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RESUMEN:

El piridoxal-5"-fosfato, mas conocido como vitamina B6 o PLP, forma parte fundamental del
funcionamiento de numerosas enzimas en el organismo actuando como cofactor. Son muchos
los tipos de mecanismos en los que participa, pero encontramos en las reacciones de
transaminacién, racemizacion y descarboxilacién un amplio nimero de estudios. Las enzimas
encargadas de llevar a cabo estos procesos son, en algunos casos, responsables de producir
ciertas enfermedades y el PLP se postula como diana terapéutica en el tratamiento de estas.
Conocer los mecanismos endégenos, las estructuras enzimaticas y la relacion del cofactor e
inhibidores con ellas resulta de especial interés a la hora de desarrollar andlogos y nuevos
inhibidores de esta molécula que nos permitan tratar dichas patologias.

INTRODUCCION Y ANTECEDENTES:

El piridoxal-5’-fosfato o PLP participa como cofactor en un gran nimero de enzimas. Se trata
de una molécula ubicua que cataliza reacciones como la a-eliminacién y a-sustitucién en
serina y glicina, participa en la fosforélisis del glucdégeno, pasa por la y-eliminacién y y-
sustitucion en la cistationasa y permite la reactividad en el carbono a de aminoacidos.!
Precisamente es en este Ultimo tipo de reacciones donde vamos a profundizar. Exponiendo la
naturaleza y mecanismos de las reacciones de transaminacién, racemizaciéon vy
descarboxilacion.
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Esquema 1: Fosfato de piridoxal, el grupo protético de las aminotransferasas.!
A. Fosfato de piridoxal (PLP) y su forma aminada, piridoxamina Fosfato (PMP).
B. Formacion de la aldimina interna mediante ataque nucledfilo del grupo amino del residuo de Lys al grupo

aldehido del cofactor.
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Posteriormente, esta forma activada del PLP, sufre una reaccion de transaminacion
(transaldiminacion?) con el grupo a-amino del aminodacido sustrato. Reaccidn que es comun
para todas las transaminasas, racemasas y descarboxilasas PLP-dependientes. Durante este
proceso se libera el resido de Lys de la enzima, la cual es desplazada por el grupo amino del
aminodcido entrante, y el cofactor queda unido al aminodcido sustrato. Formando asi una
segunda base de Schiff, conocida como aldimina externa.

La aldimida externa sirve como intermediario central comun a todas las reacciones. Y es a
partir de este punto donde inician las diferentes rutas metabdlicas. Formandose diferentes
intermedios quinonoides en funcién de la enzima.3*
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2. Quinonoide:

Este intermediario, recibe su nombre debido a que su estructura es muy similar a la de una
quinona. Esta molécula se encuentra estabilizada por la resonancia establecida entre la base
de Schiff y el anillo de piridina. Una de las formas resonantes se trata de un carbanién el cual
puede protonarse dependiendo del medio.
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Esquema 3: Estructuras de resonancia de intermedios

se forma el quinonoide.*> y la aldimina externa a la izquierda.
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3. Reacciones:

Transaminacion:

Este tipo de reacciones son llevadas a cabo por las aminotransferasas o transaminasas y son
posiblemente de las enzimas PLP dependientes mas complejas. En esta secuencia de
reacciones se parte desde la aldimina interna y un aminodcido sustrato, y termina en un a-
cetodcido junto con la piridoxamina fosfato (PMP). Las aminotransferasas catalizan reacciones
biomoleculares de tipo Ping-Pong, por tanto, el sustrato debe de abandonar el centro
catalitico para permitir la unién de un segundo sustrato. Este segundo sustrato se trata de
otro a-cetodcido (diferente al obtenido en la fase anterior) el cual permite regenerar el PMP
a PLP, invirtiendo el sentido de todas las reacciones que han llevado a la formacién de la
piridoxamina fosfato. Por tanto, la transaminacién, puede dividirse en dos fases sucesivas: la
formacién del PMP con desaminacién del aminoacido, y la regeneracién del enzima. Durante
todo este proceso cabe destacar que no se produce una desaminacion neta. En ningln
momento se pierden los grupos amino debido a que el a-cetoacido lo recibe, a la vez que el
a-aminodcido se desamina.

Esta ruta puede tener dos objetivos. El primero consiste en recoger los grupos amino de los
diferentes aminoacidos en forma de moléculas dadoras de grupos amino, las cuales entren en
las rutas biosintéticas de eliminacion de productos nitrogenados de desecho. En cuanto al
segundo, se trata de la conversidn de un aminodcido sustrato, en un aminoacido producto
diferente y necesario para el organismo.'3
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Esquema 4: Primera semirreaccion para el
mecanismo de transaminacion dependiente

de PLP?

19, Formacion del intermedio Quinonoide
mediante la abstraccion de un protéon vy
formacién de la Base de Schiff PMP-imina.
29, Hidrolisis del PMP. Esta reaccién es
catalizada por un residuo basico de la enzima,
el cual ataca a una molécula de agua en el
centro activo. Activando la molécula y
permitiendo la cascada de reacciones que
finalizan en la escision del a-cetoacido y del
PMP.

32, El PMP debe de regenerarse a PLP
siguiendo la misma ruta, pero en sentido

contrario (No mostrado en el esquema).
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Racemizacion:

Al contrario que la transaminacion, se trata de una de las reacciones productivas mas sencillas.
Este tipo de reaccidn es llevada a cabo por los racemasas, enzimas altamente especificas, que
permiten la conversion entre los enantiomeros de un aminodcido. El punto clave de la
racemizacidn se encuentra en la reprotonacion en el carbono a del quinonoide. Esto se lleva
a cabo por la cara opuesta de la molécula, lo que permite el cambio del L-aminoacido a un D-
aminodacido y viceversa. Esto ocurre gracias a que las racemasas tienen un equilibrio constante
e igual a 1, por lo que, independientemente del enantiomero, la reaccidn se produce.

Cabe destacar que una de las racemasas mas relevantes en el ambito medico es la alanina
racemasa, enzima implicada en la formacion de la pared bacteriana y una de las dianas
terapéuticas usada a la hora de tratar ciertas infecciones. Las racemasas también estan
implicadas en procesos como la obtencion de D-serina, la cual participa en la activacion de los
receptores NMDA entre otros.%3
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Descarboxilacion:

Este proceso es llevado a cabo por las descarboxilasas. Enzimas que catalizan la conversion de
aminodcidos en aminas, con la pérdida de una molécula de CO2. Esta reaccién tiene caracter
irreversible y resulta un paso clave en la obtencién de moléculas endégenas como la
dopamina, GABA, histamina o serotonina.

Aligual que en los mecanismos anteriores, la secuencia de reaccidn comienza con la formacion
de la aldimina interna, y seguidamente con la formacién de la aldimina externa. Pero al
contrario que en las transaminasas y racemasas, la formacién del intermedio quinonoide se
lleva a cabo a través de la eliminaciéon de una molécula de CO2. Dicha molécula proviene del
carbono-a del residuo aminoacidico que conforma parte de la estructura de la aldimina
interna. Por tanto, se trata de una a-descarboxilacién. A partir de este punto se forma el
intermedio quinonoide y continua la reaccidon con un mecanismo idéntico al de las racemasas
que, como Unica diferencia, dan lugar a una amina en lugar de a un D o L-aminodacido.3
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OBIJETIVOS:

El objetivo de la presente revision bibliografica es conocer un poco mas en profundidad las
reacciones de racemizacién, transaminacién y descarboxilacién en las que se ve implicado el
PLP. Asi como de los mecanismos existentes de inhibicion de este cofactor, farmacos y
enzimas sobre los que esos mecanismos se aplican, explorando brevemente la estructura de
estas enzimas y su relacién con el PLP y los inhibidores.
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METODOLOGIA:

Se realizo una revision bibliografica utilizando un total de 4 libros, obtenidos de la biblioteca
general de la UCM y de la facultad de farmacia perteneciente a la misma universidad, y 20
articulos publicados en las revistas Journal of Enzyme Inhibition and Medicinal Chemistry,
Biochimica et Biophysica Acta, Journal of Biological Chemistry, FEBS Press, Plos One, Future
Medicine, Federation of American Societies for Experimental Biology y BioMed Research
International, obtenidos mediante los buscadores de las webs National Center for
Biotechnology Information, PubMed Central y PubChem. Las palabras clave utilizadas para esta
busqueda fueron: Piridoxal fosfato, PLP, vitamina B6, transaminacién, racemizacion,
descarboxilacion, quinonoide, GABA-T, D-Alanina Racemasa, Ornitina descarboxilasa, DOPA
descarboxilasa, Vigabatrina, D-cicloserina, eflornitina, a-difluorometilputrescina, carbidopa y
benserazida.

RESULTADOS Y DISCUSION:

1. Transaminasas: GABA-aminotransferasa (GABA-T)

El dcido y-aminobutirico (GABA) es el principal neurotransmisor inhibitorio del sistema
nervioso central. Su déficit puede conducir a patologias tales como epilepsia, enfermedad de
Huntington, enfermedad de Parkinson y discinesia tardia. Siendo la responsable de la
degradacion de este neurotransmisor la GABA-T.

La GABA-T es una enzima, PLP dependiente, encargada de llevar a cabo la transaminacion del
acido y-aminobutirico al semialdehido succinico. Regenerandose luego a partir del a-

cetoglutarato. Se trata de una diana terapéutica para el tratamiento de la epilepsia.?

Estructura de la enzima:

La Gaba-T pertenece a la subfamilia Il de las a-enzimas dependientes de PLP, siendo esta un
homodimero, el cual utilizado dos moléculas de PLP como cofactores.

Se ha observado la formacion de la aldimina interna a partir de los residuos de Lys329 y los
cofactores. Esto ha sido estudiado en formas cristalizadas de la GABA-T, tanto en forma nativa,
como en complejos con andlogos (vigabatrina y GEG).3® Estas estructuras, también sirvieron
para definir otros detalles estructurales de la enzima como la Arg192, residuo posiblemente
implicado en la unién del grupo carboxilo del GABA, y el complejo [2Fe-2S] en el centro activo
de la GABA-T, el cual forma enlaces cruzados entra las dos subunidades del dimero. La enzima
utiliza los atomos de azufre de los residuos de Cys135 y Cys138 (conservados en organismos
superiores) para formar el complejo. Su funcion no esta definida mas alla de participar en la
union de los dimeros, y pese a situarse en la vecindad de los cofactores, el complejo, no
participa en la catélisis.®
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Figura 1: grupo [2Fe-2S] en el centro del dimero GABA-T® Figura 2: ® A. Proyeccidn estereografica del

A. Estructura del dimero GABA-T. sitio activo de GABA-AT después de
B. Vista en primer plano del Complejo [2Fe-2S] y los modificacion quimica con vigabatrina. C.
cofactores. Comparacion de estructuras aductoras PLP

(cian), GEG (gris) vigabatrina (magenta) con

Lys329.

Inhibidores gue actuan sobre la PLP: Vigabatrina

La vigabatrina (acido 4-aminohex-5-enoico) se trata de un y-aminoacido que tiene una
estructura de gamma-vinil GABA,” es por tanto un andlogo estructural del GABA. Es utilizado
en el tratamiento de la epilepsia y los espasmos infantiles, ya que puede atravesar la barrera
hematoencefdlica, gracias al mencionado sustituyente vinilo que le dota de una mayor lipdfila.

El mecanismo de inhibicidn comienza una vez esta formada la aldimida interna y la vigabatrina
se sitla en el centro catalitico. En ese momento, la vigabatrina puede formar dos complejos
diferentes con la enzima. El primero de ellos se produce debido a una isomerizacién alilica y
posterior ataque del grupo alilo a la aldimina interna, quedando unida de forma irreversible
al aducto Enzima-Inhibidor. Representa un 30% de la inactivacién. El segundo compuesto da
lugar a la ruta de transaminacion, la cual representa el otro 70% de la inactivacion, la cual
sigue el mismo esquema desarrollado en la introduccién. Con la salvedad de que en lugar de
utilizar un a-aminoacido, para formar la aldimina externa, desarrolla la ruta con la vigabatrina,
la cual es un y-aminodcido. Esta ruta puede ramificarse en la molécula previa a la hidrolisis
gue forma el PMP y el a-cetoacido. Pudiendo dar lugar a estos dos compuestos o, debido a su
caracter electrdfilo (aceptor de Michael), puede someterse a la adicién conjugada por un
grupo nucledfilo de sitio activo dando lugar a un aducto, con la consecuente inactivacion de
la enzima irreversiblemente.3
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2. Racemasas: D-Alanina Racemasa (Alr)

Estructura de la enzima:

-9-

Esquema 7: Mecanismo hipotético
para la inactivacion de GABA

aminotransferasa por vigabatrina.?

Figura 3: Representacion de la
estructura quimica de la
Vigabatrina’

A. Estructura 2D.

B. Estructura 3D

La Alr es una enzima PLP dependiente con plegamiento de tipo |1l 28, Esta racemasa se encarga
de catalizar la conversion del aminoacido L-Alanina en D-Alanina (precursor del
peptidoglucano) reaccién que se da en el citosol procariota y resulta vital para la formacién
de la pared bacteriana. Esta enzima es de caracter ubicuo en bacterias, pero en el hombre no
se encuentran enzimas andlogas, de tal forma que resulta una buena diana en el tratamiento
antibidtico.2?

Esta enzima es homodimérica y al igual que la GABA-T utiliza dos moléculas de PLP como
cofactores. Cuenta con dos dominios plegados, el C-terminal (formado por cadenas B) y el N-
terminal (el cual consiste en un conjunto de ocho cadenas a/B que forman un barril).

En esta enzima, el PLP, esta unido de forma covalente al residuo de Lys39 (formando la
aldimina interna) ubicada en el extremo C terminal, en la primera cadena B del barril a/B,
encontrandose la cadena lateral apuntando hacia el centro del barril (el mecanismo que
produce esta union se encuentra previamente descrito en la introduccién). El centro catalitico
es compacto y solo permite acomodar una molécula pequeiia, el aminoacido sustrato, y una
molécula de agua en el entorno inmediato al PLP. En cuanto al grupo fosfato del cofactor, se
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encuentra formando puentes de hidrogeno, que inmovilizan la estructura. Otros residuos
importantes en la catdlisis enzimatica son la Arg219, Tyr265 'y el Asp313. Una vez dispuestos
todos los elementos, el mecanismo de reaccién sigue los procesos explicados en la
introduccién. La enzima cuenta con un Unico canal de acceso al sitio activo.?®

Entrance of the active site

Figura 4: Vista

pictérica

Chain A

del homodimero Alr

en Bacillus
‘% stearothermophilus?®

Inhibidores que actuan sobre la PLP: D-Cicloserina (DCS)

La D-Cicloserina [(4R)-4-amino-1,2-oxazolidin-3-ona] es un andlogo del aminoacido D-alanina
con actividades antibidticas y glicinérgicas de amplio espectro. La D-cicloserina interfiere con
la sintesis de la pared celular bacteriana inhibiendo competitivamente dos enzimas, DCS y D-
alanina:D-alanina ligasa, lo que altera la formacién del peptidoglicano necesaria para la
sintesis de la pared celular bacteriana.?

El mecanismo comienza con el ataque del grupo amino no protonado de la DCS a la aldimina
interna protonada. En este primer paso ya se encuentra sustituido el sustrato enddgeno por
el inhibidor. La reaccion termina con la formacion de la aldimina externa en un mecanismo
analogo al explicado en la introduccién. A continuacion, se produce la abstraccién de un
protén del carbono unido al nitrégeno de la base de Schiff, en lugar de formar el quinonoide
con el sustrato enddgeno. Por ultimo, la reprotonacién da lugar al aducto estable Inhibidor-
cofactor. En este ultimo paso es donde encontramos la mayor diferencia con el mecanismo
enddgeno, formandose el aducto en lugar de liberar la D-alanina y regenerar la aldimina.

/!
/
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%,
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B Figura 5: Representacion de la
estructura quimica de la D-
0 Cicloserina?®

0= N / J A. Estructura 2D.

| B. Estructura 3D
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b
OH OH
o N Y J_ro NP P-0"N#
~ | == - ~ I - ~ | -
’.T CHy N CH, rF CHy
H H H
Aldimina
................... 1
73 : s_al HN=O
0 ! A

' &

H H NH,
i Analogia entre }
i ciclogerinay i
: alanina :

Unién covalente NH
inhibidor-cofactor i .

Esquema 8: Inhibicién de Ala-racemasa por D-cicloserina®*
1°. Ataque del grupo amino no protonado de la DCS a la aldimina interna protonada.
29, Abstraccién de un protdn del carbono unido al nitrégeno de la base de Schiff.

3. Reprotonacién y formacion del aducto Inhibidor-cofactor.

3. Descarboxilasas: Ornitina descarboxilasa (ODC) y DOPA descarboxilasa (DDC)

Ornitina descarboxilasa (ODC):

La ODC es una enzima implicada en la biosintesis de poliaminas, a partir de ornitina, tales
como la putrescina. Esta molécula es precursora de la espermidina y la espermina, ambas
moléculas implicadas en el empaquetamiento del ADN. La reaccién de descarboxilacion de
ornitina a putrescina es el paso limitante en esta via y sigue los mismos mecanismos explicados
en la introduccién.

La accién de la ODC resulta de vital importancia en los procesos de crecimiento, division y
diferenciacién celular. Procesos que estdn especialmente presentes en las células de
crecimiento rapido. Los inhibidores de esta ruta deberian ser Utiles en el tratamiento de
tumores (ya que la ODC esta considerada como una enzima oncoldgica, y un aumento de su
actividad se asocia con la mayoria de los tumores malignos), infecciones microbianas, y
diferentes parasitosis.t311

Estructura de la enzima:

La enzima es homodimérica, residiendo los centros activos en la interfaz del homodimero.

Cada unidad cuenta con su propio sitio activo. Cada uno formado por el dominio N-terminal

de una subunidad, que contiene los residuos involucrados en la interaccién con el PLP, y el

dominio C-terminal de la otra subunidad, que contiene los residuos involucrados en la unién

al sustrato. Algunos residuos que destacar en la formaciéon del dimero son Tyr331 y Val322

mediante interacciones hidrofdbicas, Asp134, Lys169 y Lys294 por atraccién electrostatica e
-11 -
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interacciones idnicas. En cuanto a la catalisis enzimatica los estudios muestran que la
mutacion en Arg277 y Tyr389, implicados en la unién al PLP, llevan a la perdida de la actividad
catalitica. Mientras que la mutacidn en Tyr331 y Val322, situados en la interfaz del dimero,
hacen a la enzima menos activa pese a no estar involucrados directamente en la catalisis. De
manera similar, la mutacién en los residuos Asp134, Lys169 y Lys294 mencionados
anteriormente, es notablemente perjudicial para la actividad enzimdtica pese a no ser
residuos cataliticos.?

LysZ94(B)§,
i Figura 6: Residuos de aminoacidos en la interfaz
¥ del dimero de Ila ornitina descarboxilasa

1l Arg277(B)
L2 Siysie0a)  opi W humana.!

Asp134(A) % Asp332(E’3)f i/\

VaISZZ(% %\

Residuos de la interfaz del dimero y LLP (analogo

Tyr389(B) . . .
Ty’”%}%’j/ ﬁJ\ g LLP(B) del PLP) en la interfaz del dinero. Estos residuos se
LLP(A) i
Tyr38o(A) R Tyr331(8) muestran como un modelo de bola y palo; los
ot \6’3'322“" ! residuos de una subunidad se muestran en verde,
}/Zf\ Asp332(A) (_1\\ T Asp134(B)
4 Arg165(B) Lys169(B) };1 y los de la otra subunidad se muestran en rosa.
Arg277(A) 4

Lys294(A)

Inhibidores gue actuan sobre la PLP: Eflornitina, a-Difluorometilputrescina

A. Eflornitina (a-difluorometilornitina):

La Eflornitina [dcido 2,5-diamino-2-(difluorometil) pentanoico] es un derivado
difluorometilado de la ornitina!? con actividad antineopldsica, el cual cuenta con y fue
utilizado en el tratamiento de tripanosomiasis africana, causadas por Trypanosoma brucei
gambiense (no tanto para otras subespecies por ser menos susceptibles), o neumonias en
pacientes en VIH causadas por Pneumocystis carinii. Actualmente, la eflornitina solo estd
autorizada en el tratamiento tépico del hirsutismo facial en mujeres, debido a que también
inhibe la produccidn del foliculo del pelo.

El mecanismo se inicia desde la aldimina interna. Se
trata de una inhibicién competitiva, es decir, la
eflornitina sustituye al sustrato endégeno, y se lleva
a cabo la formacion de la aldimina externa con un
mecanismo andlogo al mostrado en la introduccién
y posteriormente se produce la a-descarboxilacion,
paso fundamental e irreversible, la cual da lugar a
una estructura resonante andloga a la del
quinonoide. A continuacidn, la estructura resonante
sufre una sustitucion nucleofilica interna que lleva a Figura 7: Representacién de la estructura
la pérdida de uno de los dos dtomos de fluor, se
genera asi un intermediario divinilico el cual es

quimica de la Eflornitina®?

A. Estructura 2D. B. Estructura 3D
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atacado por el grupo tiol de un residuo de cisteina del centro activo. Este ultimo intermedio,
resultado de la adiccion nucleofilica, sufre una ultima sustitucion nucleofilica interna. Se
pierde el ultimo atomo de fldor dando lugar a un complejo Enzima-Inhibidor-Cofactor estable,
quedando asi inactivada la enzima de forma permanente.3:131415

H.L'\ .
N\ 00C CHF,
- NH,
=0;PO 2 o -
S |
U -CO,
- CF _
. .
~ C/H o CHF Esquema 9: Mecanismo
H:NW H:NW NN . -
_NH F N ~ hipotético para la
2y
OH inactivacion de la
=0;PO g I =05PO
BT ornitina descarboxilasa
A
H -
. por eflornitina.?

B. oa-Difluorometilputrescina:

La a-Difluorometilputrescina [5,5-(difluoropentano-
1,4-diamina)], en lugar de ser un analogo estructural
del sustrato de partida (la ornitina), es un analogo al
producto de la descarboxilacién de la ornitina, es
decir, a la putrescina.®

El inhibidor forma igual que en el caso anterior la
aldimina interna, pero al contrario que la eflornitina
no sufre la reaccién de a-descarboxilacién (debido a la
ausencia del grupo carboxilo) obteniéndose
directamente la estructura resonante analoga al
guinonoide. Este intermediario es comun a la ruta de
inhibicién de la eflornitina desarrollandose el resto de
la ruta de la misma forma.3

-13-
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Figura 8: Representacion de la estructura
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Lys H, > -
] O—LHI
HNG H CHF, /«\'H*
NH,
OH H:NX/\/ o D OH
“05;PO ~ | ’(,)_;P() 6 |
Ny C\-+ Esquema 10: Mecanismo
H H

hipotético para la
inactivacion de la ornitina
descarboxilasa por la a-

difluorometilputrescina.?

Mecanismo de inactivacion identico a la eflornitina

DOPA descarboxilasa (DDC):

La DDC es una enzima PLP dependiente que cataliza la a-descarboxilacién irreversible de L-
aminodcidos aromaticos (relacionados con estructuras indol o catecol), por tanto, se la conoce
también como descarboxilasa de aminoacidos aromaticos (DCAA). Dos de los mas importantes
son la levodopa (L-Dopa) y el L-5-hidroxitriptéfano (5-HTP) cuya descarboxilacion lleva a la
produccion de los neurotransmisores dopamina y serotonina respectivamente.’ El proceso
de descarboxilacidn de los diferentes aminoacidos aromaticos sigue el modelo explicado en la
introduccion.

Estructura de la enzima:

Estructuralmente la enzima es un homodimero, fuertemente unido, cuyo centro activo se
encuentra inmerso en la parte central. Cada mondmero estda compuesto por una estructura
tipo |, tipico de las aspartato aminotransferasas, consistente en un gran dominio proteico, un
dominio C-terminal de menor extensién y un dominio N-terminal con una estructura exclusiva
de la DDC?. El cofactor se encuentra anclado a la enzima involucrando los residuos de His302
y His192, ambos residuos altamente conservados en las a-descarboxilasas. Uno de estos
residuos interacciona con el anillo de piridina de la PLP, mediante apilamiento, mientras que
otro estd en el sitio de unidn al fosfato participando en la unién al cofactor. Ademas, presenta
un motivo DXA (Asp-residuo variable-Ala) que rodea al cofactor. El residuo de aspartato
interactua con el anillo de piridina del PLP, mientras que la alanina ayuda a definir el parche
hidrofdbico superpuesto al anillo de piridina del PLP, el cual se encuentra intercalado entre
un residuo de His y Ala.’®1%20 Otros residuos de interés son Ser193 y Thr82 conservados
evolutivamente y que interacttan con el 3’0 del PLP171819 | Asp271 el cual forma un enlace
idnico con el nitrégeno de piridina protonado del PLP? y Ia Lys303 con la cual se forma la
aldimina interna.t®
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Figura 9: Mapa farmacoférico de la DDC.®

Los contornos verde, rojo y azul identifican
regiones estérica y energéticamente favorables
para grupos hidréfobos, donantes de enlaces H'y
aceptores de enlaces H, respectivamente. La
superficie punteada define el volumen accesible

del bolsillo.

Figura 10: Enlace de base de Schiff de PLP a Figura 11: Red de enlace H de PLP en el sitio
Lys303 en el sitio activo.?’ activo.?’

Inhibidores que acttan sobre la PLP: Carbidopa, Benserazida®®

La alteracidn o disfuncion en esta enzima tienen relevancia en enfermedades como el
Parkinson (donde encontramos un déficit de dopamina por la muerte de las células
productoras en la sustancia nigra en el mesencéfalo) en los tratamientos con L-Dopa,
encontramos ciertos problemas como la degradacién por las DDC periféricas o los efectos
secundarios producidos por la accion de la L-Dopa en tejido periférico. Es por ello por lo que
algunos tratamientos incluyen inhibidores de la DDC sin capacidad para atravesar la BHE,
mejorando la eficacia terapéutica de la L-Dopa. 31°

Tanto la carbidopa [4cido (2S)-3-(3,4-dihidroxifenil)-2-hidrazinil-2-metilpropanoico)]?* como

la benseracida [(2-amino-3-hidroxi-N'-[(2,3,4-trihidroxifenil)metil]propanohidrazida)]?? son

derivados de hidrazina aromaticos. Siendo la carbidopa el isémero levdgiro anhidro de un

derivado de hidracina sintética del neurotransmisor dopamina?! y la benseracida un derivado

de serilo trihidroxibencilhidrazina.??2 El grupo funcional hidrazina es el responsable de la
-15 -
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actividad, encontramos que la carbidopa posee accién directa sobre la enzima mientras que
la benserazida, al tratarse de un profarmaco, debe metabolizarse y escindirse en una molécula
de serina y una molécula de trihidroxibencilhidrazina para poder ejercer su accién, siendo la
responsable de la inhibicién enzimética la trihidroxibencilhidrazina.1®

Figura 12: Representacion de la estructura Figura 13: Representacion de la estructura
carbidopa?* benseracida?

A. Estructura 2D. B. Estructura 3D A. Estructura 2D. B. Estructura 3D

Carbidopa y trihidroxibencilhidrazina, ambos analogos de sustrato dotados de una funcién de
hidrazina sustituida, se unen a la DDC mediante la formacion de un enlace de hidrazona con
el cofactor PLP, funcionando, asi como potentes inhibidores irreversibles de la enzima. Debido
a este tipo de reactividad, pueden no solo actuar sobre la DDC si no que también pueden
ejercer su accion sobre otras enzimas PLP dependiente dando lugar a efectos adversos.?

Particularmente la carbidopa, tras unirse al PLP
mediante un enlace de hidrazona, entierra el
anillo catecol en la hendidura del sitio activo,
guedando estabilizado mediante fuerzas de van

der waals con 1le101 y Phel03, forma un puente : // Y \ys305
de hidrogeno con Thr82. Adicionalmente, el PLP N ~ ﬂ}, ’
estabiliza aun mas al inhibidor en el centro activo .

por formacién de un enlace de hidrogeno
adicional con el anillo catecol.?®

Figura 14: interacciones clave entre los residuos del

sitio activo, PLP y carbiDOPA.2°
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CONCLUSIONES:

El PLP es uno de los cofactores imprescindibles del organismo, a través de esta breve revision,
se han expuesto algunos de los procesos tipo en los que participa y que no podrian llevarse a
cabo sin su presencia. Haciendo hincapié en aquellas enzimas para las cuales existe un
inhibidor que interactia con el PLP descubrimos que, no solo resulta importante para el
correcto funcionamiento del organismo, sino que es diana de multiples tratamientos. Asi
mismo las caracteristicas estructurales de las enzimas definen como van a interactuar el
cofactor, los sustratos enddgenos y los inhibidores, resultando imprescindible conocer a
fondo las caracteristicas estructurales para desarrollar moléculas y nuevos tratamientos. Cabe
mencionar que las cuatro enzimas estudiadas son homodimeros, de los cuales GABA-T, Alr y
ODC utilizan dos moléculas de PLP como cofactores. Y que el residuo de Lys que participa en
la formacidn de la aldimina interna se encuentra definido para GABA-T, Alr y DDC.

Aun con toda la diversidad mostrada en esta revisidn y las diferencias notables entre procesos
y moléculas, encontramos en la reactividad del carbono a de aminoacidos (reacciones de
transaminacion, racemizacién y descarboxilacidon) puntos en comun que desarrollan esta
reactividad especifica mas como una secuencia ramificada, que como lineas de reaccién
individuales y desconectadas entre si. También pese a la variedad de moléculas inhibidoras,
cada una de ellas enfocada a la interaccion con una enzima PLP-dependiente distinta,
descubrimos que sus mecanismos de inhibicion no distan en exceso de los mecanismos
enddgenos, compartiendo parte del arbol de reaccién, aunque finalmente se diferencien en
la obtencion de los productos. Formandose en caso de la vigabatrina (GABA-T), eflornitina, a-
difluorometilputrescina (ODC), carbidopa y benserazida (DDC) un complejo ternario Enzima-
Inhibidor-Cofactor y en caso de D-cicloserina (Alr) y nuevamente vigabatrina un aducto
inhibidor-Cofactor. Siendo la Vigabatrina la Unica en llevar a cabo el mecanismo endégeno
completo en presencia del inhibidor.
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