias, Universidad de Chile) a parfir de sus

clorhidraios.

4.4.2 Voltametria ciclica lineal {(VCL) de g-carbolinas en medio acuoso.

Todas las g-carbolinas, en concenifraciones 1 mM, se disclvieron en una mezcla
de solucién tampoén Britfon-Robinson 0,04 M:DMF (70/30). La fuerza idnica se llevé a 0,3
M con KCI. El pH se gjustd con soluciones concentradas de HCl o NaOH.

Los experimenfos de vollametia ciclica se redlizaron en un potenciostato
Inelecsa, modelo PDC-1212 equipado con una celda electroquimica de 25 mL,
Meirohm. Los electrodos de referencia y auxliar fueron de calomelano y alombre de
platino respectivamente. Como electrodo de frabajo se utiilizé una gota colgante de

mercurio en el estudio de electroreduccién y un electrodo de carbono vitreo en el

estudio de elecirooxidacion. Las mediciones se realizaron a pH 3, 7 ¥ 11 bagjo una
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aimdsfera de nifrégeno. Las velocidades de bamido se fijaron en 50 mV/s para las

oxidaciones y en 1000 mV/s para [as reducciones.

4.4.3 Voltametria ciclica lineal (VCL) de g-carbolinas en medio aprético.

Los expetimentos de voliametria ciclica en medio aprotico se redlizaron en un
equipo Weenking POS 88 con un regisirador Kipp Zenen BD93 bajo una atmosfera de
nifrdgeno. Las gcarbolinas, en concenfraciones 1 mM se disolvieron en DMSO que
conienia perclorato de teirabulilamonio (TBAF) como elecirolito soporte (0,1 M). Los
electrodos de referencia y ouxiliar fueron de calomeiano y dalambre de platino
respectivamente. Como electrodo de frabagjo se utilizé una goia colganie de mercurio
en el estudio de electroreduccién y un electrodo de carbono vitreo en el esfudio de

elctrooxidacion. Las velocidades de bamido se variaron entre 100 mV/s y 2000 mV/s.

4.4.4 Espectroscopia de resonancia paramagnética eleckénica (EPR) del radical libre
de N-iferi-butil- a-fenilnifrona enlazado a la 1,2,3,4-tetrahidro- g-carbolina

E especiro de EPR se registrd en banda X {2,.85 GHz} usando un especirdmetro
Bruker ECS 106 equipado con cavidad rectangular y 50 KHz de modulaciéon de campo.
La generacion eleciroquimica del radical se realizé al potencial de oxidacion obtenido
en los experimentos de VCL, a una concentraciéon de compuesto de 103 M con 0.1 M
de TBAP usando DMSO como solvente. El radical, de vida corta, se detectd utilizando la

techica de atrapamiento de radicales® [“spin trapping”) ufilizando como atrapador N-

tert-butil-a-fenilniirona,
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4.5 Resultados y discusion

4.5.1 Reduccién de g-carbolinas por VCL en medio acvoso.

Los resultados obtenidos se resumen en las Figuras 4.2y 4.3, y en la Tabla 4.2.

Las Figuras 4.2 y 4.3 muestran que la reduccion de g-carbolinas es imeversible a

esa velocidad de bamido {1000 mV/s). Se redlizaron expetimentos con harmina en los
cudles la velocidad de barrido se aumenid hasta 50 V/s, manteniéndose la condicion
de ireversibilidad en fodos los pH en los que se realizo este estudio.
Ni THBC ni AHTC se reducen en el intervalo de potenciaies estudiado, a ningun valor de
pH. Para norharmano, harmalina y harmalol se observa que el potencial de reduccion
es dependiente del pH (potenciadles menos negafivos al aumentar la acidez del
medio}, probablemente debido a que la protonacidn de N-2 {ver Figura 3.2 para la
numeracion) a pH inferiores al pKaq de estos compuestos generaria especies catidnicos
mas propensas a la reduccién (ver Tabla 1.1).

A pH 3 solo hamalina y harmalol se reducen en tomo a los -1135 mV. ApH 7
tanto las dihidro-gcarbolinas como las g-carbolinas se reducen enire los -1250 mV y los -
1730 mV. A pH 11 sélo norharmano, harmalina y harmalol se reducen entre los -1350 y -

1780 mV.
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Figura 4.2: Voitamogramas ciclicos en medio prético de norharmanofa), harmano {b),
harmina {c} y harmol {d). Velocidad de barrido, 1000 mV/s. Bamido inicial en el sentido

caiodico.
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Figura 4.3: Voltamogramas ciclicos en medio préfico de harmalina {a) y harmalol [b).

Velocidad de barido, 1000 mV/{s. Barmido inicial en el sentido catédico.

Tabla 4.2: Reduccién de fcarbolinas en medio protico

Compuesto Ep (mV)e

pH3 pH7 pH 11

Sipe S1 S2 S1 S2
Norharmano (3} -c -1586 - -1785 -
Harmano (8) - -1623 -1832 - -
Harmina {8) - -1690 -1811 - -
Harmol (24) - -1731 - - -
Harmalina (7) -1133 -1251 - -1358 -1514
Harmalol {20) -1141 -1276 - -1444 -
THBC (1) - - - - -
AHTC {42) - - - - -

oPotencial de pico catddico. bSefial de reduccion.

cNo se detectd sefial de reduccion.
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Puesto que las tetrahidro-fcarbolinas no se reducen en el intervalo de
potencidles estudiados, mientras que los alcaloides dihidro y los totalmente aromaticos
si lo hacen, es posible sugerir que la sefial S1 comesponderia a la reduccion del doble
enlgce C1-N2 del esqueleto piridoinddlico.

Las dihidro-gcarbolinas se reducen a potenciales menos negativos que las 4
carbolinas, o que podra explicarse considerando que, como estos compuesios
contienen un doble enlace que no pertenece al sistema aromdtico, la reduccion de
ellos no involucra la pérdida de la energia de estabilizacién debido a la aromaticidad,
presente en las gcarbolinas tolaimente aromdticas. La presencia de los sustituyentes
metlo en C-1 y metoxilo o hidroxilo en C-7 desplazan los potenciales de reduccidn de
estos compuestos hacia valores més negativos, probablemente debido a que serian
dadores de electrones, lo que desfavoreceria la reduccion.

En un estudio de los procesos de ionizacién en medio acuoso de g-carbolinas,?
se determiné que los pKa de los grupos fendlico de harmol y harmalol son infericres a los
pKa de los nitrdgenos pirdinicos (N-2): pKa hamol = 7,86 {OH), 9.51 {NH); pKe harmalol =
8,62 [OH). 11,3 (NH). De esta manera, a pH 7 existina una proporcién importanie de
estas moléculos en la forma zwitteridnica {protonadas en N-2 y desprotonadas en el
oxigeno fendlico). menos propensas a [a elecfroreduccidn. Este hecho podria explicar
gue tonto harmalo! como harmol se reduzcan a potenciales mas negativos que as
ofras g-carbolinas con el mismo grado de insaturacién.

Segun los resultados obtenidos, la reduccion de gcarbolinas a pH fisiclogico
solo ocuriria a potenciales muy negativos {-1251--1731 mV). Estos resultados sugeririan
que estos compuestos no serian atrapadores de radicales libres biolégicos a fravés de
una reduccidon de ellas, ni serian sustratos de enzimas que participen en reducciones

biolégicas.
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4.5.2 Oxidacién de g-carbolinas por VCL en medio acuoso.

Los resuttados obtenidos se resumen en las Figuras 4.4 a 4.6 y en la Tabla 4.3.
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Figura 4.4: Voltamogramas ciclicos en medio prético de harmina (a), harmano (b},

norharmano {c) y harmol (d]. Velocidad de barrido, 50 mV/s. Barido inicial en el

senfido anddico.
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Figura 4.5: Voltamogramas ciclicos en medio prético de harmalina (a) y harmalol (b).
Velocidad de barrido, 50 mV/fs. Barrido inicial en el senfido andédico.
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Figura 4.6: Voltamogramas ciclicos en medio préfico de THBC (a) y AHTC (b).
Velocidad de barido, 50 mV/s. Barido inicial en el sentido anddico.
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Tabla 4.3: Oxidacién de fcarbolinas en medio protico.

Compuesio Ep [mV)e
pH3 pH7 pH 11

S1b 52 S1 S2 S1 S2 S3
Nerharmano (3} - - +990 - +635 - -
Hamano (6) - - +990 - +635 - -
Harming (8) - - +240 - +445 - -
Harmol (24) +955 - +720 - +380 +795 -
Harmalina {7) +935 - +795 +1035 +420 +640 -
Harmalol (20) +655 +920 +435 +740 +40 +215 +395
THBC {1) +925 - +790 - +465 - -
AHTC (42) +940 - +790 +985 +510 +615 -

a Potencial de pico anddico. b Senal de oxidacion. < No se detecto sefial de oxidacion.

Al igual que la reduccién de fcarbolinas, las Figuras 4.4, 4.5 y 4.6 muestran que
la oxidacién de estos compuestos es imeversible a 1000 mV/s. Experimentos realizados
con harmalina, harmol, harmina y AHTC en los cuales la velocidad de barido se varid
entre 100 mV/s y 50000 mV/s mosiré que la oxidacion de estos compuestos es tambien
ireversible a esas velocidades de barmido. Los potenciales de oxidacion de fodos los
compuesios estudiados son dependientes del pH del medio. De manera andloga a lo
que sucede en la reduccion de estas moléculas, a pH cercanos y superiores al pKe
(Tabla 1.1) se generarian especies neutras mas propensas a la oxidacién, mientras que
en medio acido la protonacién en N-2 dificultaria la oxidacion.

A pH 3 sdlo norharmano, harmano y hamina no se oxidan en el intervalo de
potenciales estudiados, mientras que el resio de los alcaloides se oxida a potenciales

entre los +650 mV y +250 mV,
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A pH 7 todos los compuestos se oxidan a potenciales enire +430 mV y +250 mV.
En los vollamogramas ciclicos correspondientes harmalina y harmalol, se observa una
segunda sefial de oxidacion, también imeversible, a +740 mV y +1035 mV
respeciivamente.

A pH 11 todos los compuestos se oxidan a potenciales entre +40 mV y +650 mV,
En los voitamogramas ciclicos obtenidos para harmol, harmaling y harmatol, se observa
una segunda sefnal de oxidacion, enire +215 mV y +795 mV.

Al igual que la oxidacion de aminas biogénicas precursoras de Ia biosinfesis de
fcarbolinas ocumre en una primera etapa a fravés de la salida de un elecirén del
esqueletfo inddlico,'01! es posible que la oxidacion de [os alcaloides g-carbolinicos esté
asociada a la salida de un electrdn del esqueleto pirideoinddlico, como fombkién se ha
demostrado que ocume en la oxidacion de la é-hidroxi-1-metil-1,2,3,4-tetrahidro-4
carbolina.4 Ademds, parece probable que una de las ires seficies de oxidacion de los
voltamogramas comespondientes a harmalol se relacione con la oxidacidén de la
funcidn fendlica. A diferencia de la reduccion de estos compuestos, la presencia de los
sustituyenies metilo en C-1 y meioxilo en C-7 no parece afectar la oxidacion de las
F-carbolinas estudiadas.

Al igual que en la reduccién, los alcaloides harmalina y harmalol, cuyos
esqueletos piridoinddlicos incluyen un sisterna # no aromdtico, poseen potenciales de
oxidacion menos positivos que los de los estructuras fotalmente aromdticas (4
carbolinas), posiblemente debide a que la oxidacién o reduccion de las moléculas
aromdaticas implica una pérdida de la energia de estabilizacion asociada a la
aromaticidad.

A pH fisiologico la oxidacion de dihidro-#carbolinas, de tefrahidro-gcarbolinas y

de harmol ocurre a poilenciales mas cercanos a los involucrados en los procesos
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bioldgicos (+435-+990 mV). Estos resultados sugeriian entonces que, en el caso de
existir algin mecanismo de éxido-reduccidn involucrado en el modo de accion de las

B-carbolinas, éste probablemente sélo ocuriria a fravés de la oxidacion de ellas.

4.5.3 Reduccién de g-carbolinas por VCL en medio aprético

Los voltamogramas ciclicos de gcarbolinas en medio aprotico (DMSQ) se
muesfran en las Figuras 4.7, 4.8 y en el Apendice lll. Estos se obtuvieron tanto para los
clorhidratos de p-carbolinas como para sus bases libres. La Tabla 4.4 resume los
resultados oblenidos.

De manera similar a lo que ocurre en medio acuoso, en ambiente aprdfico la
reduccion de fcarbolinas, como bases libres o como clorhidratos, es un proceso
ireversible cuando la velocidad de barido vara entre 100 mV/s y 2000 mV/s. Todos [os

clorhidratos y las bases libres de ias gcarbolinas estudiadas se redujeron en DMSO.
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Figura 4.7: Voltamogramas ciclicos en medio aprotico de harmina.HCI (a) y harmalina

HCI (b). VB, velocidad de barrido. Barrido inicial realizado en el sentido catddico.
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Figura 4.8: Voltamogramas ciclicos en medio apréfico de harmina (a) y harmalina (b).

VB, velocidad de barrido. Barrido inicial realizado en el sentido catodico.
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Tabla 4.4: Reduccion de gcarbolinas en DMSO

Compuesto Ep {mV]e

Sib S2 S3
Norharmane HCI -c - -1405 ~
Harmano HCI - -1355 -1501
Harmina HCI - -1334 -15%96
Harmol HCI -791 -1365 -1642
Harmalina HCI - -1355 -
Harmalol HCI - -1279 -
Norharmano - -724 -
Harmano - -735 -
Harmina - -765 -
Harrmaling - -781 -1269
THBC -406 -851 -

a Potencial de pico catédico. b Sefial de reduccién registrada a 2000 mV/s. € No se

detecto sefal.

En los clorhidratos de dihidro-fcarbolinas parece ocurrmir un dnico proceso de
reduccion, {S2), entre -1279 y -1355 mV probablementie asociado a la reduccidon del
doble enlace C1-N2. En las g-carbolinas totalmente aromdticas, ocurririan dos procesos:
el primero, {§2), enire -1334 y -1405 mV, que seria el mismo proceso que ocure en los
compuestos dihidro, es decir la reduccion del enlace C1-N2, y a pofenciales similares, y
ivego una segunda reduccion, (33}, que estaria asociada « la reduccidn de los
productos generados iras el primer proceso, lo que ocuriria entre -1405 y -1642.

Se observa también que los clorhidratos de fcarboelings totalmente aromdaticas
{norharmano, hamane, harming y harmol) presentan una sefial de oxidacion en el
bamido anddico entre -560 mV y -671 mV gue, a bamdo de potencial corto {-500 a -200
mV) no aparece, lo que sugeriria que esa sefial comesponderia a la oxidacion de algun

compuesto generado luego de la reduccion electroquimica de estas gcarbolinos
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completamente aromdticas. Los sustituyentes metilo y metoxilo afectan de manera
diferente los procesos de reduccién $2 y $3: mientras que, al igual que en ambiente
acuoso, la presencia de un metilo en C-1 y de un hidroxilo o metoxilo en C-7 desplaza
el proceso 33 hacia potenciales mdas negaiivos, el proceso 52 parece sufrir una
tendencia inversa, es decir se desplazaria hacia potenciales menos negativos.

Los resultados obtenidos para las bases libres sugieren que a mayor grado de
insaturacién el potencial de reduccién es menos negativo. El caracier dador de los
sustituyenies meiilo y meiloxilo parece afectar lo reduccion de las bases libres
desplazando los poienciales de reduccion hacia valores mas negativos. Es posible que
la sefial de reduccion de THBC a -4046 mV se deba a la reduccion de una impureza del
compuesto dada la baja intensidad de esta sefial.

AuUn cuando los potenciales de reduccidn de las bases libres y del clorhidrafo de
hamol en DMSQ son bastante negativos {-724 —-791 mV), éstos se acercan mds a los
potenciales de reduccién de algunos procesos bioldgicos, lo que permite sugerir que
algunas gcarbolinas podrian interactuar con sitios biolégicos caractenzados por
ambientes aprélicos vy cuyas constanies dieleciicas sean similares a ia de! DMSQ.,12
Ademads existen pruebas de que, di ser incorporados a péptidos, los potenciales redox
de firosina y triptofano cambian2 Se podn’éx esperar enfonces que la interaccién de g
carbolinas con proteinas cambie ios potenciales redox de las primeras.

AHTC presenta una serie de sefiales a -277, -347, -675 y -791 mV en el senlido de
barmido catddico. En el sentido de banido anddico se observan sefiales a -791 y -384
mV. 3dlo [a sefial a -791 mV es comparable con las que presentan otras gcarbolings, lo
que sugeriia que las sefales a potenciales menos negativos tendrian su crigen en la
reduccidén del grupo carboxilo y en la reduccion de otros productos derivados de este

proceso.




112

4.5.4 Oxidacién de g-carbolinas por VCL en medio aprético

Sélo las bases libres de las gcarbolinas {en sus distintos grados de insaturacion)
se oxidan en medio aprético, con la excepcion de AHIC y de harmano, que no se
oxidan. Las Figuras 4.9 y 4.10 y la Tabla 4.5 resumen los resultados obtenidos.

Se observa que harmalinag, la Unica g-carbolina no aromdtica, es la que se oxida
a potencial menor. De las fcarbolinas arométicas THBC, con un menor grado de
insaturacién, se oxida a un potencial menor que ias totalmenie aromaticas.
Norharmano presenta una sefial de reduccién en el bamido catédico (+342 mV}, lo que
sugerra la reduccién de «algin compuesico generadeo luego de la oxidacidn
elecfroquimica de esta g-carbolina.

Con la excepcion de harmaling, los potenciales de oxidacion de esias
moléculas en DMSO son mas bien altos, lo que sugerifia que no serian metabolizadas

por enzimas que pariicipen de la oxidacion de sustratos bioldgicos st el entomo del sitio

activo es aprético y de constante dieléctrica similar a la del DMSO.
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Figura 4.9: Voltamogramas ciclicos en medio aprotico de norharmano (a) y harmina

(b). VB, velocidad de barrido. Barrido inicial realizado en el sentido anddico.
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Figura 4.10: Voltamogramas ciclicos en medio aprofico de harmalina (a) y THBC (b). VB,

velocidad de barrido. Barrido inicial realizado en el sentido anddico.
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Tabla 4.5: Oxidacion de g-carbolinas en DMSO

Compuesio Ep {mV)a
Norharmano - +1239
Harmina +1365
Harmclina +789
THBC +940

e Potencial de pico anddico

4.5.5 Resonancia paramagnética electrénica del radical 1,2,3,4-tetrahidro-g-carboelinio
atrapado con N-feri-butil- a-feniinitrona

Bl atrapador de radicales OH- enddégeno mds poderoso descubierto hasta el
momento es la hormona melaioning, una indolamina muy similar a las g-carbolinas, 4
de la que se cree gue es el precursor inmediato del &-metoxiharmano {25).1% Estudios
realizados con esta hormona sugieren que su actividad antioxidante ocuniria a fraves
de la fransferencia de un electrén a radicales libres electrofilicos como OH- para formar

un radical catidénico indoiilo, es decir,
Melaionina + OH — Melatonina* + OH-

Este proceso de oxidacidn ocume electroguimicamenie a +580 mV o pH
fisiologico.?

Dada la actividad anfioxidante que presentan las g-carbolinas, segin se
discutiera en la seccién 4.3 [ver Tabla 4.1). se intenté lg deteccidn de un radical
piridoindolilo a pH 7, generado electroquimicamente a fravés de la oxidacion por VCL
a velocidades de barido altas {hasta 100 V/s). Sin embargo, no fue posible detectar
radicaies ni para harmalina ni para harmalol. S;a recunio entonces a la deteccién de un

radical piridoindolilo generado por oxidacién eleciroquimica en ambiente apréfico
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(DMSO)}, mediante el estudio de su espectro de resonancia paramagnética electrénica
(EPR}.

Se detectd un radical de muy corta vida utilizando la técnica de atfropamiento
de radicales ("spin trapping”) con el atrapador N-tert-butil-a-fenilnifrona (PBN). La
Figura 4.11 muesira el especiro de EPR del radical N-fert-butil-a-fenilnitroxido enlazado a
la 1,2,3,4-tetrahidro-g-carbolina (BC-PBN-), mieniras que la Figura 4.12 muesira una
estructura quimica tentativa de este radical.

Las constantes de acoplamientio hiperfino del radical BC-PBN- tienen los
siguientes valores, que sugieren que el radical pirdoindolic que reacciona con el

afrapador PBN esiaria centrado en un carbono!é:

1

an 13.2 gauss

dy = 3.2gauss

Este resuvitado sugeriia que la aclividad antioxidante que presentan las 4
carbolinas peodra explicarse a través de la formacién de radicales piridoindolilo,

probablemente generados por la reaccién de esios alcaloides con radicales

enddgenos electrofilicos, de manera andloga a la melatonina.
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l;lgura 4.12: Esfructura quimica teniativa del radical N-teri-bufit-a-fenilnifroxido

enlazado a la 1,2,3.4-tefrahidro-g-carbolina.
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4.5.6 Potenciales redox de g-carbolinas y descripfores de esfructura elecirénica

4.5.6.1 Medic acuoso, pH 7

Al graficar los potenciales de oxidacién o de reduccién de las g-carbolinas en

medio acuoso o en DMSO, en funcidn de descriptores de estruciura elecirdnica como
la electrofilia {w), la carga critica {Nmax), el potencial quimico elecirénico (77} o la

blandura {5), se observa que, de manera general, las fcarbolinas se comporian como
subfamilias de compuestos dependiendo del grado de insaturacién que presenian. Asi,
al graficar por ejemplo los potenciales de reduccion a pH 7 de dihidro-g-carbolinas
junto con las fcarbolinas, no se encuenira ninguna corelacion con los descriptores. Sin
embargo s es posible enconirar tendencias enfre estos parametros si se grafican en
forma separada. De la misma manera, los alcaloides protonados en N-2 presentan
propiedades diferentes, de manera que, aun cuando algunas tendencias enire
parémeiros se mantienen, no es posible enconirar una Onica comelacion al graficar
aglcaloides neutros y sus homdlogos profonados. Se desprende de estas observaciones
que tanio el grado de insaturacion del esqueleto pidoinddlice como la projonacion
en N-2 de estas moléculas modificon sustancialmente la distibucién elecirénica de
estos dlcaloides.

Las Figuras 4.13 y 4.14 muesiran la relacién enfre el potencial de reduccidén a pH

7 {Er}. la elecirofilia {w) y la carga critica [Nmax), de gcarbolinas neutras y protonadas

en N-2.
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Se observa que al aumentar la electrofilia o la carga critica, los potenciales de
reduccién a pH 7 de las gcarbolinas se hacen mds positivos; es decir, al aumentar la

electrofiia o la carga critica estos alcaloides se reducen con mayor facilidad. La
correlacién es pobre entre Er y @, tanto en los fcarbolinas neutras como en las

protonadas. La correlacién enire Er y ANuax mejora notablemente y es especialmente
buena cuando las gcarbolinas se encuentran proionadas. En el caso de las #
carbolinas neuiras, las cotrelaciones mejoran sustancialmente si se excluye harmol (R? =
0.995-0,999). Se ha sugerido que tanio harmo! como harmalol interacfian con el agua
a través del hidroxilo fendlico;!s cabria esperar que esta interaccion, probablemente a
fravés de puenies de hidrégeno, también meodifique la distibucion electrénica de
manera que el cdlculo de descriptores de harmol y harmalol en ausencia de agua
como sclvente sea poco represeniativo de lo que estd ccurmiendo en el medio de
reaccion. Se desprende ademds de estos resuliados, que la protonacién en N-2 del
esqueleto piridoinddlico disminuye el efecto de la diferencia en el grado de
insaturacion en el anillo pirdinico sobre 1a distribucién elecirdnica de estos compuestos,
¥ que probablemente disminuye también las diferencias en la solvaiacion de estos
compuestos debido a la presencia o ausencia de hidroxilos fendlicos. No se enconiréd
ninguna cormrelacién con el potencial quimico electrénico ni con la blandura de las #
carbolings.

Con respecto al potencial de oxidacion a pH 7, sélo se enconird una relacién
pobre con el potencial quimico elecirénico {¢]. segin se muestra en la Figura 4.15, la
cual indicaria que., al aumeniar el potencial quimico elecirénico, disminuye el
pofencial de oxidacion. Es decir, las moléculas mas “ricas” en elecirones, como las
tetrahidro-g-carbolinas, son las que se oxidarian mas faciimente. Esta relacion parece

ser muy sensible a la presencia de un grupo hidroxilo en C-7, ya que, al incluir en el
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grafico harmol y harmalol, esta tendencia se pierde completamente, probablemente a

la interaccion de los grupos fendlicos con el solvente (agua).
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Figura 4.15: Relacion entre el potencial de oxidacion a pH 7 (Eo) y el potencial quimico

electronico (y) de p-carbolinas neutras.

4.5.6.2 Medio aprético, DMSO

Los potenciales de reduccion de gcarbolinas neutras en DMSO muestran una

excelente correlacion con el potencial quimico electronico (), como se observa en la

Figura 4.16. Al aumentar u los potenciales de reducciéon en DMSO se hacen mas

negativos. Es decir, las moléculas mas ‘“ricas” en electrones se reducen con mayor
dificultad. No se encontrd relacion con los otros descriptores calculados en este

trabajo.
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Figura 4.16: Relacién entre el potencial de reduccion en DMSO (Eg) y el potencial

quimico electronico () de p-carbolinas neutras.

En cuanto a las pcarbolinas protonadas, el proceso S3, asociado solo a f
carbolinas totalmente aromaticas, presenta una buena correlacion con la electrofilia y
con la carga critica, segun se muestra en la Figura 4.17 y una correlacion mas bien
pobre con el potencial quimico electronico, segun se muestra en la Figura 4.18a. De
manera similar a lo que sucede en medio acuoso a pH 7, al aumentar la electrofilia o la
carga critica los potenciales de reduccion en DMSQO se hacen mas positivos, i. e. las #
carbolinas protonadas se reducen con mayor facilidad. También de manera similar a lo
que ocurre en ambiente acuoso a pH 7, al aumentar el potencial quimico electrénico

el potencial de reduccion en DMSO se hace mas negativo.
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Para el proceso $2, comUn a las dihidro-#carbolinas y a las gcarbolinas
protonadas, y que estaria asociado a la reduccién de! doble enlace Ci-N2, se
encontrd sélo una corelacion, enire el potencial de reduccidn en DMSO y el potencial
quimico elecirénico, segin se muesira en la Figura 4.18b. De manera inesperada y
contrariamente a lo que ocure con las tendencias encontradas para la oxidacién en
medio acuoso, para la reduccién en DMSO de los aicaloides neutros (ver Figuras 4.15y
4,16), y para la reduccién en DMSO de los dlcaloides protonados (Figura 4.18a), Ia
tendencia indicaric que la reduccién $2 de los compuestos protonados se desplaza
hacia potenciales mds positivos a mayor poiencial quimico elechdnico. Es decir,
mientras mds “ricas” en electrones son las moléculas, mdas facimenie se reducen. Esia
tendencia podra explicarse al considerar que, para que el enlace doble C1-N2 se
reduzca, el dtomo de nitrégeno debe cambiar su hibridacién desde sp? a sp3, es decir
ja densidad elecfrdnica en tomo a N2 debe aumentar. Podria ser enfonces que, si el
sistema inddlico adyacente a este enlace yfo C1 estdn sustituidos con grupos dadores
de electrones. el cambio de hibridacion -necesario para la reduccion del dobie

enlace- se vea favorecido.

4.5.7 Actividad anfioxidanle de g-carbolinas y descripiores de estructura elechrénica

Como se discutiera en la seccion 4.3, estudios redlizados en gcarbolinas
revelaron que presentaban actividad antioxidante, y que ésta dependia del patrén de
sustitucion de los compuestos estudiados.? Los autores proponen que esta actividad se
deberia a la capacidad de las gcarbolinas de formar y estabilizar radicales libres, pero
no discuten si esto ocumiria a fravés de la oxidacién o de la reduccion de ellas.

En una primera efapa se analizé la relacion enfre la actividad antioxidante (en

medios enzimatico y no enziimdtico) y los potenciales de reduccién y de oxidacion {en
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medio acuoso a pH 7 y en DMSO). Desafortunadamente de las cinco g-carbolinas cuya
actividad antioxidante se estudio, sélo cuatro de ellas pudieron ser incorporadas a este
andlisis, ya que el valor exacto de la actividad antfioxidante de la harmina no fue
determinado. Luego se analizd la comelacion entre la actividad antioxidante
(dependiente y no dependiente de enzimas) y los descriptores de estructura
electronica.

La Figura 4.19 muestra la relacion que se encontréo entfre la actividad
antioxidante no dependiente de enzimas y el potencial de oxidacion en medio acuoso
a pH 7. Los datos se tomaron de las tablas 4.1 y 4.3. Se observa que las moléculas con

menor potencial de oxidacién presentan mayor actividad antioxidante.
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Figura 4.19: Relacion entre el potencial de oxidacion (Eo) a pH 7 y la actividad

antioxidante (Clss) en medio no enzimdafico de fcarbolinas neutras.
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Esta es la Unica relacion que se encontré entre la actividad antioxidante y los
potenciales redox de las pcarbolinas. Este resulfado es congruente con las
conclusiones obtenidas de la secciones 4.5.1 y 4.5.2, en las cuales se sugiere que las
carbolinas no serian atrapadores de radicales libres bioldgicos a traves de la reduccion
de ellas, sino mds bien a fravés de su oxidacion.

Respecto de la relacion entre la actividad antioxidante no dependiente de
enzimas de pB-carbolinas y sus descriptores de estructura electrénica, la Figura 4.20
muestra la Unica relacion encontrada, entre el valor de Clso y el potencial quimico

electrénico (y) de los alcaloides protonados. Mientras mas positivo es g mayor es la

actividad antioxidante de las fcarbolinas, lo que estd de acuerdo con un proceso de

oxidacion (ver también Figura 4.15).
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Figura 4.20: Relacion enfre la actividad antioxidante (Clss) en medio no enzimdtico y el

potencial quimico (u) de f-carbolinas protonadas.
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La aciividad antioxidante dependiente de enzimas presentaria una excelenie
cormrelacién con la carga critica {Nmax) Y una correlacion pobre con la blandura {8} de
las gcarbolinas neuiras, segin indica Ia Agura 4.21. Las tendencias indicarian que la
actividad antioxidante aumenta si la carga crifica aumenta y que las fcarbolinas mds
blandas son aquellas que presentan mayor actividad antioxidante. Estas tendencias
poedrian sugerr que la actividad antioxidante de g-carbolinas en un medio enzimatico
podria asociarse no sélo a la intedferencia de los procesos redox del sistema sino
también a la inferaccion con alguna(s) enzima(s) presenie en el medio de incubacion

(ver por ejemplo Figura 3.8).




(b)

Cly, (uM)

R? = 0,99583

HLINA

-
HLOL

0,68

300

250 4

200 -

150 —

100

50 +

HOL
N

T T T
0,70 0,71 0,72 0,73

Ny (8V)

R® = 0,88951

T
0,74

T
0,75

HLINA

HLOL

130

Figura 4.21: Relacion entre la actividad antioxidante (Clss) en medio enzimdtico, la

carga critica (Nmax) (a) y la blandura (§) de p-carbolinas neutras.
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CAPITULO 5. EFECTO DE ALGUNOS ALCALOIDES g-CARBOLINICOS EN

EPIMASTIGOTES DE Trypanosoma cruzi

5.1 Introduccion

La enfermedad de Chagas (Tipanosomiasis americana) es un problema de
salud serio en America Lating, donde mas de 20 millones de personas se encuentran
infectadas con Trypanosoma cruzi, el pardsito protozoarno que causa esta enfermedad.
Los indices de mortalidad van de un 8 al 12 % dependiendo de la edad y del estado
fisiolégico del pacienie. )2

Para tratar esta enfermedad se usan dos drogas nifroheterociclicas, nifurfimox y
benznidazol,3 sin embargo los serios efectos colaterales producidos en un 40-70 % de los
pacientes fuerzan a la mitad de ellos o descontinuar el fratamiento.4 Ademds, se han
detectado diferencias importantes en la susceptibilidad hacia estas drogas enire las
variadas cepas de pardsitos aisiadas.s2 E compuesto nifurtimox no se usa en algunos
paises debido a su toxicidad y su ineficacia en etapas crénicas de la enfermedad de
Chagas. Debido a Io inadecuado de los regimenes terapéuticos disponibles, miles de
compuestos quimicos -tanto naturales como sintéticos- han sido probados como
agentes antichagdasicos, pero la toxicidad, probada o supuesta y ia baja solubilidad en
agua de muchos de ellos han limitado su uso.57

Enlre los compuestos probados, dalgunos alcaloides Acarbolinicos han

demostrado ser activos contra epimastigotes de especies de Trypanosoma in viiro 89

Los resuliados obtenidos por los autores sugieren que la insaturacion del anillo pirdinico
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y la sustituciéon en C-7 (ver Figura 3.2 para la numeracion) aumentan la actividad
fripanomicida g

Como se mencionara en las secciones 1.1 y 1.2, los alcaloides gcarbolinicos
estan ampliamente disfribuidos en la naturaleza. Han sido aislados de hongos, de
especies de plantas que pertenecen a varias familias, de organismos marinos’® y de
fluidos y tejidos de mamiferos {incluyendoe humanos).iti2 La actividad farmacoldgica
de estos dlcaloides es también muy diversa: han demostrado inhibir diferentes enzimas
e interactuar con sistemas de neurcfransmision como receptores opioides, GABA,
colinérgico muscarinico, serotonina y dopamina.’® Como agentes quimioierapéuticos,
algunas gcarbolinas se han reportado cifotdxicas para células cancerigenas’3 y

parasiticidas contra otros microorganismos diferentes de Trypanosoma spp.1415

La exisiencia enddégena de dlgunas f-carbelinas en el hombre sugiere la
presencia de rutas biosintéticas y metabdlicas para estos compuestos, de manera que
el cuerpo humano deberia ser capaz reducir sus efectos toxicos. Este hecho vy la
actividad quimioterapéutica de estos dlcaloides, cuyos mecanismos de accion
permanecen siendo desconocidos, impulsaron este grupo de trabajo a continuar
estudiando el efecto de pcarbolinas en distintas cepas de T. cruzi, con el objeto de
obtener una mejor comprension respecto del modo de accion de esfos alcaloides.
Ademds, considerando que los regimenes terapéuticos de la enfermedad de Chagas
pueden ser de larga duracion (90-120 dias).4 parece inferesante determinar si el efecto
de estos compuestos persisie en los cullivos, o si los pardsitos desamollan estrategias
para evitar los efectios {oxicos de esfos alcaloides. Esta informacidn podria ser de gran

vtilidad en la bisqueda de compuestos guia en el disefio de drogas nuevas con baja

toxicidad y alta eficacia en el tratamiento de la enfermedad de Chagas.
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En este capitulo se informan los resultados obienidos al tratar cultivos de
epimastigotes de T. cruzi perienecientes a dos cepas chilenas: Tulahuén (con alia
sensibilidad a nifurtimox} y LQ {con baja sensibilidad a nifurtimox),'é con iz
carbolinas {ver Figura 3.2 para las estructuras) en un periodo de 14 dias. Posteriomrmente
fos resultados se analizarén a la luz de la caracterizacion fisico-quimica que se ha

desarroliado en esta tesis

5.2. Metodologia

5.2.1. Compuvestos quimicos

Todos los compuestos quimicos ufilizados fueron de la mds alla pureza
disponible en el mercado. Los reactivos Tripiosa, suero fetal ovino, extracto de levadura
y triplona se adquiieron de Difco. Los clorhidrafos o las bases libres de harming,
hammano, harmalina, hamel, harmalol, nerharmano vy 1,2,3.4-tetrohidro-#carboling
(THBC) se adquirieron de Aldrich. El dcido 3-Hamano-1,2,3.4-tefrahidrocarboexiico

{AHTC}, hemina y todos los ofros reactivos quimicos fueron obienidos de Sigma.

5.2.2. Pardstios

Los epimastigotes de T. cruzi {cepas Tulahuén y LQ) de nuestra coleccién se
cultivaron a 28 °C en un medio Diamond monofdsico.? siendo la sangre reemplazada

por hemina. 4 uM. El suero fetal se agregd en una concentracién final de 4%.
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§.2.3. Inhibicion del crecimiento del cultive

Llas drogas se agregaron en soluciones de DMSO, para dlcanzar las
conceniraciones finales en el medio de cultivo indicado en las tablas y figuras. No se
observd efecto en el crecimienio celular o consurno de oxigeno afibuible a DMSO a
las concentraciones usadas. B crecimiento de epimastigotes de T. cruzi se siguid por
nefelometria utilizando frascos de cultivo con un brazo lateral.181? Los datos de Clso y
Cles.100 se calcularon por interpolacion de las curvas de inhibicién de crecimiento de

cultivo a diferentes conceniraciones en el 7 dia de culfivo (fase exponencial).

5.2.4, Consumo de oxigeno

Las medidas de respiracién se redlizaron polarograficamente con un electrodo
Clark N° 5331 {Yellow Spring Instrument) en un oxigrafo Gilson 5/6.20 El volumen de la
camara fue de 2 ml y la temperatura se {ijé en 28 °C. La caniidad de pardsitos usados
para los ensayos fue equivalente a 1 mg de proteina en la cepa Tulahuén y 0.5 mg en
la cepa LQ. Los pardsitos fueron resuspendidos en 0.05 M de buffer de fosfato de

potasic, pH 7.4, conteniendo 0.107 M de cloruro de sodio.

5.2.5 Toxicidad de la droga

Para desarollar las determinaciones de foxicidad, ias drogas se agregaron o
suspensiones de pargsitos {106-107 células/ml) en concentraciones de 0.1 y 1 mM en
agua o DMSO. Se cbservaron los cambios en la forma y motilidad de Jos pardsitos

despuésde 1,20y40h a28°C.20
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5.3 Resvitados y discusidn

5.3.1 Efecto de g-carbolinas en cultivos de epimastigotes de T. cruzi

La Figura 5.1 muesira el efecto de algunas gcarbolinas en el crecimiento de
epimastigotes de las cepas Tulahuén y LQ de T. cruzi. Las cepas Tulahuén alcanzan su
fase estacionaria de crecimiento después de 9-11 dias de cullivo, mientras que la cepa
LQ lo hace después de 7-9 dias de culfivo.

Aungue todos los compuestos son inhibidores activos del crecimiento, sdlo la
harmina tiene una actividad significativa a conceniraciones 100 uM. Harmina inhibe el
crecimiento de la cepa Tulahuen en un 90% al 10™e dia y en un 88% el 77 dia en la
cepa LQ. Harmano muestra una inhibiciéon de un 8% al 10me dia en la cepa Tulchuén y
de un 67% en la cepa LQ. Hamaling, norharmano v harmol muestran actividades
moderadas vy sirilares en la cepa Tulahuén con inhibicion de los cultivos de un 45-47%
después de 10 dias. Harmalol, THBC y AHTC son inhibidores pobres del crecimiento de
cultivos de la cepa Tulahuén, con un 29-34% de inhibicién al 10me dia, En la cepa LQ,
harmaling inhibe el crecimiento de los cultivos en un 1% después de 7 dias, mientras

norharmano, harmol, hamailol, THBC y AHTC son menos activos conira epimastigotes,

inhibiendo su crecimiento en un 17-35% al 7m° dia.
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Figura 5.1: Efectos de varias p-carbolinas en el crecimiento de epimastigotes de cepas

Tulahuén y LQ de Trypanosoma cruzi. Las drogas se agregaron en conceniraciones

finales 100 uM. Los valores que se muesiran representan los promedios de ires o- mds

experimentos independienfes con una variacién menor al 10% enfre ellos. Las

poblaciones iniciales de epimastigoies en cultivo fueron 5.6 x 106 células/mi en la cepa

Tulahuén y 6.0 x 10¢ células/ml en la cepa LQ.
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La actividad tipanomicida del nifurtimox se basa en la generacién de radicales
libres.2 La cepa Tulahuén es mds sensible ol nifurfimox que la cepa LQ,
presumiblemente debide a que la cepa Tulahuén fiene concentraciones de glutation y
tipanofion menores que la cepa LQ. Se sabe que el glutation'é y el fripanofién son dos
factores importantes en el mecanismo de defensa celular contra los radicales libres,2223

La Tabla 5.1 muestra las concentraciones de harmina y harmano necesarias
para inhiblr en un 50% (Clso) 0 95% {Cles) el crecimiento del cultivo de los epimastigotes.
Dado que la cepa LQ, relativamente insensible al nifurfimox, presenta una mayor
suscepiibilidad hacia las g-carbolinas, parece ser que la generacion de radicales libres

no es un factor importante en el modo de accidn de estos alcaloides.

Tabla 5.1: Efecto de harmina y harmano en el crecimiento de cultivos de epimastigotes

de T. cruzi de cepas Tulahén y LQ

Compuesto Cepa Tulahuén Cepa L@

Clso Clos Clso Clss
Harmina 19.69* 124.00* 17.99* 105.64*
Harmano 40.04** 36871 25.68*** 206,445+

Clso comesponde a concentraciones micromolares que inhiben el crecimienfo de
culivo en un 50%. Clss comresponde a concentraciones micromolares que inhiben el
crecimienfo de cultivo en un 95%. *P<0.006; **P<0.07: ***P<0.008 con respecto a los

culfivos de confrol.

5.3.2 Efecto de g-carbolinas en la respiracién de epimastigotes de T. cruz

Lo Tabla 5.2 muestra el efecto de aigunas fcarbolinas en la respiracién de
epimastigotes de T. cruzi pertenecientes a las cepas Tulahuén y LQ. La inhibicién de la
respiracion (concentracion de droga 1 Mm) varia desde un 17% a un 77% en Ias cepas

Tulahuén y desde un 12% a un 61% en las cepas LQ. Estos resultados sugieren que la
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inhibicion de la cadena respiratoria podria estar jugando un papel importante en el
mecanismo de accién de las fcarbolinas. Sin embargo, la respuesta de las cepas
Tulahuen y LQ frente al consumo de oxigeno no es la misma. Mientras que la cepa
Tulahuén muestra una fuerte comelacion entre la actividad tripanosomicida y la
inhibicion de la respiracion (los mejores compuestos tripanosomicidas son también los
mejores inhibidores, y viceversa), la cepa LQ no muesira una correlacion clara. Cabe
notar que la inhibicion de la respiracion parece ser el mecanismo principal de ia
accion de la mayoria de las g-carbolinas esfudiadas en la cepa Tulahuén. Sin embargo
en la cepa LQ la inhibicion del consumo de oxigeno da cuenta sélo parcicimente de la

actividad tripanosomicida de estos compuestios.

Tabla 5.2. Efecto de alcaloides g-carbolinicos en el consumo de oxigeno de

epimastigotes de T. cruzi de las cepas Tulahuén v LQ

Compuesto % inhibicién de consumo de oxigeno
Cepa Tulohuén CepalQ
Harmina 77.0 61.0
Harmano 50.5 42.0
Norharmano 44.0 295
Harmol 41.0 61.0
Harmalina 28.0 23.0
Harmalol 19.5 16.0
THBC 17.5 16.0
AHTC 21.0 12,5

Todas las pcarbolinas fueron agregadas a una concenfracion final de ImM. La
respiracion confrol fue 25.0 nmol O/min/mg de proteina para la cepa Tulahuén vy 27.4
nmol O/min/mg de protfeina para la cepa LQ. Los valores informados representan Ios
promedios de fres o mds experimentos independientes con una variacion de no mds
del 15% entre ellos.
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Figura 5.2: Correlacion entre la inhibicion del consumo de oxigeno y la inhibicién del

crecimiento de epimatigotes de I. cruzi para las cepas Tulahuén y LQ.

La Tabla 53 muestra un estudio de la toxicidad de Ias drogas hacia
epimastigotes de la cepa Tulahuén, determinadas a fravés de una observacion

microscopica durante un periodo de 40 h, a dos concentraciones de droga. Se
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pueden observar diferencias importanies en las susceplibilidades de estos pardsitos
hacia estos compuestos quimicos, Estos resuitados estén de acuverdo con aguellos
obtenidos para la inhibicién del crecimiento de los cultivos de epimastigotes {Figura
5.1}. Norharmano resulié ser el olcaloide mdas téxico frente a T. cruzi, seguido por
harmina y harmano. Estos tres compuestos producen lisis de la mayoria de las células
después de 40 h, a concentraciones de 1mM. Harmol y harmalina son menos toxicos,
produciendo deformacién y/o inmovilizacion de los epimasiigotes. Harmalol y AHTC
mosiraron foxic?dcd baja o nula hacia los pardsitos. Los resuliados obtenidos en los
experimentos resumidos en la Figura 5.1 indican que en etapas tempranas de los
periodos de incubacién de los cultivos de epimastigotes, norharmano es el mejor

inhibidor, pero aparentemente se gatilian esirategias de detoxificacion en los pardsitos

para confrarrestar la oxicidad de este alcaloide.

Tabla 5.3: Toxicidad de algunos dlcaloides fcarbolinicos hacia epimastigotes de T. cruzi

de la cepa Tulahuén

Compuesto 0.1 mM TmM

ih 20h 40h ih 20h 40h
Control 0 0 0 0 0 0
Norharmano + +4 et ++ oo R
Harmina + + ++ ++ it FRIES
Hamano 0 + + e +++ +t
Hamnol 0 + + + ++ P
Harmalina 0 + + + + ++
Harmmalol 0 0 0 0 + ++
AHTC 0 0 0 0 0 0

Los grados de toxicidad, expresados como 0, +, ++, +++, ++++, representan disminucion
en la motilidad, cambio en forma vy lisis de células evaluadas microscépicamente (X400
magnificacion) después de 1, 20 y 40h a dos concentraciones de drogas. Los datos

rmosirados representan los resulfados de fres experimenios independientes.




142

Los resultados obtenidos en esie frabajo permiten ser mas especificos en las
descripciones de relaciones estructura-actividad.® Como fuera observado por ofros
autores, la insafuracion del anillo piridinico aumenta la actividad fripanosomicida. Las
1.2,3,4-p-carbolinas fienen actividades bastante bajas, mientras que las 1,2-dihidro-f
carbolinas son mejores inhibidores del crecimiento. Un anillo piridoindol completamente
insaturado parece ser una condicion necesaria para una actividad fripanosomicida
optima en esta familic de compuestos. Esto podria asociarse con la planaridad de
esfas moléculas, con su conducia redox o con su distibucion de densidad elecirénica,
por mencionar fres posibles consideraciones estructurales. Un grupo metilo en C-1
avmenta la actividad, posiblemente por un aumento de la lipofilia de la molécula o
por unga interaccién especifica con un residuo hidrofdbico en un sifio activo. La
sustitucion en el C-7 con un grupo metoxile también aumenta la actividad {comparar
harmina con harmano en la Figura 5.1 y Tabla 5.1}, pero si el sustituyente en esta
posicién es un grupo hidroxilo, la actividad tiende a disminuir {comparar harmina y
harmol en la Figura 5.1 y Tabla 5.3). Esto se explicaria considerando la presencia de un
ceniro hidrofdbico cercano a un sitio donde las g-carbolinas ejercen su accién, en el
cual un grupo metoxilo se qjustaria mejor que un grupo hidroxilo, o simplemente por
una disminucion de la lipofilia.

Los mecanismos de accién de gcarbolinas como agentes tripanosomicidas no
son conocidos. Se ha informado que estos dlcaloides forman  asociaciones
intermoleculares con los grupos prostéticos de flavoenzimas, FAD y FRN ,2425 y que son
capaces de interferir en la sintesis de DNA en células cancerigenas.26? §j la generacidn
de radicales fibres no es un mecanismo importanie en la accién tripanosomicida de #
carbolinas, podric ser posible que los asociaciones con las flavoenzimas de ios

pardsitos, pertenecientes o no a la cadena respiratoria, y/o la alteracién de la sintesis
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del DNA del pardsito, fueran responsables de la actividad tripanosomicida de estos

compuesios.

5.3.3 Relacién entre ia actividad inhibitoria de g-carbolinas sobre el crecimiento de
cullivos de epimastigotes de T. cruzi con otros parametros fisicoquimicos y con los

descriptores de estructura electrénica

Con el objeto de comprender los posibles modos de accién de las gcarbolinas,
se realizé un andilisis entre la actividad inhibitoria de fcarbolinas sobre el crecimiento
de cuitivos de epimastigotes de T. cruzi de las cepas Tulahuén y LQ con los siguientes
parametros: pKa {datos tomados de Ia Tabla 1.1), lipofilia (datos tomnados de la Tabla
1.2, constantes de equilibrio de la asociacion riboflavina-g-carbolina y FAD-g-carbolina
(Tablas 3.7 y 3.2}, reduccién y oxidacién deg-carbolinas en medio acuoso {a pH 7} y en
DMSO (Tablas 4.2, 4.3, 44 y 4.5) y con los descriptores de estructura electrdnica
potencial quimico electrdnico, dureza, electrofilia, carga critica, y transferencia de
carga hacia LFH1+ {AN]1). Puesto que a pH fisioldgico tas formas neutras y protonadas
de las gcarbolinas se encuentran en equilibrio, y que ambas podrian ser responsables
de la actividad bioldgica, donde fue posible las dos formas se consideraron formas se
consideraron {Oxidacién y reduccidn en DMSO y descriptores de estructura

electrénica).

5.3.3.1 Cepa Tulahuén

La Figura 5.3 muestra que la actividad inhibitoria del crecimienio de los cultivos
de epimastigotes se relaciona con la unién a flavinas {fiboflavina y FAD): al aumentar la

unién a las flavinas, aumenta la actividad inhibitoria. Este resultado sugiere que, parte

O
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de la actividad inhibitoria, se deberia a la interaccion de pg-carbolinas tanto con

flavoenzimas como con flavinas libres.
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Figura 5.3: Relacion entre la inhibicion del crecimiento de cultivos de epimastigotes de

1. cruzi y las constantes de asociacion (Kpa) riboflavina-g-carbolina (a) y FAD-#

carbolina para la cepa Tulahuén.
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La Unica correlacion que se encontréd entre los descriptores de estructura

electrénica y la actividad inhibitoria para las g-carbolinas neutras se muestra en la

Figura 5.4:
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Figura 5.4: Relacion entre la inhibicion del crecimiento de cultivos de epimastigotes de

T. cruzi v la carga critica (Nmax) de g-carbolinas neufras.

' La tendencia encontrada indicaria que, mientras mayor es la cantidad de

carga que la molécula necesita del medio en el que se encuentra para estabilizarse,

menor es la actividad inhibitoria. Visto de ofra manera, el medio en el cual las f

carbolinas neutras estan ejerciendo su actividad no es buen dador de carga frente a

éstas, por lo tanto, mientras menos carga necesiten para estabilizarse, mayor es la

actividad.

Respecto de las f-carbolinas protonadas, se encontraron correlaciones con la

electrofilia y la carga critica segun se muestra en la Figura 5.5.
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Figura 5.5: Relacion entre la inhibicion del crecimiento de cultivos de epimastigotes de

L

cruzi, la electrofilia (a) y la carga critica (b).
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Mientras mayor es el caracter electrofiico de las p-carbolinas protonadas,
menor es la actividad inhibitoria. Este resultado sugeriria que estos alcaloides podrian
estar interactuando con sitios biologicos mas electrofilicos, donde la nucleofilia de estos
compuestos favorezca la accién inhibitoria. De manera similar a las p-carbolinas
neutras, el aumento de la carga critica desfavorece la actividad inhibitoria de las
carbolinas protonadas. Esta relacion sélo se encontré en los alcaloides totalmente
aromdticos que, sin embargo, son los que presentan mayor actividad; al incluir las
dihidro y las tetrahidro-fcarbolinas la relacion se pierde ya que los compuestos se
separan dependiendo de la insaturacion.

Por Ultimo, también se encontré que la actividad inhibitoria del crecimiento de
cultivos de epimastigotes se relaciona con la actividad antioxidante no dependiente

de enzimas de las g-carbolinas, segun se observa en la Figura 5.6:
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Figura 5.6: Relacion entre la inhibicidn del crecimiento de cultivos de epimastigofes de

I. cruzi y la actividad antioxidante no dependienfe de enzimas (Clso).
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La actividad inhibitoria disminuye con la capacidad antioxidante de estos
compuestos. Esta relacion es comprensible si se considera que los agentes
antioxidantes protegen los sistemas biolégicos de las alteraciones en los sistemas redox
que puedan generar radicales libres, y por lo tanto contrarrestan el dano que distintos

agentes puedan causar a estos organismos.

5.3.3.2 Cepa lQ

La Figura 5.7 muestra que la actividad inhibitoria de las g-carbolinas depende
de la lipofilia de estos compuestos. Si aumenta la lipofilia aumenta la actividad. Esta
tendencia podria relacionarse con el transporte de las g-carbolinas a través de las
membranas de los distintos organelos de los epimastigotes, el que se ve favorecido
para compuestos mas lipofilicos, y también con las caracteristicas de los sitios activos
donde estos compuestos ejercen su accion, en los cuales podrian existir residuos
hidrofébicos, cuya interaccion con sustituyentes como OH {que disminuyen la lipofilia)

se desfavorece.
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Figura 5.7: Relacion enfre la inhibicion del crecimiento de cultivos de epimastigotes de

I. cruziy la lipofilia (log Po-4) de p-carbolinas.
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Al igual que en la cepa Tulahuén, la actividad inhibitoria del crecimiento de

epimastigotes para la cepa LQ se relaciona con la constante de asociacion f-

carbolina-flavina, como se observa en la Figura 5.8.
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Figura 5.8: Relacién entre la inhibicién del crecimiento de cultivos de epimastigotes de

1. cruzi y las constantes de asociacion (Koa) riboflavina-g-carbolina (a) y FAD-f-

carbolina para la cepa LQ.



150

Al aumentar la union a las flavinas aumenta la actividad. Sin embargo la
correlacion es mds pobre que en la cepa Tulahuén, de lo que se desprenderia que la
asociacion con flavinas es menos importante en la cepa LQ.

La Figura 5.9 muestra la relacion entre la actividad inhibitoria de los clorhidratos
de p-carbolinas totalmente aromdaticas y el potencial de reduccion en DMSO (proceso
$3). Mientras mas positivo es el potencial de reduccién, mayor es la actividad inhibitoria
de estos compuestos, lo que sugeriria que una parfe de la actividad inhibitoria se

relacionaria con la reduccion de estos alcaloides.
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Figura 5.9: Relacion entre la inhibicién del crecimiento de cultivos de epimastigotes de

I. cruzi y el potencial de reduccion en DMSO de f-carbolinas protonadas.
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5.3.4 Relacién entre la actividad inhibitoria de g-carbolinas sobre Ia respiracion de
epimastigoles de T. cruzi con ofros pardmetros fisicoquimicos y con los descriptores de

estructura electrénica

La relacién entre la inhibicién de la respiracién de epimastigotes de T. cruzi vy
otros parametros fisicoquimicos se realizé a través de un andlisis idéntico dl descrito en

la seccién 5.3.3.

5.3.4.1 Cepa Tulahuén

La Figura 5.10 muestra la relacion entre [a inhibicién del consumo de oxigeno y
la unidn de Bcarbolinas a flavinas. Al igual que para la inhibicién del crecimiento de
culfivos de epimastigotes, al aumentar la union a flavinas, aumenia la inhibicion del
consumo de oxigeno.

La Figura 5.11 muesira las comelaciones enire la inhibicion del consumo de
oxigeno y los descriptores de estructura elecirdnica dureza quimica y carga crifica de
las p-carbolinas neutras, mieniras que la Figura 5.12 muestra las conelaciones enire la

inhibicion de la respiracion, la elecirofiic y la carga ciilica de los alcaloides

profonados.
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Figura 5.11: Relacién entre la inhibicion del consumo de oxigeno de epimastigotes de I.
cruzi, la dureza quimica (a) y la carga crifica (b) de p-carbolinas neutras.




100 4
(a A
a0
80
70
60 -
50
40

30

% | Consumo O, Cepa T

20

10 S

s HNAH+

| HOLH+ =

154

R?=0,81397
HNOH+
» NHH+
\\
——
\\\g
.\\
HLNAH+ S
HLOLH+

100

(b)
9

80+

% 1 Consumo O, Cepa T

10

70

60 —

40
30

20

72 74 76 718

-
HNAH+

HNOH+
]
HOLH+

80 82 84 86 88 90 9,2

o (eV)
R?=0,78840
NHH+
]
HLNAH+
-
HLOLH+ u

Figura 5.12: Relacién entre la inhibicion del consumo de oxigeno de epimastigotes de L.

T

T
1,95

| T DL

7. 1. T — T T T T
200 205 210 215 220 225 230 235 240

N, .. (e

cruzi, la electrofilia {a) y la carga crifica (b) de p-carbolinas protonadas.




155

En la Figura 5.11q, la tendencia indica que, a mayor dureza quimica mayor es la
inhibicién de la respiracion, Este resuliado podria sugerir que, en los procesos de
respiracién de los epimastigotes, las fcarbolinas neutras estarian involucradas en
procesos duros en el senfido del principio HSAB {écidos y bases duras y blandas) de
Pearson,?® como lo serian la interaccién con protones provenientes de moléculas
biolégicas, de agua o la interaccidén con iones. De la Figura 5.11b se observa que, al
igual que en la inhibicién del crecimiento de cultivos, el aumento en la carga critica
desfavorece la inhibicion de! consumo de oxigeno.

Por ofro lado, las iendencias de la Figura 5.12 [muy similares a las observadas en
la inhibicidn del crecimiento de cultivos de epimastigotes de esta misma cepa),
sugieren que las gcarbolinas protonadas también estarian interactuando con sitios
biolégicos mas electrofilicos. El aumento de la carga crilica también desfavorece la

inhibicién del consumo de oxigeno de las fcarbolinas protonadas.

5.34.2CepalQ

Al iguat que en todos los casos anteriores, la inhibicién del consumo de oxigeno
aumenia i la asociacion gcarbolina-flavina es mayor. Sin embargo, en ia cepa LQ la
correlacién enire la actividad inhibitoria v Koa es notablemente mejor, en especial
cuando la asociacién es con FAD, como puede apreciarse en la Figura 5.13, Podria ser
enfonces que la interaccién entre las fcarbolinas y ias flavoenzimas de la cadena
respiratoria sean las principales responsables de la inhibicién del consumo de oxigeno,

La comelacion con desctiptores como la electrofilia y la carga critica {Figuras
5.14 y 5.15) apoyan esta observacion (comparar por ejemplo con las Figuras 3.8 y 3.10),
ddandole a las gcarbolinas un caracter nucleofiico frente al sistema isoaloxazinico de

las flavinags. Ademds fanto para los compuestos neutros como protonados las
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correlaciones son notablemente buenas, lo que podria indicar fuertes interacciones

entre las g-carbolinas y ofros electréfilos de la cadena respiratoria.

60 -
50
40:
30:

20 S

% | Consumo O, Cepa LQ
2

10+

R®=0,83972

100

—
~—

100
)

90
80:
70:
60:
50-
40:
3ﬂ:

20—

% | Consumo O, Cepa LQ

104

T ¥ T T T T T X T
200 300 400 500 600
Km (Ifmol)

R?=0,92390

HOL =

s HNO

NH =
= HLNA

= HLOL

T T 1
700 800

L]
HNA

T T T ¥ T T T T T T T
100 200 300 400 500 600
K, (Iimol)

.
700 800

Figura 5.13: Relacidn entre la inhibicion del consumo de oxigeno de epimastigotes de 1.
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La Figura 5.16, donde se observa que, al aumentar la dureza de las p-carbolinas

neutras aumenta la inhibicidon de la respiracion, sugiere una vez mas que estos

alcaloides también estarian participando de procesos duros en el sentido de Pearson.
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Figura 5.16: Relacién entre la inhibicion del consumo de oxigeno de epimastigotes de I.

cruzi y la dureza quimica de fcarbolinas neufras en la cepa LQ.

Por Ultimo, la Figura 5.17 muestra la relacion entre la inhibicion de la respiracion i

y los descriptores potencial quimico electronico y transferencia de carga (desde las 4

carbolinas hacia LFH1+, AN1), de los alcaloides protonados. Mientras mayores son los

valores del potencial quimico electronico y de la transferencia de carga, mayor es la

inhibicion de la respiracion. Ambos descriptores estarian asociados a la formaciéon de

complejos de carga, entre p-carbolinas protonadas y moléculas biolégicas que se

comporten como electréfilos frente a estos compuestos (ver secciones 2.4.2, 3.6.3.3 y

3.6.3.4 en las cuales se analiza la formacion de complejos de transferencia de carga y

los descriptores a los cuales se encuentran asociados).
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La Figura 5.2 muestra las comelaciones entre la inhibicién del consumo de
oxigeno de epimastigotes de T. cruzi, y Ja inhibicién del crecimiento de cultivos de estas
mismas células. Como se mencionara en esa seccion, se observa que existe una
excelente comelacion enire ambas actividades en la cepa Tulahuén, mientras que la
comelacién es muy pobre en la cepa LQ. Al observar los resultados del andiisis de la
inhibicién del consumo de oxigeno en ambas cepas, se desprende que, en la cepa
Tulahuén son varios los parametros que tienen en comuin la inhibicion del crecimiento
de cultivos y la inhibicion de la respiracion: los comelaciones con las constanfes de
asociaciéon a riboflavina y a FAD, con la carga critica de gcarbolinas neutras y
protonadas y la electrofilia de las g-carbolinas profonadas. Sin embargo en ia cepa LQ
existen menos pardmetros en comun: sdlo las comelaciones con las constantes de
asociacion a riboflavina y a FAD. Se podria concluir entonces que, en la cepa
Tulahuén, el efecio inhibidor de las #-carbolinas en la respiracion de los epimastigotes,
seria el principal modo de accidn. Mieniras que en la cepa LQ la inhibicidn de la
respiracion es un modo de accidn menor, siendo ofrofs} elflos) modof(s) de accidn de

estos compuestos.
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CAPITULO 4: CONCLUSIONES GENERALES

Del andlisis de las caracteristicas fisico-guimicas de las gcarbolinas y su relacién

con la aclividad biclogica desarollado en el marco de esta Tesis se obluvieron las

siguientes conclusiones:

6.1 Reactividad globa!l y local del sistema 1-metilnicotinamida-lumiflavina

El sistema lumiflavina-1-metilnicotinamida es un buen modelo para representar
la reacciéon de iransferencia de hidruro en el sistema FAD-NAD{P}H, Lo
reactividad del sistema FAD-NAD(P)H se puede comprender como unha
interaccidn enire especies blandas, controlada por los orbitales de fronfera y
bien enmarcada en el principio de HSAB. Descriptores de estructura
electrénica globales como el potencial quimico elechdnico vy la electrofilia
describen apropiadamente la reactividad, indicande comectomente la
direccicn del flujo de electrones y el cardcter electrofilico y nucleofilico [este
Ultimo considerado en una escalo relafiva) de las distintas  especies
involucradas.

E andlisis de eie;:trofilic local predice que la protonacion del anillo
isodloxazinico en N-1 activa el sifio N-5 hacia el ataque nucleofilico, mientras
que la protonacion en N-5 de la isocloxazina activa el sitic C-4a hacia el
atague nucleofilico, tal como fuera propuestio por Massey y Hemmerich

{Massey, V.: Hemmetich, P. Biochem. Soc. Trans. 1980, 8, 246).

La regioespecificidad de la iransferencia de hidruro estaria modulada por

propiedades de regiones exiendidas deniro de la moléculg, las que incluidan
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mas de un centro atémico. Los sitios reactivos de las moléculas que participan
en la interaccién estadn ubicados en regiones de diferentes molécuias, con
formas y tamafos similares y que presentan valores muy similares de blandura

grupal, de acuerdo a principio HSAB local.

6.2 Descriptores de estructura electrénica de las f-carbolinas

En el nicleo piridoinddlico la dureza quimica y la blandura quimica dependen
de ia aromaticidad del sistema, mieniras que el potencial quimico electrénico
depende de! grado de insaturaciéon de estos compuestos. La carga crifica,
Nmax, y la electrofiia presentan una tendencia menos clara ya que dependen
tanio del potencial quimico elecironico como de la dureza quimica,
observandose que las dihidro-g-carbolinas son las mas electrofflicas vy las que
presentan mayer valor de Nuax, mientras que las tetrahidro-g-carbolinas son las
menos electrofilicas y de menor Nuax.

El andlisis de los descriptores de reacfividad en el sisterna lumiflaving-
p-carbolina sugiere que éstos alcaloides se comporian como nucledfilos frente
al nicleo isodloxazinico, y que tendrian gran afinidod por la isodloxazina
protonada en N-1, debido a la similitud de sus blanduras.

Un grupo metilo en C-1 y un hidroxilo o meloxilo en C-7 aumentan el potencial
quimico vy la dureza, mientras que disminuyen la electrofilia, la blandura y la
carga critica en el siguiente orden: 7-MeO > 1-CHs > 7-OH. El efecto de cada

uno de los sustituyentes parece ser aditivo.
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£.3 p-Carbolinas y formacién de complejos de transferencia de carga con flavinas

e La formacién de complejos de fransierencia de carga se comelaciona con los
siguientes descriptores de estruciura elecirénica de las g-carbolinas: potencial
quimico elechrénico, electrofiia, carga critica y transferencia de carga. El
aumenfo del potencial gquimico y de la transferencia de carga, y la disminucién
de la electrofilia y de la carga critica favorecen la formacién de complejos de

fransferencia de carga g-carbolina-flavina.

6.4 p-Carbolinas y actividad IMAC-A

» La actividad IMAQ-A de las g-carbolinas se comelaciona con la formacion de
complejos de transferencia de carga enire flavinas y g-carbolinas: mientras mas
estable es el complejo de fransferencia de carga, mayor es la actividad IMAO-
A.

« Lo actividad IMAQ-A muesira una fuerte dependencia del potencial quimico
elecirdnico, de la electrofilia y de la transferencia de carga de las f~carbolinas:
bajos valores del potencial quimico elecirdnico y de la electrofilia, y el aumento
del valor de la transferencia de carga favorecen la aclividad IMAO-A de las

p-carbolinas.

4.5 Reduccidn de g—carbolinas en ambiente acuoso

e A pH 7 las dihidro-g-carbolinas y las g-carbolinas fotalmente aromdéticas se
reducen ireversiblemenie, en un rango de potenciales muy negativos, lo que

sugiere que la actividad bicldgica de estos compuestos dificimente se
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relacione con la interferencia redox de los procesos biolégicos a traves de la
reduccion de ellas.

A pH 7 la reduccién de estos alcaloides se comelaciona con la electrofilia y la
carga critica: mientras mayores son los valores de elecirofilia y de carga critica
de las g-carbolinas, menos negativos son los potenciales de reduccién de estos

compuestos.

4.6 Oxidacién de f—carbolinas en ambiente acuoso

A pH 7 todas las g-carbolinas se oxidan ireversiblemente. El valor de los
potenciales a los cuales ocurre esta oxidacién sugiere que a pH fisiolégico las
p-carbolinas podrian interferir los procesos redox de algunos sistemas biologicos
a fravés de la oxidacion de ellas.

A pH 7 la oxidacién de los alcaloides g-carbolinicos se corelaciona con el
potencial quimico elecirénico: mieniras mayor es el potencial quimico

electrénico, menor [menos positivo) es el potencial de oxidacion,

6.7 Reduccion de S-carbolinas en DMSO

Todaos las p-carbolinas, como clorhidrafo o como base libre, se reducen en
DMSO ireversiblemente. Mientras que los clorhidratos se reducen a potenciales
muy negativos, incompatibles con los polenciaies de procesos biolégicos, las
bases libres se reducen a potenciales menos negativos, lo que pemite sugerir
que podran interactuar con sitios bioldgicos caracterizados por ambientes

apréticos y cuyas constantes dieléctricas sean similares a la del DMSO.

g
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En medio aprético (DMSO} la reduccidn de las f~carbolings se comelaciona con
el potencial quimico elecirénico, con la electrofilia y con la carga critica: bajos
valores del potencial quimico electrénico y altos valores de electrofilia y de

carga crifica favorecen la reduccion de estos alcaloides.

6.8 Oxidacion de f-carbolinas en DMSO

Sélo las bases libres de algunas g-carbolinas se oxidan ireversiblemente en
DMSO. Los alcaloides con un grado menor de insaturacion pedrian interactuar
con sitios bioldgicos caracierizados por ambientes apréticos y cuyas constantes

dieléctricas sean similares a ia del DMSO.

4.9 Generaclén electroquimica de un radical libre de 1o 1,2,3,4-tetrahldro- f-carbolina

L ]

La 1,2,3.4-tetrahidro-g~carbolina se oxida en medio aprético generando un
radical libre de vida muy corta, delectable por EPR en presencia de un

atrapador de radicales libres.

4.10 Aclividad antioxidante de f-carbolinas

La actividad anfioxidante de algunas gcarbolinas, determinada por otros
autores, se comrelaciona con el potencial de oxidacién de estos compuestos,
con el potencial quimico electrénico, con la blandura quimica y con la carga
critica: bajos potenciales de oxidacion y valores altos de potencial quimico

electronico, de blandura y de carga critica favorecen la actividad antioxidante

de estos alcaloides.
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e La detfeccién de un radical libre producio de oxidacidon de una g-carboling, la
comelacion enconirada enfre los potenciales redox de las g-carbolinas,
detemminados en esta fesks, v la actividad antioxidante, determinada por oiros
autores, permite sugerir que las g-carbolinas podran. actuar como atrapadoras

de radicales libres a fravés de la oxidaciéon de éstas.

6.11 Efecto de alcaloides g-carbolinicos en el crecimiento de cullivos de epimastigotes
de Tripanosoma cruzi
» Todas las g-carbolinas cuyo efecio se estudié en esta fesis son inhibidoras
activas del crecimiento de cuitivos de epimastigotes de las cepas Tuiadhuén y
L@, sin embargo sdlo harmina fiene una actividad significativa en ambas cepas
a los conceniraciones estudiadas.
¢ La inhibicion de la respiracién parece ser el mecanismo principal de la accién
fripanosomicida de las g-carbolinas en [a cepa Tulahuén, mieniras que en la
cepa LQ la inhibicién del consumo de oxigeno da cuenia solo parcialmente de

la actividad tripancsomicida de estos alcaloides.

6.12 Actividad inhibitoria de Scarbolinas sobre el crecimiento de cultivos de
epimastigotes de Tripanosoma cruzi y su relacidn con otfros pardmetros fisicoquimicos y
con los descriptores de estruciura elechénica
e Enla cepa Tulahuén tanto la inhibicién del crecimiento de los cultivos como la
inhibicion del consumo de oxigeno de los epimasligotes se comelacionan con la

asociacién g-carbolina-flaving, la electrofilia y la carga critica: complejos de

fransferencia de carga f-carbolina-flavina esiables y valores bajos de

elecirofiia y de carga critica favorecen la actividad tripancsomicida y la
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inhibicion del consumo de oxigeno. Ademds, el aumento de la dureza quimica
de las g-carbolinas favorece la inhibicién de la respiracion en la cepa Tulahueén.
La inhibicion del crecimiento de culfivos de epimastigofes de Trypanosoma cruzi
en la cepa LQ se corelaciona con la lipofilia de las g-carbolinas y con la unién
de éstas o flavinas: complejos de ransferencio de carga f-carbolina-fiavina
estables y el aumento de la lipofilia favorecen la actividad fripancsomicida.

La inhibicion del consumo de oxigeno en la cepa LQ se comrelaciona con la
asociacion g-carbolina-flaving, la elecirofiia, la carga critica y la dureza
quimica: complejos de fransferencia de carga g-carbolina-flavina estables, el
aumento de la dureza quimica y valores bajos de elecirofilia y de carga critica

favorecen la inhibicion del consumo de oxigeno de los epimastigotes.
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APENDICE I. METODOS MECANO-CUANTICOS

En este apéndice se hard un breve resumen de la mefodologia mecano
cudntica,'?2 asi como de sus principales ventgjas e inconvenientes. Se expondran las
técnicas mas utilizadas, que son aquellas basadas en la teoria de orbitales moleculares.
De modo general no existe un método cudniico que permita resolver o pueda ser
aplicable a todo el abanico de problemas quimicos.

A grandes rasgos, es posible hacer una clasificacion de los métodos cudniicos

en tres clases:

» Abinitio
¢ Funcionales de la densidad

s Semiempiticos

Muchas de las caracteristicas de los dos primeros métodos son similares, siendo la
principal diferencia la forma de tratar los términos que aparecen en loas diferentes
ecuaciones. Los métodos ab inifio calculan todos los {érminos usando técnicas
numéricas y/o andlificas con una precision limitada solo por el programa o el
computador; mienfras que los méfodos semiempiricos ulilizan parametros

experimeniales u otros criterios para asignar o descartar ciertos términos en las férmulas.

A 1.1 Métodos ab inilio

Los métodos ab inilio3#4 buscan la solucion de la ecuacion de Schrédinger con el
minimo de aproximaciones posibles, sin el uso de datos semiempilticos. Lo que los
distingue del resto de los métodos de cdlculo es que son potencialmente exacios. Es
posible, ademas, mejorar un resultado elevando de modo adecuvado el nivel de
cdlculo, cosa que no sucede en los métodos semiempiricos, cuyas mejoras dependen
de las aproximaciones usadas y dalos experimentales usados por el autor del
programa. Los métodos ab initio son capaces, en principio, de describir cualquier
estado de una molécula, aungque en la practica la potencia del computador sigue
constituyendo un limite. Ademds, todos ios programas deberian dar la misma respuesta

a un problema dado, siempre y cuando sea capaz de realizar dicho cdlculo. La
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principal desventgja de este tipo de métodos sigue siendo la gran cantidad de fiempo
calculado que requieren.
La ecuacién de Schrddinger independiente del fiempo para una molécula

poliatémica viene dada por:

H¥(g,,q,)=E¥(9;,9,)

donde

N 2
H=(~%Z 1 Vz——ZV2+V(q.qa)] (1)

ama

Siendo el témino comrrespondiente a la energia poiencial:

7{g,4,) ZZZZB —zz“ ZZ— @)

a a)f i Ty

Se infroduce entonces la aproximacion de Born-Oppenheimer, en la que se
supone a [os nicleos como masas puntuales e infinifamente pésqdds, y dado que los
electrones se mwueven mucho mds rapidos que éstos, los nicleos se consideran
estaticos. En el hamiltoniano del sistema, ésto se fraduce en la separacion de las

funciones de onda nucleary la electionica:

R B B 2 T SR

Siendo ahora Wel asi como Ea dependientes de las coordenadas de {os nocleos,
pero de modo paramétrico.

Aun habiendo despreciado el movimienio de los nlcleos {aproximacion que en
la mayoria de los casos proporciona buenos resuliados), la ecuacion de valores propios

(3] no se puede resolver exacitamenie de modo analitico, ya que la presencia del
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témino de interaccion elecirén-elecirén en la energia potencial hace imposible llevar
a cabo una separacién de variables de modo que ¥ se pudiera expresar como un
preducto de funciones de onda para cada uno de los elecirones.

La solucién a este problema la proporcioné D. Hariree y fue posteriormente
modificada por J. Slater y V. Hock de modo que se cumpliese del principio de exclusion
de Paull. Inicialmente esta metodologia se aplicé para la resolucion de dtomos poli
electrénicos, en donde también aparece el término de repulsion elecirénica; al no
existir el término de repulsién nuclear, la ecuacién (3) representaria al hamilioniono
completo. La idea basica es que cada elecirén se mueve bagjo la influencia de un
campo creado por [os nicleos y el resto de los elecirones.

Para un dtomo con una configuracién elecirénica dada, se genera la funcién
de onda como un producto de los Orbitales Moleculares (OA} hidrogenoides (®)), pero
teniendo en cuenia las cargas nucleares efectivas por el efecio de apantallamienio
que sufren los electrones de las capas mds externas por parte de los electrones de las
capas infernas. Enfonces se intenta resolver a la ecuacién (3) congelando todos los
orbitales atémicos excepto uno que se optimizard de modo que minimice la energia,
obieniendo de este modo un orbital mejorado. Este procedimiento se repite para fodos
y cada uno de los orbitales de la configuracion obteniende un primer conjunio de
orbitales mejorados. El ciclo se repite hasta que los orbitales y las energias obtenidas no
difieran de modo significafive del conjunio anterior. Este conjunto de soluciones se
denomina autoconsistenie [SCF) y se aceptan como una solucion al problema.

La mejora introducida por Fock y Slater, radica en la infroduccién del spin en la
funcién de onda del aGiomo, de modo que fuera anfisiméirica respecto dl infercambio
de dos electrones. Encontraron que la funcién de onda completa para un sistema
polielecirénico se puede escribir como un determinanie en el que se incluyen los
orbitales hidrogenoides sobre los que se van a redlizar las modificaciones en cada paso

del SCFjunto con las componenies de spin:

@, (Ned1).... @, B0 vneoe D, DL D, (D)B()
o) s @,)...0, Qo). ... 2, Qeld)..,00) |

®,(2n)e(2n).@,(2n)B(2n)........... ®, (2n)al2n)..®, (2n)B(2n)
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Este sistema se aplica también a moléculas donde, bajo la aproximacion del
Orbital Molecular {OM), la funcién de onda ¥owm del sistema se consfruye a partir de la
combinacion lineal de los distinfos orbitales atémicos (CLOA), o funciones de onda
base {ceniradas en los nucleos y con propiedades de simetfria en los orbitales

alémicos):

Yor = ch¢k &)

Los coeficientes de esta expansion para los distinfos estados del sistema con sus
comespondientes energias, se obtienen al resolver la ecuacidn de Roothaan, resultante

de aplicar el método variacional lineal a Wom:

n

N(F, -8, ); =0 S 6)

J=l

donde Fj es la infegral (¢:| Fl ¢; ¥ comespondiente al operador de Fock que, referido a un
electron determinado, estd formado por el operador de la energia cinética de dicho
electron, el operador energia potencial para las airacciones enfre el electron vy los
nucleos, el operador de Coulomb comespendiente a la energia potencial de repulsion
generada por el resto de los electrones; mieniras S coresponde a la integral de
solapamiento entre los orbitales ij.

La ventaja de este método reside en la simplificacién del cdiculo SCF, ya que
ahora las funciones son fijas y no varian en el proceso iterative, siendo los coeficientes
lo Unico que se va oplimizando.

Entre los distintos fipos de bases que se pueden usar, las que mejores resuliados

dan son las formadas por factores exponenciales u orbitales tipo Slater (STO):

¢ =r"e”Y, 6.4) ()

El problema de esfas funciones reside en que son poco apropiadas para el
cdlculo integral ya que consurnen mucho tiempo de CPU. El segundo fipo de orbitales

son los representados por gaussianas (GTO), introducidos por Boys, que no representan

tan bien los orbitales atdémicos como los STO, pero fienen la venigja de que todas las
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integrales de los cdlculos pueden evaluarse analiticamente sin necesidad de realizar
.una integracion numérica. Generalmente, se opta por usar una combinacién lineal de
funciones gaussianas para obtener las funciones de base. En este caso las funciones
obtenidas se llaman gaussianas contraidas (¢«) y a las funciones que se emplean para

hacer la combinacion lineal se denominan gaussianas prirmitivas {x):

Yo = ch¢k = zckzdksl’i (3)
k T i

Mieniras mas funciones base se usan mejores resultados se obtienen, pero
obviamenie el tiempo necesario para el cdlculo serd mayor. Este criterio permite

clasificar los distintos fipos funciones base existentes en los programas de cdlculo.

A 1.1.1 Base Minima

En este caso se usan Onicamente las funciones necesarias para disiribuir los
electrones de los atomos que forman las moléculas. Por ejemplo, el grupo
[B.C.N,O.F.Ne] usaria cinco gaussianas ¢k comrespondientes a los orbitales 1s 25 2px 2py
2pz. Notese como en el caso de los orbitales p se afiaden los fres aungue no estén
ocupodos. La experiencia, sin embargo, aconseja expondir esia bose para algunos
casos. La base minima comunmente utilizada es la STO-3G, en la que cada orbital
atémico se representa mediante una combinacion lineal de 3 gaussianas primitivas ().
que se eligen de modo que simulen un orbital de Slafer.

La ventoja de este fipo de base es que los cdlculos son rdpidos, pero los
resultados no son muy precisos, sobre fodo en lo que se refiere a vibraciones y dngulos

de enlace.

A 1.1.2 Conjunto de funclones de base de particién de la capa de valencla

Conocidas también por su nombre de Spiit-Valence, en estos conjuntos se
duplica el nOmero de gaussianas coniraidas que representan orbitales de valencia. En

el caso de los elementos del segundo pericdo, el nimero de gaussianas coniraidas es 9

15 25 25" 2px 2Py 2Pz 2px 2py 2Pz . Un ejemplo es el conjunio 3-21G en el que se usan
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tres funciones gaussianas para describir el core (1), 2 para los conjuntos 25 y 2p, y una

paralos 2s° 2p°.

A 1.1.3 Conjuntos de bases extendidos

e Conjunto de bose Doble Z
Se duplica el nimero de gaussianas coniraidas de todos los orbifales (no sdlo los de

valencia). Asf los elementos del segundo periodo estaran representados por 10 ¢ 1s Is’
25 2s° 2px 20y 2Pz 2px‘ 2py‘ 2pz‘.

» Conjunfo de funciones de base con polarizacién

Consiste en infroducit funciones gaussianas contfraldas de mayor ndmero
cudntico angular a las necesarias (generalmente en ia capa de valencia), de modo
que el efecto resulfante sea una expansién del volumen donde estd situado el
elecirdn. Se indica con un astetisco cuando se afiaden funciones de tipo d para todos
excepto para el hidrégeno; y se utilizan dos asteriscos cuando se utilizan, ademds,
funciones de tipo p para los dfomos de hidrégeno. Ejemplos son los conjuntos 6-31G* y
6-31G**. Dichas funciones contindan estando centradas en los ndcleos, pero

obtenemos funciones mds flexibles para describir sistemas polares, etc.

» Conjunto de funciones de base difusas

En este caso se afiaden mds funciones de tipo sp al conjunio de nimero principal
cudantico mayor, con io cual se aumenta la elecironegatividad en el atomo. Este tipo
de funciones se emplea para describir sisternas cargados negaiivamente, Se emplea
un signo (+} cuando se introduce un juego de funciones difusas consistente en un
orbital del fipo sp para todos excepto el atomo de hidrégeno, o dos signos {++) en el
caso de infroducir dos juegos sp para todos los atomos. Un gjemplo es el conjunto 6-
31++G**,

Respecto al tipo de funcién de onda SCF, existen casos -como los de capa abieria-
en los que el uso de una funcidn de onda comespondiente a un estado singlete no
resulta adecuado. por no ser capaz de describir al sistema, y en los cuales habria que
redlizar una combinacion lineal de determminanies de Slater con todas las posibles

combinaciones de eleclrones desapareados. Sin embargo, para los estados
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energéticos mas bajos de sistemas radicalarios una aproximacion monodeterminantal

confinda siendo adecuada.

Los tipos de funciones de onda SCF son:

e Resiricted Harlree-Fock (RHF}) o de capa cemada, todos los orbilales estan
doblemente ocupados. Cada par de spin-orbitales fiene la misma funcion

espacial:

®

Yo = |80 EE by

e Unrestricted Hariree-Fock (UHF) o de capa abierta: los orbitales estdn ocupados
por un solo electron., Esfe fipo de funciones pemmiten obfener generaimente
mejores valores de energia, pero las funciones de onda que se oblienen no
siempre son funciones propics del operador de spin, por lo que no son estados
elecirénicos puros {se describe una mezcla de estados elecirénicos). En este

caso los pares spin-orbifal no tienen necesariaomente la misma parie espacial.

Wy =I5 G5 oty (10)

e Resiricted Open Harlree-Fock (ROHF} o de capa abierta de spin alfo: algunos
de los orbitales estan doblemente ocupados, ¥ algunos sdlo por un electrdn,

pero siempre con el mismo spin.

¥ ronr =|¢12¢22 ----- én T ¢ (1D

El tipo de funcion de onda que se ulillice y que describa mejor el sisiema
dependerd del problema que se esté onalizando. La Figura Al.1 esgquematiza esta

clasificacion en funcién del spin.

1
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Figura A 1.1 Representacién de las distintas funciones de onda, en funcién al

fratamiento que se da al spin electronico

Los cdalculos SCF, aunque permiten una descripcion sencilla de las moléculas,
solo ofrecen solucicnes relativamente precisas para estructuras préxirmas of equilibrio, y
no siempre. Mientras que las distancias de enlace para estados fundamentales son
bastante aceptables {el emor cometido es inferior al 1%), pocas propiedades mas
pveden calcularse con un emor por debajo del 10% ({frecuencios de vibracion,
distribuciones de carga o momentos dipclares). Una funcidn de onda SCF Hariree-Fock
tiene en cwuenia las inferacciones enire los electrones de forma promediadao,
debiéndose considerar las interacciones instanianeas enire los electrones, ya que en
redlidad los electrones se repelen unos con oiros. Debide a esta interaccion se habla
de hueco de Coulomb comeo la region que rodea a un electrén en un Glomo, en la
que la probabilidad de encontrar un electrén distinto de éste es bastante pequena.

El mejoramiento de un cdlculo SCF puede redlizarse de dos modos. Si la
descripcion SCF del sisterna es cualitativamente comecia se pueden aplicar métodos
pertubativos tales como los métodos Mdéller-Plesset de orden n {MPn). 5i el tratamiento
SCF no es aceptable para el problerma en andlisis, serd necesario introducir en la

funcién de onda del sistema mds de un determinanie de Slater, A este tipo de métodos
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pertenecen el de interaccién de configuraciones (Ci} o los multiconfiguracionales
(MCSCF).

Obviomente cabe mencionar que si un cdiculo SCF no resuelve un problema
particular, los métodos semiempiricos tampoco serdn adecuados dado que son

métodos SCF parametrizados.

A 1.2 Métodos DFT

Un tratamienio aliemativo ol SCF es la Teoria de Funcionales de Densidad
(DFT).56 En &sta, se reescribe el hamiltoniano electrdnico de la ecuacion de Schrddinger
en funcién de la densidad electrénica, p(r). evitando asi el cdlculo de la funcién de
onda electrénica. Ademds, una vez conocida la expresion exacta de p(r), se puede
obtener la posicion de los nicleos, e incluso a partir del gradiente en dichos punios,
|Vp{r) I, podrian obtenerse las cargas.

Para un sistema formado por N electrones, la densidad electronica se define

comos:

plr)=N |.. [ ds,d,....dx, (12)
[}, =N 13

Donde ¥(xi.......xn) comesponderia d la funcién de onda electrénica de la molécula.
Hohenberg y Kohn? demostraron que existe una relacion directa de isomorfismo
enire la densidad elecirdnica p(r} y el poiencial extemo, de modo gque uno determina

al ofro. Esio permite expresar la energia en funcidn de la densidad:

E(p)=V,(p)+ T(p)+V, (o) 14)
E(p)= [v(rXp)dr + T(p)+7V,.(0) (15)

Donde T{p} es la energia cinética, Vewe(p} es la energia de inferaccion nicleo-
eleciron y Vee[p)} es lo energia de inferaccién elecirén-electrén que contiene la

interaccién couldémbica J{p):

To)=7 | ji-p(n)p(rz)drldrz 16)
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Los dos términos, T ¥ Vee son una funcidén universal de la densidad, p, ¥ al no
depender del potencial extermno, v{r), son idénticos para los dos sistemas.

El segundo teorema de Hohenberg y Kohn pemmite infroducir el principio
variacional, aungue se resiinja a estados fundamentales: cualquier densidad

aproximada p determina su propio hamiltoniano y su propia funcién de onda \¥:

P

H[ ¥y = E(p) = [olr) ol )r + T(B] +, (p] 2E(p)  (7)

La importancia de este teorema radica en su practicidad, i.e., si se posee una

buena representacion de ta funcion densidad, es posible minimizarla para obtener los

mejores orbitales y la mejor energia.
Kohn y Shamé infrodujeron la idea de considerar la funcidn de onda
determinantal para N electrones no-interaccionantes en N orbitales (&), Para dicho

sistema la energia cinética y la densidad elecirénica viene dada exactamente por:

N

7,(0)= Y4 —Z—I—VZ{@) (18)

2

p(r)=Z|¢f(r 19)

Siendo la energia del sistema:

E(p)=T,(0)+ fo,()olr)ar  (20)

Si se considera la interaccion enire los electrones la energia puede expresarse

comosl

E(p)= [ul)olrr + T.(0)+ J(p)+ [T (o)~ T.(o)]+ V.. (0) - 7(0)]  2D)

Al definir entonces la energia de intercambio y conelacion, Exc, €n los siguientes

téminos:
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E (0)=[T(p)-T.(o)l+V..(o)-J(0)] (22

Donde

o, (p)=a—p%5x(p) @3)

El problema de N elecirones que interaciban se transforma en uno en el que

&stos no interactuan, cuya ecuacion de valores propios es:

[_ % Vz + U(r)+ II%{%)PI dr' + D_rc (r)]¢r = 8i¢:‘ (24)

Dado que p(r) queda determinada por la ecuacion (21). lo Unico que resia es
obtener la expresion de Ex{p).

En la parte concerniente a los algoriimos utilizados en el cdlculo, las ecuaciones
de Kohn y Sham son sirr{ilcres a las de SCF, de modo que se expresan los orbifales ¢ en
forma de expansion fineal de gaussianas, reduciendo la ecuacién de Schrddinger a un

determinante secular:

&= Culla (25)

Seyf-3v 40 [E a0, )-elpy -0 @9
B

Es necesario recordar que el potencial de intercambio HF no es ni lecal ni
mulliplicativo, mientras que en DFT, si la energlia de intercambio-comelacion se expresa
en términos de p-y Vp, enlonces dicho potencial de comelacién es local y mulliplicativo.

Oftro aspecto interesanie es que el procedimiento SCF se puede hacer sélo en

el case gue la funcién de onda sea RHF o UHF. Bl método ROHF no es apropiado dado
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que la teoria DFT es formalmente exacta, y debe ser capaz de predecir el exceso de
densidad g-spin en algunos nicleos. Ademds, dado que la funcidén de onda DFT no
observa el spin, no se puede calcular la canfidad <y[$?y> que proporciona una
medida de la contaminacién debida al spin en los célculos SCF no restringidos.

Actuaimente el problema de estos métodos reside en la dependencia exacta
de Exc respecto a la densidad, siendo la mas utilizada ta aproximacion B3LYP. Esta se
caracteriza por ser una modificacién de la expresion de Exc que se obfiene para un
aas de electrones uniforme (Local Density Aproximation), infroduciendo el gradiente de
la densidad {Becke) como cormreccién al intfercambio elecirénico {rompiendo asi la
homogeneidad del modelo LDA), y téminos de corelacion (Lee-Yang-Parr} obtenidos
en las aproximaciones para la energia de cotrelacion del helio.

Desde este punto de vista, la DFT puede ser sdlo una teoria semiempirica, ya
que es posible que nunca se encuenire la expresion exacta para el funcional de
intercambio y comelacidn; sin embargo, como los pardmetros infroducidos no
dependen del sistema molecular, genera resulfados muy satisfactorios. Cabe destacar
que, al confrario de los métodos basados en la teoria de Hariree-Fock, no hay manera
de mejorar sistemdticamenie la calidad de las energias DFI, ya que se producen
modificaciones en el Hamilioniano, en lugar de aproximar la funcién de onda como se

hace en los calculos ab initio.

A 1.3 Métodos Semiempiricos

Este fipo de métodos23? busca reducir el tiempo necesario para realizar el
cdlculo ab initio, del cual cerca del 70% de la CPU se destina al cdlculo de integrales

de interaccién electrénica del tipo:

(156, (f)::ff(i)fu (Mdvidv,=lsfu) @D

Uno de los tratamientos que se Ufiliza se basa en reemplazar Ia mayorfa de estas
integrales por parGmetros experimentales (como pueden ser potenciales de ionizacion,
calores de formacién, etc.), y en utilizar varias expresiones aproximadas que emplean
dichos pardametros para evaluar las integrales, donde se resuelven iterativamente las

ecuaciones de Roothaan segun métodos autoconsistentes SCF.




183

Practicamente todos los métodos semiempfricos son métodos de aproximacion
de valencia, es decir, se foma en cuenta Unicamente los electrones de valencia y las
capas de orbitales atémicos de valencia. La influencia de los elecirones del core se
incluye en los pardmetros empiricos. El hamilfoniano del electron de valencia, para un

sistema de n electrones de valencia, tiene la forma:

A, =z":(—%v§ +V,.]+izi (28)
i=l i=t gy Ty

donde Vi es la energia potencial del elecirdn de valencia i en el campo de los nicleos

y electrones de capas infemnas, y la cantidad enire paréntesis es el Feore.

Cuando se expresa cada OM como una combinacion lineal de OA, las
infegrales de Coulomb y de intercambio que aparecen en la resolucién de las
integrales de la ecuacién de Roothaan se ransforman en combinaciones lineales de
repulsién de dos electrones {rs|tu) para los orbitales atémicos.

Los diferentes métodos semiempiricos difieren en los procedimientos de
parametrizacién, asi como en el caracter y nimero de integrales cuyo cdiculo es
despreciado.

El método CNDO (Complete Neglect Differential Overlap)® emplea una base
minima de orbitales atémicos de valencia de Slater con exponenies orbitales fijos parg
cada dtomo. Dicho mefodo se basa en la aproximacién ZDO {Zero Diferential Ovetlap),
la cual desprecia el solapamiento producido entre los distinios orbitales de un mismo

atomo:
S, = [£,(0f,@)dv, =0 res  (29)

Teniendo en cuenta la ecuacion anterior, las integrales de repulion elecirdnica

se pueden expresar como:

(rs)= 6,6, (r)=8,6,7,  (30)

Asf pues, el método ignora muchas, pero no todas las integrales de este fipo,

aungue solo se aplica a infegrales mono y bicéniricas, despreciando las de ires y
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cuatro centros. Usualmente dichas infegrales, yrt ,se fratan como pardmetros empiricos
en lugar de evaluarlas.

Por otro lado, las integrales del hamiltoniano det core se pueden aproximar
usando datos experimentales como pueden ser potenciales de ionizacion atémica y
afinidades electrénicas, o tomando algunes de ellos como pardmeiros ajustables de
modo que los resultados se gjusien a los proporcionados por los métodos ab inifio de

base minima,

B = (fEHLL0L6) 6D
o =(f, (. 6 62

En el método INDOU, que se supone una mejora respecio del méiodo CNDO,

no se desprecia el solapamiento diferencial enire los OA de un mismo &fomo en las
integrales de repulsién elecirénica -como en el caso anterior- de un ceniro, pero si en
las de dos centros. Este méilodo proporciona mejores resultados que el anterior,
sobretodo cuando es importante la distribucion del spin elecirénico {como puede ser
en el cdlculos de especiros ESR). En lo que se refiere a resultados, ambos dan
generaimente angulos y longitudes de enlace molecular precisos, pero energias de
disociacién inexacias.
A finales de los sesenta, aparecieron dos nuevas aproximaciones: la teoria PNDO
(Partial Neglect Differential Overlap) por Dewar y Kiopman,!'2 y el MINDO/1 (primera
version del INDO modiiicado) por Dewar y Baird. 1314 Ambas coinciden en la eleccidon
de los parametros, de modo que los calores de formacion calculados se qjusten lo mas
posible a daitos experimentales. Por otro lado el hecho de aplicar esta condicion de
contomo tfiene como consecuencia una pérdida de precision en el cdlculo de
geomeitrias moleculares, asi como [a sobreestimacién en la estabilidad de pequefos
ciclos y mala descripcion de los enlaces de hidrogeno.

El método MNDOQO, basado en la aproximacion NDDQ [Negleci of Diatomic
Differential Overiap), no emplea parametrizacién para los integrales de resonancia Bes
{ecuacion 31), y aunque el nimero de integrales de inferaccién interelecironica
aumenia de modo considerable {los fiempos de CPU son 1.5 veces mds largos que los
requeridos por el méiodo MNDO/3), el nimero de parametros se ve reducido

considerablemente y ofrece por norma general mejores resuliados.
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Dentro de ésta misma aproximacion {(NNDO), se encueniran los metodos AM!
(Austin Model 1, desarroliado por Dewar)1® y PM3 (desarrollado por Stewart),!¢ cuya
principal diferencia consiste en la manera de parametrizar, y que infroduce mejoras
notables en la descripcion de enlaces por hidrégeno, energias de activacion, etc.,
respecto al método MNDO, aproximdandose mds a los resultados ab initfio.

En general dado que los métodos semiempiricos intenian reproducir los
resultados de los calculos OM-SCF ab inifio con menor esfuerzo, los resultados también
tendrdan lo bueno y lo malo de las funciones SCF: buenas geometrias, pero energias de
enlace deficienies. No obstante la eleccion adecuada de los pardmetros puede dar
lugar a la obtencion de resuliados mejores que los obtenidos via SCF ab initio, ya que a
fravés de estos pardmetros puede compensarse, en cierta manera, la falta de

comelacion elecirénica,
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APENDICE Ii. LA FUNCION DE FUKUI

La funcidn de Fukui elecirénica, f{7). fue infroducida por Parr y Yang como una
generdlizacion del concepio de orbitales aidémicos fronfera {OA) de Fukui.! Se puede
interpretar como el cambio de la densidad electrénica pfr} en cada punio r cuando
varia el nimero iotal de elecirones, N, o como la sensibilidad del potencial quimico de
un sistema (g) frente a una perturbacién extemna (en el potencial extemo M)} en un

punto paricularr!

_{opt0) _(_ok
r0-(82) (avts), @

Par y Yang? supusieron que los sitios de mayor reactividad en una molécula
eran aquellos donde se observaba el mayor cambio inicial en el potencial quimico
electrénico, por lo cual concluyeron que valores altos de f{#) en un sitio rindicaba una
reactividad alfa en ese sitio, haciendo de f{r) un valioso indice de reactividad.

Debido a la discontinuidad de la derivada de gfr] con respecto al nimero de
electrones N, se han asociado diferentes indices de reaciividad a la ecuacién (1), las

que pueden expresarse como.!

ST O=pya@-py()
para un ataque nucleofilico, y

F M=oy -pus G

para un ataque elecirofilico, donde pnv+ifr]. pnfr), pvafr). son, en el caso en el cual el
sistera de N electrones tiene carga cero, la densidad elecirénica del anidn molecular,
del sistema neutro y del catiéon molecular respectivamente.

Para un ataque radicalario se introdujo la funcion f % 1a cual es el promedio de f

Tyf



188

Po=00

Yang y Mortier 3 propusieron una forma condensada para estas tres funciones,

basada en el andlisis de poblacién de Mulliken, las que tomarian la siguiente forma:

fi =g (N+D—gq(N) ()
fe =g N)-q,(N-1)  (6)

donde gk{N+1), g{N} y gx[N-1) representan las poblaciones elecironicas en el atomo k

en &l anidn molecular, en el sistema neutro vy en el catidn molecular respectivamente.

A 1.1 Construccion de Ia Funcién de Fukui en funcion de los coeficlentes de los orbitales
atémicos. {Contreras, R.: Fuentealba, P.; Galvan, M.; Pérez, P. Chem. Phys. Leff. 1999.
304, 405).

Dentro de la teoria de Kohn-Sham (KS), Senet reportd una definicion exacta

de la funcién de Fukui:
2
fb)= l¢}‘ (r)[ ®)

donde o= - (AN < 0, aiaques electrofilicos) y.donde a= + [AN > 0, atagues nucleofilicos).
£l subindice f en lo ecuacién (8) indica si se esta considerando el orbital molecular
HOMO o LUMO. En la ecuacidn (8) el potencial de KS se mantiene constante. Esta
condicién implica que, ademas del potencial exiemo, la repulsion elecirdnica (i.e., el
potencial de Harlree) y el potencial de intercambio y comelacion, se mantienen fijos en
el proceso de derivatizacion de la densidad electrénica respecio del nimero de
particulas.

Considérese la densidad elecirénica p(r] para un sistema molecular arbitrario

que contiene N electrones, bajo un potencial externo fijo v{ r ):
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p(r)=‘Zn(i)l¢,-(r)lz Q)

donde nfi] es el nimero de ocupacion del i-ésimo OM dfr]. que obedece a la

condicion de normdlizacidn:

Zn(i):N 10)

£s posible aislar un OM de froniera particular, ¢° {r). de la ecuacion (9) y rescribir

Ia densidad electronica molecular como sigue:
plr)=nl@)pe (Y + Znllo Y ap

Haciendo la derivada con respecto a N, a potencial externo constante, se

puede escribir la siguiente expresion para la funcion de Fukui:

enle | (rx +M[6n(t] [¢(] £y |¢(X a2)

o) e o)

ORA0 s

v(r)

Cuando se remueve o se adiciona un electrén del o al estado basal de un
sistema molecular, los orbitales moleculares de frontera sufriran los principales cambios
en su estructura elecirénica {i.e., el nimero de ocupacion y la forma). Este argumento
fue infroducido por Fukuis como la aproximacion de orbital rigido {FOA)}, y permite
despreciar el tercer término de lo ecuacién ({12} debido a que la variacién en el
numero de ocupacién dnfi}. inducido por el cambio del nimero total de elecfrones en
el sistema dN, no tiene contribucion a la funcidn fir). dentro del régimen FOA. Por ofra

parte, el cuarto término puede ser analizade en el contexto del FOA como sigue: se

infroducirg el factor forma en la densidad elecirénica air)¢ de la siguiente manera;
plr)=Nolr) (3

Tomando la derivada respecio a N se obtiene:
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oN oN

[__ap(r)] = o{r)+ N[a"—(")] 14)
v(r) o{r)
y reordenando se obliene:

2, Aot o

oN

Si se asume que, de acuerdo a la aproximacion FOA, todos los OM tienen la
misma forma, entonces la ecuacion de Fukui puede ser escrita como fir) = p{r}/N, y por

lo tanto:

so)]
[WL,;" (16)

En otras palabras, ia aproximacion FOA hace que el cuarto témino de la
ecuacion (12) desaparezca también, y en esias circunstancias, la funcion Senet-Fukui
se aproxima a la funcién de Fukui definida en el coniexio PPY/DFT con resfricciones

solamente en el potencial extemo:

Q=Y a

v(r)

Sin embargo, la derivada que aparece en el segundo iémino de la ecuacion
{17). representa variaciones de segundo orden en la densidad electionica (y por lo
tanfo variaciones de tercer orden en la energia electrénica). Se espera que este

segundo término haga una coniribucion baja a f =), y podria ser despreciada para

dejar fa relacidn aproximada,
FO=fO=ef s

La ecuacion {18) es el punio de partida para desamollar un esquema simple de

cdlculo de la funcién de Fukui, la cual involucra cdiculos con geornetria fija de la

estructura elecirénica, sin cdlculos adicionales que involucren especies idnicas de
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diferente mulliplicidad de spin. Se expanden los FMO denominados « en la ecuacion

{18} en téminos de las funciones bases atémicas para obiener:

f“(r)=2§c,,ac;az,,(r)z;(r) (19)

La ecuacién (19) puede ser integrada a ifravés del espacio de coordenadas

para dejar la condicién de nomalizacién correcta para f{r),

Jdrf"(r)=22c CouSup = lcmr-i-z € s ConSun| =

vep

=1 (20)

Donde el conjunto de bases se ha considerado real y normatlizado, pero no
necesariamentie orfogonal. §,, es la integral de solapamiento entre las funciones base
X:0n ¥ x.0r). La ecuacion (20) permite la dedinicion de un componenie orbital de la

funcion de Fukui, a saber,

()= lcw[ +C,, Y. €uS, (D)

pEp

A parir de la ecuacién (21), se define la funcion de Fukui atdmica o
condensada al sitio k como sigue:

=21 2

pek

La funcion %, conserva la condicion de normalizacion:

2 5 ZZIC [+ CuuuaS| =

o=l

=1 (23)

La ecuacion (22) entrega directamente la funcion de Fukui elechrofilica {a=-) v
nuclecfilica {a = +), las que incluyen en cada caso los coeficientes del HOMO y LUMO,
respectivamenie. Para el caso de un ataque radicalario, simplemente se foma el
promedio

r=sleer]l e
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APENDICE lll. VOLTAMOGRAMAS CICLICOS DE f-CARBOLINAS EN
DMSO
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Figura A 1Il.1: Voltamograma ciclico en medio apréfico de norharmano HCI. VB,

velocidad de barrido. Barrido inicial realizado en el sentido catodico.
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Figura A 11.2: Voltamograma ciclico en medio aprético de harmano HCI. VB, velocidad

de barrido. Barrido inicial realizado en el sentido catédico.
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Figura A I11.3: Voltamograma ciclico en medio aprotico de harmol HCI. VB, velocidad

de barrido. Barrido inicial realizado en el sentido catodico.
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Figura A Ill.4: Volfamograma ciclico en medio aprotico de harmalol HCI. VB, velocidad

de barrido. Barrido inicial realizado en el sentido catédico.
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Figura A IIL.5: Voltamograma ciclico en medio aprético de norharmano. VB, velocidad

de barrido. Barrido inicial realizado en el sentido catddico.
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Figura A 1ll.6: Voltamograma ciclico en medio aprotico de harmano (b). VB, velocidad

de barrido. Barmido inicial realizado en el sentido catddico.
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Figura A Ill.7: Voltamograma ciclico en medio aprotico de THBC. VB, velocidad de

barrido. Barrido inicial realizado en el sentido catédico.
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Figura A 111.8: Volfamograma ciclico en medio aprofico de AHTC. VB, velocidad de

barrido. Barmrido inicial realizado en el sentido catodico.



201

APENDICE IV. PUBLICACIONES GENERADAS POR ESTA TESIS

Este trabajo de Tesis generd las siguientes publicaciones:

1. Rivas, P.; B. K. Cassels, B, K.; Morello A.; Repetto, Y., “ Eiiects of some g-carboline
alkaioids on intact Trypanosoma cruzi epimastigotes”, Comp. Biochem. Physiol.
C 1999, 122, 27-31.

2. Rivas, P.; Zapata-Tores, G.; Melin J.; Conireras, R., "Probing the hydride fransfer
process in the lumiflavine-1-methylhicotinamide model sysiem using group
softness”, Tetrahedron, 2004, 60, 4189-4196.

Los siguientes manuscritos se encuentran en preparacion:

s Rivas, P.; Cassels, B, K.; Olea-Azar, C.; Squella, A., "Electrochemical siudies on the

oxidation and reduction of some simple gcarboline alkaloids in aqueous and

aproiic media”.

s Rivas, P.: Cassels, B. K.; Conftreras, R.; Zapata-Tormres, G., "Theoretical studies on

the electronic aspecits of the inhibition of Monoaminooxidase A by fcarboline

alkaloids".

También se generaron las siguientes presentaciones a Congresos:

1. P. Rivas, F. Faini, B. K. Cassels, A. Morello y Y. Repetto, “Estudio de fcarbolinas
como posibles antfichagdsicos”, I Congreso de Planias Medicinales, Son
Bemardo, Chile, 1995.

2. P.Rivas, B. K. Cassels, A. Morello vy Y. Repetfo, “Actividad fripanosomicida de £

carbolinas”, XXIl Congreso Lalinoamericano de Quimica y XXI Jornadas Chilenas

de Quimica, Concepcion, 1994.




202

P. Rivas, B. K. Cassels, Y. Repetio y A. Morello, “Efecto de gcarbolinas sobre la
respiracién de epimastigotes de Trypanosoma cruzi”, XXIl Jomadas Chilenas de

Quimica, Puyehue, 1997.

P. Rivas, B. K. Cassels, S. Bollo, J. C. Sturm, L. J. NUfez y A. Squella, “Estudio
electroquimico de gcarbolinas”, XXl Jornadas Chilenas de Quimica, Puyehue,
1997.

P. Rivas, B. K. Cassels, L. J. NOfez y A. Sguella, "g-Carbolinas antioxidanies:
Posible mecanismo de accidn”, XXl Jormadas Chilenas de Quimica, Puyehue,
1997.

P. Rivas, R. Conireras v G. Zapata-Tomes, "Estudio tedrico de la interaccion
Nicotinamida-lsoaloxazina en base a descriptores de estruciura electrdnica”,

XXiV Jornadas Chilenas de Quimica, Temuco, 2001.

P. Rivas, B. K. Cassels, R. Confreras v G. Zapata-Tores, “Estudio tedrico de #
Carbolinas: Delerminacion de descriptores de estructura elecirénica”, XXIV

Jomadas Chilenas de Quimica, Temuco, 2001.

P. Rivas, B. K. Cassels y G. Zapata-Tomes, “Estudio de la interaccién gcarbolina-
isoaloxazina sobre la base de descrptores de estruciura elecirdnica”, XXV

Jomadas Chilenas de Quimica, Anfofagasta, Enero, 2004.




Comparative Biochemistry and Physiology Part C 122 (1999) 27-31

CBP

Effects of some f-carboline alkaloids on intact Trypanosoma cruzi
epimastigotes

Pilar Rivas **, Bruce K. Cassels ®, Antonio Morello » Yolanda Repetto ®

& Department of Chemistry, Faculty of Sciences, University of Chile, P.O. Box 70086, Santiago 7, Chile
b Program of Clinical Molecular Pharmacology, Institute of Biomedical Sciences, Faculty of Medicine, University of Chile, P.O. Box 70086,
Santiago 7, Chile

Received 12 February 1998; received in revised form 25 May 1998; accepted 1 June 1998

Abstract

Several f-carbeline (9H-pyrido-[3,4-b]-indole) alkaloids were evaluated for in vitro trypanosomicidal activity against Try-
panosoma cruzi epimastigotes belonging to two different strains (Tulahuén and LQ) showing different sensitivity to nifurtimox.
Important differences were observed in the susceptibility of the parasites to these natural substances, with the relatively
nifurtimox-resistant LQ strain showing greater sensitivity to the f-carbolines. Respiratory chain inhibition appears to be a
possible determinant of the trypanosomicidal activity of these compounds. © 1999 Elsevier Science Inc. All rights reserved.

Keywords: -Carboline alkaloids; Harmine; Harmane; Harmaline; Trypanosoma cruzi; Tulahuén strain; 1.Q strain; Trypanosomi-

cidal effect; Trypanosomicidal drugs; Parasiticidal drugs

1. Introduction

Chagas’ disease (American Trypanosomiasis) is a
serious health problem in Latin American countries,
where over 20 million people are already infected with
Trypanosoma cruzi, the protozoan parasite that causes
this disease. Mortality indices range from 8 to 12%
depending on the age and on the physiological state of
the patient [25,26].

Two nitroheterocyclic drugs, nifurtimox and ben-
znidazole, have been used to treat this disease, but the
serious side effects produced in 40-70% of the patients
force half of them to stop treatment. Furthermore,
important differences in susceptibility ‘to these drugs
have been detected among the many different parasite
strains isolated [13,14,21,26]. Nifurtimox is no longer
being used in some countries because of its toxicity and

* Corresponding author. Depaftamento de Quimica, Facultad de
Ciencias, Casilla 653, Santiago, Chile. Tel.: + 5 62 67871253 fax: +5
62 2713888, e-mail: privas@pinklab ciencias.uchile.cl
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its ineffectivehess in chronic stages of Chagas’ disease.
Due to the inadequacy of the available chemotherapen-
tic regimens, hundreds of chemical compounds—both
natural and synthetic—have been tested as antichagasic
agents, but the potential or actnal toxicity and the low
water solubility of many of these have curtailed their
use [7,23].

Among the compounds tested, some f-carboline al-
kaloids proved to be active against epimastigotes of
Trypanosoma species in vitro [6,15]. The results ob-
tained by the authors suggested that unsaturation of
the pyridine ring and substitution at C7 (Fig. 1) in-
crease trypanosomicidal activity [6]. :

f-Carboline alkaloids are widespread in nature. They
have been isolated from fungi, plant species belonging
to several families, marine organisms and mammalian
(including human) fluids and tissues [4,11,16]. The
pharmacological activity of these alkaloids is also very
diverse: they have been shown to inhibit different en-
zymes and to interact with neurotransmitter systems
such as opiate, GABA, muscarinic cholinergic, sero-
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tonin and dopamine receptors [24]. As chemotherapeu-
tic agents, some f-carbolines have been reported to be
cytotoxic to cancer cells and parasiticidal against other
microorganisms different from Trypanosoma spp.
[1,24,27],

The endogenous occurrence of some f-carbolines in
man suggests the presence: of biosynthetic and
metabolic pathways for these compounds, such that the
human body should be able to deal with them to reduce
their toxic effects. This fact and the chemotherapeutic
activity of these alkaloids have prompted us to continue
testing f-carbolines in different strains of T. cruzi,
attempting to gain some insight regarding the mode of
action of these alkaloids. Besides, considering that ther-
apeutic regimens for Chagas’ disease may be of long
duration (90-120 days) [14], it seems interesting to
determine whether the effects of the compounds persist
in the cultures or if the parasites develop strategies to
avoid the toxic effects of the alkaloids. This informa-
tion could be helpful in the search of lead compounds
for the design of new drugs with low toxicity and high
efficacy for the treatment of Chagas’ disease.

This paper reports results obtained when treating
cultures of 7. cruzi epimastigotes belonging to two
Chilean strains: Tulahuén (high sensitivity to nifurti-
mox) and LQ (low sensitivity to nifurtimox) [20], with
several f-carbolines (see Fig. 1) over 14-day periods.

2. Material and methods
2. 1. Chemicals

Tryptose, fetal calf serum, yeast extract and tryptone
were obtained from Difco. Harmine hydrochloride,

harmane hydrochloride, harmaline, harmol hydrochlo-
ride, harmalol hydrochloride, norharmane hydrochlo-

ride and 1,2,3,4-tetrahydro-f#-carboline (THBC) were
purchased from Aldrich. Harmane-1,2,3,4-tetrahydro-3-
carboxylic acid (AHTC), hemin and all other chemicals
were purchased from Sigma.

2.2 Parasites

T. eruzi epimastigotes (Tulahuén and LQ strains)
from our collection were grown at 28°C in Diamond’s
monophasic medium as reported earlier [2], with blood
replaced by 4 uM hemin. Fetal calf serum was added to
a final concentration of 4%.

2.3. Inhibition of culture growth

Drugs were added in DMSO solutions, to reach the
final concentrations in the culture medium indicated in
the tables and figures. No effect on cell growth or
oxygen consumption attributable to DMSO was ob-
served at the concentration used. T cruzi epimastigote
growth was followed by nephelometry using culture
flasks with a side arm [3,12]. The Iy, and Iys_;q4, data
were calculated by interpolation of culture growth inhi-
bition curves at different drug concentrations on the
7th day of culture (exponential phase).

2.4. Oxygen uptake

Respiration measurements were carried out polaro-
graphically with a Clark N° 5331 electrode (Yellow
Spring Instruments) in a Gilson 5/6 oxygraph [17). The
chamber volume was 2 ml and the temperature was set
at 28°C. The amount of parasites used for the assays
was equivalent to 1 mg of protein in the Tulahuén
strain and 0.5 mg in the LQ strain. The parasites were
resuspended in 0.05 M potassium phosphate buffer, pH
7.4, containing 0.107 M sodium chloride.

K p N N—H
N .
Ry I!I R]
Ri=Me, R, = OMe Ri=R;=H
(Harmaline) (THBC)
Ri=Me, R; = 0OH Ry =Me, R, =COOH
(Harmalol) (AHTC)

Fig. 1. Chemical structures of the f-carbolines studied.
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Fig. 2. Effect of several f-carbolines on the growth of epimastigotes
of the Tulahuén and LQ strains of Trypanosoma cruzi, Drugs were
added at 100 #M final concentration. Values shown represent the
averages of three or more independent experiments with no more
than 10% variation among thern, Initial populations of epimastigotes
in culture, 5.6 x 10° cells/ml in the Tulahuén strain and 6.0 % 105
cells/ml in the LQ strain.

N

2.5. Drug toxicity

To perform toxicity determinations, drugs were
added to parasite suspensions {105--107 cells/ml) at 0.1
and 1 mM concentrations in water or DMSO. After 1,
20 and 40 h at 28°C, the parasites were observed for
changes in motility and shape [17].

3, Results and discussion

Fig. 2 shows the effect of some fi-carbolines on the
growth of epimastigotes of the Tulahuén and LQ
strains of 7. cruzi. The Tulahuén strain reaches its
stationary phase of growth after 911 days of ciilture,
while The LQ strain does so after 7--9 days of culture.
Although all compounds are active growth inhibitors,
only harmine has significant activity at concentrations
of 100 ¢M. Harmine inhibits growth of the Tulahuén
strain by 90% by day 10, and by 88% by day 7 in the
LQ strain. Harmane shows an inhibition of 68% by day
10 in the Tulahuén strain and of 67% by day 7 in the
LQ strain. Harmaline, norharmane and harmol display
very similar and moderate activities .in the Tulahuén

Table 1
Effect of harmine and harmane on culture growth of Tulahuén and
LQ epimastigotes of T. cruzi

Compound  Tulahuén strain L strain

I Igs 1y Lys
Harmine 19.69*% 124.00* 17.99% 105.64*
Harmane 40.04** 368.71%* 26.58*** 206.44***

L, figures represent the micromolar concentrations inhibiting culture
growth by 50%.

Ips figures comrespond to the micromolar concentration inhibiting
culture growth by 95%.

*P < 0.006; **P<0.07; ***P<0.008 with respect to control cultures.

strain with inhibition of cultures by 45-47% after 10
days. Lower activities in the Tulahuén strain—between
79_34% of inhibition by day 10 are characteristic of
harmalol, THBC and AHTC. In the LQ strain harma-
line inhibits growth of cultures by 61% after 7 days of
culture and norharmane, harmol, harmalol, THBC and
AHTC are less active against epimastigotes inhibiting
their growth by 17-30% by day 7.

The trypanosomicidal activity of nifurtimox is based
on the generation of free radicals [10). The Tulahuén
strain is more strongly inhibited than the LQ strain by
this drug, presumably due to the lower concentration in
the former of glutathione and trypanothione, two im-
portant factors in cellular defense mechanisms against
free radicals [19,20,22). Table 1 shows the concentra-
tions of harmine and harmane needed to inhibit 50%
(I} or 95% (Iss) of culture growth. Since a greater
susceptibility to f-carbolines can be observed for the
relatively nifurtimox-insensitive LQ strain, the genera-
tion of free radicals may not be an important factor in
the mode of action of these alkaloids.

Table 2
Effect of f-carboline aikaloids on oxygen uptake by T. eruzi epi-
mastigotes of the Tulahuén and LQ strains

Compound % Inhibition of oxygen uptake
Tulahuén sirain LQ strain
Hanmine 77.0 61.0
Harmane 50.5 : 420
Norharmane 44.0 29.5
Harmol 41.0 61.0
Harmaline 28.0 230
Harmalol 19.5 16.0
THBC 17.5 16.0
AHTC 210 12.5

f-carbolines were added at 1 mM final concentrations. Control
respirations were 25.0 nmol Ofmin/mg of protein for the Tulahuén
strain and 27.4 nmol O/min/mg of protein for the LG} strain.
Values shown represent the averages of three or more independent
experiments.with no more than 15% variation among them.
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Table 3
Toxicity of some #-carboline alkaloids towards T. cruzi epimastigotes
of the Tulahuén strain

Compound 0.1 mM 1 mM

1h 20h 40k 1k 20h 40 h
Control 0 0 ¢ 0 0 0
Norharmage + ++ <+++ ++ +++ ++++
Harmmine +  + 4t ++ 444+ F+++
Harmane 0 + + ++ +++ +++
Harmol 0 + + + ++ +++
Harmaline 0O + + + + ++
Harmalol 0 0 0 0 + ++
AHTC 0 0 0 0 o 0

Toxicity ratings expressed as 0,+,+ +,+ ++,-++++, represent
decrease in motility, change in shape and lysis of cells evaluated
microscopically (x400 magnification) after incubation for 1, 20 and
40 h at two drug concentrations.

Data shown represent the resulis of three independent experiments.

Table 2 shows the effect of some f-carbolines upon
the respiration of T. cruzi epimastigotes belonging to
the Tulahuén and LQ strains. Inhibition of respiration
with 1 mM drug concentrations ranges from 17 to 77%
in the Tulahuén strain and from 12 to 61% in the LQ
strain. These results suggest that inhibition of the res-
piratory chain may play an important role in the mech-
anism of action of f-carbolines. Nevertheless, the
response of the Tulahuén and LQ strains regarding
inhibition of oxygen uptake is not the same. While the
Tulzhuén strain shows a strong correlation between
trypanosomicidal activity and inhibition of respiration
(the best trypanosomicidal compounds are also the best
inhibitors, and conversely), the LQ strain does not
show a clear relationship. Furthermore, inhibition of
respiration seems to be the principal mechanism of
action of the majority of the f-carbolines studied in the
Tulahuén strain, but in the LQ strain it accounts only
partially for trypanosomicidal activity.

Table 3 shows the toxicity of the drugs tested in these
studies towards epimastigotes of the Tulahuén strain, as
determined by microscopic observation during a 40-h
period, at two drug concentrations. Important differ-
ences can be seen in the susceptibility of the parasites to
the chemicals. These results are in agreement with those
obtained from inhibition of culture growth (Fig. 2).
Norharmane was the most toxic alkaloid to T. cruzi,
followed by harmine and harmane. These three com-
pounds produced lysis of most cells after 40 h, at 1 mM
concentrations. Harmol and harmaline are less toxic,
producing deformation andfor immobilization of the
epimastigotes. Harmalol and AHTC displayed little or
no toxicity to the parasites. The results obtained from
the experiments summarized in Fig. 2 indicate that very
early in the incubation periods of epimastigote cultures,
norharmane is the best inhibitor, but. apparently effec-

tive detoxification strategies are soon triggered in the
parasites to overcome the toxicity of this alkaloid.
Our results allow us to be somewhat more specific

than other authors [6] in the description of structure-ac- |

tivity relationships. As observed by these earlier au-
thors, unsaturation of the pyrdine ring increases
trypanosomicidal activity. 1,2,3,4-tetrahydro-f-carboli-
nes have quite low activities, while 1,2-dihydro-g-car-
bolines are beiter growth inhibitors. A fully
unsaturated pyridoindole ring system seems to be a
necessary condition for optimal trypanosomicidal activ-
ity in this family of compounds. This could be associ-
ated with planarity of the molecule, with its redox
behavior or with its electron density distribution, to
mention three possible structural desiderata. A methyl
group at Cl enhances activity, possibly through an
increment in the overall lipophilicity of the molecule or
by specific interaction with a hydrophobic site in a
macromolecular target. Substitution at C7 with a
methoxy group also enhances the activity (compare
harmine with harmane in Fig. 2 and Table 1), but if the
substituent at this position is a hydroxy group, the
activity tends to decrease (compare harmine and har-
mol in Fig. 2 and Table 3). This could be explained by
the presence of a hydrophobic center close to a site
where f-carbolines exert their action, into which a
methoxy group could fit better than a hydroxy group,
or by decreased lipophilicity.

The mechanisms of action of f-carbolines as try-
panosomicidal agents are not known. It has been re-
ported that these alkaloids form intermolecular
associations with the prosthetic groups of flavoen-
zymes, FAD and FRN [8,9], and that they are also able
to interfere with DNA synthesis in cancer cells {5,18]. If
the generation of free radicals does not appear to be an
important mechanism of action of trypanosomicidal
f-carbolines, it seems possible that associations with
flavoenzymes of the parasites, belonging or not to the
respiratory chain, and/or alterations of parasite DNA
synthesis, may be responsible for the trypanosomicidal
activity of these compounds,
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Abstract—The hydride transfer process between the isoalloxazine moiety of flavins and the nicotinamide moiety of NAD(P)H has been
explored by using density functional theory based reactivity index in the 1-methylnicotinamide—lumiflavine model system. Based on
crystallographic data available, we have found that the group softness index helps to locate and orientate reactive regions in these interacting
molecules while the electrophilicity index successfully describes the reactivity pattern of this system.

© 2004 Elsevier Ltd. All rights reserved.

1. Introduction

Flavins (riboflavin, FMN, FAD) are cofactors of a wide-
spread family of enzymes, the flavoenzymes, which are
involved in a large number of biological functions.
Dehydrogenation of a variety of substrates, mediation of
one- and two-electron transfer, activation of molecular
oxygen as well as photobiochemical processes are only a
few examples of the versatility of flavoproteins.'™* A
relevant aspect of the biological activity of these enzymes is
that despite their versatility, their reactivity is restricted to
the common structural feature of flavin cofactors, repre-
sented by the 7,8-dimethylisoalloxazine system (see LF in
Fig. 1). The ribitol, pyrophosphate or ribose moieties of the
different side chains attached at nitrogen 10 of the
isoalloxazine ring are not directly involved in the catalytic
process but in anchoring the cofactor to the protein, as it has
been revealed by structural studies.®~ 7 It is apparent that the
reactivity of flavins might be modulated by the different
oxidation and protonation states that the isoalloxazine
moiety can undergo, and by the protein environment of
the flavin-binding site.**~' Also, the use of artificial
flavins as active site probes has provided important

Keywords: Hydride transfer; Flavins: Density functional theory: Chemical
softness: Electrophilicity.

Abbreviations: LF, oxidised lumiflavine; NH, reduced 1-
methylnicotinamide; N, oxidised 1-methylnicotinamide; LFHI1™,
oxidised lumiflavine protonated at N-1; LFH5", oxidised lumiflavine
protonated at N-5; LFH,, reduced lumiflavine; DFT, density functional
theory; HOMO, highest occupied molecular orbital; LUMO, lowest
unoccupied molecular orbital; HSAB, hard—soft acid—base.
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mechanistic information related to the tuning of the
isoalloxazine reactivity by the apoprotein.'' 13

Based on the experimental evidence available, Massey and
Hemmerich'' proposed that flavoproteins could be classi-
fied into five major divisions according to their reactivity.
The regiospecificity and the spectral properties of two of
these main groups suggest common structural features
which could determine the type of reaction catalysed,
providing some clues about flavoprotein catalysis. Enzymes

CH, CH,
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a3 N /N\f 6 N 2
. 3 + ||
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Figure 1. Hydride transfer reaction between lumiflavine (LF) and
|-methylnicotinamide (NH).
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of the dehydrogenases/oxidases class would be charac-
terised by a ‘red’ semiquinone radical and hydrogen
bonding to the apoprotein through the N-1 site of the
isoalloxazine system, which leads to the activation of N-5
towards nucleophilic attack. The electron transferases class
would be characterised by a ‘blue’ semiquinone radical, a
planar structure for the reduced form, and hydrogen bonding
to the apoprotein through N-5 of isoalloxazine, leading to
the activation of C-4a towards nucleophilic attack (see
Fig. 1). This general classification has received further
support from experimental and theoretical studies.'*"

NAD(P)H and NAD(P)" are recurrent electron donors and
acceptors, respectively, involved in two-electron transfer
processes in flavoenzyme catalysis."'® As in the case of
isoalloxazine in flavins, reactivity in the NAD(P)H/
NAD(P)" couples is restricted to the nicotinamide ring
(see NH in Fig. 1). In these enzymes a direct transfer of a
hydride equivalent takes place between the C-4 atom of
nicotinamide and the N-5 position of isoalloxazine as shown
diagrammatically in Figure 1. This overall mechanism is
supported by crystallographic data, available for several
enzymes, which show the nicotinamide ring stacked almost
parallel to the central ring of the flavin, at a distance of
approximately 3.5 A as shown in Figure 2a.%'7 This
hydride transfer reaction can occur directly at the active site
of an enzyme, as in flavin reductases,'® or at an allosteric site
where isoalloxazine, reduced or oxidised by the nicotina-
mide cofactor, is an intermediate of the catalysis.''"!"?
Although the stereochemical course of the reaction is
known, different electronic mechanisms have been pro-
posed to account for the hydride transfer in the isoalloxa-
zine—nicotinamide system, leading to controversy.'®%*!
Besides, not only N-5 but also N-1 and C-4a of the
isoalloxazine ring have been proposed as candidates for
receiving the hydride ion from nicotinamide, the steric

N

LLOXAZINE MC

hindrance at these positions being the only argument
exposed to explain the selectivity of this reaction. 4

Semiempirical and ab initio theoretical studies on isoalloxa-
zine have provided a good description of the geometry and
the electronic properties of this molecule.'®**~** All these
studies predict a planar structure for the oxidised form (LF
in Fig. 1), either protonated or not, and a bent structure for
the reduced heterocycle (LFH, in Fig. 1). Theoretical
transition-state studies on the hydride transfer in glutathione
reductase, revealed an optimal arrangement for the frontier
orbital interaction, with maximal overlap between the par-
ticipating orbitals, where the largest contribution to the
LUMO corresponds to the coefficients of N-5 of isoalloxa-
zine.” Further investigations on the transition-state struc-
tures for hydride transfer in several enzymes have
concluded that the frontier orbital interaction HOMO-
LUMO controls the direct hydride transfer.”® * These
studies on the structure of the transition state also suggest
that a minimal molecular model can describe this chemical
interconversion step in enzyme catalysis, and that the
geometrical arrangement in the model complex is inde-
pendent of the level of theory used to perform calcu-
lations.?'**~*2 Molecular orbital investigations at the
extended Hiickel level, carried out in order to explore the
regional properties of the isoalloxazine—nicotinamide
system, have shown that, during the hydride transfer, there
is a region on the nicotinamide moiety from where electrons
may be donated to another region able to accept them on the
isoalloxazine ring. It has also been proposed that a charge
transfer molecular complex is formed before hydride
transfer occurs.™

The aim of this contribution is to provide new insights on
the hydride transfer reaction occurring in the FAD/NAD(P)
complex of flavoenzymes. In this work we explore the local

Figure 2. (a) Conformation of the FAD/NADP complex obtained from the crystal structure of glutathione reductase (1GET.pdb). For the sake of simplicity, the
apoprotein is not shown. (b) Lumifiavine and 1-methylnicotinamide as a theoretical model used to represent the conformation of the FAD/NADP complex

shown in (a).




P. Rivas et al. / Tetrahedron 60 (2004) 4189-4196 4191

a
e

Sa a
o

!’f?
Sak ﬁ:i""-y

7/:"74"

"N da C"N\H

:7

' C a
N* WM”

5

b

& 57
7 = v 3 o
~, -
Sa Va0
o
LFH1+
=
s cf?-,a:éo
‘,./‘f{;v' f C-a
NH MY
109“5 0
LFHS+
1 ¥4
/;}3‘;;
NH

Figure 3. Molecular regions of lumiflavine and 1-methylnicotinamide with similar values of group softnesses. LF-NH system (a); LFH1*-NH system (b):

LFH,-N" system (c); LFH5"~NH system (d).

and global reactivities of the isoalloxazine and nicotinamide
moieties of FAD and NAD(P), by using the conceptual part
of density functional theory (DFT)* which describes both
reactivity and selectivity in terms of static response
functions. The geometry of the FAD/NAD(P) complex
was taken from the crystal structure of glutathione reductase
(1GET .pdb)® as shown in Figure 2a. Lumiflavine (7,8,10-
trimethylisoalloxazine, LF) and I-methylnicotinamide
(NH) were chosen as simplified models to represent the
system under study (see Fig. 2b). The more likely
protonated structures of oxidised lumiflavine, according to
Massey and Hemmerich’s proposal (at N-1 and at N-5),
have also been considered (see Fig. 3b and d). The group
softness, extended to more than one atom, s, was used to
locate reactive regions in interacting molecules.™

1.1. The model

DFT provides a useful description of the ground states of
molecular systems. Concepts like electronic chemical
potential (w), absolute hardness (7)), chemical softness (S)
and electrophilicity (@) are well defined quantities that
conveniently describe a complete picture of reactivity.**~3%
An excellent review describing the usefulness of DFT based
reactivity indexes recently appeared. 3 The electronic
chemical potential p is the natural descriptor of the
direction of charge transfer during a chemical interaction.™

7 has been associated with the resistance of the system to
exchange electronic charge with the environment. A further
approximation based on Koopmans theorem allows p and 7
to be calculated in terms of the one electron energies of the
frontier molecular orbitals HOMO and LUMO according to

Egs. 1 and 2:*
= (g, +ey)2 (1)
M= &L~ &y @)

where g and &y are the energies of the LUMO and HOMO
levels, respectively.

Another pertinent quantity is the chemical softness, S,
related to the electronic polarizability of the system, whose
operational expression using a finite difference approxi-
mation is:**

§= e, — ey) (3)

Recently, it has been proposed that the global electrophilic
power of a ligand may be described by the electrophilicity
index, w, a quantity measuring the stabilisation energy when
the system acquires an amount of electronic charge from the
environment. This index has been defined by the following
quantitative relationship:**

w= ,u2/2n (4)

Besides the global reactivity indices, there is a set of local
descriptors of reactivity that have been related to the
selectivity of molecules towards specific reactions in some
organic systems.***' The Fukui function f(r) is one of the
most used descriptors of local reactivity.** A high value of
this local index is associated with high reactivity at that
point in the molecular region. Operational formulae to
evaluate this index condensed to atoms have been
presented.**~** Two regional reactivity indices, the regional
softness s and the regional electrophilicity wy, condensed to
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atom k, have been derived through the Fukui function:™
sE=f78 (5)
o =fo (6)

Where f; is the Fukui function at site k in the direction of
increasing (+) and decreasing (—) number of electrons.
These indices are associated with nucleophilic and electro-
philic attacks at site k, respectively. Note that according to
Egs. 5 and 6 the local softness and the local electrophilicity
are distributed following the Fukui function.

Selectivity studies may be framed on a local HSAB
principle,’ stating that the favoured interactions will be
those involving sites in the Lewis acid presenting softness
values very close to those present in the Lewis base.”” In the
present study, we looked for active regions in lumiflavine
and in 1-methylnicotinamide with similar softness values,
which, when mimicking the crystallographic data available,
are assumed to be in close contact when catalysis takes
place (see Fig. 2b). We considered that these reactive
regions should have similar shapes and sizes in each
counterpart in order to allow the best possible interaction.
Therefore, we focused on regions with the same number of
atoms in each molecule, including the reactive sites N-5 and
C-4a of isoalloxazine, and C-4 of nicotinamide. This present
strategy is in agreement with previous studies on transition
states structures in hydride transfer processes, where it was
shown that the geometry of the transition-state complex is
described by a minimal molecular model where the relative
orientation imposed by the active site allows the polari-
zation of the C4—H bond of nicotinamide.”'**

In order to characterise a more extended molecular region,
including more than one atomic centre, we use the concept
of group softness according to Eq. 7:%

S = z Sk (7
kEG

with si defined in Eq. 5. The concept of group softness has

been introduced previously by Gazquez and Méndez*” and

others,*® in a different context.

1.2. Computational details

All calculations were carried out using the Gaussian98
program package®’ at the B3LYP/6-31G level of theory.
The geometry of the molecules under study was fully
optimized. The minimised structures were in good agree-
ment with earlier studies for oxidised and reduced forms of
lumiflavine and 1-methylnicotinamide. The Fukui functions
were obtained using an algorithm described elsewhere.**

2. Results and discussion
2.1. The regional picture

It has been suggested that short distance interactions of
some molecules which display biological activity might
proceed through regions within the molecules rather than
through the whole molecular framework.”**® In fact,
reactivity in flavoproteins seems to be mainly restricted to

the region of the isoalloxazine ring system where N-5 and
C-4a are located.' *'" It has also been shown that Pearson’s
HSAB principle helps to determine the specificity and/or
efficiency of enzymatic catalysis and drug—receptor inter-
actions.™**? These findings led us to explore the regio-
specific reactivity of lumiflavine and 1-methylnicotinamide,
shown in Figure 2b, in the context of a local HSAB
principle.

Table 1. Local reactivity indices of lumiflavine and I-methylnicotinamide®

Molecule Site (k) fH (k) f (k) s (k) (au) s~ (k) (au) w(k) (V)

NH N-1 0019 0268 1.636 0016
Cc-2 0.304 0037 0.226 0.251
c-3 0.124 0.258 1.575 0.102
C-4 0.000 0.013 0.079 0.000
c-5 0.174 0.183 1117 0.144
Cc-6 0103 0.042 0.256 0.085
Ca 0133 0.003 0.018 0.110
H, 0.000  0.042 0.256 0.000
N* c-3 0.075 0.484 0.711
C-4 0.325 2.099 3.079
Cc-5 0.006 0.039 0.057
C-6 0.243 1.570 2302
Ca 0.009 0.058 0.085
N-a 0.004 0.026 0.038
LF N-1 0.026 0.212 0.087
C4a 0142 1.159 0.475
N-5 0.251 2.048 0.839
C-5a  0.000 0.000 0.000
LFHI" C4 0.023 0.170 0.251
C4a 0075 0.555 0.820
N-5 0.273 2.019 2983
C-5a 0013 0.096 0.142
LFH5" C-d4a 0249 2.886 4.464
N-5 0.197 2.283 3531
C9 0062 0.719 L1111
N-10 0.100 1.159 1.793
C-10a 0015 0.174 0.269
LFH, C-4 0.156 0.024 0.190 0.162
C-4a 0065 0.114 0.902 0.067
N-5 0.000 0.257 2033 0.000
C-5a 0049 0042 0.332 0.051
C9a 0057 0070 0.554 0.059
0-4 0.110  0.050 0.396 0.114

“ All quantities evaluated at the fully optimised geometry at the B3LYP/6-
31G level of theory.

Table | gathers the local properties for lumiflavine and
I-methylnicotinamide in their different oxidation and
protonation states, obtained from Eqgs. 5 and 6. The analysis
of group softness s for the LF-NH pair (see Fig. 3a),
calculated according to Eq. 7, shows that the regional
softness of LF (the electrophile), considering atoms C-4a,
N-5 and C-5a, and the corresponding sg values in NH (the
nucleophile), calculated considering the atoms C-3, H, and
C-5 of NH, display similar values. They are distributed as
follows:

SGLF = s7(C-4a) + 57 (N-5) + 51 (C-5a)
= 1.159 + 2.048 + 0.000 = 3.207 (8a)
sgNH = s (C-3)+ s (H) +s (C-5)

It

1.575 +0.256 + 1.117 = 2.948 (8b)
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The group softness values of the LF and NH units match to
an extent of 91.9%. The orientation of these molecules is in
agreement with the experimental model in Figure 2a.
Inclusion of the local softness value at C-4 of NH (see
Fig. 3a), which breaks the condition of an equal number of
atoms in each subunit but does not greatly changes the size
or the shape of the regions, increases the match to an extent
of 94.4%. Other regions in the molecules make no
significant contributions to the matching of the regional
softness values, even when atoms located far from the active
sites are considered.

For the LFH1 *—NH system shown in Figure 3b (oxidised
lumiflavine protonated at N-1), we have found that the
active regions comprising atoms C-4, C-4a, N-5 and C-5a of
LFH1 * (the electrophile), and C-a, C-3, C-4 and C-5 of NH
(the nucleophile) concentrate the higher s values. Thus,

scLFH1Y = s1(C-4) + 57(C-4a) + 57 (N-5)
+ 57 (C-5a)
= 0.170 4 0.555 + 2.019 + 0.096 = 2.840 (9a)
sGNH = 5~ (C-a) + 5 (C-3)+ 5 (C-4)+ 5 (C-5)

=0.018 + 1.575+0.079 + 1.117 = 2.789 (9b)

For this system, the match in the group softnesses is about
98.2% (see Fig. 3b).

According to crystallographic data,” hydride transfer
from LFH; to N* should involve the same geometrical
arrangement as the reverse reaction (see Fig. 1). In the
LFH,-N"* system, shown in Figure 3c, atoms C-4, C4a,
N-3, C-5a, C-9a and O-4 (oxygen attached to C-4) of LFH,
(the nucleophile) are superimposed in space on atoms C-a,
C-3, C4, C-5, C-6 and N-a of N (the electrophile). The
group softness analysis predicts the following distribution:
sgLFH, = 5 (C-4) + 5 (C-4a) +s5 (N-5)

+5 (C-5a)+s (C9a)+s (0-4)

=0.190 + 0.902 + 2.033 + 0.332 + 0.554
+0.396

= 4.407 (10a)
SGLFHIY = §*(C-a) + 57 (C-3) + s7(C4) + 57 (C-5)
+ 57(C-6) + 5T (N-a)
= 0.058 + 0.484 + 2.099 + 0.039 + 1.570
+0.026

=4.276 (10b)

giving a match of 97.0% between both subunits, in the
orientation consistent with the crystallographic model (see
Fig. 3c).

For the LFH5"—NH system (see Fig. 3d), there is some

controversy about the feasibility of the reaction between
NAD(P)H and the oxidised flavin protonated at N-5. While
NMR data have provided evidence that could support the
existence of hydrogen bonding between the apoprotein and
N-5 of the flavin in Old Yellow Enzyme, the pK, value of
the oxidised flavin counters this hypothesis.”’ The global
softness match in this system, 52.7% (values taken from
Table 2), is poor compared to the other systems under study.
Group softness matches including the active sites (N-5, C-4a
of LFH5 * and C-4 of NH) are even poorer (see Table 1 and
Fig. 3d). We could find similar values of s, which match
to an extent of 96.8%, but located in regions of the
molecules that do not include the active centers (atoms
C-9a, N-10 and C-10a in the lumiflavine molecule, atoms
N-1, C-2, and C-6 in the nicotinamide molecule). This result
would suggest that more specific, local descriptors, such as
local electrophilicity, might be important determinants of
reactivity, as in the case of the LF-NH, LFHI *—NH and
LFH,—-N* systems, which we will discuss below.

Table 2. Global reactivity indices of lumiflavine and 1-methylnicotin-
amide®

Molecule (eV) 7 (eV) S (au) w (eV) AN (e)
Nt ~8.935 4213 6.459 9.475 0.819"
NH -2.712 4.458 6.105 0.825

LFH5* -9.175 2.348 11.589 17.926 0.950°
LFH1 ~8.968 3.680 7.395 10.927 0.769°
LF —4.722 3.334 8.161 3.343 0.258°
LFH, —2672 3.439 7.912 1.038

“ All quantities evaluated at the fully optimised geometry at the B3LYP/6-
31G level of theory.

b Charge transfer from LFH, to N*.

© Charge transfer from NH to neutral or protonated lumiflavine.

In summary, we have found in the lumiflavine (protonated
or not) and in the |-methylnicotinamide framework regions
of atoms which display similar shapes, sizes and group
softness values. According to the crystallographic data, the
same active regions of FAD and NAD(P) are in close
contact during the catalytic process. The above findings lead
us to suggest that, when FAD and NAD(P) approach each
other at short distances, an orientation of their active regions
takes place to reach an optimal interaction, which might
be achieved through the recognition of regions of the
molecules with similar group softness values, in agreement
with the HSAB principle.

2.2. Specific interactions

In the present approach, the comparison of regional softness
based on the group softness s; index, provides relevant
clues about the orientation of the interacting partners.
However, the complete reactivity picture may be con-
veniently complemented incorporating other local reactivity
descriptors such as the local electrophilicity.

Table 2 summarises the global reactivity indices calculated
for lumiflavine and 1-methylnicotinamide, in their oxidised
and reduced states. The more likely protonated structures of
oxidised lumiflavine (LFH1* and LFH5 ") have also been
considered. The electronic chemical potential () of the
studied molecules correctly predicts that electron density
flows from NH to LF, LFH1* or LFH5™, and from LFH,
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to N, depending on the direction of the enzyme catalysis.
Electrophilicity values suggest the following order:
LFH5t>LFH1 *>N*>LF>LFH,>NH. It can be seen
that protonation of LF increases its electrophilicity, so it is
possible that protonation at N-1 or N-5 may be the first step
in some catalytic mechanisms where nucleophilic attack
is determinant. If we consider that electrophilicity and
nucleophilicity lie at opposite ends of a single scale, then the
@ values properly indicate that LF, LFH1" and LFH5™
behave as electrophiles with respect to NH (which in turn
would behave as a nucleophile), whereas N + behaves as an
electrophile with respect to LFH; (see Fig. 1). As stated in
Eq. 6, the site of maximum electrophilicity will be the one
exhibiting the highest value of the electrophilic Fukui
function, that is, the active site of the electrophile.

As mentioned earlier, not only N-5, but also N-1 and C-4a
are considered the most likely positions for receiving the
hydride ion from nicotinamide in the LF molecule.
Inspection of the local electrophilicity values in Table 1,
shows that N-5 has the highest value (0.840 V), followed
by C-4a and N-1 (0.475 and 0.087 eV, respectively). Thus,
our results indicate that N-5 would be the preferential site
for nucleophilic attack, beyond the steric hindrance imposed
by the enzyme environment, as has been proposed by some
authors.” Note that in NH the local electrophilicity at C-4
vanishes and that of the H, atom is very low (0.000), which
is consistent with the nucleophilic behaviour of NH with
respect to LF. Our results are also in good agreement with
an enzymatic experiment in which 4-(*H(NADH was used
as the reducing substrate, and where hydride transfer to N-5
of isoalloxazine was detected.”’ When hydride transfer
occurs between N-5 of LFH, and C-4 of N, the highest
electrophilicity is found at C-4 of NT, in complete
agreement with proposed mechanisms.” Note that the
nucleophilic behavior of NT with respect to LFH,,
represented by low values of local electrophilicity, is also
seen in this system. Local indices of LFH1 ™ indicate that
protonation at N-1 increases the electrophilicity of N-5
almost fourfold with respect to LF, while that of C-4a is
almost doubled. Protonation at N-5 dramatically increases
the electrophilic power at C-4a (10 times) with respect to
LF, while the same index for N-5 in LFH5™ is slightly
higher than in LFH1*,

The global softnesses, calculated using Eq. 3, indicate that
the S value of NH matches the global softnesses of LF,
LFH1 " and LFH5 ™ to an extent of 74.8, 82.6 and 52.7%,
respectively (values taken from Table 2). The § values for
LFH, and N* match by 81.6%. Because in the hydride
transfer reaction between oxidised flavins and NAD(P)H it
is not clear whether the flavins are protonated or not at N-1
or N-5,"*5" but in the reverse reaction—between reduced
flavins and NAD(P)*—protonation is irrelevant considering
the overall mechanism, we could take the last value, 81.6%
as a relative enzymatic reference for this reaction. In this
context, the reaction between NH and LFH1™ should be
favoured over LF or LFH5 *, in accordance with Pearson’s
HSABR principle.*” Global softness values calculated in this
work clearly indicate that the reactivity in the lumiflavine—
nicotinamide system is a consequence of a soft—soft
interaction, where hydride transfer is the promoted covalent
bonding characteristic of this type of interactions.”

Finally, a short discussion about the charge transfer pattern
during the interaction between LF and NH is worth making.
It has been reported that, at some stage of several catalytic
mechanisms, flavins form charge transfer complexes with
substrates such as NAD(P)H, or with residues of the active
site of some enzymes.''”>* It has also been proposed that
hydride transfer can occur by three different mechanisms:
(1) transfer of a hydride ion in a single step; (2) transfer of
one electron followed by the transfer of a hydrogen atom or
its reverse, and (3) transfer of two electrons and a proton in
three steps.”'°> An examination of charge transfer values
AN, between molecules A and B, in Table 2, were evaluated
from Pearson’s equation AN=(ua—pup)(na+mns).” The
results show that when hydride transfer occurs between N
and LFH,, a relatively high value of AN (0819¢) is
obtained, thereby suggesting that the first or third mecha-
nism might be operating, both of them involving a two-
electron transfer, in agreement with the two electron
acceptor nature of oxidised nicotinamide. Hydride transfer
between NH and protonated lumiflavine also displays high
AN values (0.769-0.950 ¢), likewise suggesting the pre-
sence of a two-electron transfer process. In contrast, a low
value of AN for the hydride transfer from NH to LF
(0.258 e) is observed. This result could be related to a one
electron process in a first step (i.e. second mechanism), in
complete agreement with theoretical transition state studies
for the hydride transfer in several enzymes.”' Previous
theoretical work on transition state structure for the hydride
transfer revealed that mechanisms (1) and (2) are prone to
occur.”®7 Note that if isoalloxazine is protonated mecha-
nisms (1) and (3) are likely to occur, while if isoalloxazine is
in its neutral state, then mechanism (2) could be operative. It
is noteworthy that AN values can be related to the proposed
mechanisms for this kind of reactions: small AN values may
be related to radical mechanisms, while higher AN values
may be related to two-electron transfer mechanisms.
Moreover, it is also apparent that regardless of the direction
of the catalysis or whether lumiflavine is protonated or not,
there is always a charge transfer process coupled to the
hydride transfer between lumiflavine and 1-methylnico-
tinamide.

Our results support the hypothesis of Massey and
Hemmerich,'" in terms that there are common structural
features which determine the type of reaction catalysed. The
regiospecific reactivity of the isoalloxazine system is such
that protonation of N-1 of isoalloxazine leads to the
activation of N-5 towards nucleophilic attack, while
protonation of N-5 activates C-4a towards nucleophilic
attack. However, Massey and Hemmerich restricted their
proposal to enzymes that are able to stabilise the ‘blue’ or
‘red’ flavin radicals (electron transferases and dehydro-
genases/oxidases, respectively). Our findings suggest that
Massey and Hemmerich’s proposal can be broadened to
enzymes whose radical intermediates are very unstable or
not formed at all, such as flavoproteins that catalyse
transhydrogenation reactions, the first division of their
flavoenzyme classification.'' As already mentioned, among
the several mechanisms proposed for transhydrogenation
reactions of flavoenzymes, besides hydride transfer from
different substrates, nucleophilic attack and radical inter-
mediates have been considered.” In the light of our results it
is possible to suggest that, when a dehydrogenation reaction
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takes place through 2 nucleophilic attack, the hydrogen
bonding of the oxidised iscalloxazine ring with the
apoprotein determines the site of attack (N-5 or C4a of
isoalloxazine).

3. Conclusions

The hydride transfer reaction in the isoalloxazine—nico-
tinamide system can be understood as am interaction
between soft species, controlled by frontier orbitals and
nicely framed on the HSAB principle. The reactivity of the
studied systems is well described by global descriptors
derived from the conceptuial part of DFT, such as the
electrenic chemical potential, electrophilicity and softness.

Regiospecificity of the hydride transfer reaction in the
isoalloxazine—nicotinamide system seems to be moedulated
consistently by properties of extended molecular regions,
including mere than one atomic centre as proposed
earlier.”®35 We have found that reactive sites in interacting
molecules are located in regions of the different molecular
frameworks, with similar shapes and sizes, which display
very similar group softnesses. This soit of regional shape
similarities empirical rule at the active site would determine
the final 3D form of the reactive species. These two factors
would play important roles in both, drug and catalysts
design.

The HSAB principle seems to be fundamental to understand
enzymatic eatalysis, not only at the global molecular level,
but also when regiospecificity is considered. We have found
that group softness, calculated through the Fukui functions,
appears as a useful index for the identification of these
active molecular regions, interacting at short distances,
Nevertheless, other different condensed to atom properties,
such as local electrophilicities, may also be detertninants of
the reactivity and might be complementary between the
reacting molecules. The group softness index might be
especially helpful to understand stacking interactions
between macromolecules and chemical substrates, not
only in enzymatic catalysis, but also in DNA intercalation
and in drug--receptor interactions.
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